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RESUMEN
De las enfermedades tropicales que afectan al hombre, encontramos que la
OMS, reporta que la leishmaniasis ocupa el sexto lugar, a nivel mundial. Esta
enfermedad es producida por un protozoarnio, el cual es transmitido al hombre
: por la picadura del mosquito Lutzomia. El parasito desarrolla estrategias para
sobrevivir y continuar con su ciclo de vida en el hombre. Una de las estralegias
que los investigadores han propuesto y en la que nos basamos es que Leishmania
tiene glicoproteinas de la superficie membranal que son resistentes a los
mecanismos microbicidas de los hospederos mamiferos. Ademds se ha propuesto
que la presencia de estas glicuproteinas intervienen en la virulencia de algunas
cepas de Leishmania, aunado a esto, en esta tesis se trabajo con una Leishmania
cuténea difusa por lo que nos propusimos caracterizaria. Para etlo, se utilizaron 8
diferentes leclinas y se determind en el laboratorio que la Con A, es la que se
presenta de manera mas abundante en toda la membrana de! parasito
incluyendo el flagelo; esto se observo ulilizando a la Con A conjugada con
fluoresceina, ademas los parasilos se fracclonaron y se corricron en geles de
poliacrilamida y se realizaron transferencias a PNC, aqui conjugamios a la Con A
con peroxidasa y DAB y encontramos que las glicoproteinas de 36, 38, 53, 70, 97,
122 y 118 presentan especificamente azucares del tipo manosa o glucosa y ademas
las glicoprotefnas de 118 y 36 kDa no se encontrd en los reportes de Leishmania
mexjicana lo que representa una diferencla entre Lgishmania mexicana mexicana
y Leishmania mexicana pifanol y creemos que es importante destacar cuaiquier
diferencia que se encuentre entre cepas de Lejshmania, lo cual tal vez pudter-
servir como prucba para discernir entre cepas; como lo proponen Handman
Godin 1981, diciendo que pequefas diferencias en la glicosilacion pueden estar
acompanadas en diferencias en el reconocimiento inmune entre cepas de

Leishmania.



- 'DENTIFICACION . DE . .GLICOPROTEINAS DE LA MEMBRANA
ILASMATICA DE Leishmania mexicana AFINES A- CONCANAVALINA A.

INTRODUCCION: "

La Leishmaniasis, es una enfermedad producida por protozoarios del género
teishmania que afecta al hombre y se encuentra distribuida en las regiones
selvaticas de Ia mayor parte del mundo (Mansfiel, 1984). Los insectos de los géneros
3hlebotomus o Lutzomyia son los responsables de la transmisidn de ia enfermedad
{Hrow y Neva, 1983; Mahmoud y Warren, 1977; Wilford, 1974). N

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Wright y El Amin
1989), la leishinaniasis es considerada como una de las seis enfermedades uopicalés
de mayor importiancia en salud piblica mundial, no solo por su creciente magnitud,
sino también por las consecuencias socioecondmicas y psicaldgicas que ocasiona en
los pacientes.

Entre las especies de Leishmania que infectan al hombre se reconocen cuatro
tipos diferentes entre si (Brow y Neva, 1983; Mahmoud y Warren, 1977; Spencer
1973; Lumsden y Evans, 1976): Leishmania donovani, produce la leishmaniasis

sisceral o Kala-azar: Leishmania tropica, causa leishmaniasis cutineca & dlcera

oriental y Leishmania braziliensis y Leishmania mexicana, son los agentes

etioldgicos de las leist iasis cutdnen acutinea. Leishmania mexicana
produce la enfermedad conocida como Glcera del chiclero (Brow y Neva, 1983)
que se caracteriza por causar lesiones cutineas, ¢n la cara o miembros y se inicia
como una pipula, que posteriormente se convierte en una ulcera con bordes
elevados y endurecidos, Esta enfermedad afecta principalmente a trabajadores que
colectan la goma de chicle, cacac café, en el sur del pais {\'elasco, 1987; Velasco et

al., 1989).



Los  estudios de los pardsitos provenientes de infecciones cutineas localizadas,

indican que pertenecen a Ia subespecie Leishmania mexicana mexicapa. En cambio

se .d e si-Jas lesiones producidas en fa forma cutinea diseminada son
causadas por pardsitos de una nueva subespecie de L. mexicana, tal como se

propuso el de Leishmania mexjcana pifanoi, para el caso de la leishmaniasis difusa

" en Venezuela.

" 'En Meéxico, Ia leist iasi inea sc " a distribuida principalmente en
la peninsula de Yucatdn y més recientemente sc han' reportado casos de pacientes
infectados en fos Estados de Chiapas, Qaxaca, Veracruz, Coahuila, Tamaulipas y
Nayarit (esquema 1) (Velasco, 1987; Velasco et al., 1989). En relacion a la
leishmaniasis visceral, también se han descrito algunos casos en 1a regién del Rio

Balsasy en los Estados de Puebla, Guerreroy Morelos.

CICLO DE VIDA:

-~ - - Los parésitos del género Leishmania, viven en fntimo contacts con tejfidos de
organis;nos de diferente on’gén filogenético (Brow y Neva, 1983; Spencer,~1973;-
Kreir, 1977). Durante su ciclo de vida, e! parasito pasa por las fases de promastigote
y amastigote morfolégica y fisioldgicamente distintas. Una parte de su vida la lleva a
cabo en el tracto digestivo de los mosquitos del género Lutzomyiy, que habitan bajo
1a hojarasca, miden de 2 a 3 milimetros (Mahmoud y Warren, 1977; Wilford, 1974:
Laison, 1982), y se distribuyen en los trépicos y subtropicos. Las hembras, ai
alimentarse de la sangre de organismos infectados (Mahmon y Warren, 1977),
pueden ingerir macréfagos infectados con la forma amastigote (esquema 2) .
Cuando pasan al intestino medio, los amastigotes son liberados por digestién de los

macréfagos y se transtorman a promastigotes o formas flageladas, sc multiplican por



DISTRIBUCION GEDGRAFICA DE LAS LEISIHIMANIASIS
EN LOS ESTADOS 1JNIDOS MEXICANOS.

Lelshmanjasis cuténea
@ |leishmaniasis cutanca difusa
@ Leishmaniasls visceral
0 leishmaniasis cutanea

{probables casos).

- -ESQUEMA1



"CICLO DE VIDA DE Leishmania mexicana EN VECTOR Fhlebotomus Y EN EL
: i . HOSPEDERO-MAMIFERO

n lacion por el Pri

A) Ingestion de macrdfagos infectados

por la hombra Phiebotomus. 2)Fagucitosis por ) macrdfage del pardsito
8) Liberacién del amastigote on el 3)Formacion de vacuola fagoditica

tracto digestivo dalmoesco. {)Diferendiacion de promastigote a
ODiferenciacion de amastigote a amastigote:

promastigote. 5)Poliferacion por fision binaria,
D)Proliferacion del promastigote 6)Liberacion del parasito.
BAdhesin al epitelio intestinal y DNuevas fagociltosis y dispersionde la

Lelshmania.

colonizacidn delafaringe y
cavidad bucal.

ESQUEMA 2



divisién binaria longitudinal y se mueven hacia: la regién posterior del iritestino, en
donde se adhieren al epitelio por la parte ‘terminal del flagelo; posteriormente
colonizan’ Ia faringe y la cavidad chal (Wilford, 1974; Chang et al., 1985). A
partir de esie momemc;. las hembras ~ infectadas son capaces de inocular
promastigotes a otros mam[ferbs. 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 promastigotes al cntrar en ¢l hospedero  son
reconocidos como cuerpes extrafios € inducen una respuesta inmune celular en la
que participan principalmente maeréfagos. que endocitan a los parisitos y
permanecen en una vacuola denominada fagocitica o parasitéfora. En el interior
de la vacuola el parisito realiza los siguientes procesos: 1) La diferenciacion de
promastigotes a amastigotes, que involucrn cambios tanto funcionales como
estructurales {Chang et al., 1985; Fong y Chang. 1982; Fong y Chang, 1981) y 2)la
proliferacién del pardsito, que genera un nimero elevado de amastigotes (Chang
et al, 1985; Fong y Chang, 1982). Con la ruptura de macréfagos infectados se
liberan pardsitos que al ser nuevamente fagocitados por otros macréfagos, facilitan
la infeccién de otras regiones del organismo alejadas del sitio de inoculacién. De
esta manera, el hombre actua como un huésped reservorio accidental durante la

vida del pardsito.

MORFOLOGIA Y CITOLOGIA DE AMASTIGOTES Y PROMASTIGOTES.

El promastigote, como ya se'menciond, vive en el tracto digestivo del insecto
vector (Lutzomyia), tiene forma de huso y mide de 14-20 um de largo y 1.5-3.5 zm
de di&metro. Presenta un flagelo en posicidn anterior de aproximadamente 15-28

pm, que te permite desplazarse de un Jugar a otro. Los amastigotes se desarrollan



intracelularmente en los fagocitos mononucleares, tienen formaﬁvalada y-oon una
longitud promedio de 3';,Lm vi1.5 um de didmetro, E} fiagelo es muy wQueﬁoy esta
rcsmngldo a la region del saco rhgclar. que consmuye un compammentor
intracelular donde se desarrolla e} flagelo (esquema 3) ! :

La utilizacién del microscopio electrénico, ha permitido nbsgwar con mayor
detalle varios organclos' como el nicleo, "que al igual que: otros. cucariontes
,prcsent'a una doble membrana y un sistema de poros nucléares, con un dismetro de
80 nm. La membrana nuclear, a su vez, guarda una -estrecha relacién con - ¢l
reticulo endoplasmico. Estos pardsitos se distinguen de otros fiagelados por
presentar un organoide deneminado Kinetoplasto, en cuyo interior se observa un
material denso a los electrones, que corresponde al DNA superenrrollado en forma
de espiral. También se presenta ¢l aparato de Golgi, el cual normalmente se
localiza entre el nicleo y el Kinetoplasto, formando cisternas membranales poco
aparentes. El flagelo esti constituido por 9 pares de microtibules periféricos y dos
centrales. Ambas formas del parésito presentan un sistema de microtibulos, debaje
de la membrana plasmitica, el cual funciona como citoesqueleto que da forma y
flexibilidad al parisito (Brow y Neva 1983; Wilford, 1974; Spencer, 1973; Manson-
Bhar y Apted, 1982; Kreir, 1977; Chang et al., 1985).

La ubicacion taxondmica de Leishmanja mexicana, segun Levine et al; 1980 es
la siguiente:

Reino: Protista Hacckel, 1986

Subreino: Protozon Goldfuss, 1818, emend. von Siebold, 1845

Phylum: Sarcomastigophora Honigberg y Balamuth, 1963

Subphylum: Mastigophora Diesing,1866

Clase: Zoomastigophorea Calkins, 1909

Orden: Kinetoplastida Honigberg, 1963

Suborden: Tripanosomatina Kent, 1880



PROMASTIGOTE. AMASTIGOTE.

Esquema de la forma promastigote y amastigote. F=Flagelo, RF=recerboric
flagelar, CB=cuerpo basal, K=kinetoplasto, L=lisosomas, M=mitocondria
REL=reticulo endoplasmico liso, AG=aparato de golgi, V=vacuolas,
NU=nucleolo, N=nfcleo, GL=gotas lipidicas. RER=reticulo endoplasmico rugos.

ESQUEMA 3.



_RELACION HUESPED-PARASle o

Con 1a finalidad de faclhmr el anahsls de lns mleraccnones q prndu

i c\ pwrﬁsno y 1as células del huesped varios autores (Chnng et gL, 1985. -ng,"‘i

1983; Blackwell y Alexander, 1983; Fong y Chang, 1982) han propncsto la cxlstcncm ) :
de varios eventos:
El reconocimiento e interaccidn entre el pardsito v el macréfago
La endocitosis de los pardsitos por los macréfagos L
La diferenciacion del parasito en amastigotes o A ) L :
La proliferacién

La sobrevivencia de los parsitos

RECONOCIMIENTO ENTRE EL PARASITO Y EL MACROFAGO.

. Los - promastigotes al ingresar al huesped mamifero interaccionan con los
componentes del sistema inmune humoral y celular. Asi los  macréfagos
rapnrentememe se ven atraidos por los parésitos a iravés de efectos quimioticticos
" (Bray, 1983). Este investigador encontré que durante la interaccion entre
promastigotes de Leishmania mexicana y macréfages peritoncales de ratén en
presencia de suero normal de humane, ratdn y cobayo, se producia un gradiente de

atraccién entre 1os parasitos y los macrofagos de raton y que este gradiente se veia




disminuido con suero’ de ratén defcneme en ¢} citocromo Cse |nh|bxdo por la
carboxipeptidasa B (que dcsf.ruyc complcmcmo) Estos resu\hdos mos\mron que

7' cx:slin . gradlente de “atraccién. quimiotdctico asocndo a h prcsencn “del

’ comp\ememo Posl;normeme Chang y Bmy. 1985 “propusieron quela mter'\cclén
Leijs hmanl - macréfago podia ser “suero dependiente y - suero independiente. La
suero dependlcnle ‘estd . mediada porla adsorcién de” moléculas opsonizantes

. (ant:cuerpos y complememo) por parte de los prc igotes y su sub unién

a los recep\ores C3b o Fc'de los m'\crﬁhgns. La interaccién suero independiente
(Chang y-Bray, 1985) parcce ser del tipo ligando-receptor, en la que participan
lectinas presentes cn la superficie del macréfago y azdicares como manasa, glucosa y

fucosa, presentes en la superficie de los promastigotes, Bray, 1983 sugiri¢ la

existencia de un receptor semejante a la aglutinina de germen de trige sobre Iz

superficie de promastigotes de Leishmania mexicana mexicana. Saraiva y Andrade,
1086 por otra parte, encontraron que los promastigotes infectivos de Leishmanin
mexicana amazonensis presentan azdcares en Ja superficie celular y una mayor
unién a lectinas que reconocen azicares del tipo D-galactosamina, y a-D-manosa,
Estos resullados y tos reportados por Sthal et al., 1984 en los cuales sc demuestra la
presencia de receptores especificos para D-manosa y N-acetil D-glucosantina sobre
la superficic de macéfagos han sugerido que 1a interacién ligando-receptor juega un
papel crucial en la fagocitosis no dependiente de sucro y se ha propuesto que esta
interaccién se Yleva a cabo mediante ¢l receptor fucosa manosa (RFM) de los
macréfagos que reconoce manosa, fucosa o N-acetil-glucosamina, que se
encuentran presentes en la superficie de promastigotes.  Zenian, 1981 inhibié

interaccion de Leishmania tropica y macréfagos peritoneales de raton  utilizando
fucosa y galactosa. De igual forma Chanon et al., 1984 al trabajar con Leishmania

donovani y macréfagos peritoneales de raton, logré  inhibir la interaccién con D-

glucosa, D-fucosa, N-acetil-gl ina y D-galactosa o al tratar previamente los




P igotes con D idasa, N-acetilglucosidasa o 8-glu id, Tedos
estos hallazgos sugieren la presencia de carbohidratos en la superficie celular de
Leishmania formando parte de glicop inas con resid de 1

B

galactosa, fucosa o N-acetil-glucosamina. Al respecto Chang et al., 1986 considerd
la participacién de glicoproteinas como 1a gp 63 con residuos de manosa y N-acetil-

gal ina, en las interacci de prc igotes con 6fagos, ya que han

visto que esta molécula purificada inhibe la adhesién entre Leishmania y los
macréfagos en un 50 %, lo mismo mostré Russell, 1986 con anticuerpos

monoclonales contra la gp 63.

ENDOCITOSIS DE LOS PARASITOS POR LOS MACROFAGOS.

Alexander y Vickerman, 1975 propusieron que la internalizacién de los parésitos

adheridos a los Sfagos  se eft b i por los fagocitos a través de
la participacién de microfilamentos de actina y moléculas de miosina. Esto se vio
apoyado por los experimentos realizados sobre las interacciones entre L. mexicana
y macr6fagos peritoneales de ratén tratados con 5 a 10 pg/ml de Citocalasina B, que
interfiere con la polimerizacién de Jas moléculas de actina, y encontraron que los
pardsitos se unfan a la superficic de los macréfagos, pero no eran endocitados.
Ademis, Benoliel gt al., 1980 mostraron que los macréfagos peritoneales de rata
tratados con yodoacetato (inhibidor de plicélisis) no fagocitaban a los

p ig Estos resultados indicaron que es necesario que los macréfagos

participen activamente en la endocitosis del parédsito. Por otra parte Wilson y
Pearson, 1988; y Chang y Bray, 1985 propusicron que el receptor fucosa-manosa
presente en macréfagos, jugaba un papel importante en la ingestibn de
promastigotes de L. donovanj. Blackwel y Al der, 1983 ideraron que la

endocitosis de Leishmania se efectuaba por la formacién de una invaginacién de




“la”“membrana plasmdtica de los macréfagos con lo cual el pardsito quedaba
inclufdo - en una vacucla denominada parasitSfora. Posteriormente, los grinulos
lisosomales se unfan a la vacuola parasitéfora y descargaban su contenido (enzimas

. lisosomales). Posteriormente se inician una serie de reacciones bioquimicas que en
conjunto reciben el nombre de "explosién oxidativa”, en Ia que aumenta la
produccién de H3O9 o del anién superéxido. Uno de los aspectos sobresalientes de
Leishmania es su capacidad de contrarestar los efectos del superéxido y peréxido
de hidrégeno asf conio a las enzimas lisosomales. Al respecto Murray, 1981 reporté
que los promastigotes de L.donovani pueden infectar y sobrevivir en células de la
Ifnea tumoral de ratén J774, que normaimente no tienen capacidad de producir
respuesta oxidativa y que la estimulacién de estas células con linfocinas momentos
antes de la infeccion con el parisito, permitia restaurar la "explosién oxidativa®, par
ende producfa la muerte del parisito. A esto se suman los trabajos del mismo
Murray et al., 1985; Paswell ¢t al., 1986; y Chang y Chiao, 1981 enlos que se hace
evidente la existencia de una relacién directa entre la capacidad de las linfocinas
para desencadenar la "explosién oxidativa" en macréfagos humanos, peritoneales de
ratén y Ia actividad leishmanicida. Complementando estos hallazgos, Buchmiiller y
Maiiel, 1986 encontraron que los macréfagos de ratén resistentes a Ja infeccién
con L.major o L.eariewti, produce mayores cann'dadcs de O2 y H202, que los
macréfagos de ratones sensibles de la cepa CBA/2 y BALB/c. Estos hallazgos

el

sugieren que los p posibl p algun 1 i de
depradacién de esos metabolitos téxicos, permitiéndoles sobrevivir en el intericr

de los macréfagos.

LA DIFERENCIACION DEL PARASITO EN AMASTIGOTES.

La diferenciacién de! parésito de la forma promastigote a la de amastigote es un

evento importante en el establecimiento y transmisién de la enfermedad. La



" ‘diferenciacién . se ha -estudiado bésicamente a nivel morfoldgico y molecular
(Chang, 1983) implicandose en este evento al microambiente lisosomal y a la

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

1981, on que habia bios en ciertas protefnas de los promastigs al

transformarse en  amastigotes, asf por cjemplo, observaron que habia una

i6n en el cc ido de tubulina, que correlacionanaba con la presencia
de microtubulos submembranales en los pardsitos. También se han detectado
cambios en seis proteinas especificas de promastigotes y tres de amastigotes. El
uso de anticuerpos monocionales ha permitido distinguir proteinas de membrana

especifica: de promastigotes que no reaccionan con a i Hernénd

- 1980; Ayesta ¢ <1, 1985: Fong, 1982: y Sacks gt al., 1987, también han mostrado
diferenciacién en ¢! contenido de carbohidratos de la superficie celular entre

amastigotes y en premastigotes.

LA PROLIFERACION.

La proliferacién de Leishmania en el interior de la vacuola parasitéfora es otro
de los ecventos 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 requerimi nutricional

especificos y de la temperatura. Asi por ejemplo, la temperatura de 34-37 °C
favorece el crecimiento de L mexicana (Alexander y Vickerman, 1975; Handman y
Spira, 1977: Chang, 1983).



LA SOBREVIVENCIA DE

' Para explicar |a'sobrevivencia de Leishmania en fagacitos mononucleares se ha

propuesto 'funv%lahenialmeﬁié “que los parasitos producen glicoconjugados que les

~ confieren prc ion.: Entre las hipdtesis que se han postulado, se propone que los
pardsitos liberan metabolitos denominados factores de secrecién, los cuales inhiben
directamente a ciertas enzimas lisosomales del macréfago (Alexander y Vickerman,
1975; El-On et al, 1980; Rodriguez gt al,, 1983). En cambio otros sugieren ( Chang
y Dwyer, 1976; Chang, 1983; Changy Bray, 1985) que la sobrevivencia del parasito
es debida a la resistencia de las glicoproteinas de la superficie de Leishmania a
enzimas lisosomales y también i superéxidos. Uno de Jos factores de secrecion que
se han caracterizado corresponde a un lipofosfoglicano (LPG) que en su forma
membranal esta constitufdo por carbohidratos, lipopeptidos, ésteres de fosfato y
esfingosina (Wright y Eulamin, 1989). Anteriormente EI-Cn 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 alin después de
someterlos a ebullicién o ser tratados con tripsina, pronasa, neuraminidasa o
hialuronidasa. Slutzky y Grenblatt, 1977 mostraron que el factor de secrecién de
Leishmania tropica contiene glucosa, galactosa manosa y residuos de glucosamina y
que presenta afinidad a Ja lectina de cacahuate la cuat es especifica para residuos de
galactosa. En la cepa NR de L. braziliensis, se encontré que los productos solubles

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

pl ica del ito y son rect idas por alina A. El efecto de los
factores de secrecitn en la inhibicién lisosomal se basa en observaciones hechas por

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

durante el desarrollo del parésito. El bi iste en la adquisicién de nuevos

q

-carbohidratos que aparentemente protegen mis eficientemente al parésito contra



il

los agentes destructivos del macrofago, inhibiendo por ejemplo enzimas hidroliticas
como la B-galnctosidasa hasta en un 72 %. - Recientemente Turco, 1988 ha sugerido
‘que este glicocanjugado, inhibe :a Ja proteina cinasa C, la cuil ‘es responsable de

activar ia respuesta oxidativa de los macréfagos.

()

El LPG es ademés al i énico ya que induce la formacién de una
gran. cantidad de anticuerpos. La inmunizacion de ratones con LPG produce una
proteccién adecuada contra infecciones experimentales.

La“ hipbtesis de que la Leishmanin tiene moléculns en la membrana plasmatica
que le confieren resistencia & la degradacion per enzimas lisosomales se basa en la
observacién de que otros microorganismos fagucitados conjuntamente con el
pardsito eran lisados en tanto que las Leishmanias sobrevivian Chang y Dwyer,
1976. Posteriormente Chang, 1983 encontré que las glicoproteinas de 68 y 43 kDa.
de la superficie celular de promastigotes marcadas con iodo radiactivo y metionina y
separadas en columnas de Con-A-Sepharosa no eran degradadas por las enzimas
lisosomales de higado de rata , aun cuando se incubaron por largos periddos. De
igual manera, cuando los promastigotes vivos marcados con iodo radioactivo se

pusieron a interaccionar con macréfagos peritonenles de ratén, conservaban las

moléculas de la superficie cefular sin que f{ueran degradadas. Estos resultad

proporcionan evidencias directas de la resistencia de las glicoproteinas

membranales a la degradacién por enzi 1i Jes, posibl 1te confiriendole
de esta manera proteccién al pardsito. Otra glicoprotefna que se ha probado es la
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 et al., 1986; y
Bordier, 1987 observaron en forma casual, que proteinas utilizadas como
marcadores de peso molecular en geles de poliacrilamida desaparecian cuando se

mezclaban con la gp63 y que la actividad de esta proteasa estaba presente en el
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pardsito vivo y en 1a molécula aislada. La presencia de la glicoproteina fosfatasa
#cda Jacualenla b de pr ig de Leishmania (Gottlieb y Dwyer,
- 1951) ambién parece participar en la adaptacién del pardsito para vivir en un

migoambiente hidrolitico como to proponen Ramaley et al.,, 1984 al determinar
que ta fosfanasa dcida aislada de la b lasmética de p igotes de L.

donovani inhibfa en un 90 la generacién de superéxido; y este efecto no se

b con 1a fosfz lealina de Escherichia coli, 1o que naos indica que el efecto
de 1a fosfalasa dcida de Leishmania es especifico (Katakura y Kobayashi, 1988);

Esta glicoproleina, ademds es mas resistente a la desnaturalizacién por el
superdxido, perdxido de hidrogeno y icido hipocloroso en comparacién con otras
fosfatasas fcidas de plantasy de animales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBIETIVOS: "

La superficie celular de los organismos ehﬁﬁon(gs
bicapa de lipidos a la que se asocicn prmeh'u;s'y gl}wpy
celular. Algunas proteinas integralc~ 'se orieﬁu\:t‘li_hac_ :
glicoproteinas ricas en carbohidratos =e cxponen al me}‘lio:ext}ac;lul'af.y Asifl:\
superficie celular estd constituida principaimente  por g\icopruticinﬂsky en menor
proporcion por glicolipidos,

La superficie celular del pardsito Leishmanin, presenta glicoproteinas con
residuos de a-D-manosa/glucosa, D-galactosa, N-acetil-galactosamina, N-acetil-
glucosamina, y a-L-fucosa (Dwyer y Gotllicb, 1985) que participan
fundamentalmente en las interacciones de reconocimicnto entre los macrofagos y
el parésito, la endocitosis y 1a sobrevivencia (Zenian, 1981; Chang , 1981; y Changy
Bray, 1985). La presencia de algunas glicopr como por

jemplo los que
presentan manosa en la membrana de los parésitos determina asi mismo el grado de
virulencia de ciertas cepas de L. brazilicysis (Hernandez ,1982; Ayesta et al., 1985).
Uno de los procedimientos para determiinar la presencia de carbohidratos sobre la
superficie de promastigotes de Leishmania ha sido el uso de lectinas debido a su
alta afinidad por residuos especificos de azficares. Por ejemplo, 1a concanavalina A
se une a residuos a- metil-D manosido, mientras que la aglutinina de germen de
trigo s¢ une a los residuos de N-acetilglucosamina, El uso de lectinas en
parasitologfa ha sido de gran utilidad para distinguir entre formas virulentas y no
virulentas y en la clasificacién de Yas Leishmanias. Varios autores han determinado
el patrén de glicoproteinas de L. dopovani (Dwyer y Gottlieb, 1985) L. tropica y L-
mexicana encontrandoseal rededor de 40 proteinas de membrana que van de de 12
a 220 kDa. Por el método de radiciodinacién con lactoperoxidasa se encontraré que

23 protefnas de membrana fueron glicoproteinas con residuos de manosa. Lepay et




3 vislada‘srch jnucétrb pais ‘se"desconoce cuales son los componentes mds
" jmportantes- que le confieren sus caracteristicas clinicas especificas. De igual

: manera no se sabe si los pardsitos que producen leisk iasi & diseminada

- son - iguales - que aquellos que producen leishmaniasis cutdnea localizada. El
propésito de este estudio es caracterizar una cepa de Leishmania proveniente de un
paciente que tenia lcishmaniasis difusa, utilizando lectinas especificas que
reaccionan con glicoproteinas de la membrana plasmética.

Para desarrollar este objetivo, en primera instancia se verifics la existencia de
glicoconjugados en pardsitos completos de la forma promastigote utilizando varias
lectinas. Especificamente se tratard de definir si existen glicoproteinas ricas en los

residuos a-D-manosa, a-D-glucosa, con la utilizacién de Concanavalina A cnnjughdz\

con isotioci de fluoresceina para detectarlas con el microscopio de
fluorescencia.

Posteriormente sc obtuvieron las proteinas totales de los promastigote y
después de que fueron fraccionadas en geles de poliacrilamida se trat6 de

1, s

identificar las glicopr con r 6 glucosa, presentes en el

parésito, utilizando a la alina A-peroxidasa-DAB, e igual se hizo la
identificacién por inmunotransferencia en papel de nitrocelulosa, pero utilizand~
en los controles peroxidasa-DAB y DAB sola o bien la Con A con su aziicar

competidor; ademds los pardsitos completos se incubaron con DAB.



" MATERILES Y METODOS.

- CULTIVO DE PROMASTIGOTES DE Leishindnia mexicana:

'FEI orga‘msm; utilizado en este estudio es el protazoario pardsito Leishmania
rnjggigm, el éugl fue aisiado del Sr.FHeribcrm Frias de! Sureste de México, éste
 paciente presentaba Leishmaniasis cutdnea difusa y desde su aislamiento los
; parrésitor.': = mantienen mediante dos sistemas: in vivo, por inoculaciénes sucesivas
en hamstes : dorados (Cricetus auratus) e in vitro (los usados en este trabajo) se
cultivaron ax’ ‘cumiente  en medio minimo esencial (MEM, Gibceo), el cual
contenia 0.435 g <. fosfuto de sodio dibasico anhidre en polvo, y 0.07 g de fosfato de
potasio monobdésice a4 un pH de 7.2 suplementado con Suero Fetal de bovino
inactivado 109 (Gibco) y Penicitina-Estreptomicina 1%. El medio se esterilizé por
filtro millipore de 0.45 pm de difmetro, se inocularon 1x106 parisitos en 10 ml de
medio. La resiembra sc hizo en una campana de flujo Jaminar.
Los parasitos se cultivaron en matraces estériles de 25 ml o bien ¢n cajas de
cultivo estériles de 20 m! (Nunclon), la cepa se mantuvo a 28 °C, alcanzande 2 los

8 dfas aproximadamente la fase estacionaria de cr que es la més

infectiva, por lo que esta etapa fue ]a que se tomé para todos los experimentos.

MARCAIJE DE LA SUPERFICIE CELULAR DE LOS PROMASTIGOTES
CON Con A -FITC.

Los promastigotes cultivados en MEM, se centrifugaron a 3000 revoluciones
por minute (rpm) durante 10 minutos, se lavaron 2 veces con PBS pH 7.4, Encl
iiltimo lavado los promastigotes se resuspendieron en un volumen conocido de PBS

para contar ¢l nimero de células en una cimara de Neubauer. Se colocaren un
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millén de parisitos en dos tubos eppendorl y  se centrifugaron nuevamente. Los
parfisitos  se resuspendicron  en una solucién de PBS con 100 pg/ml de

Ci lina A conjugada con FITC (Con A-FITC). Ademés, a una de los tubos

se le adicioné a-metilmanosido (0.2 M) y se incubaron por 30 mina 4°Cen la
obscuridad. Las células se lavaron 2 veces con PBS pH 7.4 y se observaron con un

microsedpio American Optical equipade con un sistema de epifluorescencia.

LOCALIZACION DE GLICOPROTEINAS DE LA SUPERFICIE CELULAR
DE LOS PROMASTIGOTES: REACCION CON ConA-Peroxidasa.

Para realizar la localizacién de las glicoprotefnas de Leishinania mexicana se

p las dologias de Bernhard y Avrameas, 1970 y Ayesta et al., 1985.

Los promastigotes se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 frio y se fijaron con
glutaraldehido 2% en PBS, durante una hora, ya fijados se lavaron nuevamente 3
veces con PBS, para eliminar ¢l exceso de fijador, despues se incubaron con la Con

A [100pg/ml en PBS] d 30 mi a bi terminado el

P

tiempo de incubacién se lavaron 3 veces con PBS pH 74. Los parfisitos se
incubaron con peroxidasa [100 pg/ml en PBS] durante 30 minutos, se lavaron
nuevamente y se incubaron con diaminobenzidina {0.5 mg/ml en tris 0.1M, pH 7.4)
y H202 al 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 Epén,



CONTROL DEL MARCAJE DE: SUPERFICIE DE - Leishmania SIN LA

LECTINA.

*Los Promastigotes de Leishmanin mexicana se cosecharon y se lavaron 3 veces
con PBS pH 7.4 a 4 °Cy se fijaron con glutaraldehfdo al 2 % en PBS durante una
hora; Qa fijados se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con Ja Peroxidasa (10
pg/ml en PBS) 15 minutos a temperatura  ambiente, Terminado ¢} tiempo de
incubacién los pardsitos se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con 3'3
Dinminobenzidina 0.5 mg/ml en tris 0.1 M pll 7.4 y 130 al 0.01% final, durante
15 minutos, terminada la reaccién se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con
tetréxido de osmio (OsO4) al 1% en cacodilato 0.1 M, durante una hora a
temperatura ambiente, se deshidrataron y posteriormente se incluyeron en Epén

(ver apéndice), para ser observados posteriormente al microscépio electrénico.

CONTROL CON DAB SIN LA LECTINA EN PROMASTIGOTES DE
Leishmania mexicana. E IDENTIFICACION DE CITOCROMO OXIDASA.

Los parfisitos en fase estacionaria de crecimicnto y cultivados en MEM, se
lavaron 3 veces con amortiguador de fosfatos (PBS) a 4 °C pH 7.4 y se fijaron con
glutaraldehido 2% en PBS, durante unma hora; una vez fijados se siguieron 2
procedimientos; en un caso los pardésitos se incubaron una hora a 30 °C con DAB
7.5 mM, DMSO 6%, Hepes 0.1 M pH 8.0 y H302 0.15% final y en el otro caso que
corresponderia al control, se incubaron una hora los parésitos a 30 °C con DAB 7.5
mM, DMSO 6%, Hepes 0.1 M pH 80 y KCN 10 mM y H202 0.15% final
(Seligman et al, 1968; Anderson gt al, 1975 y Angermiiller y Fahimi, 1981).
Posteriormente las dos muestras se lavaron 3 veces con amortiguador de Hepes pH

8.0 0.1 M, se posfijaron una hora a temperatura ambiente con OsO4 1%, en



cacodilat , 0] M pH 7 faron en i i de etanol
i (70%,‘ 80%, 90% ' a‘ y _se cbn_linué con Ja metodologia de inclusién en

‘- OBTENCION DE PROTEINAS DE Leishmania mexicana.

‘VPara estudiar las glicoproteinas de Leishmanin mexicana se obtuvieron las

* protefnas del parésito y se analizaron por PAGE-SDS de la siguiente forma:

Los parisitos se lavaron 3 veces con PBS frio pH 7.4 a 2500 rpm. durante 10
min. En el dltimo lavado, la pastiila se resuspendié en un volumen conocido de PBS
para contar ¢! nimero de parisitos y 0.1 ml de las células se fijaron en
glutaraldehido 2.5%, paraformaldehido 2% en cacodilato 0.2 M y cloruro de calcio
2.5%, durante 10 minutos y se contd el nimero de células, paralelamente {a
pastilla resuspendida se centrifué nuevamente, eliminando algo del sobrenadante y
las células se resuspendieron y se pasaron a tubos eppendorff, en donde se

centrifugaron un minuto a 1500 rpm. Una vez obtenida l1a pastilla, se eliminé la

mayor parte de sobrenadante y se le adici n inhibid de p Para
encontrar ¢l inhibidor apropiado se probaron el n-ctilmalchimida (NEM), para
hidroximercuri benzoato (PHMB) y el fenil-metil sulfonit ﬂu'oruro (PMSF).

También se probaron diferentes métodos de extraccién de protefnas para ver cual

de las metodologias era la apropiada para evidenciar el mayor ni de pr

posibles del parssito Leishmania. Las metodologfas utilizadas fueron la extraccién
ceténica, en la cual se puso una relacién de 4 volumenes de acetona fria por 1 del
extracto de los parisitos con 6 sin Zwittergen. Otra fue la 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 los inhibidores, o hervir
inmediatamente. El PHMB a una concentracién 100 mM, se resuspendié

perfectamente con los parasitos lavados previamente con PBS PH 74 y



: poétcriormenle se daban de 5.a 6 ciclos de congelacién-descongelacién, verificando
en el microscopio que !as células estuvieran lisadas. Posteriormente a los parésitos
tisados se le agregaron 50 pl de amortiguador de muestra 2x (trizma-base 1.51 g,
SDS 2.0 g, glicerol 250 g, pironina & azil de bromofenol 0.002 g y H20
bidestilada cbp 100 ml pH 6.8) y se hirvieron inmediatamente durante 5 min,
después se centrifugé un minuto y se tomé una muestra para determinar contenido
de protefnas, utilizando el método de Lowry, 1951 (2 ply 5 pl). Y al lisado de
protefnas de Leishmapia, se le adicioné B-mercaptoetanol, a una concentracién
final de 5% y se hirvi6 un minuto, estando de esta manera las protefnas de

Leishmania listas para su separacién por electroforesis.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA = EN
PRESENCIA DE DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS).

Para preparar el gel de poliacrilamida utilizamos: el método de Laemmli, 1970
Acrilamida (Bio-Rad) al 30% , N, N' Mectilen bis-acrilamida (Bio-Rad) al 0.8%,
Metiletilenediamina (TEMED Bic-Rad) y persulfato de amonio (Bio-Rad) 12.5%.

La electroforesis se lievo a cabo en una mini cAmara de electroforesis (Idea
Scieatific mini-Slab), y el gel separador que se utilizé en todos los experimentos fue
al 10%. La mezcla para preparar el gel consistié en (ver apendice) 2.335 ml de la
solucién A; 1.316 ml de B; 0.070 ml de D; 0.699 il de Gliceral (50%}); 2.533 ml de
agua desionizada; 0.036 ml de solucién E; y 0.010 ml de TEMED.

El gel concentrador se hizo al 5% que consta de 0.345 m! de solucién A; 0.435
ml de solucién C: 0.0207 ml de solucién D; 1.175 ml de agua desionizada; 0.0207 mi
de E y 0.003 ml de TEMED. El amortiguador de corride consta de Glicina 1441 g;
Tris-base 3.02 g; SDS 1.0 g, disuelto en agua cbp en 1000 mt pH 8.3. En cada pozo
se colocaron 70 pg de proteina de Leishmania, y 2 pg de marcadores de
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pesomboleculﬂkl" (ﬁio-Rnd). Se sémeti?r_on_ av un voltaje ccnstﬁme (50 volts), hasta que’
la ‘muest}ray paso por el gi_:l concentrador, en ese momento el voltaje s¢ aumentd a
1ooy;,|‘;; . .

El gel'se puso’a tifié con azil de Coomassie (Bio-Rad) 1% en metanol 50% y
Acido acético 10% 1y se dejo en agitacién durante hora y media, posteriormente el

gel se destifi6 con una solucién de metanol al 50%, acido acético 10% y agua.

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA (PNC).

Para efectuar la transferencia de las proteinas a Papel de Nitrocelulosa (PNC -
Hoefer Scientific Instruments 0.45 um de diametro de paro) se utilizé la camara de
transferencia (Idea Scientific mini-slab). La transferencia se llevo a cabo a 12 volts
y 500 mAmperes durante una hora. Terminada la transferencia, €l PNC se incubd
en una solucién de albamina sérica bovina  (BSA) 3%, gelatina 0.1% azida de
sodio 0.1% en PBS pH 7.4 toda la noche a 4°Cy agitacién constante, para bloquear
1a unién inespecifica de pr Bajo estas condici el PNC se puede guardar

a 4°C 6 bien se puede utilizar inmediatamente después de un lavado con PBS-
Tween (NaHPO4 10mM, NagHPO4 10 mM y NaCl 150 mM y Tween al 0.05%).

DETECCION DE GLICOPROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Los experimentos para el reconocimiento de glicoproteinas mediante el uso de
la ConA se llevaron a cabo siguiendo la metodologfa reportada por Parish et al,
1977, para Dictyostelium discoideuim. Para realizar la d ién de gli fna

- P

de Leishmania mexicana en geles de poliacrilamida, se usaron 3 variantes, para

descartar artefactos de Ia reaccién:

a) Incubacién del gel de poliacrilamida con Concanavalina A- Peroxidasa
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v Diaminobenzidina (DAB) : PerSxido de hidrégeno.

b) Incubacién del gel con Peroxidasn - DAB -Peroxido de
' hidrégena, - 0.0 L : :

c) Incubacxén del gel de polmcnlamlm con DAB y Peréxido de hidrégeno.

Enla primé‘m vériahle de Concanavalina A - peroxidasa - DAB-peroxido de
hudrégcno se realxzé lo sngmente
: Terminada la electruforesns el gel se dEJé lavando durante 20 horas a temperatura
amblente en agm\cnén en una solucién de isopropanol 25%, &cido acético 10% y
agua 65%.

Terminado este lavado se ie dié otro lavado de 2 horas en amortiguador de
Fosfatos (0,169 g de HPO4 y 0.2069 g de HpPO4/100 ml) 15 mM pH 6,7, El gel s¢
incubé 2 horas con ConA [0.5 mg/ml}, en amortiguador de fosfatos 15 mM. y
despues de la incubacién se lavé 1 hora en amortiguador de fosfatos 15 mM y otra
hora en Tris-HC1 0.1 M pH 7.4. Concluido el lavado el gel se incubé 2 hrs con
Peroxidasa (horseradish,laboratorios Miles) [0.1 mg/mi} en tris 0.1 M pH 7.4.y se
1av6 una hora con Tris 0.1 M pH 74 (varios cambios) y se incubd con
Diaminobenzidina {Baker) (0.005g] en 10 mi de Tris pH 7.4 y 4 uf de peroxido de
hidrégeno (H203) al 309, y cuando aparecieron las bandas, 1a reaccidn 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 igunl que en a) pero con la diferencia de que
aquf no se incuba ni con ConA, ni con Peroxidasa. Una vez que se terminaron todas
las reacciones, el gel se sec6 y se determinaron los pesos maleculares de cada

protefna revelada i el gel.



PARA LA : DETECClON

DE -GLICOPROTEINAS EN' PAPEL DE
\ JARIANTES DEL MISMO

005% y se pusu:ron aAm n la Iecnna ConA [100 ug/ml] durante toda la

noche, a 4°C. y ngnaclén consmnte. Al dm siguiente, ¢l PNCse lavé 1 vez con PBS-
‘Tween 005%. 2 veces.con PBS-Nonidet P-40 (PBS pH 7.4 y Nonidet P-40 1%) y
una vez con PBS-Tween 0.05%; despues se puso a incubar con peroxidasa
[100up/ml} 6 horas, a temperatura  ambieate y agitacibn  constante en
abscuridad. Terminado et tiempo de incubacién, se lavé 3 veces con PBS-
Tween 0.05% pH 7.4 y se puso a incubar con 3'3' Diamonobenzidina (0.5 mg/ml)]
en tris-HCl [0.1M] pH 7.2 y HpO2 a una concentracién finat de 0.01%; cuando
aparecieron  las bandas de las protefnas la reaccién de revelado se detuvo con
agua bidestilada.

2) Una variante de este experimento fue utilizar a )a lectina acoplada a la
peroxidasa (100 ug/ml siguiendo el mismo protocolo), pero en lugar de utilizar la
Diaminobenzidina, para revelar los sitios de unién de la conA-perexidasa, se utilizo
al 4 Cl-Naftol [0.5 mg/ml] y H202 al 0.05% en PBS pH 7.4. La reaccién se detuvo
con agua bidestilada cuando aparccieron las bandas.

Este ensayo se realizé igual que el de ConA, con la variante de incubar 15 minutos

antes |a lectina con el azicar competidor a-metil piranosa a una i6

final de 0.2 M. y despues se le adiciono a las tiras de PNC.
3) Se siguié la misma metodologia descrita en el experimento 1 excepto que
aqui no se incubé el PNC con 1a ConA. El PNC se incub6 con la peroxidasa y la 3'

3' diaminobenzidina.



LOCA;IZA' IO'N, PTORES DE MEMBRANA CON CON A.

G Los;xpel;iniernt»n»s den ot j derl;)é p. igotes con Con A-FITC mostraron
que los parAsitos e'milian una {luorescencia homogénea sobre la superficie celular
incluyendo el flagelo y el saco flagelar. La especificidad de esta reaccién se mostré
inhibiendo la unién de la lectina al receptor de membrana haciendo la incubacién
de’los pardsitos en presencia de a-D manosa. Para evidenciar la existencia de
receptores de la membrana plasmética a Con A sc observaron los pardsitos con el
microscopio electrénico de transmisidn y se encontrd que en cfecto los receptores a
1a lectina marcada con peroxidasa, se encontraban distribuidos homogéneamente
sobre l1a superficie celular de los promastigotes, incluyendo el flagelo y el saco
flagelar (Fig. 1).

PROTEINAS TOTALES DE PROMASTIGOTES DE Leishmania mexicapa.

De los diferentes ensayos efectuados para determinar las condiciones éptimas
de separacién de protefnas, encontramos que la congelacién y descogelacién de los
pardsitos en presencia de 100 mM de PHMB fue la que nos permitié obtener el
mayor nimero de proteinas y con menor degradacién. E} patrén de proteinas
totales de promastigotes obtenidas por clectroforesis en geles de poliacrilamida, en
presencia de dedecilsulfato de sodio, mostrd la existencia de 55 bandas de protefnas
{Fig.2), con pesos moleculares en el rango de 13-122 kDa. Los pesos moleculares de
las proteinas que mas destacan 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

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




FIGURA 1.
* Marcaje con Concanavalina A y fluoresencia de la superficie
celular, del flagelo y saco flagelar de promastigotes de
Leishménia mexicana.



FIGURA 2.

Imagen electroforética en gel de poliacrilamida-SDS al 10%
de proteinas totales de Leishmania mexicana. B)Tincién
con azQl de Coomassie. C) Proteinas tratadas con Concana-
valina A. D) Control sin lectina, con Per&xidasa-DAB.

E) Control con DAB. A) Marcadores de Peso Molecular.



esta pré);in:{a' 2 fz;';uiiﬁiina L que ﬁenc un peso molecular de 58 kDa'(Chang et al., -
1888y, e ! .

 GLICOPROTEINAS DE PROMASTIGOTES DE Leishmania mexicana.

Una vez obtenido cl patrén de proteinas totales del parésito (Fig 2, 3 y 4B), se
procedié a determinar cules eran las glicoproteinas que presentaban afinidad por
la Con A utilizando dos procedimientos diferentes. El primero, consistié en incubar
directamente los geles de poliacrilamida, que contenfan el extracto total de
protefnas fraccionadas, con Con A-peroxidasa, y el segundo, se hizo con protefnas
transferidas a papel de nitrocelulosa. En los geles de poliacrilamida se encontré
que varias moléculas reaccionaron con la lectina, en especial las de 36, 38, 53, 70 y
97 kDa (Fig. 2 C). Para definir la especificidad de esta reaccion, se incluyeron dos
controles. Uno consistié en incubar el gel de acrilamida en ausencia de Con A (Fig.
2D) y, el otro, solo con diaminobenzidina (Fig. 2E). En e! primer caso, se encontré
que la molécula de 53 kDa daba reaccién positiva, lo mismo que una de 25 kDa,
pero con menor intensidad. En el dltimo caso, (con DAB) sélo Ia molécula de 53
kDa di6 una reaccién clara.

La identificacién de las glicoproteinas utilizando ei extracto total de protefnas
transferidas a papel de nitrocelulosa fue mas claro y permitié 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 rcacciones en los geles de

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

detectaron moléculas que dieran r i6n inespecifica en ia de la lectina

(Fig.3D). Otro control que se utilizé en el PNC fué la inhibicién de la lectina con

el aziicar a-metil-manosido (Fig. 4E).
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FIGURA 3.
Imagen de la inmunotransferencia de proteinas totales de
Leishmania mexicana B) Proteinas detectadas por Conca-
navalina A, reveladas con DAB, C) Protefnas detectadas por
Concanavalina A, reveladas con 4-Cloro-Naftol. D) Control
sin lectina. E) Control con lectina y «-metiimanésido.
A) Marcadores de peso molecular.



FIGURA 4.

PR "

Imagen de proteinas totales de leishmania mexicana.
B) Tincidén con az(ll de Coomassie. C) identificadas por Con-
canavalina A en gel de poliacrilamida. D) identificadas por
Concanavalina A en PNC. E) Control con 1a lectina y a-mg
tilmandsido. A) marcadores de peso molecular.
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~ IDENTIFICACION DE LA ESTRUCTURA CELULAR QUE . PRESENTA
REACCION DE PEROXIDASA ENDOGENA.

Motivados por los resultados obtenidos de la reaccion de los geles de
poliacrilamida con la diaminobenzidina, nos propusimos definir cual era la
estructura celular que presentaba esa actividad enzimética. Para ello se procesaron
los promastigotes siguicndo un protocolo similar al utilizado en los geles, pero con
los parssitos fijados previamente con glutaraldehido, para preservar su estructura .
Bajo estas condiciones se observé que Ia tinica estructura celular que di6 una
reaccién positiva fue la membrana interna de la mitocondria incluyendo sus crestas
(Fig. 5). Como una de las moléculas de la mitocondria que podria estar
involucrada en esta reaccién es la citocromo oxidasa , se hicieron experimentos de

‘ahibicidén de la enzima con KCN. En cstas condiciones se encontré que los

parésitos no se marcaban en ninguna de sus comy celulares, sugiriendo que

la citocromo oxidasa fuera la resy ble de 1a reaccién con la diaminobenzidina.




FIGURA 5.

~dégena en la membrana intema mitocondrial y sus crestas,

Promastigotes de Leishmania mexicana tratados con DAB.

A. Micrografia que muestra la reaccion de la peroxidasa en- ‘

B. Ampilificacién en la que se observan las crestas -de la mito
condria (flecha).
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DISCUSION:

Como se sabe la membrana plasmética de los parisitos es de gran interés debido

a’la* adaptacién ‘que- debe presentar en los microambientes en los cuales se
. ‘”dgsarrrol}zi.' como Leishmania, la cual vive en el microambiente del tracto digestivo
PO & 1

- det insect vectéry‘ pués en las parasitoforas del maeréfago (hospedero
: vertebrado). Esta alternancia en el ciclo de vida de Lejshmania ha llamado la

. atencién' a diferentes investigadores, los cuales han  propuesto (basdndose en
diferentes evidencias) que la membrana plasmética, es la que le confiere tal
resistencia al parasito, permitiéndole de esta manera sobrevivir. Estos
investigadores han encontrado que las proteinas membranales de mayor
importancia en la vida del pardsito son glicoproteinas a las cuales se les ha dado un
papel preferencial en la adhesién, reconocimicnto, endocitosis y en secuestrar a los
promastigotes infectivos dentro de los lisosomas y fagocitos mononucleares y en la
sobrevivencia (resistencia a enzimas lisosomales, y al per6xido de hidrégenc),

dando como consecucncia que estas glicoprotefnas intervengan en la proteccion

contra la degradacién por enzi digestivas del hospedero. Estas glicoproteinas en
Leishmania se han evidenciado en parfsitos completos utilizando diferentes
lectinas, dandonos informacién acerea de la localizacién y distribucién de los
azlicares sobre la superficie celular. Ademfs, en membranas plasméiticas de
Leishmanias, aisladas por electroforesis, utilizando técnicas de tincién como la de
Shiff o 1a de marcaje radiactivo o la de Jactoperoxidasa, se ha mostrado el tipo de
glicoprotefnas membranales que presenta cada especie del parasito, Ja abundancia y
su peso molecular. Las técnicas  como el mareaje radiactivo o el de lactoperoxidasa
apoyados con los geles de poliacrilamida han proporcionado informacién mas
precisa sobre la abundancia de estas glicoprotefnas en la membrana del parésito.

Sin embargo ain con estas técnicas, las protefnas detectadas por diferentes



27

investigadores en geles de poliacrilamida difiere enor en peso molecular y
abundancia, adn utilizando las mismas metodologias, Por lo que debide a las
discrepancias existentes en los reportes de fas glicoproteinas membranales de las
diferentes cspecies de éste pardsito y sabiendo que contamos con una Leishmanja
mexicana, que no presenta una lesién cutinea comdn sino una difusa (reportada
para la subespecie pifanoi), nosotros nos propusimos como OBJETIVO GENERAL
caracterizar la cepa de promastigotes de Leishmania mexicana. Para realizar ésta
camctt;n'z_acién, en el laboratorio se utilizaron 8 lectinas (PNA, RCA, Con A, BSI,
WGA, DBA, PVA y UEA); encontrdndosc que los receptores a Con A son los
tinicos que. se detectan sobre la superficie celular de los promastigotes de
F.l 'rhicro;copid de fluorescencia permitié observar en toda la superficie celular,
flrageio y saco flagelar de Leishmania mexicana, la abundante distribuicién de
g "azl‘xca'rés del tipo manosa identificadas por Con A. Esta evidencia nos dio pauta

para tratar de correlaci los estudios de parésil pletos por micr

P

con lo de las proteinas totales del parésito {raccionadas en geles de poliacrilamida.
Este tipo de evidencias en el inicio de la investigacién acerca del parasito son de
suma importancia, ya que nos permitird tener un panorama mas completo sobre la
variacién que se pudiera encontrar posteriormente al aislar solo membranas del
pardsito, Jaffe y McMahon-Pratt, 1988, han encontrado que estas variaciones
existen en los parisitos completos (a la respuesta de aglutinacién) y en las
transferencias de proteinas membranales a el mismo tipo de lectina, Pero no

reportan lo que pasa con las glicoprotefnas totales del parésito fraccionadas.



GLICOPROTEINAS AFINES A CON-A EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Para la identificacion de glicoproteinas con residuos mnnﬁsnlglumsa de L.
exicana, - s¢ utilizo 1a lectina Concanavalina A para identificar protefnas
separadas en geles de poliacrilamida. En este experimento encontramos que
aproximadamente 20 glicoproteinas se unieron a ConA siendo las mas evidentes las
glicoproteinas de 97y 36 kDa. Gardiner y Dwyer, 1983; Chang, (1983 y Lepayet al.,
1983, identificaron glicoproteinas membranales del pardsito 66-65 kDa con marcje
radiactivo en promastigotes de L. tropica, L. donovani, L. maior, L. m. amazonensis
y L. m. mexicana. Sin embargo la glicoprotefna de 97 kDa. no ha sido reportada
como una de las mas abundantes en cstas especies lo que marca una diferencia
importante enlre L. mexjcana mexicana y L. mexicana, que tenemos en el
faboratorio ya que esta L. mexicana no presenta la leishmaniasis cutinea comin
sino una diseminaday es importante destacar cualquier diferencia que se encuentre
entre las lineas de Leishmania, lo cual tal vez pudiera servir como una prueba para
discernir entre cepas, ya que como propone Handman y Goding, 1981, pequedias
diferencias en la glicoscilacién pueden estar acompaiiadas en diferencias en el
T imiento i entre las especies de Leishmania. De las proteinas totales
de Leishmania transferidas a papel de nitrocelulosa (PNC) y reveladas con 4Cl-

Naftol, se evidenciaron 19 glicoproteinas y detectamos marcada muy fuertemente a
la glicoprotefna de 36 kDa.

Haciendo una comparacién entre las glicoprotefnas identificadas por la Con A
en geles de poliacrilamida con las identificadas en PNC, se encontré que aunque en
el gel se apreciaron aproximadamente 20 bandas especificas, 14 glicoproteinas con
pesos moleculares muy similares (fig. 4) aparecen en el gel y en el papel. En el gel
las glicoprotefnas con peso molecular aproximado 97, 70, 53, 38, y 36 kDa se

visualizan como bandas muy evidentes, lo cual nos sugiere que son glicoprotefnas
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abundanlcs en clip asnto. Se encon(raron diferencias en la intensidad de las

: glwoprotefms de 122 118 99 ¥.36 kDa identificadas en el PNC con las observadas

té;en el el.> n el papel se observd que la glicoprotefna con un peso

a,tmctén muy evidente.

mhlbldur para’ on A€l u-meul-manoplranosa y los controles utilizando peroxidasa
y DAB tanto en PNC como en los geles, descartamos la posibilidad de que los
* fosultados abtenidos fucran artefactos de la reaccién y por lo tanto decimos que las
gliéoprolefnas de Leishmania meaicana identificadas especificamente por Con A en
€l PNCy el gel presentan aziicares terminales del tipo manosa o glucosa, ademas es
importante destacar que no se encontro ningun reporte en cl que se presenten
cvidencias de que las glicoproteinas de 118 y 36 kDa. sean tan intensamente
marcadas como las que se observaron en ¢l caso del parasito L. mexicana,
Motivados por las bandas observadas en los geles de poliacrilamida, los
parasitos se incubaron con DAB, para tratar de localizar las peroxidasas endégenas
que aparecian en el gel, esta reaccién nos pennitio observar una marca
clectrondensa que se presentd reproduciblemente en toda la nlcml:;rana
mitocondrial asi como en sus crestas, sc realizaron repeticiones para ver si no
habia sido algiin artificio y se encontré que los resultados obtenidos eran
reproducibles, con estos resultados y con la idea de que tal vez lo que se observaba
era algin citocromo se realizaron experimentos de inhibicion para el citocromo
oxidasa con cianuro de potasio, bloqueando asi cualquier transporte clectrénico 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 realizados por Hill y Cross. 1973, Martin y Mukkada,
1979, en los que mediante analisis espe;:tral reportan la presencia de citocromos, asi
como los de Shaw y Simpson, 1989, quienes mediante la purificacion de las

mitocondrias y analisis espectral evidencian actividad de citocromo.  De ésta

manera apar logramos det 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 metodologia no ha sido reportada con
anterioridad ademds de ser una metodologfa reproducible y sencilla, que podria
utilizarce como un método especificc para el marcaje witocondrial de

promastigotes de Leishmania mexicana.

Creo que el hecho de haber evidenciado las glic fnas de 118 y 36

P

kilodaltons con 1a intensidad que se ve en las figuras 2, nos habla de 1a abundancia y
de la gran afinidad que presentan estas proteinas a la Jectina Concanavalina A, por
lo que creo seria importante encontrar posteriormente su localizacién y su funcién
biolégica esto seria de gran interes ya que como lo reporta Ayesta et al., 1985 la
Concanavalina A solo se une a cepas patogenas del parasito de L. brazifiensis, lo
cual nos habla de la importancia de las glicoproteinas presentes en el parasito

s nja.
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; CONCLUSIONES :
1--El parasito Leishmanip mexicapa, presenta receptores especificos a la
lectina Concanavalina A.

2.-- La imfigen electr ica y la i 1

asferencia nos permitieron
observar que los promastipotes de Leishmanja mexicana presentan
aproximadamente de 6 a 7 protefnas con afinidad a Con A, lo que nos indica la

presencia de glicoprotefnas con manosa y /o glucosa.

3.- Se observé que los promastigotes de Leishmania mexicgpa tratados con

Y e

pr una reaccién 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.- Ademés mediante ja inmunoclectrotrasferencia, detectamos una marca muy
intensa de las glicoproteinas de 118 y 36 kDa, lo que representa a gran afinidad a

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

- TECNICA DE INCLUSION EN EPON.
1.- Las células se posfijan con OsO4 1% en cacodilatos 0.1M pH 7.2 una hora a
temperatura ambiente,
2.-Se lavan 2 veces con cacodilato 0.1M pH 7.2
3.-Se elimina el sobrenadante en la campana de extraccibn
4.- Se comienzan a deshidratar las muestras utilizando alcoholes en porcentaje
creciente.
-Poner alcohol 70%, resuspender y dejar 10 minutos
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante
-Alcohol 85%, resuspender e incubar 10 minutos
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante
-Aleohol 90%, resuspender e incubar 10 minutos
-Centrifugar 5 minutos y eliminar e sobrenadante
-Alcohol 95%, resuspender e incubar 10 minutos
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el sobrenadante
-Alcohol absoluto, resuspender e incubar 10 minutos
-Centrifugar 5 minutos y eliminar el scbrenadante
5.-Poner a la muestra, Oxido de propileno 20 min.
6.- Centrifugar Smin. y eliminar el sobrenadante
7.- Agregar a la pastilla una mezcla 1:1 de Ep6n-Oxido de Propileno,
resuspender bien la pastillay dejar una hora.
a) Poner en un tubo de ensayo una cantidad determinada de Epén (debe
de estar a temperartura ambiente), sacar la resina con pipeta
b) Agregar un volumen igual al de la resina (Epén) y de Oxido de
Propileno.
¢) Mezclar muy bien con un palillo
8.- Centrifugar 5 min. y eliminar un poco de resina
9.- Agregar una mezcla de Epdn 2:1 con Oxido de Propileno
10.-Resuspender muy bien la pastilia y dejarlo toda la noche,tapar muy bien
el eppendorf.
11.-Centrifugar 5 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,-Centrifugar 5 min
15.-Eliminar todo ¢l sobrenadante  (mezcla2:1)
16.-Agregar Epén (a la mitad del mini eppendorf)
17.-Centrifugar 5 minutos.
18.-Completar con Epén y llenar el mini-eppendorf, conteniendo una etiqueta de
identificacién y polimerizar en estufa a 60°C,durante 2 dfas.
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i Solucmncs uuhzadas pnn prcpamr geles de po]nucnhmlda: o

: Sol A Sn|uc16n de Acrilamida al 30%.
g <. Acrilamida 30g.
:Bis-Acrilamida - 8g.
] 1{202 desionizada aforar a 100 ml : S
Esta solucién se filtra y s¢ guarda en frasco ambar y se guan cuarto frio.
Sol.B | Trizmabase 363g.
- - Hel 1N T 4.0ml, :
H9O desionizada aforar a 100 ml
Esta solucién debe tener un pHde882a9, tambmn sefiltra'y se guarda en
refrigeracién. ;

Sol.C-  Trizma-base 5.98g.
Hel IN, - - 40ml
HoO aforara 100 ml.
Esta solucién debe tener un ptl de 6.8 a 6. 5 nmbnen s¢ rltn yse guarda en-
relrigeracion. :

Sol.D 'SDS al10% - 10 B
: H20 aforar a 100 mi.

Sol.E' ' Persulfato de amonio 0.1g.
H70 dejonizada 1ml.
Esta solucién se prepara momentos antes de usarse,

" Sol.F TEMED 0.010 ml.

El azul de Bromofenol se usé al 0.02% final y el $-mercapto etano! al 0.5% final,

METODO DE LOWRY- MODIFICADO.
Una vez obtenida la protefna de Leishmania, se procede a determinar su
concentracién por el método de Lowry.
1.- Lo primero que se hace es una curva estindar utilizando Albumina de Suero
Bovino (BSA), de la siguiente forma.
2.- Se hace una solucién stock de BSA 1 mg/m! disuelta en agua, yse toman los
siguientes volimnes de albamina: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,80, 90 y 100 ul
Para eliminar los detergentes de la muestra problema, como el SDS, 1a muestra se
resuspende en 200 1} de DOC (deoxicolato de Sodia 0.15%) y se agita en vortex,
durante 5 min. Lucgo se adiciona TCA {Acido Tricloroacético al 70%), frio yse
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resuspende perfectamente bien, se incuba nuevamente durante 5 min. en  hielo.
Terminada la incubaci6n, Ia muestra se centrifugaa 2000 r.p.m,, durante 5 min. y
se elimina ¢l sobrenadante. A la pastilla se le adicionan 2001 de agua destilada,
se resuspende perfectamente con el vortex, y se le agrega 1 ml de la Solucién C, se
agita nuevamente y se incuba a temperatura ambiente durante 10 min. Luego se
agrega 0.1 ml del reactivo de Folin (1-1) y se incuba a temperatura ambiente por
45 min & bien se hierven todas las muestras, incluyendo las de la curva patrén

(albumina 0,10,20,30,40,50,ug ) por 5 min. La absorbancia de las soluciones se mide
en un espectrofotémetro a 660 nm.
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