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Resumen

Obijetivo. Detectar los antigenos de Leishmania (Leishma-
nia) mexicana que reaccionan con sueros de pacientes con
leishmaniosis cutanea (LC) de Sinaloa, México. Material y
métodos. Un extracto crudo de L. (L) mexicana fue usado
como antigeno para Western blots 2-D empleando sueros de
cinco pacientes con LC y controles originarios de Sinaloa,
México, durante el 2008. Resultados. Cinco antigenos fue-
ron detectados sélo por los sueros de los cinco pacientes
estudiados; estos son: 26 kDa (pl 7.8),27 kDa (pl 8.1),28 kDa
(pl 8.6),29 kDa (pl 8.5) y 31 kDa (pl 9.0). Conclusiones.
Se detectaron nuevos antigenos de L. (L) mexicana poten-
cialmente inmunodominantes, lo que sugiere a este parasito
como el agente causal de la LC en Sinaloa.
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Abstract

Obijective. To detect Leishmania mexicana antigens reacting
with sera of patients with cutaneous leishmaniasis (CL).
Material and methods. A crude extract of L. mexicana
was used as antigen for 2-D Western blot using sera from 5
patients with CL and controls from Sinaloa, Mexico during
2008. Results. Five antigens were detected in the five infec-
ted patients analyzed; their molecular weights and isoelectric
points were: 26 kDa (pl 7.8),27 kDa (pl 8.1), 28 kDa (pl 8.6),
29 kDa (pl 8.5) and 31 kDa (pl 9.0). Conclusion. New po-
tentially immunodominant L. mexicana antigens were detected,
suggesting that this parasite could be the species responsible
for human infection in Sinaloa.
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La leishmaniosis es una parasitosis causada por dife-
rentes especies de protozoarios intracelulares obli-
gados pertenecientes al género Leishmania, transmitida
al ser humano cuando una hembra hematéfaga de dip-
teros del género Lutzomyia (en América) o Phlebotomus
(en Europa, Asia y Africa),'? regurgita promastigotes
después de alimentarse.

La leishmaniosis puede clasificarse en tres formas
principales: la primera es la leishmaniosis cutdnea (LC,
que puede ser localizada o difusa), la segunda es la
leishmaniosis destructiva mucocutdnea (LMC) y la ter-
cera, que puede ser fatal, conocida como leishmaniosis
visceral (LV o Kala-Azar).! En México, laLV es endémica
en Chiapas, Guerrero y Morelos; la LMC en Tabasco y
Chiapas y la LC es endémica en Campeche, Chiapas,
Coahuila, Jalisco, Michoacén, Nayarit, Nuevo Ledn,
Oaxaca, Tamaulipas, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz,
Yucatdn y recientemente Sinaloa.’ La LC fue descrita por
primera vez en Sinaloa en 1994 y desde entonces a la
fecha se han reportado mds de 100 casos;* sin embargo,
se carece de estudios que aborden la identificacion de
antigenos del pardsito.

Se considera a Leishmania (Leishmania) mexica-
na como la especie que causa la LC en México.? El
diagnostico definitivo de la LC estd basado en datos
clinicos y epidemiol6gicos asociados con una técnica
diagndstica de laboratorio. Las técnicas diagnésticas
mds cominmente utilizadas para la identificacién de
esta parasitosis son la reaccion cutdnea de Montenegro
y el examen histopatol6gico;” sin embargo, estas técnicas
carecen de sensibilidad. Actualmente el estandar de
oro para la identificacién de especies de Leishmania es
la electroforesis multilocus de enzimas (MLEE).® Una
de las desventajas de esta técnica es que requiere del
cultivo y aislamiento del pardsito, un procedimiento
que es susceptible de contaminacién bacteriana y tarda
semanas o meses para su conclusion, por lo que esta
técnica no es ttil para la toma de decisiones terapéuticas.
Por otro lado, los métodos serolégicos son sensibles y
especificos, como el ELISA (Ensayo por inmunoabsor-
cién ligado a enzimas), permiten el procesamiento de un
mayor nimero de muestras y los resultados se obtienen
en horas. La sensibilidad y especificidad del método de
ELISA depende de la calidad del antigeno utilizado,
por lo que el objetivo de este trabajo fue la deteccién de
antigenos inmunodominantes de L. (L.) mexicana que son
reconocidos por sueros de pacientes con LC originarios
del estado de Sinaloa, los cuales puedan ser evaluados
posteriormente en el disefio y validacién de un ELISA
para el diagndstico de la LC, o bien ayuden al disefio de
protocolos de inmunizacién para contribuir al desarrollo
de una vacuna contra esta parasitosis.
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Material y métodos

Sueros

La poblacién en estudio comprendié a individuos
con cuadro clinico sugestivo de LC que acudieran
al Centro de Salud de Mazatldn, Sinaloa, de enero a
diciembre del afio 2008, y como controles negativos a
voluntarios sanos de la misma drea, con caracteristicas
similares en cuanto a edad y sexo. En todos los sujetos
se obtuvo el consentimiento informado de acuerdo con
las normas establecidas por el Comité de Etica de la
Secretarfa de Salud de Sinaloa. En el caso de los indi-
viduos con cuadro clinico sugestivo de LC el criterio
de inclusién fue el establecimiento del diagnéstico
de certeza mediante la demostracién del pardsito por
impronta. Se obtuvieron los sueros de los pacientes
con diagnéstico de LC, asi como de los controles, los
cuales fueron analizados.

Extracto crudo de L. (L.) mexicana (ECLm)

El extracto crudo de L. (L.) mexicana (ECLm) fue obte-
nido por sonicacién a partir de “pellets” de cultivo de
promastigotes de lacepa MHOM /MX/92/UAY68 de L.
(L.) mexicana, gentilmente donada por la Dra. Patricia
Talamés Rohana, los cuales fueron resuspendidos en
80% de amortiguador de rehidratacién (BRH) para
electroforesis de doble dimensién (2-D), el cual contiene
8M UREA, 2% CHAPS, 50mM DTT, 0.2% de anfolitas
Bio-lyte y trazas de azul de bromofenol (Bio-Rad), y
20% de un céctel de inhibidores de proteasas (Sigma). El
ECLm fue clarificado por centrifugacién. Las protefnas
del ECLm fueron precipitadas y lavadas tres veces con
ocho volimenes de acetona (JT Baker), resuspendidas
en BRH y posteriormente cuantificadas por el método
de Bradford (Sigma).

Electroforesis de doble dimensién (2-D)

Las muestras fueron sometidas a isolelectroenfoque
empleando tiras de gel con gradiente de pH inmo-
vilizado (IPGs, Bio-Rad). Posteriormente fueron
sometidas a electroforesis de doble dimensién (2-D)
en geles de poliacrilamida al 12.5% de acuerdo a pro-
tocolos previamente establecidos. Estos geles fueron
tefiidos con azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad), y
destefiidos para el conteo de las proteinas del ECLm.
Alternativamente, duplicados de estos geles fueron
transferidos a membranas de nitrocelulosa de 0.22um
(Hybond-ECL, Amersham) y empleadas como base
para los Western blots.
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Western blot

Después de bloquear las membranas con leche descre-
mada al 5%, éstas fueron incubadas con los sueros de
los pacientes con LC parasitolégicamente confirmada,
diluidos 1:100, o con los sueros de los testigos a la mis-
ma dilucion. Posteriormente, las membranas fueron
incubadas con anticuerpos anti-IgG humana conjugada
a peroxidasa (Zymed) y finalmente, la reaccién fue
revelada con diaminobencidina (Research Organics) y
H,0, (JT Baker).

Resultados y discusion

La leishmaniosis cutdnea (LC) en el estado de Sinaloa,
Meéxico es considerada como una parasitosis emergente
con un registro histérico oficial de 100 casos, la mayoria
de los cuales se han presentado en la zona sur de Si-
naloa.* Actualmente el diagnéstico se realiza mediante
exdmenes histopatoldgicos, los cuales poseen baja sensi-
bilidad, apenas alcanzan 50%, y estdn limitados para el
procesamiento de un gran ntimero de muestras, ademas
de que requieren disponer de técnicos de laboratorio
con gran pericia para la observacion de los amastigotes.
Una alternativa diagndstica la ofrecen los métodos
inmunoldgicos como el ELISA, que poseen una mayor
sensibilidad y excelente especificidad; sin embargo,
dependen de las caracterfsticas inmunoquimicas del
antigeno. Para contribuir al disefio de un método de
diagndstico inmunoldgico y eventualmente de una

vacuna, se realizé el presente estudio encaminado a la
deteccién y posterior identificacién de los antigenos
inmunodominantes del protozoario pardasito Leishmania
(L.) mexicana, considerado el principal agente etiolégico
de la LC en México.® Para ello se obtuvo un extracto
crudo de L. (L.) mexicana (ECLm) a partir de cultivos de
promastigotes, para posteriormente realizar una elec-
troforesis de doble dimensién que evidencié mediante
tincion con azul brillante de Coomassie G-250 un total
de 137 proteinas contabilizadas mediante el software
PDQuest 7.3.1 (Bio-Rad) (dato no mostrado). Réplicas
de esos geles fueron utilizadas para su transferencia a
membranas de nitrocelulosa que sirvieron de soporte
solido para la realizacién de Western blot individua-
les mediante los sueros de cinco pacientes con LC
localizada originarios del estado de Sinaloa, México,
confirmados parasitolégicamente (figura 1), y el mis-
mo niimero de sueros de testigos no parasitados. Los
cinco pacientes incluidos en este estudio presentaron
lesiones ulcerosas en el pabell6n auricular (figura 1A) y
al realizarles las improntas fue posible observar varios
macréfagos infectados con amastigotes de Leishmania
sp., (figura 1B).

Al revelar los Western blots fue posible detectar
que varios antigenos reaccionan con los sueros de los
pacientes con LC, pero en especial identificamos cinco
proteinas antigénicas potencialmente dominantes, ya
que son reconocidas en los cinco pacientes. Se determi-
naron los pesos moleculares y puntos isoeléctricos de
cada uno de ellos: 26 kDa (pI 7.8), 27 kDa (pI 8.1), 28
kDa (pI 8.6), 29 kDa (pI 8.5), y 31kDa (pI 9) (figura 2).

FIGURA |. PACIENTE CON LEISHMANIOSIS CUTANEA. A) SE MUESTRA LA IMAGEN DE UN PACIENTE DEL ESTADO DE SINALOA, ME-
XICO, CON LEISHMANIOSIS CUTANEA QUE PRESENTA UNA ULCERA EN EL PABELLON DE LA OREJA. B) MICROGRAFIA DE UNA SECCION
DE LA IMPRONTA OBTENIDA DEL PACIENTE EN A, DONDE SE OBSERVA UN MACROFAGO MULTIPARASITADO CON AMASTIGOTES DE

LEISHMANIA sp. (FLECHA)
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FiGURA 2. DETECCION DE ANTIGENOS DE LEISHMANIA (LEISHMANIA) MEXICANA POR SUEROS DE PACIENTES CON LC DEL ESTADO DE
SINALOA, MExico. A) WESTERN BLOT 2-D DE UNO DE LOS CINCO PACIENTES CON LC DONDE SE OBSERVA EL GRUPO DE CINCO
ANTIGENOS DERIVADOS DE L. (L.) MEXICANA (FLECHAS). CON EL NUMERO | ESTA MARCADA UNA PROTEINA DE 26 kDA (pl 7.8),
CON EL NUMERO 2, UNA DE 27 kDA (pl 8.1), LA NUMERO 3 DE 28 kDA (Pl 8.6), LA 4 DE 29 kDA (Pl 8.5), Y FINALMENTE LA §
DE 3 IKDA (Pl 9). CADA SUERO FUE ANALIZADO POR DUPLICADO, Y TODOS LOS PACIENTES RECONOCIERON A LOS 5 ANTiGENOS

Existen diferentes reportes donde se han detectado
e identificado diferentes antigenos derivados de dife-
rentes especies de Leishmania;”® sin embargo, ninguno
coincide completamente con las caracteristicas inmu-
noquimicas de los reportados en este trabajo. Osland y
colaboradores® reportaron antigenos prominentes de L.
(L.) aethiopica detectados mediante Western blot de una
dimensién, pero su peso molecular fue de 25 kDa, infe-
rior a los detectados en este trabajo. Kamoun-Essghaier
y colaboradores!” reportan un grupo de seis antigenos
derivados de promastigotes de L. (L.) infantum evidencia-
dos mediante Western blot de 2-D con pesos moleculares
cercanos a los detectados en este trabajo, en el rango de
30-36 kDa, pero con diferente pL.'° Esto sugiere que los
antigenos derivados de L. (L.) mexicana reportados en el
presente estudio son novedosos. Sin embargo, es necesa-
rio continuar con los estudios a fin de incluir un mayor
nimero de pacientes, asi como secuenciar los diferentes
antigenos para identificar su naturaleza bioquimica y
disefiar un ELISA con alguno de estos antigenos o con
combinaciones de los mismos. Adicionalmente, seria de
gran relevancia evaluar la participacién de estos antige-
nos en la relacién hospedero-parésito, lo cual permitiria
incrementar nuestro conocimiento para el disefio de una
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vacuna o bien para comprender los mecanismos inmu-
nolégicos protectores o permisivos en la leishmaniosis,
que continda siendo un importante problema de salud
en México y en otros paises del mundo.
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