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Resumen. En la leishmaniosis experimental, la funcién de los anticuer-
pos no esta completamente clara, ya que algunos autores consideran que di-
chas proteinas no participan en la proteccién contra la infeccién; sin embar-
go, estudios histopatolégicos en lesiones con leishmaniosis humana y experi-
mental, muestran infiltrados de células plasmaticas positivas para IgA y secre-
cion de IgM, 18G e IgA que podrian mediar la formacion de complejos inmu-
nol6gicos con antigenos parasitarios o propios, favoreciendo la necrosis lo que
conlleva a la eliminacion del parasito. En este trabajo se determiné si la IgA
sérica en el modelo murino posee reactividad especifica contra antigenos de
Leishmania (Leishmania) mexicana de utilidad diagnéstica. Para ello, se utili-
zaron ratones susceptibles y resistentes a leishmaniosis cutanea, demostran-
dose mediante ELISA indirecta que la IgA sérica de ratones susceptibles es
elevada en comparaciéon con la producida por ratones resistentes. Aunque
otros estudios en modelos murinos demuestran que la IgG sérica de ratones
infectados con L. (L) mexicana presenta reactividad cruzada con antigenos
parasitarios no relacionados obtenidos de Trypanosoma crusi, al analizar la
especificidad de IgA por antigenos de L. (L) mexicana y T. crusi, mediante
Western Blot, se demostré que la IgA sérica de ratones infectados con T. crusi
también reaccionan con antigenos de L. (L) mexicana, estos hallazgos sugiec-
ren que la IgA puede ser til para el manegjo clinico y pronéstico de la enfer-
medad.
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Abstract. In experimental leishmaniasis, the role of antibodies is not en-
tirely clear, as some authors consider that these proteins are not involved in
protection against infection. However, histopathological studies in human and
experimental leishmaniasis lesions, show plasma cell infiltrates positive for
IgA and secretion of IgM, IgG and IgA could mediate the formation of im-
mune complexes with parasite antigens or self components, favoring necrosis
leading to the elimination of the parasite. In this study, we determined if the
serum IgA in the murine model has specific reactivity against antigens of
Leishmania (Leishmania) mexicana of diagnostic utility. To do this, we used
mice either susceptible or resistant to cutaneous leishmaniasis, and demon-
strated by indirect ELISA that serum IgA is elevated in susceptible mice com-
pared with that produced by resistant mice. Although other studies in murine
models show that the serum IgG from mice infected with L. (L) mexicana
present cross reactivity with unrelated parasite antigens derived from
Trypanosoma crusi, the analysis of the specificity of IgA by antigens of L. (L)
mexicana and T. crusi, by Western Blot, showed that the IgA serum of mice
infected with T. crusi reacts too with antigens of L. (L) mexicana. These find-
ings suggest that IgA may be useful for the clinical management and progno-

sis of the disease.
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INTRODUCCION

La Leishmaniosis cutanea (LC), es
causada por un protozoario hemotlagelado
del género Leishmania, perteneciente a la
familia Trypanosomatidae y es una de las
tres manifestaciones clinicas de la leishma-
niosis, la cual tiene una amplia distribucién
en ¢l mundo, principalmente en las zonas
tropicales y subtropicales (1).

La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estima una prevalencia mundial de
aproximadamente 14 millones de casos con
una incidencia anual de 1,5 a 2 millones de
nuevos casos para LC (2). En Venezuela, es

considerada una enfermedad ocupacional,
ya que afecta principalmente a las personas
que trabajan en zonas boscosas, entre ellos:
agricultores, ganaderos, cazadores y perso-
nal militar. Las entidades con mayor niime-
ro de casos registrados en el pais son Tachi-
ra, Mérida, Trujillo (56%) y el estado Boli-
var, con una incidencia de la infeccion de
un 45% (3).

El parasito Leishmania ha sido amplia-
mente utilizado en los modelos experimen-
tales para comprender la generacion, man-
tenimiento e insuficiencia de la respuesta
inmune subyacentes a la resistencia y la
susceptibilidad a la infeccién. Los resulta-
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dos clinicos de la infeccién por Leishmania
dependen de la especie infectante y el esta-
do inmune del hospedador. En este sentido,
la mayoria de las personas expuestas al pa-
rasito nunca desarrollan la enfermedad ma-
nifiesta (4). La descripcion de la funcién de
las moléculas efectoras de la respuesta in-
mune en modelos experimentales puede
aportar informacion tanto para el diseno y
evaluacion de vacunas y terapias contra la
leishmaniosis; asi, también como para su
diagnodstico preciso, haciendo énfasis para
su posterior estudio de la enfermedad hu-
mana.

En referencia a la respuesta inmune
humoral, las células B y los anticuerpos no
son generalmente considerados de gran im-
portancia en la inmunidad protectora con-
tra la Leishmania, debido a que los anti-
cuerpos no son efectivos para destruir el pa-
rasito dentro de la vacuola parasitéfora y la
produccién de anticuerpos con el fin de me-
diar la cura inmune de la infeccion cutanea
4).

Los altos niveles de anticuerpos especi-
ficos contra Leishmania son observados en
pacientes con Leishmaniosis Visceral (LV) y
otras formas graves de la enfermedad, acu-
mulando pruebas de que las células B y los
anticuerpos se correlacionan con la patolo-
gia (5). Por otra parte, la funcion regulado-
ra de las células B ha sugerido en un mode-
lo de LV que estas células B se encuentran
disminuidas en animales con extensa pato-
logia mediada por neutréfilos (6). Sin em-
bargo, aunque la funciéon en cuanto a pro-
nodstico, seguimiento y diagnéstico de los
isotipos de inmunoglobulinas IgM, 18G ¢
[gA han sido ampliamente estudiados, toda-
via hay mucho que comprender sobre la
funcién de los anticuerpos en la leishmanio-
sis y no debe descartarse que ciertos anti-
cuerpos puedan contribuir a la proteccion y
al diagnostico.

Muchas de las proteinas de los parasi-
tos del género Leishmania generan una

fuerte respuesta inmune humoral durante
la LC; sin embargo, el diagndstico especifi-
co de la enfermedad por ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) o ensayos
de Western Blot en humanos, no ha sido
desarrollado y existen muy pocos antigenos
con un valor diagnéstico potencial, a pesar
de ser utilizados en los estudios serologi-
cos (7).

La presencia de IgA en las lesiones de
pacientes con leishmaniosis, no es del todo
clara ya que podria estar asociada a la pro-
pia infeccién por Leishmania, a otras pato-
logias que cursen con la infeccion o a la ge-
neracion de autoanticuerpos (8). Se ha re-
ferido ampliamente la presencia de depdsi-
tos intercelulares de IgA en la epidermis y
en la union entre la dermis y la epidermis
en una amplia variedad de patologias dér-
micas localizadas como: dermatitis herpeti-
forme, dermatosis bulbosa, pénfigo (9,10) y
en patologias sistémicas con manifestacio-
nes dérmicas como en el lupus eritematoso
sistémico (11, 12). No obstante, diversos es-
tudios sefialan que la IgA se correlaciona po-
sitivamente con el estatus clinico de la LV;
ademas de ser considerada un marcador pro-
nostico de dicha infeccion, ya que se presen-
ta en altas concentraciones en el estado sin-
tomatico de la enfermedad (13, 14).

El estudio y la comprension de los me-
canismos inmunopatogénicos responsables
de la presencia de abundantes células plas-
maticas ¢ IgA que forman complejos con
antigenos parasitarios en infiltrados de le-
siones humanas y experimentales (14), su-
gicren que la respuesta inmune humoral
podria influir en la eliminacién del parasito
y en la patogenia de la lesion. Es por ello,
que en este estudio nos propusimos deter-
minar si los antigenos de Leishmania
(Leishmania) mexicana reaccionan especifi-
camente in vitro con la IgA sérica produci-
da en modelos murinos susceptibles y resis-
tentes producto de la infeccion parasitaria
cutdnea. Este enfoque representa el paso
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inicial para seleccionar y purificar antige-
nos especificos del parasito que permitan
desarrollar ensayos inmunoenzimaticos mas
sensibles y especificos con gran valor para
el diagnostico y la epidemiologia de la en-
fermedad.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos

Se utilizaron amastigotes del aislado
M/HOM/VE/72/AZV de Leishmania (Leish-
mania) mexicana, mantenido en nuestro la-
boratorio mediante pasajes sucesivos en
hamsters (Misocricetus auratus) y tripo-
mastigotes sanguicolas del aislado Elpidio
Padron (EP) de Trypanosoma crusi mante-
nido en ratones NMRI (Mus musculus).

Animales

47 ratones hembras de la cepa BALB/c¢
y 42 de la cepa C57BL/6 de 9 semanas de
edad fueron obtenidos del Bioterio Central
de la Universidad de los Andes (BIOULA).
23 ratones BALB/c¢ y 23 C57BL/6 fueron
infectados con L. (L) mexicana. Como con-
trol negativo se utilizaron 19 BALB/c y 19
C57BL/6 y como grupo de estudio para
reaccion cruzada 5 BALB/c¢ infectados con
tripomastigotes sanguicolas de T. crusi. Los
animales utilizados en este estudio fueron
manipulados segiin los principios de la APS
(American Physiological Society) en cuanto
al cuidado y uso de animales de laboratorio
publicado por el Instituto Nacional de Sa-
lud de los EE.UU vy siguiendo el protocolo
de manejo de animales experimentales plan-
teado por el Ministerio del Poder Popular
para la Ciencia y la Tecnologia (Venezuela).

Infeccion experimental de modelos
murinos

Los cultivos de promastigotes de L. (L)
mexicana fueron crecidos en medio LIT
hasta alcanzar DO, de 0,8. Los parasitos
fueron posteriormente incubados a 32°C

hasta la verificacién por microscopia éptica
del cambio morfolégico a la forma redon-
deada del parasito y a la ausencia de tlage-
los en la mayoria de las células del cultivo
(amastigotes-like). El volumen total del cul-
tivo fue centrifugado a 2000g durante 20
minutos, el pellet fue lavado tres veces en
solucion salina estéril. Seguidamente se
hizo el conteo de pardsitos en camara de
Neubauer y se diluy6é en solucion salina es-
téril hasta obtener 2X10° parasitos/mlL,
que se inocularon por via subcutinea en la
pata posterior derecha de ratones BALB/cy
C57BL/6.

El grupo experimental de reaccion cru-
zada se inocul6 por via intraperitoneal con
2x10° parasitos/mL de T. crusi.

Evolucion de la lesion y obtencion
de las muestras

El tamano de las lesiones fue estimado
a partir de la primera semana post-infec-
cién, midiendo la pata infectada del animal
y la pata contralateral sana con un calibra-
dor Drapper SM-112 (1 vez a la semana du-
rante 60 dias). Al cabo de este periodo se
tom6 1 mL de sangre de los ratones por
puncion cardiaca, a fin de obtener suero
mediante centrifugacion a 500¢ por 15 mi-
nutos. El suero separado fue almacenado a
—20°C hasta su utilizacion en los ensayos de
ELISA y Western blot.

Aislamiento de parasitos de L. (L)
mexicana

Los parasitos fueron aislados al final
de la fase logaritmica de crecimiento. Para
ello, los promastigotes cultivados in witro,
fueron lavados 5 veces con solucién amorti-
guadora estéril a 0,1 M y centrifugados a
2000g durante 15 minutos a 4°C. El sedi-
mento final se cont6 en camara de Neu-
bauer a una dilucién 1:100, ajustandose a
una concentracion de 2X107 parasitos/mlL
y se almacené a —70°C hasta su utilizacion
en la preparacion de antigenos.
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Fraccionamiento subcelular

Las alicuotas de parasitos fueron solu-
bilizadas a razén de 1x10° parasitos/mL en
2 mL de amortiguador de lisis (0,225 M de
sacarosa, 20 mM KI,PO, 5 mM MgCl, 1
mM Na, EDTA, 20 mM Tris Base) a pH 7,2,
4°C y posteriormente centrifugadas a 3000g
durante 30 minutos. El sedimento fue resus-
pendido con amortiguador de lisis en pre-
sencia de inhibidores de proteasas (pestati-
na 1uM, antipaina 0,2 uM, leupeptina 10 uM,
PMSF 50 uM, benzamidina 1mM, inhibidor
de tripsina 50 ug/mL) a razén de 5 mL por
cada 20g de extracto celular, posteriormen-
te fue sometido a 5 ciclos de sonicacion de
30 segundos c¢/u con intervalos de 5 minu-
tos de descanso entre cada ciclo a 4°C (15).

El homogeneizado obtenido fue incuba-
do con amortiguador de lisis a 4°C durante
30 minutos y los lisados se centrifugaron a
4°C a 150g durante 3 minutos para obtener
antigenos solubles, el sobrenadante fue some-
tido a centrifugacion diferencial para obtener
las distintas fracciones antigénicas: nicleos y
parasitos enteros a 1500¢ durante 10 minu-
tos, fraccion granular gruesa a 6000g duran-
te 10 minutos, fraccion rica en glicosomas a
45000¢ por 20 minutos, fraccion citosolica y
microsomal a 105000¢ durante 2 horas.

Cuantificacion de proteinas

La concentraciéon de proteinas fue de-
terminada mediante el método de Lowry
(16), utilizando la albamina de suero bovi-
no (BSA) como el estandar para establecer
la curva de calibracion.

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Los antigenos solubles obtenidos por
lisis celular de promastigotes de Leishma-
nia cultivados in vitro y aislados en la fase
logaritmica de crecimiento, fueron utiliza-
dos para sensibilizar las placas de fondo pla-
no (2x107 parasitos/mlL).

Para la deteccion de IgA especifica
contra L. (L) mexicana, se emplearon
como anticuerpos primarios sueros de ra-
tones BABL/c y C57BL/6 con Leishmanio-
sis cutdnea y sueros de ratones BALB/c¢ in-
fectados con T. crusi (diluidos en PBS-
Tween-caseina desde 1:30 hasta 1:7680).
Como anticuerpos secundarios se utiliza-
ron anti-IgA de ratén y anti-IgG de ratén
conjugados a Peroxidasa (HRP) y diluidos
1:2000 en PBST. El valor de corte minimo
de confianza fue establecido tomando en
cuenta el promedio de los valores de absor-
bancia de los controles mas dos desviacio-
nes estandar (DS).

Anilisis electroforético de proteinas

Los componentes antigénicos del para-
sito se separaron por electroforesis en gel
de poliacrilamida bajo condiciones desnatu-
ralizantes (SDS-PAGE) segian el método
descrito por Laemmli (17).

Los sobrenadantes de cada fraccion an-
tigénica se calentaron a 95°C durante 3 mi-
nutos en presencia de un amortiguador de
muestra en frio (2,5 mL de SDS al 20%, 2,5
mL de Tris 0,2 M, EDTA 0,02 M, 5 mL de
glicerol al 37%, 2,5 mL de azul de bromofe-
nol al 10%, 7,5 mL de agua destilada y 50
mL de 2-mercaptoetanol). En cada pozo del
gel se colocaron 45 ul. de las muestras,
ajustandose la concentraciéon a 5S0ug/mL
para cada una de las muestras y 15 upl del
marcador de peso molecular precoloreado
de amplio rango (Gibco BRL Bench Merck).
Los geles se sometieron a una corrida elec-
troforética en una camara Electro-Eluter
BioRad modelo 422, a 60 V durante 1 hora.
Finalmente, los geles fueron tenidos con
0,25% de azul de Coomassie R-250, 45% de
metanol y 7,5% de acido acético glacial y se
decoloraron con 25% de metanol y 7,5% de
acido acético glacial para la visualizacion
de las bandas.
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Determinacion del peso molecular
de las proteinas

Los marcadores de peso molecular se
analizaron por SDS-PAGE junto con las
fracciones de L. (L) mexicana y se obtuvo
para cada gel la curva de calibracion corres-
pondiente. Estas curvas de calibraciéon se
establecieron utilizando el logaritmo del
peso molecular de los estdndares contra la
distancia recorrida en el gel en centime-
tros. Los pesos moleculares de las proteinas
de Leishmania se estimaron por interpola-
cion en la grafica de calibracion obtenida
con los marcadores de peso molecular
conocido.

Western Blot (WB)

Luego de la separacion electroforética
por SDS-PAGE, las proteinas fueron transfe-
ridas a una membrana PVDF (Polyvinyldi-
fluoride) (18, 19). Como anticuerpo prima-
rio se utiliz6 suero de ratén infectado con
L. (L) mexicana diluido 1:300 en TBS-BSA
al 3% y como anticuerpo secundario
anti-IgA y anti-IgG conjugados a Peroxidasa
(HRP) diluidos 1:2000. Como control nega-
tivo y control de especificidad del anticuer-
po secundario se utilizaron sueros de rato-
nes BALB/c y C57BL/6 sanos.

Anilisis estadistico

Los resultados son presentados en pro-
medios * el error estandar (EE). Se realizo
un ANOVA de una via y el test no paramé-
trico de Mann-Whitney para comparar y es-

tablecer si existian diferencias significativas
entre los grupos, considerando como esta-
disticamente significativo valores p< *0,05;
#*#0,01; ***0,001. Los anélisis fueron reali-
zados utilizando el programa SPSS (version
15.0 para Windows, SPSS Inc. Chicago, IL)
y el sofware GraphPad (GraphPad Prism
version 5.0, San Diego, C.A).

RESULTADOS

El tamano de las lesiones en los rato-
nes BALB/c¢ cuya caracteristica es de sus-
ceptibilidad y C57BL/6 resistentes infecta-
dos con L. (L) mexicana, fue estimado a
partir de la primera semana post-infeccion,
midiendo la pata del animal con un calibra-
dor Drapper SM-112, 1 vez a la semana y
durante 60 dias. En ambas cepas de rato-
nes, se observd incremento progresivo de
las lesiones a medida que evolucionaba el
periodo de infeccion. No obstante, se obser-
v6 aumento significativo del tamafo de la
lesion a partir de la quinta semana post-in-
feccion en el grupo de ratones BALB/c
(2,93%0,44) en comparacién con el grupo
de ratones C57BL/6 (2,35 = 0,17) hasta la
séptima semana post-infeccion (5,31 =
0,30 y 2,81 = 0,09) respectivamente (Ta-
blaI).

Para evaluar los titulos de IgA sérica,
se realiz6 la técnica de ELISA en muestras
de suero de ratones BALB/c y C57BL/6 in-
fectados y no infectados frente a parasitos
enteros y proteinas totales de L. (L) mexi-

TABLA 1
TAMANO DE LA LESION EN RATONES BALB/c y C57BL/6 INOCULADOS
CON Leishmania (Leishmania) mexicana

Ratones Semanas post-infeccién
1 2 S 4 5 6 7
BALB/c¢ 1,67x0,06 1,74+0,10 1,90x0,14 2,31+x0,33 2,93+0,44% 3,42+0,51* 5,31+0,30%*

C57BL/6  1,68%+0,04 1,87x0,06 1,96x0,07 1,98+0,04 2,35+0,17% 2,65*+0,11%* 2,81+0,09**

Los resultados son expresados en promedios * el error estandar (valores en mm). *p<0,05, **p<0,01 con res-
pecto al tamano de la lesion en la primera semana post-infeccion de ratones BALB/c y C57BL/6.
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cana a partir de diluciones seriadas de 1:30
a 1:7680, observandose titulos de IgA hasta
una dilucién 1:3840 en el caso de proteinas
totales y pardsitos enteros para ratones
BALB/c¢ (Tabla II).

Los sueros de los ratones BALB/c in-
fectados con L. (L) mexicana, revelaron la
presencia de IgA en un 100%, presentando
valores de densidad O6ptica superiores al
punto de corte (valor de corte minimo de
confianza = 0,209). Los titulos de IgA fren-
te a parasitos enteros de L. (L) mexicana
fueron superiores (0,625 = 0,13) al ser
comparados con los sueros de los ratones
controles sanos (0,229 * 0,014), mostran-
do diferencias estadisticamente significati-
vas (p<0,001). Adicionalmente, se valoré la
presencia de IgA reactiva a proteinas tota-
les de L. (L) mexicana, observandose el
mismo resultado para los sueros de ratones
infectados (0,786 = 0,068) y sanos (0,256
+ 0,054). En los sueros de ratones
C57BL/6 infectados, los valores de reactivi-
dad de IgA frente a parasitos enteros pre-
sentd titulos de 0,337 = 0,093, mientras

que en el caso de proteinas totales fue de
0,223 + 0,049. No se encontraron diferen-
cias significativas entre ambos grupos, ni
con respecto a los grupos control para para-
sitos enteros (0,243 = 0,023) y proteinas
totales (0,429 = 0,019) (Fig. 1Ay 1B).

[gualmente, fueron evaluados los titu-
los de IgG frente a parasitos enteros de L.
(L) mexicana, donde el anilisis estadistico
revel6 un aumento significativo (p<0,001)
en los titulos de IgG presentes en los sueros
de ratones BALB/c (1,704 = 0,207) en
comparacion con los titulos de IgG presen-
te en los sueros de ratones C57BL/6 infec-
tados (0,401 = 0,094). La evaluacién de los
titulos de IgG frente a proteinas totales del
parasito, revel6 diferencias significativas en-
tre los sueros de ratones BALB/c (1,746 =
0,109) y los sueros de ratones CS7BL/6
(0,435 = 0,059) (Figs. 1A y1B).

Debemos destacar que no se evalué la
presencia de IgG por técnicas de Western
Blot en la infeccion experimental por L. (L)
mexicana, aun cuando se conoce que la res-
puesta de IgG es mayor, existiendo por lo

TABLA 11
TITULOS DE IgA EN SUEROS DE RATONES BALB/c y C57BL/6 INOCULADOS
CON Leishmania (Leishmania) mexicana

Dilucién BALB/c BALB/c C57BL/6 C57BL/6
PE PE PT

1:30 0,876 0,887 0,271 0,452

1:60 0,775 0,883 0,259 0,427
1:120 0,702 0,782 0,235 0,425
1:240 0,618 0,776 0,223 0,373
1:960 0,623 0,775 0,214 0,365
1:1920 0,574 0,763 0,215 0,289
1:3840 0,432 0,758 0,187 0,242
1:7680 0,417 0,661 0,183 0,125

Estos valores se calcularon tomando en cuenta: DO para CP de ratones BALB/c= 0,625; DO para CP de ratones
J57BL/6= 0,223; DO para CN de ratones BALB/c= 0,256; DO para CN de ratones C57BL/6= 0,169; valor de
corte minimo de confianza para PE (0,229) y para PT (0,213).

Los resultados son expresados en promedio (valores de DO), PE (parasitos enteros), PT (proteinas totales), CP

(Control positivo), CN (Control negativo).
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Fig. 1.

Titulos de IgA e I$G en sueros de ratones BALB/c y C57BL/6 sanos e infectados con Leishma-

nia (Leishmania) mexicana AZV (en valores de DO). (A) Titulos de IgA e IgG frente a parési-
tos enteros. (B) Titulos de IgA e IgG frente a proteinas totales. Los resultados son expresados
en promedios * el error estandar. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

tanto gran cantidad de antigenos capaces
de inducir la produccion de 1gG, ya que ha
sido descrito en gran cantidad de trabajos y
probado anteriormente por nosotros que la
[6G sérica producida durante la infeccion
genera reacciones muy variadas, no repro-
ducibles e inespecificas a antigenos relacio-
nados y no relacionados a parasitos de la
Familia Trypanosomatidae, por lo que la
reaccion con IgG no constituyé el objetivo
que permitiera en un futuro desarrollar an-
tigenos para pruebas seroldogicas.

Por otro lado, se contrastaron los sue-
ros de ratones BALB/c infectados con T.
crugi, para observar los titulos de IgA pre-
sente en estos sueros reactivos a parasitos
enteros y proteinas totales de L. (L) mexi-
cana. Para parasitos enteros se obtuvieron

titulos de 0,233 = 0,036 y para el caso de
proteinas totales los titulos de IgA de los
sueros de ratones BALB/c¢ infectados por T.
crusi mostraron titulos de 0,756 = 0,167.
Si comparamos los titulos de IgA entre ra-
tones infectados con T. crusi y ratones in-
fectados por L. (L) mexicana, se observa
que no existen diferencias significativas en
cuanto a la produccion de este isotipo de
inmunoglobulina y su reaccion frente a pro-
teinas totales. Mientras que en la reaccion
frente a parasitos enteros si se observaron
diferencias significativas (p<0,001). Esto
indica que tal perfil de IgA en los sueros de
ratones BALB/c positivos para L. (L) mexi-
cana y T. crugi no refleja un patréon conclu-
yente; debido a que estos anticuerpos reac-
cionan inespecificamente con las proteinas
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totales de L. (L) mexicana, indicando reac-
cién cruzada con T. crusi y no cuando se
utilizan parasitos enteros (Tabla III).

La ejecucion de los ensayos de electro-
foresis y Western Blot permitieron detectar
que la inmunoglobulina del isotipo IgA pre-
sente en los sueros de los ratones BALB/c
infectados con L. (L) mexicana, muestra un
patron de reconocimiento por diversas pro-
teinas comprendidas en un rango de peso
molecular de 85 a 25 kDa. Las proteinas
identificadas en el rango de interpolacion

poseen pesos moleculares de: 85 kDa, 65
kDa, 50 kDa, 46 kDa y 25 kDa. Predominan-
do la proteina de 50 kDa cuya banda sobre-
sali6 por su intensidad y grosor en todas las
fracciones analizadas de L. (L) mexicana
(Fig. 2). La IgA presente en los sueros de
ratones C57BL/6, reconoci6 esta proteina
de 50 kDa con menor intensidad en compa-
racion con la IgA presente en los sueros de
ratones BALB/c.

Para comprobar la especificidad de la
IgA por las fracciones proteicas de L. (L)

TABLA III
TITULOS DE IgA SERICA DE RATONES BALB/c INFECTADOS CON T. crusi Y RATONES BALB/c
infectados con Leishmania (Leishmania) mexicana FRENTE A PARASITOS ENTEROS
Y PROTEINAS TOTALES DE Leishmania (Leishmania) mexicana

Ratones PT

BALB/c L. (L) mexicana L.( L) mexicana
Infectados con T. crusi 0,233+0,036 0,756+0,167
Infectados con L. (L) mexicana 0,625+0,13* 0,786+0,068

Las placas fueron sensibilizadas con 2x107 p/mL de PE y PT de L. (L) mexicana. Los resultados son presentados
en promedio * el error estandar. PE (pardsitos enteros), PT (proteinas totales). *p<0,001 con respecto a PE en

ratones BALB/c¢ infectados con T. crusi.

Ed
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Fig. 2. Analisis por Western blot de fracciones de Leishmania (Leishmania) mexicana AZV. (A) Pa-
tréon de reconocimiento de proteinas de 50 y 65 kDa (<) por sueros de ratones BALB/c¢ posi-
tivos para L. (L) mexicana. (B) Patrén de reconocimiento de proteinas de 50 y 65 kDa (<)
por sueros de ratones C57BL/6 positivos para L. (L) mexicana. Fracciones: Proteinas totales
(1), membrana (2), granular gruesa (3), citosdlica (4), glicosomal (5), microsomal (6), con-
trol albtimina de suero bovino (7). PM: marcadores de peso molecular.
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mexicana, se analizé el reconocimiento de
este isotipo de inmunoglobulina en sueros
de ratones BALB/c infectados con la cepa
EP de T. crusi frente a diferentes prepara-
ciones antigénicas de L. (L) mexicana, en-
contrando un patrén de reconocimiento de
la IgA por la proteina de 50 kDa en todas
las fracciones antigénicas y por la proteina
de 65 kDa en las fracciones correspondien-
tes a proteinas totales, membranal y granu-
lar gruesa (Fig. 3).

DISCUSION

Al analizar los titulos de la IgA sérica,
se encontr6 que los sueros de ratones
BALB/c en contraste con los sueros de ra-
tones controles sanos, presentan niveles al-
tos especificos de IgA anti-Leishmania con-
tra parasitos enteros y proteinas totales.
Debido a que la infeccién causada por este
parasito puede ocurrir a nivel mucocuta-
neo, la participacion de la IgA en la res-
puesta inmune pudiera ser considerada im-
portante; de hecho, en este estudio se evi-
denci6 la alta produccion de dicho isotipo
de inmunoglobulina, lo cual confirma su
utilidad como un marcador indicativo de
diagnéstico de la enfermedad, tal y como
fue reportado por Reis y col. (20), quienes
utilizando como modelo experimental ca-
ninos infectados con L. chagasi, observa-
ron una correlacion entre la densidad para-
sitaria en diferentes tejidos y los titulos de
diversas inmunoglobulinas, proponiendo a
la IgA como un marcador de la parasitemia
en tejidos. Sin embargo, hay que destacar
que los titulos de IgA presente en los sue-
ros de ratones C57BL/6 infectados fueron
mas bajos tanto para proteinas totales
como para parasitos enteros de L. (L) me-
xicana. Diversos autores sefalan que esta
diferencia en los titulos de IgA refleja la
activacion de la respuesta humoral frente a
la infeccion y el progreso de la enferme-
dad, que no solo involucra este isotipo de

G S——
60 kDa.....
w ) WS
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® ]
oo 0 S
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Fig. 3. Analisis por Western blot de fracciones
de L. (L) mexicana AZV. Patron de reco-
nocimiento de proteinas de 50 y 65 kDa
(«-) por sueros de ratones BALB/¢ posi-
tivos para T. crusi. Fracciones: Protei-
nas totales (1), membrana (2), granular
gruesa (3), citosdlica (4), glicosomal
(5), microsomal (6), control albimina
de suero bovino (7). PM: marcadores de
peso molecular.

inmunoglobulina, sino también la participa-
cion de la IgG (12).

Los titulos de Ig¢G detectados en este
estudio, fueron superiores a los titulos de
IsA tanto en ratones BALB/c¢ como en
C57BL/6. Estos resultados pueden atribuir-
se al tipo de respuesta inmune desarrollada
en el modelo murino y a la diseminacién
del parasito. En el modelo C57BL/6 se acti-
va la respuesta tipo Thl provocando la se-
creciéon de IFN-y. Por su parte, la cepa
BALB/c¢ desarrolla una respuesta del tipo
Th2 con la producciéon de IL-4, IL-5 e IL-1
(21, 22).

En nuestro estudio se demuestra dife-
rencias cuantitativas con relacion a los ni-
veles y reconocimiento de la IgG ¢ IgA, don-
de la cepa BALB/c reconoce mas bandas
antigénicas de L. (L) mexicana en compa-
racion con la cepa resistente C57BL/6, pro-
bablemente debido a la condicién clinica de
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la lesion y a la diseminacion del parasito,
que expone mas antigenos para la produc-
cién de IgA por parte de las células B de la
cepa susceptible, a pesar que este isotipo
constituye menos de una cuarta parte de
los anticuerpos presentes en el plasma y es
considerada como un componente menor
de la respuesta inmune humoral sistémica
en comparacion con la IgG y la IgM (22);
sin embargo, deben ser realizados estudios
moleculares mas precisos.

Debido a que diversos estudios histopa-
tolégicos en lesiones con leishmaniosis cu-
tdnea localizada tanto humana como expe-
rimental, reportan una expansién promi-
nente de infiltrados de células plasmaticas
positivas para IgA; asi como secrecion de
IsM, I1gG e IgA (21) y que estos anticuerpos
podrian participar en la formacion de com-
plejos inmunes con antigenos parasitarios o
propios y estar relacionados con el proceso
necrético que conlleva a la eliminacién del
parasito asi como a la patogenia de la le-
sion (7); se decidi6 evaluar la reaccion anti-
geno especifica de los anticuerpos IgA con-
tra L. (L) mexicana a fin de analizar su fun-
cion en la enfermedad activa y cronica en
humanos en un todo con los resultados ob-
tenidos sobre la presencia de IgA en lesio-
nes cutaneas. Por lo que debemos poner en
perspectiva que estos resultados demues-
tran que la IgA pudiera ser un marcador
para diferenciar la enfermedad activa con
lesiones y crénica con o sin lesiones en vez
de ser tinicamente atil para diagnosticar la
enfermedad activa, ya que ain cuando exis-
ten pocos antigenos reconocido que permi-
tieran desarrollar una prueba diagnéstica
por Western Blot, estos anticuerpos del iso-
tipo IgA también fueron capaces de recono-
cer el mismo patrén de antigenos de T. cru-
2i. También hay que destacar que la IgG no
fue analizada por Western Blot debido a
que esta incrementa la progresion de la en-
fermedad, ya que se conoce que la inocula-
cion pasiva de IgG anti Leishmania en rato-

nes incrementa la lesiéon cutdnea, por lo
que su utilidad diagnéstica queda restringi-
da a la enfermedad activa y no la infeccion
cronica (23).

Para contribuir al disefio de un even-
tual método diagnéstico inmune, se realizo
la deteccion y posterior identificacion de
antigenos inmunodominantes de L. (L) me-
xicana, como agente etiolégico de la LC.
La fraccion antigénica reconocida predomi-
nantemente por ambos tipos de sueros se
ubica en el rango de 50 kDa cuya banda so-
bresalié por su intensidad y grosor en todas
las fracciones analizadas de L. (L) mexica-
na; a pesar que la IgA presente en los sue-
ros de ratones C57BL/6 reconocio esta pro-
teina con menor intensidad en compara-
cion con la IgA presente en los sueros de ra-
tones BALB/c. Adicionalmente, se observa-
ron pequenas diferencias en el patron de
proteinas de otros rangos moleculares com-
prendidos entre 85 kDa, 65 kDa, 50 kDa, 46
kDa y 25 kDa, lo que indica que la IgA fue
producida de manera particular por cada
raton susceptible o resistente; por lo que el
Western Blot se pudiera considerar de utili-
dad diagnostica especifica cuando se toman
en cuenta determinadas bandas de protei-
nas que permitan diferenciar reacciones es-
pecificas y cruzadas.

Al evaluar la reactividad de IgA en sue-
ros de ratones infectados con T. crusi fren-
te a parasitos enteros y proteinas totales de
L. (L) mexicana, se detecté la presencia de
titulos de IgA tanto en el grupo de ratones
BALB/c infectados con T. crugi, como el
grupo de ratones BALB/c infectados con L.
(L) mexicana. Este hecho, aunado al reco-
nocimiento inespecifico por una banda de
50 kDa presente en todas las fracciones an-
tigénicas en sueros de ratones BALB/c in-
fectados con L. (L) mexicana y BALB/¢ in-
fectados con T. crusi, evidencia la existen-
cia de reacciones cruzadas entre parasitos
filogenéticamente relacionados como es el
caso de Leishmania y Trypanosoma, ambos
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pertenecientes a la familia Trypanosomati-
dae. El género Leishmania, comparte mu-
chas caracteristicas comunes desde el pun-
to de vista biolégico con el género Trypano-
soma, entre los que estdan determinantes
antigénicos altamente conservados (24),
por lo tanto en la prictica, la posibilidad de
reacciones cruzadas, es muy elevada; hecho
que guarda estrecha relacion con el antige-
no, independientemente de la técnica de
diagnéstico empleada; por lo que se hace
importante evaluar las caracteristicas de
esta proteina de 50 kDa reconocida por los
sueros de ratones en este estudio.

Entre las moléculas que han sido suge-
ridas como antigenos potenciales se en-
cuentran la proteasa de superficie de los
promastigotes (PSP), los lipofostoglicanos
(LPG) y la proteina M2 (25, 26). Jafte y col.
(27), demostraron que la mayoria de los
sueros de pacientes infectados con Leish-
mania major reconocen una banda de 50
kDa que probablemente corresponda a la
PSP, puesto que es la principal glicoprotei-
na de membrana presente en los promasti-
gotes de todas las especies de Leishmania y
concluyen que dicha molécula puede ser
atil como antigeno diagnéstico en la LC.
Sin embargo, como mencionamos anterior-
mente; dentro del patrén de reconocimien-
to de IgA en sueros de ratones BALB/c¢ con
T. crusi, confrontados con diferentes pre-
paraciones de antigenos de L. (L) mexica-
na, se visualizé una proteina de 50 kDa, a
pesar de que no se obtuvo el patrén idénti-
co de reconocimiento de IgA por las pro-
teinas visualizadas en los sueros de ratones
BALB/c¢ con Leishmaniosis, nos sugiere
que a pesar de que existen reacciones cru-
zadas entre parasitos filogenéticamente re-
lacionados, por lo menos dos proteinas
muestran especificidad pudiéndose utilizar
como patron de diagnéstico para la cepa
MHOM/VE/72/ AZV de L. (L) mexicana.
Esto indica que la IgA sérica de ratones in-
fectados con L. (L) mexicana, puede ser

atil para el manejo clinico y prondstico de
la enfermedad, pero no para diagnostico
especifico de la LC.

En nuestro caso, las pruebas serol6gi-
cas como el ELISA para determinar IgA no
diferencia si se trata de enfermedad activa,
mientras que la reaccion de Western Blot
tampoco permite un diagnoéstico a través de
la IgA, por lo que atin no se reporta una
prueba diagnéstica especifica para la infec-
cién por L. (L) mexicana. Estos resultados
sugieren que probablemente la PCR sea la
técnica de diagndstico mas sensible y espe-
cifica a diferencia de las pruebas seroldgi-
cas, ya que no hay resultados definitivos so-
bre bandas antigénicas diagnésticas, debido
al grado de subjetividad o a los distintos
protocolos técnicos llevados a cabo en la
obtencion de antigenos, fracciones, concen-
tracion de SDS, grados de reduccion de la
técnica de SDS-PAGE, sustratos, dilucién
del suero y anticuerpos secundarios, entre
otros (28, 29).

Es importante destacar que en este es-
tudio se evalud IgA sistémica y no localiza-
da debido a que Aragort y col. (21) repor-
tan la deteccion de este isotipo de inmuno-
globulina en piel de pacientes con LC, lo
que genera la interrogante con respecto a
su produccién y participacion en suero de
humano y modelos murinos. Por otro lado,
el hecho de detectar IgA sérica que recono-
ce antigenos de L. (L) mexicana en el mo-
delo murino podria representar un hallazgo
de suma relevancia, abriendo caminos a fu-
turas investigaciones que permitan deter-
minar si en humanos la IgA presente en
suero corresponde con la presente en piel
como ha sido reportado; y de ser asi, diluci-
dar los mecanismos involucrados en su
transporte y funcion.

Podemos concluir que, la cepa de ra-
ton C57BL/6 parece ser ttil para analizar
la funcién de la [gA como marcador diag-
noéstico, debido a que las lesiones cutdaneas
que se desarrollan en estos ratones son
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menos agresivas que las lesiones que se de-
sarrollan en la cepa BALB/c. A pesar que
los ratones C57BL/6 desarrollan lesiones
que curan, aun se requieren varios analisis
para una buena estimacion de la eficacia
de un método diagnostico utilizando IgA
protectora, para posteriormente realizarlo
en suero de personas infectadas con Leish-
maniosis; ya que sélo pocos estudios se
han llevado a cabo en la enfermedad en hu-
manos con el complejo de L. (L) mexicana,
dando lugar en estos casos a resultados
confusos.
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