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RESUMEN 

De las eníennedadcs tropicales que afectan al hombre, encontramos que la 

OMS, reporta que la leishmaniasis ocupa el sexto lugar, a nivel mundial Esta 

enfennedad es producida por un protozoario, el cual es transmitido al hombre 

por la picadura del mosquito ~. El par.1sito desarrolla estrategias para 

sobrevivir y continuar con su ciclo de vlda en el hombre. Una de tas estrategias 

que los Investigadores han propuesto y en la que nos basamos es que 1 clshmanla 

tiene glicoprotctnas de la superficie mcmbranal que son resistentes a Jos 

mecanismos microbicidas dl:! los hospederos mamlfcros. Además se ha propuesto 

que la presencia de esta.:. Oli .... uprotcinas intervienen en la viruhmcia de algunas 

cepas de I gishmanla aunado a esto, en esta tesis se trabajó con una I..elsbmanfa 

cutánea difusa por lo que nos propusimos caracterizarla. Para ello, se ulíllzaron 8 

diforenles lcclinas y se dchmnin6 en el laboratorio que la Con /\, es la que se 

presenta de manera más .'.lbundantc en toda la membrana del parásito 

Incluyendo el nagclo; esto se observo utilizando a la Cor. A conjugada con 

íluorcscelna, además Jos parásllos se fraccionaron y se conieron en geles de 

pollacrilamida y se realizaron transferencias a PNC, .1qul conjugamos a la Con A 

con peroxldasa y OAB y encontramos que las glicoprotclnas de 36, 38, 53, 70, 97, 

122 y 118 presentan espedficamcnte azúcares del tipo manosa o gluoosa y además 

las glicoprotclnas de 118 y 36 kDa no se encontró en Jos reportes de Lejshman!a 

~lo que representa una diferencia entre 1 elshmania ~ana.mJ:Xirna 

y 1 ct5hmanta ~ ¡:U(anQ1 y aecmos que es importante destacar cualquier 

diferencia que se encuentre entre cepas de .l&.1.sb.nliwi<L lo cual tal vez pud1er.· 

servir como prueba para discernir entre cepas; como Jo proponen Handman ; 

Godln 1981. diciendo que pcquenas diferencias en Ja glicosilaclón pueden estar 

acampanadas _en diferencias en el rcconodmtcnlo inmune entre cepas de 

l&l5brnanla. 



DENTIFICACION DE GLICOPROTEINAS DE LA MEMBRANA 

'lASMATICA DE Leishmnnin mexicalJi! AFINES A CONCANAVALINA A. 

INTRODUCCION: 

La Leishmaniasis, es una enfermedad producidn por protozoarios del género 

t_~ que. afecta al hombre y se encuentra distribuida en las regiones 

~elváticas de la m:iyor pnrte del mundo (Mansficl, 1984). Los insectos de los géneros 

;:blebotomus o Lutzo!!U:'.i.1!. son los responsnbles de la transmisión de Ja enfermedad 

krow y Neva, 1983; Mnhmoud )' \V11rre11, 1977; Wilford, 1974). 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) (Wright y El Amin 

1989), la leishmaniasis es considerada como una de las seis enfermedades tropicales 

de mayor import.1ncia en salud pública mundial, no solo por su creciente magnitud, 

sino también por las consecucnc:-i:ts socioeconómic.as y p:;icológicas que ocasiona en 

Jos pacientes. 

Entre las especie:. de Leishmanja que infectan al hombre se reconocen cuatro 

tipos diferentes entre sí (Brow y Neva, 1983; Mahmoud y Warren, 1977; Spencer 

1973; Lumsden y Evans, 1976): I..eishmania donovani produce la leishmaniasis 

·;isceral o Kala-azar; Lcis_h_í!l-ª.11IB. !!.Q.P..i@, caus:t leishmaniasis cutáncn: 6 úlcera 

oriental y Leishmania brn7ilicnsis y l-c...Ji.hmania ™kanil, !:ion los agentes 

etiológicos de las leishmaniasis cutánea-mucocutánea. 1 eishmania mexicana 

produce la enfermedad conocida como l1Jccra del chiclero (Brow y Neva, 1983) 

que se caracteriL1 por causar lesiones cutáneas, en Ja cara o miembros y se inicia 

-:amo una pápula, que posteriormente se conviene en una úlcern con bordes 

elevados y endurecidos. EsH1 enfermedad afecta principalmente a trabajadores que 

colectan la goma de chicle, cacao c~fé, en el sur del país f\'elasco, 1987; Ve lasco~ 

'll·· 1989). 



Los estudios de los parásitos provenientes de infecciones cutáneas localizadas, 

indican que pertenecen n la suhcspecie 1 ei~hmania mcxk:ma mexicana. En cambio 

se desconoce si las lesiones producidas en la forma cut;í.ne.:l diseminada son 

causadas por parásitos de una nueva subespccie de J.... mexicana tal como se 

propuso el de Lejshmirnia mexicana pifanoi para el caso de la leishmaniasis difusa 

en Venezuela. 

En México, la leishmania~is cutánea se encuentra distribuida principalmente en 

la península de Yucatán y más recientemente se han reportado casos de pacientes 

infectados en los Estados de Chiapas. Oaxaca, Veracruz, Coahui\a, Tamaulipas y 

Nayarit (esquema 1) (Velasco, 1987; Velasco tl uL., 1989). En relación a la 

leishmaniasis visceral, tnmbién se hnn descrito algunos casos en la región del Rio 

Balsas y en los Estados de Puebla, Guerrero y Morelos. 

CICLO DE VIDA: 

Los parásitos del género ~. viven en intimo contacto con tejidos de 

organismos de diferente origen filogenético (Brow y Neva, 1983; Spcncer.- 1973¡ 

Kreir. 1977). Durante su ciclo de vida, el parásito pasa por las fases de promastigotc 

y amastigotc morfológica y fisiológicamente distintas. Una parte de su vida Ja lleva a 

cabo en el tracto digestivo de los mosquitos del género bJJt?~ que habitan bajo 

la hojarasca, miden de 2 a 3 milímetros (Mahmoud y \V<trrcn, 1977; Wilford, 1974: 

Laison, 1982), )' se distribuyen en los trópicos y subtrópicos. Lns hcmbrns, n! 

alimentarse de Ja sangre de organismos infectados (Mahmon y Warren, 1977), 

pueden ingerir mncrófagos infectados con la formil .1mastigote (esquema 2) . 

Cuando pasan al intestino medio. los amastigotes son liberados por digestión de los 

macrófagos y se trnnsformnn n promastigotes o formas flageladas, se multiplican par 



DISTIUBl,\CION GEOGRAFICA DE LAS U!ISllMANIASIS 

EN IDS ESTADOS IJNllXlS MEXICl\NOS. 
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división binaria longitudinaJ y se mueven hacia In región posterior del intestino. en 

donde se adhieren aJ epitelio por la parte _terminal del flagelo: posteriormente 

colonizan la faringe y la cavidad bucal (Wilford, 1974: Chang si ª1.. 1985). A 

partir de este momento. las hembrns infectadas son capaces de inocular 

promastigotes a otros mamrferos. El proceso infectivo del hombre se inicia por 

la picadura de la hembra, que a través de su aparato bucal inocula o regurgita 

promastigotes en la piel. Los promastigotcs ni entrar en el hospedero son 

reconocidos como cuerpos extraños e inducen unn respuesta inmune celular en la 

que participan principalmente macrófagos, que endocitan a los parásitos y 

permanecen en una vacuola denominada fagociticn o parasitófora. En el interior 

de la vacuola el parásito realiza los siguientes procesos: 1) La diferenciación de 

promastigotes a nmastigotes, que involucrn cambios tnnto funcionales como 

estructurales (Chang !l1 i!L 1985; Fong y Chang. 1982; Fong y Chang. 1981) y 2) la 

proliferación del parásito, que genera un número elevado de am11stigotes (Chang 

~ fil., 1985; Fong y C"hang, 1982). Con la ruptura de macrófagos infectados se 

Jiberan parásitos que al ser nuevamente fagocitados por otros macrófagos, facilitan 

la infección de otras regiones del organismo alejadas del sitio de inoculación. De 

esta manera, el hombre actua como un huésped rcscrvorio accidental durante la 

vidn del partí.sito. 

MORFOLOG!A Y CITOLOGIA DE AMASTIGOTES Y PROMASTIGOTES. 

El promastigote, como ya se mencionó, vive en el tracto digestivo del insecto 

vector(~). tiene forma de huso y mide de 14-20 µm de largo y 1.5-3.5 µ.m 

de diámetro. Presenta un flagelo en posición anterior de aproximadamente 15-28 

µm. que le permite desplaznrse de un lugar a otro. Los nmnstigotes se desarrollan 



intracelularmentC? en los fagocitos mononucleares, tienen form~ ovalada y con una 

longitud promedio de 3 µm y 1.5 µm de diámetro. El flagelo es muy pequeño y eSta 

restringido n la región del snco ílagelar, que constituye un compartin.iento 

intracelular donde se desarrolla el flagelo (esquema 3). 

La utilización del microscopio electrónico, ha permitido observar con mayor 

detalle varios organelos como el nUcleo, que al igual que otros cucariontes 

presenta una doble membrana y un sistema de poros nucleares, con un dii\metro de 

80 nm. La membrana nuclear, a su vez, guarda una estrecha relación con el 

reticulo endoplásmico. Estos parásitos se distinguen de otros ílagelados por 

presentar un organoide denominado Kinetoplasto, en cuyo interior se observa un 

material denso a Jos electrones, que corresponde al DNA supercnrrollado en forma 

de espiral. También se presenta el aparato de Golgi, el cual normalmente se 

localiza entre el núcleo y el Kinetoplasto, formando cisternas membrnnalcs poco 

aparentes. El flagelo está constituido por 9 pares de microtúbulos periféricos y dos 

centrales. Ambas formns del parásito presentan un sistema de microtúbulos, debajo 

de la membrana plasmática, el cual funciona como citocsqueleto que da forma y 

ílexibilidad al parásito (Drow y Neva 1983; Wilford, 1974; Spenccr, 1973; M:mson· 

Bhar y Apted, 1982; Krcir, 1977; Chang et al., 1985). 

La ubicacion taxonómica de Lejshmania mexicam\, segun Lcvine fil fil; 1980 r.:s 

la siguiente: 

Reino: Protista Hacckcl, 1986 

Subreino: Protozoa Goldfuss, 1818, emcnd. van Sicbold, 1845 

Phylum: S<trcomastigophora Honigberg y Balamuth, 1963 

Subphylum: Mastigophora Diesing, 1866 

Clase: Zoomastigophorca Ctlkins, 1909 

Orden: Kinetoplastida Honigberg, 1963 

Suborden: Tripanosomatina Kent. 1880 



PROMASTIGOTE. AMASTIGOTE. 

Esquema de la forma promastlgote y amastlgote. F=Flagelo, RF=recerborio 

flagelar, CB=cuerpo basal, K=klnetoplasto, L=lisosomas, M=mitocondria 

REL=retlculo endopli'.tsmlco liso, AG=aparato de golgi, V=vacuolas, 

NU=nucleolo, N=núcleo, GL=gotas llp!dlcas. RER=ret!culo endoplásmlco rugas. 

ESQUEMA 3. 



Familia: Trypanosomatidae ·. Doílein. 1901 

Género: ~ Ross, 19Ó3 

_ Es~ci~ -j.:~~~~~(~~~-~:==,~¡~g~~~9~~- ennlend; Garnham, 1961 

-.'- ";·-:'._··:-.: .-· 
RELAGIQN HUE5P.ED-PARASITO 

Con 1~ finalidad de facilitar el análisis de las interii.ccione~ quC se_prOduCen éfitre·­

el p¡u~Sito y las células del huespcd varios autores {Chnng ~:nb 198,~; ~11.~ng, 
1983: B\ackwell y Alexander,1983; Fong y Chang, 198:?) han propti~sto la existe_ncia 

de varios eventos: 

El reconocimil!nto e interacción entre el pará.~ito y el mncrófago 

Ln cndocitosis de los pnrñsitos por los macrófagos 

La diferenciación del parásito en amastigotes 

Ln proliferación 

La sobreVivencin de los parásitos 

RECONOCIMIENTO ENTRE EL P ARAS!TO Y EL ~IACROFAGO. 

Los promastigotes al ingresar al huesped mamífero interaccionan con los 

componentes del si1>tema inmune humoral y celular. Así los macrófagos 

aparentemente se ven Mraidos por los parásitos a tra\"és de efectos quimiotácticos 

(Bray, 1983). Este investigador encontró que durante la internccion entre 

promastigotcs de L..~i~hf!1.il.[l@ mexicana y macrófagc!> peritoncales de ratón en 

presencia de suero normal de humano, ratón y coba~.:-. se producía un gradiente de 

atracción entre los pMásitos y los macrófo.gos de ratón y que este gradiente se vein 



disminuido con suero de ratón deficiente en .e1 citocromo C5 e inh.ibido por la 

carbo>.ipeptidnsa B (que destruy~. comp1e~cnto). Estos resultados mostraron que 

_cxist.la _u~ gr~di~nte -de atracción quimiotáctico asociado n_ la presencia del 

complemento.· PostcriormcntC Chañg y Drny, 1985 propusieron que la interacción 

Lcjshman~a • macrófago podía ser suero dependiente y suero independiente. La 

suc~~- dependiente está mediada por la adsorción de mo\Cculns op~oniznntes 

{anticue_rpoS: y ~mplement?) por parte de los promastigotcs y su subsecuente unión 

a los.receptores C3b o Fe de los macrófagos. La interacción suero independiente 

(Chang y Bray, 1985) parece ser del tipo ligando-receptor, en la que participan 

lcctinas presentes en la superficie del mncróf<tgo y ¡¡zúcares como manosa, glucosa y 

fucosa, presentes en la superficie de los promastigotcs. Brny, 1983 sugirió la 

existencia de un receptor semejante a la nglutinina de germen de trigo ~d>re J:: 

superficie de promastig.otcs de 1.tilihJ.lli!.11.ill mcxicn.nI!. ~>i.ki!fil!. Sarniva y Andrac.\.:. 

1986 por otra parte, encontraron que los pronrnstigotes infectivos de Lcishmn.ni:1 

DNtlgnn_ nmnzoncqfil presentan azúcares en Ja superficie celular y unn mayor 

unión a lectinas que reconocen azúc.ircs del tipo D-galactosamina, y cx-D-mnno!>n. 

Estos rcsu\litdos y los reportados por Sthal ~!!L.. 198..\ en los cuales se demuestrn la 

presencia de receptores específicos para 0-manosa y N-acetil D-glucosílmina sobre 

la superficie de macófagos han sugerido que la intcración ligando-receptor juega un 

papel crucial en la fagocitosis no dependiente de suero y se hn propuesto que esta 

interacción se Heva a cabo mediante el receptor fucosa manosa (RFM) de los 

macrófagos que reconoce manosa, fucosa o N-acctil-glucosamina. que se 

encuentran presentes en la superficie de promastigotes. Zcnian, 1981 inhibió 

interacción de Lejshmania tropica y macrófagos peritoncales de ratón utilizando 

fucosa y galactosa. De igual fonna Chanon !tl nl.. 1984 al trabajar con Leishrnanfa 

donovanj y macrófagos pcritonealcs de ratón, logró inhibir la interacción con D­

glucosa, D-fucosa, N-acctil-glucosamina y O-galactosa o al traLir previamente los 



promastigotes con D-manosidasa, N-acetilglucosidasa o fl..glucoronidasa. Todos 

estos hallazgos sugieren la presencia de carbohidratos en la superficie celular de 

~ formando parte de glicoproteinas con residuos de manosa. glucosa, 

galactosa, fucosa o N-acetil-glucosamina. Al respecto Chang ~fil., 1986 consideró 

la participación de glicoprotcinas como la gp 63 con residuos de manosa y N-acetil­

galactosamina, en las interacciones de promastigotes con macr6fagos. ya que han 

visto que esta molécula purificada inhibe la adhesión entre l&..i!llmruliA y Jos 

macrófagos en un 50 %, lo mismo mostró Russel1, 1986 con anticuerpos 

monoclonales contra la gp 63. 

ENDOCITOSJS DE LOS PARASITOS POR LOS MACROFAGOS. 

Alcxandcr y Vickerman, 1975 propusieron que la intcmaliuci6n de los parásitos 

adheridos a los macrófagos se efectuaba activamente por los fagocitos a travé~ de 

la participación de microfilamentos de actina y moléculas de miosina. Esto se vio 

apoyado por los experimentos realizados sobre las interacciones entre L. m.WmnD. 

y macrófagos peritoneales de ratón tratados con 5 a 10 µ.g/ml de Citocalasina B, que 

interfiere con la polimerización de las moléculas de actina, y encontraron que los 

parásitos se unian a la superficie de los macrófagos. pero no eran endocitados. 

Además, Benoliel ~ fil., 1980 mostraron que los macrófagos peritoneales de rata 

tratados con yodoacctato (inhibidor de glicóli1is) no fagocitaban a los 

promastigotes, Estos resultados indicaron que es necesario que los macrófagos 

participen activamente en la endocitosis del parásito. Por otra parte Wilson y 

Peanon. 1988: y Chang y Bray, 1985 propusieron que el receptor fucosa-manosa 

presente en macróíagos, jugaba un papel importante en la ingestión de 

promastigotes de Li ~. Blnckwel y Alexander, 1983 consideraron que la 

endocitosis de ~ se efectuaba por la formación de una invaginación de 



Ja membrana plasmática de Jos macrófagos con lo cual eJ parásito quedaba 

incluído en una vacuola denominada parasitófora. Posteriormente, los gránulos 

lisosomales se unían a Ja vacuola parasitófora y descargaban su contenido (enzimas 

lisosomales). Posteriormente se inician una serie de reacciones bioquímicas que en 

c.onjunto reciben el nombre de "explosión oxidativa", en la que aumenta Ja 

producción de H202 o del anión superóxido. Uno de los aspectos sobresalientes de 

l&i!hmftnia es su capacidad de contra restar Jos efectos del supcróxido y peróxido 

de hidrógeno así como a las enzimas Jisosomales. Al respecto Murray, 1981 reportó 

que los promastigotes de l,..@novanj pueden infectar y sobrevivir en células de Ja 

línea tumoral de ratón 177.t, que normalmente no tienen capacidad de producir 

respuesta oxidativa y que la estimulación de estas células con Jinfocinas momentos 

antes de la infección con el parásito, permitía restaurar Ja "explosión oxidativa", por 

ende producía la muerte del parásito. A esto se suman los trabajos del mismo 

Murray et al., 1985; Paswell ~fil., 1986; y Chang y Chiao, 1981 en los que se hace 

evidente Ja existencia de una relación directa entre la c.apaddad de las Jinfocinas 

para desenc.adennr la "explosión oxidntiva" en macr6fagos humanos, peritoneales de 

ratón y la actividad leishmanicida. Complementando estos hallazgos, Buchmüllcr y 

Maüel, 1986 encontraron que los macrófagos de ratón resistentes a Ja infección 

con L.JDBi2r o L.!filri.tlli, produce mayores cantidades de 02 y HzCJi, que los 

macrófagos de ratones sensibles de la cepa CBA/2 y BALB/c. Estos hallazgos 

sugieren que los parásitos posiblemente presentan algun mecanismo de 

degradación de esos metabolitos tóxicos, permitiéndoles sobrevivir en el interk .. 

de Jos macrófagos. 

LA DIFERENCIACION DEL PARASITO EN AMAS11GOTES. 

La diferenciación del parásito de Ja forma promastigotc a Ja de amastigote es un 

evento importante en el establecimiento y transmisión de la enfcnnedad. La 



diferenciación se ha estudiado básicamente a nivel morfológico y molecular 

(Chang, 1983) implicnndose en este evento ni microambiente Jisosomnl y a la 

temperatura como uno de los posibles inductores de este proceso. Fong y Chang, 

1981, mostraron que hRbía cambios en ciertas protdnas de los promastigotes al 

transformarse en amastigotes, así por ejemplo, observaron que había una 

disminución en el contenido de tubulinn, que corrclacionanabn con la presencia 

de microtubulos submembrannlcs en los parásitos. También se hnn detectado 

cambios en seis proteinas específicas de promastigotes y tres de amastigotes. El 

uso de unticucrpos monoclonales ha permitido distinguir proteínas de membrana 

específica': <le promastigotes que no reaccionan con amastigotcs. Hernández. 

1980; Ayesta i.: .• ·•., 1985: Fong, 1982; y Sacks tl fil., 1987, también han mostrado 

diferenciación en el contenido de carbohidratos de la superficie celular entre 

amastigotes y en prvmastigotes. 

LA PROLIFERACION. 

La proliferación de~ en el interior de la vacuola parasitófora es otro 

de los eventos importantes que ocurren durante el establecimiento de la 

enfermedad. Poco se conoce acerca de los factores que participan en este 

proceso, aunque hay indicaciones de ciertos requerimientos nutricionales 

específicos y de la temperatura. Asi por ejemplo, la temperatura de 34-37 ºC 

ravorcce el crecimiento de L ~ (Alexander y Vickerman, 1975; Handman y 

Spira, 1977; Chang, 1983). 
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LA SOBREVIVENCIA DE" LOS PARASITOS. 

Para explicar Ja·si::ibrevivencia d~ ~en íagocitos mononucleares se ha 

pr~ji~est~ ~~nd~m~n-!~·lmeri~C- · c(U~ .los_ parásitos producen glicoconjugados que les 

confier~n protección. Entre las hipótesis que se han postulado, se propone que los 

parásitos liberan metnbolitos denominados factores de secreción, Jos cuales inhiben 

directamente a ciertas enzimas lisosomnlcs del macrófago (Alcxander y Vickerman, 

1975: El~On ~fil., 1980; Rodríguez~ ill .. 1983). En cambio otros sugieren ( Chang 

y Dwyer, 1976; Chang, 1983; Chnng y Bray, 1985) que la sobrevivencia del parásito 

es debida a la resistencia de las glicoprotcínas de la superficie de Lejshmanja a 

enzimas lisosomales y también a ~upcróxidos. Uno de los factores de secreción que 

se han caracterizado corresponde a un lipofosfoglicano (LPG) que en su forma 

membranal esta constitufdo por carbohidratos, lipopeptidos, ésteres de fosfoto y 

esfingosina (Wright y Eulamin, 1989). Anteriormente El-On y Shnur, 1974 indicaron 

que este factor en su forma soluble presenta carbohidratos de un peso molecular de 

33 000 daltones con la capacidad de precipitar anticuerpos aún después de 

someterlos a ebullición o ser tratados con tripsina, pronasa, neuraminidasa o 

hialuronidasa. Slutzky y Grenblalt, 1977 mostraron que el factor de secreción de 

l&hllm.an!a. !r.QW.m..contiene glucosa, galactosa manosa y residuos de glucosamfna y 

que presenta afinidad a la lectina de cacahuate la cual es específica para residuos de 

galactosa. En la cepa NR de L. brazmensis, se encontró que los productos solubles 

secretados contienen 6 glicoproteinas, las cuales estan asociadas a la membrana 

plasmática del parásito y son reconocidas por cancanavalina A. El efecto de lo:. 

factores de secreción en la inhibición tisosomal se basa en obseivaciones hechas por 

El-On ~fil., 1980; y Sacks y da Silva, 1987, indican que el LPG sufre modificaciones 

durante el desarrollo del parásito. El cambio consiste en la adquisición de nuevos 

carbohidratos que aparentemente protegen más eficientemente al parásito contra 
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Jos agentes destructivos del macrófngo, inhibiendo por ejemplo enzimas hidroHticas 

como la Jl..galnctosidasn lmstn en un 72 %. Recientemente Turco, ·1988 ha sugerido 

que este glicocanjugndo • inhibe ·n la proteína cinnsn C, ·1a cual es-responsable de 

activar la respuesta oxidativn de los rnacrófngos. 

El LPG es además altamente inmunogénico ya que induce Ja formación de una 

gran cantidad de nnticuerpos. La inmunización de ratones con LPG produce una 

protección adecuada contra infecciones experimentales. 

La hipótesis de que In t&.iID.mnni!! tiene moléculas en Ja membrana plasmática 

que le confieren resistencia a In degradación por enzinms lisosomales se bnsa en la 

observación de que otros microorgnni<.mos fogucitados conjuntamente con el 

parásito eran lisndos en tanto que lns Leishmanias sobrcvivian Chang y Dwyer, 

1976. Posteriormente Chitng, 1983 encontró que las glicoproteínas de 68 y 43 kDit. 

de la superficie celular de promasügotes marc.adas con iodo radiactivo y metionina y 

separadas en column:1s de Con-A-Sepharosa no eran degradadas por las enzimas 

lisosomales de hígado de rata , aun cuando se incubaron por largos peri6dos. De 

igual manera, cuando los promastigotes vivos marcados ron iodo radioactivo se 

pusieron a interaccionar con macrófagos peritonenles de ratón, conservaban las 

moléculas de la superficie celular sin que fueran degradadas. Estos resultados 

proporcionan evidencias directas de la resistencia de las glicoproteínas 

membranales a la degradación por enzimas lisosoma)es, posiblemente confiriendole 

de esta manera protección al parásito. Otra glicoproteína que se ha probado es Ja 

denominada gp 63, de la cual Bordier, 1987 considera que existen 500 000 copias 

expuestas en la superficie de los promastigotes. Esta glicoprotefna presenta 

actividad de proteasa, ya que en estudios realizados por Etges ~ fil., 1986~ y 

Bordier, 1987 obser\'t1ron en formn casual, que proteínas utilizadas como 

marcadores de peso molecular en geles de poliacrilamida desaparecían cuando se 

mezclaban con ht gp63 y que la actividad de esta proteasa estaba presente en el 
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pmisito vi-.'O y en la molécula alslada. La presencia de la glicoproteina fosfamsa 

iócb. la. mal en la membrnna de promastigotes de ~ (Goulicb y Dwyer. 

1981). también parece pankipar en la adaptación del parásito para vivir en un 

miaounbicnte hidrolitico 1..-omo lo proponen Ramaley ~ J!l.., 1984 al determinar 

qm: b fOl&tasa idcb aislada de la membrana plasmática de promastigotes de L. 

donowarñ inlu"'bia en un 90'X la generación de superóxido; y este efecto no se 

absem con la fosfal.Ma. alcalinn de Escherjchja mil. lo que nos indica que el efecto 

de la fosfatMa ácida de Leishm•nin es especifico (Katakura y Kobayashi, 1988); 

Esta glicoprotelna. además es n1ás resistente a la desnaturalización por el 

supcnhido, peróxido de hidrógeno y ácido hipocloroso en comparación con otras 

fosfatasas leidas de plantas y de animales. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS: 

'··_.·;:::-.·_.:-_:_ .... 
La superficie celular de los orginismos euciiíiOOtes ·esta constituida_-po_r~u1:ia 

bicapa de Upidos a la que se asoci>.'l proteinns 't gl~CoPf~~-~)~n-~:::~_e)~~-~~~~j~~~ · 
celular. Algunas proteínas integrak" !le orientan hac~a e! ~_citoplaSma y his 

g1icoprotdnas ricas en carbohidratos rn t.·xponen al me_dio_ e_xtracelular. Asi la 

superficie celular está constituida prindpa:mentc por g1icoprote(nas y en menor 

proporción por glicolípidos. 

La superficie celular del parásito J..&Wlnll1..ullL presenta g1icoprotetnas con 

residuos de a-D-manosa/glucosa, D-ga\act!Jsa, "4-ai.:ctil-galactosnmina, N-acetil-

glucosamina, y a-L-fucosa (Dwyer y Gclllicb, 1985) que participan 

fundamentalmente en las interacciones Je 1econocimicnto entre los macrófagos y 

el parásito, la endocitosis y la sobre\'ivencia (Zenian, 1981; Chang, 1981; y Chang y 

Bray, 1985). La presencia de algunas glicoprotcinas como por ejemplo los que 

presentan manosa en la membrana de los parásitos determina así mismo el grado de 

virulencia de ciertas cepas de L. 2rnzillimill. (Hemandez, 1982; Ayes ta !tl fil., 1985). 

Uno de los procedimil"otos para determinar la presencia de carbohidratos sobre la 

superficie de promílstigotes de L-~.i.IDm..rulin. ha sido el uso de lectinns debido a su 

alta afinidad por residuos cspecificos de az6cares. Por ejemplo, ta concanavalina A 

se une a residuos a· metil-D manosido, mientras que la aglutinina de germen de 

trigo se une a los residuos de N-acetilglucosamiría. El uso de lectinas en 

parasitologla ha sido de gran utilidad para distinguir entre formas virulentas y no 

virulentas y en la clasificación de las Lcishmnnias. Varios autores han detenninado 

el patrón de glicoprotelnas de ¡.. ~ (Dwyer y Gottlieb, 1985) L- .lrQJlig¡ y¡.. 

~ encontrandoseal rededor de 40 proteinas de membrana que van de de 12 

a 220 kDa. Por el método de radioiodinaci6n con lactoperoxidasa se encontrar6 que 

23 prote{nas de membrana fueron glicoprotetnas con residuos de manosa, Lepay !:!_ 
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ftl.,_ ~983_.i:n~st~ÓJ~ cexiste.ncia .. dé .'~proX_iinadame1lte 20 glicoprotefnas de superficie. 

Üardi~-er.,io,v;;~-~~ 1~983~ i~-~~bié·n· reconOcieron 20 glicoproteínas en _L. t.rmll9l con 

, pesas· m~l~hul~-~~s q'ue.van\J~ 10 ~-110 kDa. 

_ ... En -~-~ira~)C ~~n~-1~~-·~~p~~~t~-~ a_nteriormentc, de las cepas de Leishmania 

~ ~isladas en ·nueStrO paiS-se desconoce cuales son los componentes más 

importantes- que le confieren sus características clínicas específicas. De igual 

manera no se sabe si los panisitos que producen Jeishrnaniasis cutánea diseminada 

son iguales que aquellos que producen Jcishmaniasis cutánea localizada. El 

propósito de este estudio es caracterizar una cepa de ~proveniente de un 

paciente que tenia Jcishmaninsis diíusa, utilizando lectinas específicas que 

reaccionan con glicoproteinas de la membrana plasmática. 

Para desturollar este objetivo, en primera instancia se \'crificó la existencia de 

glicoconjugados en parásitos completos de la forma promastigote utilizando varias 

lectinas. Específicamente se trntaró de definir si existen glicoprotcinas ricas en los 

residuos a-D-manosa, a-D·glucosa, con la utilización de ConcanavnJina A conjugada 

con isotiocianato de fluorcsceina para detectarlas con el microscopio de 

fluorescencia. 

Posteriormente se obtuvieron las proteCnas totales de los promastigote y 

después de que fueron fraccionadas en geles de poliacrilamida se trató de 

identificar las glicoproteínas con residuos manosa 6 glucosa, presentes en el 

par4sito1 utilizando a la concanavalina A-peroxidasa-DAB, e igualmente se hizo la 

identificación por inmunotransferencia en papel de nitrocelulosa, pero utilizandn 

en los controles peroxidasa·DAB y DAB sola o bien la Con A con su azúcar 

competidor, además Jos parásitos completos se incubaron con DAB. 
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MATERJJLES Y METODOS. -

CULTIVO DE PRmlASTIGOTES DE~~: 

El organismo utilizado en este estudio es el protozoario parásito 1&.i!hmrullil 

~Dili el cual fue aislado del Sr. Heribcrto Frias del Sureste de México. éste 

paciente presentaba Leishmaniasis cutánea difusa y desde su aislamiento los 

parásito~. : -: mantienen mediante dos sistemas: in vivo, por inoculaciónes sucesivas 

en hamstci'' : rlorados (Cri~~ ª-1.!..ffi!.fil) e in vitro (los usados en este trabajo) se 

cultivaron ª"'' ..... ;a:ncnle en medio minimo esencial (MEM, Gibco), el cual 

contenia 0.435 g "'- fosfiito de sodio dibíl.sico anhidro en polvo, y 0.07 g de fosfato de 

potasio monobásiCú ;1 un pH de 7.2 suplementado con Suero Fetal de bovino 

inactivado 10% (Gibco) y Penicilinil-Estrcptomicina 1%. El medio se esterilizó por 

filtro milliporc de 0.45 µm de diámetro, se inocularon lxlo6 parásitos en 10 mi de 

medio. La resiembra se hizo en una campana de flujo laminar. 

Los parásitos se cultivaron en matraces estériles de 25 mi o bien en cajas de 

.cultivo estériles de 20 mi (Nunclon), la cepa se mantuvo a 28 ºC. alcanzando a los 

8 dfas aproximadamente la fose estacionaria de crecimiento que es Ja más 

infectiva, por lo que esta etapa fue Ja que se tomó para todos los experimentos. 

MARCAJE DE LA SUPERFICIE CELULAR DE LOS PROMASTIGOTES 

CON Con A· FITC. 

Los promastigotes cultivados en MEM, se centrifugaron a 3()(X) revoluciones 

por minuto (rpm) duram~ 10 minutos, se lavaron 2 veces con PBS pH 7.4. En el 

último lavado los promastigotcs se resuspendieron en un volumen conocido de PBS 

para contar el número de células en una cámara de Neubauer. Se colocaron un 
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millón de parásitos en dos tubos cppcndorí y se centrifugaron nuevamente. Los 

parásitos se rc!iuspendicron en una solución de PBS con 100 µg/ml de 

Concanavalina A conjugada con FITC (Con A-FITC). Además, a U01.1 de los tubos 

se le adicionó a-metilmanosido (0.2 M) y se incubaron por 30 min a 4 ºC en la 

obscuridad. Las células se lavaron 2 veces con PBS pll 7.4 y se observaron con un 

microscópio American Optical equipado con un sistema de epiíluorcscencla. 

LOCALIZACION DE GLICOPROTEINAS DE LA SUPERFICIE CELULAR 

DE LOS PROMASTIGOTES: REACCION CON ConA-Peroxidasa. 

Para realizar la localización de las glicoprotefnas de l&Wun!mi.!l mexicana se 

emplearon las metodologias de Bernlrnrd y Avrameas, 1970 y Ayesta ~A}.., 1985. 

Los promastigotes se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 fria y se fijaron con 

glutaraldehido 2% en PBS, durante una hora, ya fijados se lavaron nuevamente 3 

veces con PBS, para eliminar el exceso de fijador, despues se incubaron con la Con 

A [l()()µglml en PBS] durante 30 minutos a temperatura ambiente, terminado el 

tiempo de incubación se lavaron 3 veces con PBS pH 7.4. Los parisitos se 

incubaron con pcroxidasa (100 µ.g/ml en PBS] durante 30 minutos, se lavaron 

nuevamente y se incubaron con diaminobcnzidina (0.S mglml en tris O.lM, pH 7.4] 

y Hz02 11 0.01 % durante 15 minutos, se lavaron nuevamente 3 veces en PBS, se 

fijaron con tetroxido de osmio al 1 %, se deshidrataron y se continua la técnica de 

incluir en Epón. 
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CONTROL DEL MARCAJE DE SUPERFICIE DE !&WlnwJia Sil'! LA 

LEcnNA. 

Los Promastigotes de ~~se cosecharon y se 1avaron 3 veces 

con PBS pH 7.4 a 4 ºC y se fijnron con glutaraldehfdo al 2 % en PBS durante una 

hora~ ya fijados se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con Ja Peroxidasa (10 

µg/ml en PBS) 15 minutos a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de 

incubación los parásitos se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con 3131 

Dinminobcnzidina 0.5 mgfml en tris O 1 M pII 7.4 y H202 al 0.01% final, durante 

15 minutos, terminada la reacción se lavaron 3 veces con PDS y se fijaron con 

tetróxido de osmio (Os04) ni 1% en cacodi1ato 0.1 M, durnnte una hora a 

temperatura ambiente, se deshidrataron y posteriormente se incluyeran en Ep6n 

(ver apéndice), para ser observados posteriormente al microscópio electrónico. 

CONTROL CON DAB SIN LA LECTINA EN PROMASTIGOTES DE 

l&Wunania ~E IDENTIFICACION DE CITOCROMO OXIDASA. 

Los parásitos en fose estacionaria de crecimiento y cultivados en MEM, se 

lavaron 3 veces con amortiguador de fosfatos (PBS) a 4 °C pH 7.4 y se fijaron con 

glutaraldehído 2% en PBS, durante una hora; una vez fijados se siguieron 2 

procedimientos; en un caso los parásitos se incubaron una hora a 30 °C con DAB 

7.5 mM, DMSO 6%, Hepcs 0.l M pH B.O y H202 0.15% final y en el otro caso que 

corrcsponderia al control, se incubaron una hora los parásitos a 30 ºC con DAB 7.S 

mM, DMSO 6%, Hepes 0.1 M pH B.O y KCN 10 mM y 11202 0.15% final 

(Seligman !ll il.l .. 196B; Anderson !tl il.l., 1975 y Angermüllcr y Fahimi, 1981). 

Posteriormente las dos muestras se lavaron 3 veces con amortiguador de Hepcs pH 

8.0 0.1 M, se posfijaron una hora a temperatura ambiente con Os04 1 %, en 
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cacodilato ~-1 M pl-I 7.2, s~~ deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol 

(70%; 80%, 90%~_obsoluto) 

E¡;ón, 
se con.tinu6 Con la metodología de inclusión en 

OBTENCION DE PROTEINAS DE !&iIDmrul!a mexicana. 

Para estudiar las glicoproteínas de l&ilhmanin. ~ se obtuvieron las 

proteínas del parásito y se analizaron por PAGE-SDS de la siguiente fonna: 

Los parásitos se lavaron 3 veces con PBS fr{o pH 7.4 a 2500 rpm. durante 10 

min. En el último lavado, la pastilla s~ rcsuspendi6 en un volumen conocido de PBS 

para contar el número de parásitos y 0.1 mi de las células se fijaron en 

glutaraldehido 2.5%, paraformaldehido 2% en cacodilnto 0.2 M y clorura de calcio 

2.5%, durante 10 minutos y se contó el número de células, paralelamente la 

pastilla rcsuspendida se centrifuó nuevamente, eliminando algo del sobrenadante y 

las células se resuspendieron y se pasaron a tubos eppcndorff, en donde se 

centrifugaron un minuto a 1500 rpm. Una vez obtenida la pesti11a, se eli,!'linó la 

mayor parte de sobrenadante y se le adicionaron inhibidores de proteasas. Para 

encentrar el inhibidor apropiado se probaron el n-ctilmalehimida (NEM), para 

hidroximercuri benzooto (PHMB) y el fenil-metil sulfonil Ouoruro (PMSF). 

Tambi~n se probaron diferentes métodos de extracción de pote[nas para ver cual 

de las metodologias era la apropiada para evidenciar el mayor número de prote[nas 

posibles del parásito 1 ejshmanja Las metodologfas utilizadas fueron la extracción 

cetónica, en la cual se puso una relación de 4 volumcnes de acetona fria por 1 del 

extracto de los parásitos con 6 sin Zwittergen. Otra fue Ja de condiciones reductoras 

(con B-mercaptoetanol 6 sin él), dentro de las cuales se probaron modificaciones 

como hervir la muestra despues de incubar 10 min con Jos inhibidores, o heivir 

inmediatamente. El PHMB a una concentracl6n 100 mM, se resuspendi6 

peñectamcnte con los parásitos lavados previamente con PBS PH 7.4 y 
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posteriormente se daban de 5 a 6 ciclos de congelación-descongelación, verificando 

en el microscopio que las células estuvieran lisadas. Posteriormente a los parásitos 

1isndos se le agregaron 50 µl de amortiguador de muestra 2x (trizma-base 1.51 g, 

SDS 2.0 g, glicerol 25.0 g, pironina ó azúl de bromofenol 0.002 g y H20 

bidestilada cbp 100 mi pH 6.8) y se hhvieron inmediatamente durante S min, 

después se centrifugó un minuto y se tomó una muestra para determinar contenido 

de proteínas, utilizando el método de Lowry, 1951 (2 µl y 5 µI). Y al Jisado de 

proteínas de l&.W1.ru..a.nli se le adicionó B-mercaptoetanol, a una concentración 

final de 5% y se hiivió un minuto, est.indo de esta ntanern las proteínas de 

J.&i.mman.i.a listas para su separación por electroforesis. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRU.AMIDA EN 

PRESENCIA DE DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS). 

Para preparar el gel de poliacrilamida utilizamos: el método de Laemmli, 1970 

Aerilnmida. (Bio-Rad) ni 30% , N, N' Motilen bis-acrilamida (Bio-Rad) al 0.8%, 

Metiletilenediamina (TEMED Bio-Rad) y persulfato de amonio (Bio-Rad) 12.5%. 

La electroforesis se llevo a cabo en una mini cámara de electroforesis (Idea 

Scientific mini-Sfab), y el gel separador que se utilizó en todos los experimentos fue 

al 10%. La mezcla para preparar el gel consistió en (ver apcndice) 2.335 mi de la 

solución A; 1.316 mi de B; 0,070 mi de D; 0.699 mi de Glicerol (50%); 2.533 mi de 

agua desionizada; 0.036 nll de solución E; y 0.010 mi de TEMED. 

El gel concentrador se hizo al 5% que consta de 0.345 mi de solución A; 0.435 

mi de solución C: 0.0207 mi de solución D; 1.175 mi de agua desionizada; 0.0207 mi 

de E y 0.003 mi de IBMED. El amortiguador de corrida consta de Glicina 14.41 g; 

Tris-base 3.02 g; SDS 1.0 g, disuelto en agua cbp en 1000 mi pH 8.3. En cada pozo 

se colocaron 70 µg de prote[nn de ~ )' 2 µg de marcadores de 
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pesomo1ecu1ar (Bio·Rnd). Se sometieron a un voltaje constnnte (SO volts), hasta que 

la muestra paso pá(el gel concentrador, en ese momento el voltaje se aumentó n 

IOOvolts. 

El gel se puso a tiñó con azúl de Coomassie (Bio-Rad) 1 % en metano) 50% y 

Acido acético 10% y se dejo en agitación durante hora y media, posteriormente el 

gel se destiñó con una solución de metano) al 50%1 acido acético 10% y agua. 

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA (PNC). 

Parn efectuar la transferencia de las protdnas a Papel de Nitrocelulosa (PNC • 

Hoefer Scientific lnstruments 0.45 µm de diametro de poro) se utilizó la camara de 

transferencia (Idea Scientific mini~slab). L"l transferencia se llevó a cabo a 12 volts 

y 500 mAmpcres durante una hora. Terminada la transferencia, el PNC se incubó 

en una solución de albúmina sé rica bovina (BSA) 3%, gelatina 0.1 % azida de 

sodio 0.1% en PBS pH 7.4 toda la noche a 4ºC y agitación constante, para bloquear 

Ja unión lnespeclfica de protefnas. Bajo estas condiciones el PNC se puede guardar 

a 4°C ó bien se puede utilizar inmediatamente después de un lavado con PBS­

Tween (NaH2P04 IOmM, Na2HP04 10 mMyNaCI lSOmM yTwcen al 0.05%). 

DETECCION DE GUCOPROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

Los experimentos para el reconocimiento de g1icoprotefnas mediante el uso de 

la ConA se llevaron a cabo siguiendo la metodologfa reportada por Pnrish ~ ª1., 

1977, para pictyostelium discoideum. Para realizar la detección de glicoprotefnas 

de 1&.ll.b..nmni.n ~ en geles de poliacrilamida, se usaron 3 variantes. para 

descartar artefactos de la reacción: 

a) Incubación del gel de poliacrilamida con Concanavalina A· Peroxidasa 



• Diaminobenzidina (DAB) • Peróxido de hidrógeno. 

b) Incubación del
0

gel con Peroxidasn • DAB -Peroxido de 

hidrógeno. 
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e) Incubación del gel de poliacrilamida con DAD y Peróxido de hidrógeno. 

En la primera variante de Concanavalina A - peroxidasa - DAB-peroxido de 

hidrógeno se realizó lo siguiente: 

Terminada la e1ect'.oforesis el gel se dejó lavando durante 20 horas a temperatura 

ambiente en agitación en una solución de isop·ropanol 25%, ácido acético 10% y 

agua65%. 

Terminado este lavado se le dió otro lavado de 2 horas en amortiguador de 

Fosfatos (0.169 g de HzP04 y 0.2069 g de HzP04flOO mi) 15 mM pH 6.7. El gel se 

incubó 2 horas con ConA [0.5 mg/ml1 en amortiguador de fosfatos 15 mM. y 

dcspues de la incubación se lavó 1 hora en amortiguador de fosfatos 15 mM y otra 

hora en Tris-HCI 0.1 M pH 7.4. Concluido el lavado el gel se incubó 2 hrs con 

Peroxidasa (horseradish,laborntorios Miles) [0.1 mg/ml] en tris 0.1 M pH 7.4. y se 

lavó una hora con Tris 0.1 M pH 7.4 (varios cambios) y se incubó con 

Diaminobenzidina (Baker) [0.005g] en 10 mi de Tris pH 7.4 y 4 µI de peroxido de 

hidrógeno (H202) al 30%, y cuando aparecieron las bandas, la reacción se detuvo 

agregando agua destilada. 

En la segunda variante de peroxidasa • DAB se siguen todos los pasos anteriores 

excepto que no se incuba con ConA. 

En la tercera variante con DAB es igual que en a) pero con la diferencia de que 

aquí no se incuba ni con ConA. ni r:on Peroxidasa. Una vez que se terminaron todas 

las reacciones, el gel se se~ó y se determinaron Jos pesos moleculares de cada 

protefna reveladí\ r:;1 el gel. 
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PARA LA DETECCION DE OLJCOPROTEINAS EN PAPEL DE 

NITROCELULOSA SE .REAÚwoj;¡ 3>vAAIANfE5 DEL MISMO 

EXPERIMENTO. 
--

1) Tiras de PNC con proteínas transferidas de ~~y 

bloqueada:~ cO~.-~s~ ~~,'--~·~!-~~!~~-0.1 % en PBS ·se lavaron 2 veces con PBS·Tween 

o.Q5% Y .. :se p~~i~~on ~- ~~~~~-ª-~º~-'-~~ ~ª. lectin~ ConA [100 µglml] durante toda la 

noche, a 4 ºC y agitación cOóstante. AJ día siguiente, el PNC se lavó 1 vez con PBS­

Tween 0.05%; 2 veces con PBS-Nonidet P-40 (PBS pH 7.4 y Nonidet P40 1%) y 

una vez con· PBS-Tween O.OS%; despues se puso n incubar con pcroxidasa 

[lOOµglml} 6 horas, n temperatura nmbientc y agitación constante en 

obscuridad. Terminado el tiempo de incubación, se lavó 3 veces con PBS­

Tween 0.05% pH 7.4 y se puso a incubar con 3' 31 Diarnonobenzidina [O.S mg/ml] 

en tris-HCI (O.lM] pH 7.2y H202 a una concentración final de 0.01%; cuando 

aparecieron las bandas de las proteínas la reacción de revelado se detuvo con 

agua bidestilada. 

2) Una variante de este experimento fue utilizar a la lectina acoplada a la 

peroxidasa (100 µg/ml siguiendo el mismo protocolo), pero en lugar de utilizar la 

Diaminobenzidina, para revelar los sitios de unión de la conA·peroxidasa, se utilizo 

al 4 Cl-Naftol [0.5 mg/mlJ y H202 al 0.05% en PBS pH 7.4. L' reacción se detuvo 

con agua bidestilada cuando aparecieron las bandas. 

Este ensayo se realizó igual que el de ConA. con la variante de incubar 15 minutos 

antes Ja lectina con el azúcar competidor a·metilmanopiranosa a una concentración 

final de 0.2 M. y despucs se le adiciono a las tiras de PNC. 

3) Se siguió la misma metodología descrita en el experimento 1 excepto que 

aqu[ no se incubó el PNC con la ConA. El PNC se incubó con la peroxidasa y la 31 

31 diaminobenzidina. 
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RESULTADOS. 

LOCALIZACION DE REC:EPTORES DE MEMBRANA CON CON A. 

Los experimentos de marcaje de los promastigotes con Con A-FITC mostraron 

que los parásitos emitían una fluorescencia homogénea sobre la superficie celular 

incluye!ldo el flagelo y el saco flagelar. La especificidad de esta reacción se mostró 

inhibiendo la unión de la lcctina al receptor de membrana haciendo la incubación 

de los parásitos en presencia de a-n manosa. Para evidenciar la existencia de 

receptores de la membmna plasmática a Con A se observaron los parásitos con el 

microscopio electrónico de trnnsmisión y se encontró que en efecto los receptores a 

la lcctina marcada con pcroxidasa, se encontraban distribuidos homogéneamente 

sobre la superficie celular de los promastigotcs, incluyendo el flagelo y el saco 

flagelar (Fig. 1). 

PROTEINAS TOTALES DE PROMASTIGOTES DE l&WJmi!nia ~. 

De los diferentes ensayos efectuados para determinar las condiciones óptimas 

de separación de prote(nas, encontramos que Ja congelación y descogelaci6n de los 

parásitos en presencia de 100 mM de PHMB fue la que nos permitió obtener el 

mayor número de proteina.s y con menor degradación. El patrón de proteínas 

totales de promnstigotcs obtenidas por electroforesis en geles de poliacrilamida, en 

presencia de dodccilsulfato de sodio, mostró la existencia de 55 bandas de prote{nas 

(Fig.2), con pesos moleculares en el rango de 13-122 kDa. Los pesos moleculares de 

las proteínas que mas dcst.1can son: 14,15,18,19,25,27,31, un doblete de 35 kDa, 

otras de mayor peso molecular corresponden a 37, 43,47,53,62.83 kDa. De estas 

últimas, la que se presenta en mayor abundancia es una molécula de 53 kDa y que 



FIGURA l. 

Marcaje con Concanavalina A y fluoresencia de la superficie 

celular, del flagelo y saco flagelar de promastigotes de 

Leishmanla mexicana. 
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esta pró~ir:;-a ~-1~ -tub~tina , ·que i~ienc un- pc;so mo1~cular -de SS kDH (Ch3ng fil ñ..t., 
1985). 

GLICOPROTEINAS DE PROMASTIGOTES DE l.&W!mnni!l mmrana. 

~na vez obtenido el patrón de proteínas totales del parásito (Fig 2, 3 y 4B), se 

procedió a determinar cu&les eran las glicoprotefnas que presentaban afinidad por 

la Con A utilizando dos procedimientos diferentes. El primero, consistió en incubar 

directamente los geles de poliacrilamida, que contcnfan el extracto total de 

proteínas fraccionadas, con Con A·peroxidasa, y el segundo, se hizo con proteínas 

transferidas a papel de nitrocelulosa. En los geles de poliacrilamida se encontró 

que varias moléculas reaccionaron con la lcctina, en especial las de 36, 38, 53, 70 y 

97 kDa (Fig. 2 C). Para definir la especificidad de esta reacción, se incluyeron dos 

controles. Uno consistió en incubar el gel de acrilamida en ausencia de Con /\. (Fig. 

20) y, el otro, solo con diaminobenzidina (Fig. 2E). En el primer caso, se encontró 

que Ja molécula de 53 kDa daba reacción positiva, Jo mismo que una de 25 kDa, 

pero con menor intensidad. En el ültimo caso, (con DAB) sólo Ja molécula de 53 

kOa dió una reacción clara. 

La identificación de las glicoprotefnas utilizando el extracto total de protefna$i 

transferidas a papel de nitrocelulosa fue mas claro y permitió revelar otros 

componentes que no se detectaron en los geles de poliacrilamida. Las moléculas 

que se marcaron mas intensamente fueron las de 36, 99, 122, 118 kDa (Fig. 3C). 

Los mismos controles que se utilizaron para las reacciones en los geles de 

poliacrilamida, se hicieron con los papeles de nitrocelulosa, pero en este caso, no se 

detectaron moléculas que dieran reacción inespecffica en ausencia de la lectina 

(Fig,30). Otro control que se utilizó en el PNC fué la inhibición de la lectina con 

el azúcar a-metil-manosido (Fig. 4E). 
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lDENTIFICACION DE LA ESTRUCfURA CELULAR QUE PRESENTA 

REACCION DE PEROX!DASA ENDOGENA. 

Motivados por los resultados obtenidos de la reacción de los geles de 

potiacrilamida con la diaminobenzidina, nos propusimos definir cual era la 

estructura cclulnr que presentaba esa actividad enzimática. Para ello se procesaron 

los promastigotes siguiendo un protocolo similar al utilizado en los geles, pero con 

los parásitos fijados previamente con glutaraldehfdo, para preservar su estructura . 

Bajo estas condiciones se observó que la única. estructura celular que dió una 

reacción positiva fue la membrana interna de Ja mitocondria incluyendo sus crestas 

CFig. S). Como una de las moléculas de la mitocondria que podría estar 

involucrada en esta reacción es la citocromo oxidasa , se hicieron experimentos de 

:nhibición de la enzima con KCN. En estas condiciones se encontró que los 

parásitos no se marcaban en ninguna de sus componentes celulares, sugiriendo que 

la citocromo oxidasa fuera la responsable de la reacción con la diaminobenzidina. 



FIGURA 5. 

Promasligotes de Lcishmania mexicana tratados con DAB. 

A. Micrografia que muestra Ja reacción de la peroxldasa en­

dógena en la membrana interna mitocondrial y sus crestas. _ 

B. Amplificación en Ja que se observan las crestas de la rnitQ 

concilia (ílecha). 

1 
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DISCUSION: 

Com~ se sabe la membrana plasmática de los parásitos es de gran interés debido 

a la adnptación Aue debe presentar en los microambientcs en los cuales se 

d_~sa~rol~a. como 1&.i.fillmrulia, la cual vive en el microambiente del tracto digestivo 

del insecto vector y después en las vacuolas parasitoforas del macrófago (hospedero 

vertebrado). Esta alternancia en el ciclo de vida de ~ ha llamado la 

atención a diferentes investigíldorcs, los cuales han propuesto (basándose en 

diferentes evidencias) que la membrana plasmática, es la que le confiere tal 

resistencia al parásito, permitiéndole de esta manera sobrevivir. Estos 

investigadores han encontrado que las proteínas membranalcs de mayor 

importancia en la vida del parásito son glicoproteínas a las cuales se les ha dado un 

papel preferencial en la adhesión, reconocimiento, cndocitosis y en secuestrar a los 

promastigotes infectivos dentro de los Iisosomns y fagocitos mononucleares y en la 

sobrevivencia (resistencia a enzimas lisosomales, y al peróxido de hidrógeno), 

dando como consecuencia que estas glicoprotefnas intervengan en la protección 

contra la degradación por enzimas digestivas del hospedero. Estas glicoprotefnas en 

l-eishmanja se han evidenciado en parásitos completos utilizando diferentes 

lectinas, dandonos información acerca de la localización y distribución de los 

azúcares sobre la superficie celular. Además. en membranas plasmáticas de 

Leishmanias, aisladas por electroforesis, utilizando técnicas de tinción como la de 

Shiff o la de marcaje radiactivo o la de Jactoperoxidasa, se ha mostrado el tipo de 

glicoprotefnas membranales que presenta cada especie del parásito, la abundancia y 

su peso molecular. Las técnicas como el marcaje radiactivo o el de lactoperoxidasa 

apoyados con los geles de poliacrilamida han proporcionado información mas 

precisa sobre la abundancia de estas glicoprotefnas en la membrana del parásito. 

Sin embargo aún con estas técniCl!s, las protefnas detectadas por diferentes 
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investigadores en geles de poliacrilamida difiere enormemente en peso molecular y 

abundancia, aún utiliztmdo las mismas mctodologfas. Por lo que debido a las 

discrepancias existentes en los reportes de las glicoproteínas membranales de las 

diferentes especies de éste p;i.ri\sito y sabiendo que contamos con una l.&.Wl.m.imlil 

~ que no presenta una lesión cutánea común sino una difusa (reportada 

para la subcspccie pifanoi), nosotros nos propusimos como OBJETIVO GENERAL 

caracterizar la cepa de promastigotes de Lcjshmanía ~ Parn realizar ésta 

carnctcrizaci6n1 en el laboratorio se utilizaron 8 lcctinas (PNA, RCA. Con A. BSI, 

\VGA, DBAt PVA y UEA); encontrándo!>c que los receptores a Con A son los 

únicos C¡ue, se detectan sobre la superficie celular de los promastigotes de 

!&llh.mani.a mexicana. 

El microscopio" de fluorescencia permitió observar en toda la superficie celular, 

flagelo y saco flagelar de ~ mexjcana la abundante distribuición de 

. azúcares del tipo manosa identificadas por Con A. Esta evidencia nos dio pauta 

para tratnr de conelacionar los estudios de parásitos completos por microscopia, 

con lo de las protefnas totales del parásito fraccionadas en geles de poliacrilamida. 

Este tipo de evidencias en el inicio de la investigación acerca del parásito son de 

suma importancia, ya que nos permitirá tener un panorama más completo sobre la 

variación que se pudiera encontrar posterionncntc al aislar solo membranas del 

parisito, Jafíe y McMahon~Pratt. 1988, han encontrado que estas variaciones 

existen en los parásitos completos (a la respuesta de aglutinación) y en las 

transferencias de proteínas membnmales a el mismo tipo de lectina, Pero no 

reportan lo que pasa con las glicoproteinas totales del parásito fraccionadas. 
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GLICOPROTEINAS AFINES A CON-A EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

Para la identificación de glicoprotefnas con residuos manosa/glucosa de L. 

~ se utilizó la lectina Concanavatina A para identificar protefnas 

separadas en geles de po1iacrilamida. En este experimento encontramos que 

aproximadamente 20 gticoprotcinas se unieron a ConA siendo las mas evidentes las 

glicoproteínas de 97 y 36 kDa. o.,clinery Dwyer, 1983: Chang, (1983 y l.epay tl fil., 

1983, identificaron glicoproteínas membrnnales del parásito 66·65 kDa con marcje 

radiactivo en promastigotcs de L. UQpjg. L. donovani L· m!ÜQr. !,.. m. arnazonensjs 

y L. fil· mcxitana. Sin embargo la glicoprote{na de 97 kDa. no ha sido reportada 

como una de las mas abundantes en estas especies lo que m;uca una diferencia 

importante entre 1,. m.cxic4lna ~i9!llil y L· mcxjcana que tenemos en el 

laboratorio y.1 que csUt 1,. mexicana no presenta la leishmaniasis cutánea común 

sino una diseminada y es importante destacar cualquier diferencia que se encuentre 

entre las lineas de ~ lo cual tal vez pudiera servir como una prueba para 

discernir entre cepas, ya que como propone Handman y Goding, 1981, pequeñas 

diferencias en la glicoscilación pueden estar acompañadas en diferencias en el 

reconocimiento inmune entre las especies de ~- De las proteínas totales 

de ~transferida• a papel de nitrocelulosa (PNC) y reveladas eon 4Cl­

Naítol, se evidenciaron 19 g1icoproteinas y detectamos marcada muy fuertemente a 

la glicoprotefna de 36 kDa. 

Haciendo una comparación entre las glicoprotefnas identificadas por la Con A 

en geles de po1iacrilamida con las identificadas en PNC, se encontró que aunque en 

el gel se apreciaron aproximadainente 20 bandas específicas, 14 glicoprotefnas con 

pesos moleculares muy similares (fig. 4) aparecen en el gel y en el papel. En el gel 

las gticoproteinas con peso molecular aproximado 97, 70, 53, 38, y 36 kDa se 

visualizan como bandas muy evidentes, lo cual nos sugiere que son glieoprotefnns 



abundantes e,n el; p;frásito. Se encontraron diferencias en la intensidad de las 

glicopro~,efna_s .. ~e _12?~ 118,_ ~9 y 36 kDa identificadas en el PNC con las observadas 

di~e-ct8men1~-:~n er St'.1.- En: e1 papel se observó que la glicoprotdnn con un peso 

- ~ ~~-l __ e~ú~-~:r ~~J~.~~!?~;_:~r~~~~~~ ~-~ª ~tf~ción m~y evidente. 

_CoinP3ra-ildP_-IOS ·ge1eS . .- iCfiido~ -Con azul de Coomassiecon los tratados con Con 

A,. ~d-~-¡~-oS :~6-~~~~~~, ci~;~m~-~te como I~ proteína de 53 kDa, teñida con azul 

p-r_~~~~ta·-~~~-·-~}f~~~1~·~;~rl!~~t~·; la proteína de 36 kDa no, suc~diendo lo contrario 

~O::.)~~~ g~jci; lrñtad-;,s· co:1 la _lectina Con A: además, con la utilización de azúcar 

i~Ít~·bi~~r ~aii·é~~ A;·el a-metit-manopiranosa y los controles utilizando peroxidasa 

y DA~, tanto en Pl"C como en los geles, descartamos la posibilidad de que los 

resultados obtenidos fueran artefactos de la reacción y por lo tanto decimos que las 

glicoprotefnas de Leishmania mexicana identificadas cspecificamentc por Con A en 

el PNC y el gel presentan azúcares terminales del tipo manosa o glucosa1 además es 

importante destacar que no se encontro ningun reporte en el que se presenten 

evidencias de que las glicoprotcínas de 118 y 36 kDa. sean L'\n intensamente 

marcadas como las que se observaron en el caso del parnsito L ~. 

Motivados por las bandas observadas en los geles de poliacrilamida, los 

parásitos se incubaron con DAB1 para tratar de localizar las peroxidasas endógenas 

que aparecian en el gel, esta reacción nos permitio observar una marca 

electrondensa que se presentó reproduciblemcnte en toda la membrana 

mitocondrial así como en sus crestas, se realizaron repeticiones para ver si no 

habia sido algún artificio y se encontró que los resulL-idos obtenidos eran 

reproducibles, con estos resultados y con la idea de que tal vez lo que se observaba 

era algún citocromo se realizaron experimentos de inhibición para el citocromo 

oxidasa con cianuro de potasio, bloqueando asi cualquier transporte electrónico y 

verificar efectivamente que éste complejo era el que se estaba evidenciando, de esta 
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manera se encontro que al incubar al parasito con el cianuro no encontramos 

marca alguna. 

Basandonos en estudios realizndos por J-lill y Cross. 1973, ,\fortin y Mukknda, 

1979, en los que mediante analisis espe~tral reportan la presencia de citocromos, así 

como los de Shnw y Simpson, 1989, quienes mediante la purificacion de las 

mitocondrias y analisis espectral evidcncfnn actividad de citocromo. De ésta 

manera aparentemente logramos detectar a nivel celular el citocromo oxidasa, el 

cual no corresponde a la banda observada en el gel de poliacrilamida cuando este 

fue incubado con DAB, sin embargo éta metodología no ha sido reportada con 

anterioridad además de ser una metodología reproducible y sencilla, que podria 

utilizarce como un método especifico para el marcaje mitocondrial de 

promastigotes de 1&.iihmanin. mcxjcana. 

Creo que el hecho de haber evidenciado las g1icoprotefnas de 118 y 36 

kilodaltons con Ja intensidad que se ve en las figuras 2, nos habla de la abundancia y 

de la gran afinidad que presentan estas proteínas a la Jectina Concanavalina A. por 

lo que creo seria importante encontrar posteriormente su localización y su función 

biológica esto seria de gran interes ya que como lo reporta Ayesta m fil., 1985 la 

Concanavalina A solo se une a cepas patogcnas del parasito de L. ~ lo 

cual nos habla de la importancia de las glicoproteinas presentes en el parasito 

~. 
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CONCLUSIONES: 

1.- El parásito ~ mexicana presenta receptores específicos a In 

lectina Concannvnlina A. 

2.- - La imágen electroforética y la inmunoclcctrotrasícrencin nos pennitieron 

observar que los promastigotes de ~ ~ presenlnn 

aproximadamente de 6 a 7 protefnas con afinidad a Con A., lo que nos indica la 

presencia de g1icoprote(nas con manosa y /o glucosa. 

3.- Se observó que los promastigotes de l&illlm!min. mexicana tratados con 

diaminobenzidina, presentan una reacción electrodensa en la membrana interna 

mitocondrial, que se inhibe en presencia de KCN, lo que nos indica que 

probablemente detectamos a la citocromo oxidasa. 

4.- Además mediante la inmunoclectrotrasfercncin, detectamos una marca muy 

intensa de las glicoprotefnas de 118 y 36 kDa, lo que rcprcsenti1 la gran afinidad a 

Con A de éstas glicoproteinas, las cuales no se han encontrado en otros reportes. 



APENDICE 

TECNICA DE INCLUSION EN EPON. 
1.- Las célu1ns se posfijan con Os04 1% en cacodilatos 0.lM pH 7.2 una hora a 

temperatura ambiente. 
2.- Se lavan 2 veces con cacodilato O.lM pH 7.2 
3.- Se elimina el sobrenadante en la campana de extracción 
4.- Se comienzan a deshidratar las muestras utilizando alcoholes en porcentaje 

creciente. 
-Poner alcohol 70%, resuspcndcr y dejar 10 minutos 
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante 
-Alcohol 85%, resuspendcr e incubar 10 minutos 
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante 
-Alcohol 90%, resuspender e incubar 10 minutos 
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante 
-Alcohol 95%, resuspender e incubar 10 minutos 
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante 
-Alcohol absoluto, rcsuspendcr e incubar 10 minutos 
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante 

s .. Poner a la muestra, Oxido de propiteno 20 min. 
6.· Centrifugar 5 min. y eliminar el sobrenadante 
7.- Agregar a la pastilla una mezcla 1:1 de Epón-Oxido de Propileno, 

resuspcnder bien la yastilla y dejar una hora. 
a) Poner en un tubo de ensayo una cantidad determinada de Epón (debe 

de estar a temper:artura amb.iente), sacar la resina con pipeta 
b) Agregar un volumen igual al de la resina (Epón) y de Oxido de 

Propileno. 
e) Mezclar muy bien con un palillo 

8.- CenUifugar S min. y eliminar un poco de resina 
9.- Agregar una mezcla de Ep6n 2:1 con Oxido de Propileno 
10.-Resuspcndcr muy bien la pastilla y dejarlo toda la noche,tapar muy bien 

el eppendorf. 
11.-Centrifugar S min. 
12.-Eliminar un poco de volumen de la mezcla 2:1 y resuspender 

nuevamente la pastilla 
13.-Pasar las células embebeidas en la mezcla (2:1) a un mini eppendorf 
14.-Ccntrifugar S min 
15.·Eliminar todo el sobrenadante (mezcla2:1) 
16.-Agregar Epón (a la mitad del mini eppendorl) 
17.-Centrifugar S minutos. 
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18.-Complctar con Epón y llenar el mini-eppendoñ, conteniendo una etiqueta de 
identificación y polimerizar en estufa a 60ºC.durante 2 días. 



Soluciones utilizadas para preparar geles de polincrilamida: 

Sol. A Solución de Acrilamido ol 30%. 
Acrilamida 30 g. 
Bis-Acrilamida Sg. 
H202 desionii.ada aforar a JOÓ mi. · , .-

Esta solución se filtra y se guarda en frasco ambar y se guarda 'en Cl cuártó frío. 

'sol.B Trizma base 36.3 g. 
Hcl 1 N. , 4.0 mi. 
1120 desioniznda aforar a 109 mi: . ___ __ .. _ _ _ ~ __ , 

Esta solución debe tener un pH de 8.8 n 9~ tarñb~Ctúe_-fi~trñ-y_.-se_ gu:a·r-da eñ' 
refrigeración. - · 

SoI.C Trizma-basc 5.98g. 
Hcl lN. 4.0 mi. 
H20 aforar a 100 mi. 

Esta solución debe tener un pH de 6.8 a 6.6. tambien se filtra y se guarda.en 
refrigeración. 

Sol.O SDS al 10% 10 g. 
H20 aforar • 100 mi. 

Sol.E Persulfato de amonio O.lg. 
H20 deionizada 1 mi. 

Esta solución se prepara momentos antes de usarse. 

Sol.F TEMED O.OJO mi. 

El nzul de Bromofenol se usó ni 0.02% final y el P·mercapto etanol ni 0.5% final. 

METO DO DE LOWR y. MODIFlCADO. 
Una vez obtenida la proteína de ~ se procede a determinar su 
concentración por el método de Lowry .. 
J.- Lo primero que se hace es una curva estándar utilizando Albumina de Suero 

Bovino (BSA), de Ja siguiente fonna. 
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2.- Se hace una solución stock de BSA 1 mg/ml disuelta en agua, y se toman los 
siguientes volúmnes de albúmina: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 µ1 

Para eliminar los detergentes de la muestra problema, como el SOS, la muestra se 
resuspende en 200 µ.I de DOC (deoxicolato de SodJo 0.15%) y se agita en vortcx, 
durante 5 min. Luego se adiciona TCA (Acido Tric1oroacético a1 70%), frío y se 
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resuspende perfectamente bien, se incuba nuevamente durante 5 min. en hielo. 
Terminada la incubación, la muestra se centrifuga a 2000 r.p.m., durante 5 min. y 
se elimina el sobrcnadantc. A la pastilla se le adicionan 200µ1 de agua destilada, 
se rcsuspcnde perfectamente con el vortex. y se le agrega 1 mi de la Solución C. se 
agita nuevamente y se incuba a temperatura ambiente durante 10 min. Luego se 
agrega 0.1 mi del reactivo de Folio (1-1) y se incuba a temperatura ambiente por 
45 min 6 bien se hieivcn todas las muestras, incluyendo las de Ja curva patrón 
(albumina 0,10,20,30,40,50,µg) por 5 min. La absorbancia de las soluciones se mide 
en un cspectrofotómetro a 660 nm. 
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