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RESUMEN

En este estudio analizamos el polimorfismo genético de leishmanias aisladas de 23
pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada, diseminada y una forma atipica
denominada "pseudodifusa", provenientes de varias regiones endémicas de México. En el
andlisis incluimos cuatro especies de referencia del complejo L. mexicana de la OMS: L.
mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L. mexicana pifanbi y L. mexicana
venezuelensis. El andlisis consistié en la caracterizacion taxonémica mediante
anticuerpos monoclonales tipificadores de la OMS, el estudio del polimorfismo genético
mediante RFLP con endonucleasas de restriccion del DNA del cinetoplasto (kDNA), y
RFLP de dos regiones del gen del rRNA: el espaciador transcrito interno (ITS) y el 18S.
Se secuencio la region del ITS de las especies de referencia de la OMS del complejo L.
mexicana, excepto L. mexicana pifanoi, y de algunos aislados mexicanos representativos
de los distintos cuadros clinicos. También se realizé una cinética de crecimiento de los
aislados mexicanos. Los resultados obtenidos con los anticuerpos tipificadores revelaron
que los parasitos aislados de pacientes con leishmaniasis cutanea localizada, diseminada
y pseudodifusa incluidos en este estudio pertenecen a la especie L. mexicana mexicana.
Los resultados obtenidos del RFLP del kDNA mostraron que la digestién con las enzimas
Hae lll, Hpa ll, y Mse | generé patrones de restriccion que pudieron ser clasificados en 6
grupos. Los parasitos aislados de pacientes con leishmaniasis cutanea localizada
pertenecian a cinco de los grupos, los aislados de pacientes con leishmaniasis cutdnea
diseminada pertenecian a dos de los grupos, y aislados de pacientes con leishmaniasis
cutanea pseudodifusa se clasificaron dentro de un solo grupo.

El analisis del polimorfismo de dos regiones en el gen del rRNA: el ITS y el 18S, de las
especies de referencia del complejo L. mexicana y de los aislados mexicanos, revelé que
la especie de referencia de L. mexicana mexicanay los aislados mexicanos tenfan el
mismo patrén de restriccion en ambas regiones. Por otro lado, L. mexicana amazonensis
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y L. mexicana venezuelensis, presentaron polimorfismo solo en el ITS en comparacion a
L. mexicana mexicana. El alto grado de similitud del ITS en L. mexicana mexicana fue
confirmado mediante la secuenciacion de esta region de tres aislados mexicanos y la
especie de referencia de L. mexicana mexicana. El analisis de las secuencias del ITS
reveld que L. mexicana venezuelensis tiene un alto porcentaje de similitud con los
aislados de L. major.

Adicionalmente los parasitos aislados en México pudieron ser clasificados en grupos de
crecimiento rapido y lento. Los aislados de pacientes con leishmaniasis cutanea
diseminada presentaron un crecimiento rapido, mientras que aislados de pacientes con la
forma localizada presentaron ambas formas de crecimiento. En contraste, todos los
aislados de pacientes con leishmaniasis cutanea pseudodifusa presentaron crecimiento
lento.

En conclusién, encontramos que Leishmania mexicana mexicana presenta polimorfismo a
nivel del kDNA que puede ser clasificado en 6 grupos, uno de los cuales es exclusivo de
la forma clinica de la leishmaniasis cutanea pseudodifusa. Ademas los aislados de esta
forma clinica provienen de la misma zona geogréafica y presentan un solo patrén de
crecimiento. Adicionalmente es el primer estudio que reporta la ausencia de polimorfismo
a nivel del ITS dentro de L. mexicana mexicana, y que revela el alto grado de similitud
entre L. mexicana venezuelensis y L. major a nivel del ITS, sugiriendo que ambas
especies pueden estar relacionadas mas estrechamente de lo considerado con

anterioridad.




1) INTRODUCCION

La leishmaniasis es una zoonosis parasitaria multifacética, cuyas manifestaciones
clinicas, asi como su severidad, dependen de las especies parasitarias que la inducen, el
tipo de vector involucrado en la transmision y la respuesta inmune del huésped (1).

Las leishmaniasis comprenden una amplia variedad de enfermedades causadas por un
protozoario flagelado, del género Leishmania, el cual es transmitido desde un reservorio
vertebrado por un artréopodo de la sub-familia Phlebotominae, perteneciente al género
Phlebotomus en el Viejo Mundo y al género Lutzomyia en el Nuevo Mundo. Muchas
especies de mamiferos, tales como humanos, canidos, roedores y perezosos son

susceptibles a Leishmania y actian como reservorios de la enfermedad (1-4).

A) FILOGENIA
Leishmania esta incluida en el reino de los protistas de la siguiente manera:

Reino PROTISTA Haeckel, 1866

Subreino PROTOZOA Goldfuss, 1817

Phylum SARCOMASTIGOPHORA Honigberg-Balamuth, 1963

Subphylum MASTIGOPHORA Deising, 1866

Clase ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Orden KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963

Suborden TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901

Género Leishmania Ross, 1903
La multiplicacién de las distintas especies de Leishmania en las diferentes porciones del
tracto digestivo de los vectores, hace que se puedan agrupar en hipo-, peri- y
suprapilarias. Las primeras son las mas primitivas desde el punto de vista evolutivo y

estan representadas en la actualidad por Sauroleishmania spp, cuya transmision es por



contaminacion fecal. Siempre estan relacionadas a reptiles y sus origenes se remontan al
periodo Jurasico (5-8). En un punto intermedio en la escala filogenética se encuentran las
leishmanias de multiplicacion peripilorica, tanto en el intestino medio como en el posterior,
agrupadas en el subgénero Viannia, todas del Nuevo Mundo. Las leishmanias del
subgénero Leishmania se multiplican en las porciones suprapiléricas proximas a la
probéscide, son parasitos de mamiferos, incluyendo al hombre (7).

La clasificacion de Leishmania (tabla 1) no esta definida totalmente por la dificultad de
establecer el limite de especie en organismos cuya multiplicacién probablemente no es
sexual (o no es sexual de forma predominante), y por el hallazgo de nuevas especies
patégenas. Recientemente Cupolillo y col. (2000), proponen la separacién del género
Leishmania en dos divisiones, Euleishmania y Paraleishmania. El primero comprenderia
los subgéneros Leishmania y Viannia, y el Paraleishmania: L. hertigi, L. deanei, L.

colombiensis, L equatoriensis, L. herreri y Endotrypanum (9).



Tabla 1. Clasiﬁcacv:iéntdel género Leishmania, basada en isoenzimas (10).

- FAMILIA
TRYPANOSOMIDAE

GEHERO

| Crithidia

Leptomohas
Herpeptamaonas

Blastocrithidia

Leishmania

Sauroleishmania

Trypahosoma

Phytomonas

L.Endotrypanum

SUBGEIIEROS

- Lelshmania

L Viannia

COMPLEJOS

L. donovani

L. tropica

L. majar

L.mexicanad

para el

| hombre

No asighado
L. laisani

L. aethiopica

L L brazitiensis

No Patbégenas

LIl L

ESPECIES

L. donovani
L. chagasi

L. infantum
L. arichibaldi
L. tropica

L. Kitticki

L.

major

gethiopica

L.

L. mexicanad
L. amazonens.
L. garhami

L. pitanol

L. venezielen:

L. arabica

L. gerbilly
L aristides
L. enriett
L. denael
LL. hertigi

~ L. brazitiensi:
L. perwviana

| L. guyanensis
L. panamensi.
L. naifts
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B) AGENTE PATOGENO

Las leishmanias, al igual que la mayoria de los pardsitos protozoarios que se adaptaron
de los invertebrados a los vertebrados, son organismos pleomorficos que presentan en los
vertebrados su forma inmévil aflagelada (amastigote) con localizacién intracelular, ovoide,
de 2 a 5 um de diametro. En los invertebrados, se presenta la forma evolutiva, mévil y
flagelada (promastigote) de morfologia fusiforme, con longitud de 12 a 20 pym y un
didmetro de 2.5 a 3.5 um, de localizacién siempre extracelular en el tracto digestivo (10).
Las células hospederas para la forma de amastigote son las células histiocitarias. Los
amastigotes son células provistas de un nticleo con cariosoma central y un cinetoplasto
que consta de blefaroplasto y cuerpo basal de donde nace un rizoplasto que se convierte
en flagelo en el promastigote. Esta etapa sélo se observa en los tejidos de los vertebrados

parasitados y algunas veces en medios de cultivo (figura 1).

Fig. 1.- Amastigotes intracelulares. Fig. 2.- Promastigote
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FALLA DE ORIGEN

En el vector (Lutzomyia en América) y en el cultivo, las leishmanias se presentan en forma
de promastigote (figura 2), libres, alargadas y méviles gracias a un flagelo anterior. Tienen

un nucleo situado aproximadamente en la parte central del par4sito y un flagelo



anteronuclear, que nace de un cuerpo basal situado por delante del cinetoplasto, sale del
cuerpo por el polo anterior, y carece de membrana ondulante (10, 11). El cinetoplasto es
una estructura rica en DNA que pertenece a la mitocondria Unica y grande existente en la
célula (12).

L.a membrana celular es una bicapa lipidica, en su superficie se han identificado una serie
de moléculas relacionadas con la capacidad invasiva del parasito. Las mas abundantes
son: la glicoproteina de 63 kilodaltons (gp63) y el lipofosfoglicano (LPG), las cuales se
anclan a la membrana del parasito mediante glicosil-fosfatidil-inositol y se unen a los
macréfagos por receptores, favoreciendo la penetracion de Leishmania (13-16).

En cuanto a su reproduccion, de forma general se acepta la muitiplicacion asexual
(agamogonia) en Leishmania, la cual se realiza por biparticion longitudinal de los
promastigotes (figura 3). Inicialmente se divide el cinetoplasto, seguido por el nldcieo,
luego el corpusculo basal, y después se forma el flagelo. Después de la division nuclear
se desdobla gradualmente la membrana externa dando origen a dos parasitos. Los
amastigotes pueden dividirse por biparticion ¢ por division maltiple (17).

o—=> )

Fig. 3.- Reproduccién de
promastigotes por fisidén binaria.
(k. Cinetoplasto; n. Nucleo;

m. Membrana; o. Flagelo)
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C) VECTOR

Los vectores de la leishmaniasis son pequefios dipteros pilosos. En el Viejo Mundo, éstos
pertenecen al género Phlebotomus y en América a Lutzomyia (figura 4). No hay
evidencias concluyentes que especies de otros géneros (Sergentomys) puedan transmitir
Leishmania al hombre (10, 11).

La primera relacién entre las leishmaniasis y vectores flebétomos fue descrita en 1764,
cuando Cosme Bueno, implicé a estos vectores en la transmision del “Uta”, nombre con el
que se le conoce comunmente a la enfermedad en el Pert (18). En México, a los vectores
se les llama “papalotillas”, del nahuat! papalotl que significa mariposa, y en la Peninsula
de Yucatan “huetl” cuyo significado en Maya, es “algo mintisculo (casi invisible) que pica”.
En zonas no indigenas se les conoce como “jejenes”, volviendo confusa su denominacion

ya que en amplias zonas de México se denomina asi a Culicoides spp (19).

Fig. 4.- Lutzomyia, vector de la leishmania.

En vista de que las hembras hematéfagas necesitan sangre para la maduracién de los
huevos, pueden picar al hombre, y después de haber succionado sangre depositan de 50
a 100 huevos en suelos humedos que eclosionan en 8 a 10 dias. Las larvas se

encuentran en el sustrato de cuevas y grietas del terreno, paredes de piedra, siempre en
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lugares sombreados y ricos en restos organicos de los que se alimentan. Son muy
dificiles de localizar, se desarrollan hasta el estado adulto en 1 a 2 meses dependiendo de
la temperatura. Las hembras son mas activas durante el crepusculo, aunque suelen picar
también en el dia cuando son molestadas por el ingreso del hombre a su medio ambiente.
Esta actividad diurna juega un papel muy importante en la infeccion de los que trabajan el
desmonte de la selva. Algunas especies como nufiez-tovari y anglesi entran en las casas
por las noches y salen en la madrugada (11, 20).

El vuelo de las hembras no produce sonido audible por lo que su picadura no es advertida
como en el caso de los mosquitos; realizan su trasiacion mediante vuelos cortos de
aproximadamente 6-10 m, lo que les permite cubrir una corta area de ataque considerada

como un perimetro de aproximadamente 300 m alrededor de sus criaderos (21).

D) CICLO DE TRANSMISION

El ciclo de la transmisién requiere de un vector artrépodo y un reservorio mamifero.
Leishmania es un parasito digénico: realiza parte de su ciclo bioldgico en el tubo digestivo
del hospedero invertebrado en forma flagelar (promastigote, del griego mastigos, latigo); y
en el vertebrado dentro de los fagocitos mononucleares, sobre todo macrofagos, en forma
de amastigote.

Leishmania pasa por una serie de etapas que inician cuando las hembras de
Phlebotomus y Lutzomyia se alimentan del huésped vertebrado infectado. Ingieren sangre
que contiene eritrocitos y macréfagos con amastigotes, los cuales se diferencian en el
intestino medio abdominal experimentando varias divisiones y progresivamente cambian a
formas alargadas llamadas promastigote nectomona (22, 23), el cual se encuentra
anclado por un flagelo muy largo a las microvellosidades del tubo digestivo del fleb6tomo.
El cuerpo mide 10 um y tiene el cinetoplasto muy préximo al nicleo celular. Al avanzar

hacia porciones anteriores del estomago, el cuerpo se redondea y el flagelo —rico en
) 11



lipofosfoglicanos— se acorta para facilitar su adhesion a las lectinas que revisten el tubo
digestivo. En este estadio el cinetoplasto se encuentra en posicién anterior, el parasito
(promastigote haptomona) carece de capacidad infectiva y mide entre 6 y 12 um de largo
(24). Diez dias después de haber entrado en el insecto, el promastigote pierde la
adherencia por cambios del lipofosfoglicano, el flagelo se hace muy largo en comparacioén
con el cuerpo fino y corto, hay una bolsa flagelar con vesiculas exociticas y material de
secrecion, deja de multiplicarse pero recupera la infectividad, y se sitia ya de manera libre
en la hipofaringe quedando asi dispuesto para ser inoculado. Este estadio infectivo recibe
el nombre de promastigote metaciclico (11,17, 23, 25, 26).

Una vez que el promastigote ha sido inoculado a su hospedador vertebrado, el
cinetoplasto tiene posicion paralela al nicleo, la bolsa flagelar se hace muy profunda, el
cuerpo se ovala y el flagelo empieza a reducir su tamafio; esta forma se llama
paramastigote (27). Una vez que es fagocitado por el macréfago, el amastigote adquiere
su forma tipica durante las 24 horas subsecuentes. Los monocitos parasitados circulantes
pueden ser ingeridos por otro flebdtomo, en cuyo intestino se liberan los amastigotes que

recuperan la forma de promastigotes con lo que se cierra el ciclo (2, 28).

E) SITUACION MUNDIAL

En 1993 la Organizacion Mundial de la Salud estimd que la prevalencia global de
enfermos con leishmaniasis es de 12 millones y la poblacion en riesgo es del orden de
350 millones de personas. La incidencia parasitaria anual para la leishmaniasis cutanea
es de 1 a 1.5 millones y la de la leishmaniasis visceral es de 500,000 nuevos casos por
afio. Anualmente mueren 80,000 personas en el mundo debido a esta parasitosis.

Las leishmaniasis en sus diversas formas clinicas estan presentes en todos los

continentes excepto Australia y Antartica (1, 2).
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F) LAS LEISHMANIASIS EN MEXICO

Se cuenta con evidencias de que las leishmaniasis existian en México en la época
precolombina, ya que en su “Historia de Yucatan”, Diego Lopez de Cogoliudo relata que
los primeros Franciscanos que pretendieron catequizar a los Itzaes del Péten encontraron
un gran numero de indigenas con las “Orejas Podridas” (29-31). En 1927, Padilla Bolafios
publicé el hallazgo de idolillos con las “Orejas Comidas”, mutilaciones que no parecian
debidas al tiempo, sino hechas ex profeso (29). En 1982 Martinez Marafion hizo una
resefa similar de un idolillo olmeca que podria representar la leishmaniasis cutanea
diseminada (32). En 1912, Seidelin describe por primera vez la leishmaniasis cutanea en
México (Yucatan) en los trabajadores que extraian el chicle y en quienes observo lesiones
ulcerosas predominantemente en las orejas. Esta era una de las principales actividades
que se desarrollaban a principios de este siglo en el Sur de la Peninsula de Yucatan,
donde el arbol del chicle es muy abundante en los bosques tropicales lluviosos. De aqui el
nombre comtin con que se conoce a la enfermedad en esta zona, que es el de “Ulcera de
los Chicleros” (29, 33).

En México la leishmaniasis cutanea localizada es la forma clinica mas frecuente, durante
el periodo 1985 a 1994 se reportaron 4,885 casos. Entre 1995 y 1997 se registraron 4,404
casos. Debido al gran subregistro aun este nimero de pacientes solo representa una
fraccion de los casos reales.

Se estima que alrededor de dos millones de personas viven en areas con riesgo de
transmision de la enfermedad. Entre las causas principales del aumento de casos y areas
afectadas se destacan: la adaptacion de los ciclos de transmision de las leishmanias al
ambiente peridoméstico, la colonizacion de extensas areas de bosque, la migracion
interna en busca de fronteras agropecuarias y la procedente de paises centroamericanos

(34, 35), asi como el desarrolio de areas turisticas en regiones tropicales (10).
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Las leishmaniasis en México se distribuyen en 18 entidades, desde Coahuila y
Tamaulipas por el Norte hasta la Peninsula de Yucatan y Chiapas al Sureste. Los estados
de Campeche, Chiapas, Nayarit, Quintana Roo y Tabasco son los mas afectados.

En algunas regiones constituye un serio problema de salud publica con un gran

crecimiento del nimero de casos (10).

G) CARACTERISTICAS CLINICAS

LEISHMANIASIS CUTANEA LOCALIZADA (LCL)

Esta forma clinica también es conocida como “Ulcera de los Chicleros” y se caracteriza
por una ulceracion Unica (figura 5), aunque puede ser multiple (figura 6) si el transmisor
pico en forma repetida o cuando el hospedero fue picado simultAneamente por varios
vectores. La lesion inicia con un pequerio ndédulo pruriginoso que evoluciona hacia la
ulceracién, aunque algunas veces la lesiéon continGia siempre nodular y se transforma en
una placa infiltrada o atréfica e inclusive se vuelve vegetante. La ulceracién generalmente
es redondeada, de bordes indurados, fondo limpio e indolora, y aparece
aproximadamente 15-20 dias después de la picadura infectante. Se ha dicho que tiene
inclinacién a la curacién espontanea, excepto cuando se localiza en oreja (figura 7),
donde es cronica y mutilante (figura 8).

En la LCL la inmunidad no siempre es duradera, ya que puede ocurrir reinfeccion en
aproximadamente el 10% de los enfermos. Los pacientes con LL.CL son sensibles a
antigenos de Leishmania (leishmanina), prueba también conocida como
Intradermoreaccién de Montenegro (IDR).

En el Viejo Mundo, es causada principalmente por L. major, en el Nuevo Mundo es
causada por leishmanias pertenecientes a los complejos L. braziliensis y L. mexicana. Se
ha reportado que la LCL causada por L. major es autolimitada con curacion espontanea.

Sin embargo la LCL causada por L. mexicana rara vez cura de manera espontanea pero
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habituaimente es sensible al tratamiento con antimoniales pentavalentes como glucantime
(2, 10). Ocasionalmente, L. mexicana puede producir grandes ulceraciones como
observamos en viajes a areas endémicas de Campeche y Tabasco (figuras 9 y 10),

especialmente en casos en los cuales hay resistencia a los antimoniales pentavalentes.

Fig. 5.- Lesion caracteristica de LCL en una paciente mexicana

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fig. 6.- Multiples lesiones de paciente con LCL. Fig. 7.- Lesién caracteristica de la

“Ulcera de los Chicleros”

TESIS CON
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Fig. 8.- Mutilacién de oreja en paciente con LCL..
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Fig. 9.- Lesién de gran tamaiio observada en un paciente con LCL del estado de

Campeche.

Fig. 10.- Lesiones de gran tamaiio presentes en una paciente con LCL del estado de

Tabasco.



LEISHMANIASIS CUTANEA DISEMINADA (LCD)

Se inicia habitualmente por un nédulo que no se ulcera y se disemina por via linfatica
formando multiples nédulos (figura 11). La enfermedad se caracteriza por producir
lesiones no ulcerosas en piel de tipo papular y nodular, y grandes placas que pueden ser
eritematosas, infiltradas o hipocromicas que pueden llegar a uicerar. Se encuentran
parasitos abundantes dentro de macréfagos vacuolados, incluso en piel aparentemente
sana. Las lesiones pueden ser de un solo tipo o ser una mezcla de dos o mas de estos,
son de crecimiento gradual, de diseminacién lenta y progresiva hacia otras regiones de la
piel sin evidencia clinica ni antecedentes de compromiso visceral.

Los parasitos llegan a colonizar practicamente todo el tegumento con excepcion del cuero
cabelludo, region axilar e inguinal, palma de las manos, planta de los pies y genitales
externos. Sin embargo en algunos pacientes mexicanos se han encontrado lesiones en
genitales externos, planta de los pies y con frecuencia las mucosas orofaringea y nasal.
El paciente es anérgico a leishmanina (IDR negativa) y refractario a la quimioterapia.

La infeccion puede ser causada por L. aethiopica en el Viejo Mundo, pero la enfermedad
causada por L. mexicana mexicana se observa en México y América Central, y L.

mexicana amazonensis en Sudamérica (1, 2, 36, 37, 38).
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Fig. 11.- Lesiones nodulares en un paciente con LCD.

LEISHMANIASIS MUCOCUTANEA (LMC)

También conocida como espundia, presenta lesiones muy destructivas de las mucosas
nasal y orofaringea (figura 12), que pueden dificultar la fonacidn, ia respiracién e incluso
causar inanicion debido al intenso dolor. Los signos clinicos pueden sobrevenir después
de una corta incubacién (20 dias). La lesidn inicial esta constituida por una ulceracién
cutanea con los bordes levantados poco dolorosa. Meses o afios después pueden
sobrevenir lesiones extensivas y mutilares. Es caracteristica la afeccién de los labios, de
los cartilagos de la nariz o de la oreja y de la mucosa de la orofaringe, dando el aspecto
de la nariz de tapir con perforacién o destruccion total del septo nasal. La afeccion
esofagica, la alteracién de la nutricién, las sobreinfecciones y los brotes extensivos

pueden ser mortales. Estos pacientes son positivos a la IDR. Leishmania braziliensis
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braziliensis es el agente etiolégico mas comun, aunque también puede ser causada por
otras subespecies de Leishmania braziliensis. Existen varios reportes de LMC causada

por L. braziliensis panamensis (10, 11, 39-41).

Fig. 12.- Pacientes de LMC con lesién destructiva de mucosas.
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LEISHMANIASIS VISCERAL O KALA-AZAR (LV)
Es una enfermedad sistémica causada por la diseminacion del parasito a través del
sistema fagocitico mononuclear. Los parasitos son viscerotrépicos y rapidamente invaden
este sistema a partir del sitio de inoculacion cutanea. Afecta principalmente a nifios entre
1y 4 aiios (figura 14); el periodo de incubacién oscila entre 10 dias hasta mas de un afio.
Después de esta fase silenciosa, la enfermedad inicia con una fiebre de evolucién variable
durante las primeras semanas. El sindrome general consiste en fiebre elevada ondulante
que se acompana de pérdida de peso, palidez que esta relacionada con anemia, malestar
general, anorexia, linfadenopatia, pancitopenia y hepatoesplenomegalia (figura 13, figura
14). También son frecuentes las adenopatias superficiales o profundas. La diarrea
frecuente es debida a leishmanias en la mucosa intestinal. También es posible encontrar

maculas eritematosas o hiperpigmentadas al igual que una purpura. El oscurecimiento de
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la piel y manos es comun en la India (Kala-azar significa enfermedad negra) en tanto que
en América Latina es ligero y esporadico.

Con frecuencia lleva a la muerte del paciente debido a un sindrome hemorragico, o a
infecciones bacterianas secundarias tales como neumonia, tuberculosis y disenteria, si no
se trata adecuadamente. La LV es causada por L. donovaniy L. infantum en el Viejo

Mundo y por L. chagasi en el Nuevo Mundo (1, 2, 11, 42, 43).

Fig. 13.- Leishmaniasis Fig. 14.- Hepatoesplenomegalia
visceral en un nifio de 4 en paciente con LV.
ahos.
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En esta forma clinica los parasitos se diseminan a partir de una udlcera inicial a través de
vias linfaticas a otras regiones cercanas a la lesion primaria, resultando en nédulos o
adenopatfa regional que simulan una esporotricosis linfocutdnea. A esta forma clinica se
le conoce como leishmaniasis esporotricoide. Los pacientes con esta forma clinica son

positivos a la IDR y curan con el tratamiento especifico. La LE en Arabia Saudita ha sido
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asociada a variaciones en isoenzimas de L. major, y en Suddmerica a L. braziliensis

panamensis (44-50).

LEISHMANIASIS CUTANEA PSEUDODIFUSA (LCPD)

En algunos pacientes del estado de Tabasco se ha observado una modificacion en la
evolucion clinica comun del padecimiento. Los pacientes con LCPD tienden a presentar
una diseminacion lenta del parasito formando nédulos subcutdneos que siguen la
trayectoria linfatica. La evolucién es muy crénica y de dificil tratarmiento. Aunque los
pacientes con LCPD simulan una LE en algunas caracteristicas, se diferencian de esta
forma clinica en otros aspectos, ya que cursan con anergia especifica a antigenos de
Leishmania por lo cual son negativos a la IDR y son refractarios a los antimoniales.
Debido a que difiere de la LE, esta nueva forma clinica ha sido nombrada leishmaniasis

cuténea pseudodifusa (figura 15) (51).

Fig. 15.- Paciente con LCPD.
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Las caracteristicas clinicas y de las lesiones observadas en pacientes con las distintas

formas clinicas de las leishmaniasis cutaneas se resumen en la tabla 2.

Tabla 2.- Cuadro comparativo de las leishmaniasis cutaneas.
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H) INMUNOLOGIA DE LAS LEISHMANIASIS

INMUNIDAD INNATA

Una vez que el promastigote ha sido inoculado a su hospedador vertebrado, este es
fagocitado por los macréfagos mediante receptores del complemento (CR-1, CR-3), a
fibronectina y a manosa. El macréfago desempefia una triple funcién en esta parasitosis:
es una célula con capacidad de matar a leishmanias fagocitadas, es presentadora de
antigenos para activar el sistema inmune especifico y es productora de citocinas. El
promastigote fagocitado se transforma en amastigote. El amastigote, se aloja en la
vacuola parasitéfora del macrofago, el cual trata de eliminario mediante una cascada de
intermediarios reactivos del oxigeno (O, Hx0,, -OH y O',) y la liberacion de hidrolasas
lisosomales, todos ellos vertidos en el espacio intravacuolar. También libera 6xido nitrico
(NO). Este es un compuesto formado a partir del grupo guanidina de la L-arginina,
mediante la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS). La regulacién de su expresion es
mediada por varias citocinas, siendo el interferon gamma (IFN-y) el principal agente
inductor del NOS. El factor transformante de crecimiento (TGF-B) es inhibidor de la
induccion del NOS (52) y se ha correlacionado su presencia con la susceptibilidad a la
leishmaniasis. Ademas de su papel leishmanicida, el macréfago presenta antigenos de
leishmania en contexto con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase i
(MHC 1l) activando los linfocitos T CD4+, y en combinacion con moléculas del complejo

mayor de histocompatibilidad clase | (MHC 1) con activacién de linfocitos T CD 8+ (52, 53).

INMUNIDAD ESPECIFICA

La inmunidad especifica anti-Leishmania es mediada por la inmunidad celular y la
inmunidad humoral. La inmunidad celular esta mediada por linfocitos T. Los linfocitos T
CD4+ se diferencian en dos subclases funcionalmente distintas, caracterizadas por el

perfil de citocinas que producen. Las células de tipo Th1 se caracterizan por la produccién
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FN-y y factor de necrosis tumoral (TNF-a) los cuales son activadores del

macréfago. Por otro lado, en la respuesta Th2 hay produccién de IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e

-10 La respuesta Th2, promueve una activacién de linfocitos B con la formacién
consiguiente de anticuerpos (54-57). Se ha demostrado que la respuesta protectora frente
a Leishmania esta basada en células CD4+ Th1, asi como en los linfocitos CD8+. Los
CD8+ participan como células citotoxicas y como células productoras de citocinas
activadoras de macrofagos, como IFN-y (58, 59).

La inmunidad humoral en los pacientes con leishmaniasis se desarrolla desde una etapa
temprana de la enfermedad y se mantiene durante el curso de la infeccion. El papel de los
anticuerpos en la leishmaniasis no es protector sino mas bien facilitador, ya que la
opsonizaciéon de leishmanias facilita la fagocitosis por los macréfagos, que son su célula

hospedera.

1) GENES DE SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA

Al parecer factores genéticos del huésped tienen un papel importante en la evolucion de
la infeccion por Leishmania. Se ha visto en ratones que la resistencia en fases tempranas
de la infeccidon a varios patdégenos intracelulares (Leishmania donovani, Mycobacteria y
Salmonella typhimurium), estéa bajo el control del gen NRAMP 1 (natural resistance
associated macrophage protein 1). Este gen, que es expresado en macréfagos, ejerce
varios efectos, tales como la produccién de algunas citocinas, el estallido oxidativo, la
captacién de L-arginina, y la produccién del éxido nitrico en respuesta a activadores del
macréfago como el IFN-y. Este gen se asocia a la capacidad de los macréfagos de
controlar el crecimiento intracelular de diferentes parasitos; mutaciones en el gen de esta

proteina se han correlacionado con la susceptibilidad a infecciones.
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Ademas, estudios en ratén sugieren que tres locus (Imr1, Imr2, y Imr3) actuando
conjuntamente y con efectos epistaticos, pueden ser responsables de la susceptibilidad

del ratén hacia la infeccion por leishmania (60-62).

J) ORGANIZACION GENOMICA

Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida presentan un DNA gendmico
localizado en el nacleo celular, encargado de la replicacion del parasito, y un DNA
extracromosémico situado en la Unica mitocondria, que se replica independientemente,
llamado DNA del cinetoplasto (kDNA). El tamario del genoma en Leishmania es
aproximadamente de 3.55 X 107 pb y esta constituido de 34 a 36 cromosomas que poseen
repetitivas secuencias teloméricas (63-65).

El sexo y ploidia en el genoma de Leishmania han sido temas de mucha especulacion,
para algunos autores la haploidia es la norma, aunque en algunas especies se presenta
diploidia e, incluso, aneuploidia. Para otros autores, la estructura es tipicamente diploide,
con dos juegos de cromosomas idénticos lo que supondria un intercambio de material
entre dos células, es decir algo cercano a la sexualidad (66, 67). Estudios de genética de
poblaciones indican que dos consecuencias de la reproduccién sexual, la segregacion y la
recombinacién no estan presentes en Leishmania, por lo que se ha propuesto un modelo
clonal. Este modelo no implica la completa ausencia de reproduccidén sexual (68-70).

Los cromosomas de Leishmania presentan "plasticidad del genoma" que se manifiesta en
variaciones en el nimero y tamafio de los cromosomas. Cromosomas homologos varian
en tamafo no solo entre las especies sino incluso en clonas de una misma especie (64,
71).

En el genoma de Leishmania, ademas de su dotacién cromosoémica, se han identificado

elementos genéticos circulares de 30 a 200 kilobases llamados minicromosomas. Pueden
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originarse espontaneamente o como respuesta a condiciones adversas como la seleccion
a drogas, y son el resuitado de la amplificacion de secuencias genémicas (72, 73).
En Leishmania existe un considerable grado de heterogeneidad en la organizacion y

expresion de genes. El genoma tiene secuencias repetidas de DNA y un 58 a 60% de G/C

(65).

CINETOPLASTO

Es una estructura que poseen los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida, se
localiza dentro de la membrana mitocondrial. Es un disco visible al microscopio 6ptico que
contiene 107 pares de bases de DNA mitocondrial o kDNA. El kKDNA representa hasta el
20% de todo el DNA del parasito y esta formado por una compleja red de miles de
moléculas circulares, maxicirculos y minicirculos, concatenadas covalentemente. EI kDNA
contiene unos 50 maxicirculos de 20 a 38 kb los cuales poseen una regidn conservada y
otra variable. Se les atribuye la misma funcidon que al DNA mitocondrial de otros sistemas
celulares, pues codifican por RNAs codificadores de proteinas, RNAs ribosomales y de
transferencia mitocondriales (74, 75).

Los minicirculos son las moléculas mas pequeifias del kDNA, con un tamafio que oscila
entre 450 y 2500 pb dependiendo de la especie (en especies de Leishmania varia de 0.7
a 0.9 kb) y se encuentran en varios cientos de copias. Los minicirculos forman parte de la
estructura y replicacion del propio kDNA. El kDNA contiene de 10,000 a 20,000
minicirculos los cuales poseen una secuencia variable en el 80% de su longitud y unos
120 pb conservados. Las distintas especies de Leishmania agrupan de ocho a veinte
familias de minicirculos, de acuerdo a su tamaiio (76, 77).

El estudio del kDNA ha demostrado ser una valiosa herramienta para la discriminacion

entre diferentes especies y subespecies (78-83).
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GENES DEL RNA ribosomal

La diversidad molecular dentro especies de Leishmania ha sido analizada por varios
métodos (84-88), y la comparacion de las secuencia de los genes del RNA ribosomal
(rRNA) ha sido utilizada en estudios filogenéticos (89-98). En Leishmania se encuentran
entre 150 y 200 copias de los genes ribosomales (99).

En kinetoplastidas estos genes son altamente conservados, se encuentran en unidades
repetidas dispuestas en tandem de ~10 Kb (100). Estan subdivididos en tres regiones
codificantes y en cuatro regiones no codificantes o espaciadores (figura 16). Las regiones
codificantes son el gen 18S o subunidad pequefna (SSU del ingles Small SubUnit), el gen
5.88, y el gen 28S o subunidad grande (LSU de Large SubUnit). El 28S esta dividido en
dos RNAs mayores (28Sa y 28SB) y cuatro RNAs menores de ~220, 180, 140 y 70 nts

que son altamente conservados dentro de las especies (101-104).

j' ssu Il —{ Il LSU ll
ETS 18S  ITS-1 588 ITS-2 288 NTS

: — —_—

28Sa vy 2888 8 ¢ =

Fig. 16.- Organizacion del gen rRNA en tripanosomatidos.

Los espaciadores son: 1) el espaciador transcrito externo (ETS del ingles External
Transcribed Spacer), localizado antes del 18S; 2) los espaciadores transcritos internos
(ITS de Internal Transcribed Spacer), que son eliminados durante la maduracién del
rRNA, incluyen: a) ITS-1 entre el gen 18S y el 5.8S; y b) ITS-2 entre el gen 5.8S y el gen

288S; 3) el espaciador no transcrito (NTS de Non Transcribed Spacer, también conocido
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como IGS de InterGenic Spacer) que separa copias adyacentes de cada unidad repetida
de DNA ribosomal (105, 106).

Entre las especies, las regiones del ITS son menos conservadas que los genes del rRNA,
por lo tanto son utilizados convenientemente para la caracterizacion filogenética de las
diferentes especies del mismo género (107). Davila y Momem postulan que la region del
ITS tiene la suficiente variacion para discriminar entre especies dentro del género
Leishmania (108). De las especies americanas unicamente se ha estudiado la regién del
ITS en especies pertenecientes al complejo L. braziliensis, el otro g;an complejo
americano de Leishmanias. Cupolillo, estudiando la regidén del ITS del subgénero Viannia,
encontré que las especies L. (V.) naiffiy L. (V.) braziliensis son altamente polimérficas,
mientras que otras especies del mismo subgénero no presentan polimorfismo (97).

El gen 18S es una de las regiones mas estudiadas y ha sido secuenciado para mas de
100 especies incluyendo Leishmania donovani, Leishmania tarantolae, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei y Crithidia fasciculata (89, 91, 93, 109-111). Varios estudios indican
que la region del 18S es conservada desde el punto de vista filogenético en el orden
Kinetoplastida (91, 93, 109, 110, 112, 113). Van Eys y col. secuenciaron una parte central
del gene rRNA 18S de nueve especies diferentes de Leishmania, T. brucei, T. cruziy C.
fasciculata, detectaron diferencias considerables y agruparon a los organismos
dependiendo de estas secuencias: Leishmania por un lado, y Crithidia yTrypanosoma por
el otro. Dentro de las especies de Leishmania encontraron solo mutaciones puntuales en
la region central del 188, y una homologia con Crithidia del 89% y conTrypanosoma solo

del 54% (113).

K) HERRAMIENTAS DEL ANALISIS GENOTIPICO
Una de las herramientas utilizadas en el estudio del polimorfismo genético es el analisis

mediante RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) con endonucleasas de
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estriccién. Las endonucleasas de restriccion (ER) son enzimas que reconocen

‘ chencias especificas en el DNA de doble cadena y cortan ambas hebras de la
"f;n;(‘ilécula. Las bacterias utilizan estas endonucleasas como sisterna de defensa frente a
los bacteriéfagos ya que el DNA propio no se corta, debido a que las secuencias que
reconocen las ER estan metiladas y, por tanto, protegidas del corte.

Existen distintos tipos de ER seglin sea el tipo de secuencia reconocida y el lugar de
corte. Las que tienen una aplicacion mas generalizada en el diagnéstico molecular son las
de tipo Il que reconocen secuencias palindromicas de entre 4 y 8 nucledtidos (secuencias
que se leen igual de izquierda a derecha que de derecha a izquierda) y cortan el DNA en

la secuencia reconocida (figura 17).

s oy TESIS CON
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Fig. 17. Actividad endonucleasa de las ER Taq | (obtenida de la bacteria termofila Thermus
aquaticus) y EcoR V (obtenida de la enterobacteria Escherichia coli). Ambas enzimas cortan el

DNA produciendo fragmentos con extremos cohesivos o romos respectivamente.

Este tipo de enzimas tiene una gran especificidad por una secuencia y el cambio de un
solo nucleédtido produce la pérdida de reconocimiento.
Se han purificado multiples nucleasas de restriccion de diferentes especies de bacterias y

en la actualidad se conocen mas de 500 diferentes. El analisis de los fragmentos de DNA
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generados por la digestion con enzimas de restriccion se realiza mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa. El método se basa en que a pH neutro o alcalino, los
grupos fosfato del DNA confieren a las moléculas una carga neta negativa y
uniformemente distribuida. Asi, para moléculas de DNA de la misma conformacion
sometidas a unas mismas condiciones electroforéticas, la velocidad de migracion sélo va
a depender de su tamaiio, puesto que las moléculas mas grandes tendran mas dificultad
para atravesar los poros del gel que las mas pequefias. De esta manera se presenta un
patrén de bandas que recuerda las huellas dactilares (fingerprint). La cantidad de bandas

indica la proximidad o lejania filogenética entre las especies en estudio (114, 115).
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1) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El parasito Leishmania puede producir manifestaciones clinicas muy variables, desde una
forma relativamente benigna de lesiones cutaneas localizadas, hasta un polo radicalmente
opuesto con las formas mas severas del padecimiento, que son de dificil tratamiento,
evoluciéon cronica, altamente desfigurantes y de prondstico grave, como ocurre en la
leishmaniasis cutdnea diseminada. En un punto intermedio entre la leishmaniasis cutanea
localizada y la leishmaniasis cutanea diseminada se encuentra la leishmaniasis cutanea
pseudodifusa.

En México hay pacientes con leishmaniasis cutanea localizada, leishmaniasis cutanea
diseminada y leishmaniasis cutanea pseudodifusa, y se ha observado que existe una gran
variacién en la susceptibilidad al tratamiento y en la severidad de la evolucion clinica en
algunos de los pacientes estudiados. La causa de la variabilidad del cuadro clinico puede
ser debido a la respuesta inmune del hospedero o bien a factores intrinsecos del parasito.
La respuesta inmune del hospedero ha sido estudiada exhaustivamente, sin embargo se
sabe muy poco sobre factores del parasito que intervienen en la diversidad de los cuadros
clinicos. En este trabajo realizamos un analisis genotipico comparativo de las leishmanias
aisladas de pacientes con leishmaniasis cutanea localizada, leishmaniasis cutanea

diseminada y leishmaniasis cutdnea pseudodifusa.
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Iit) HIPOTESIS

La diversidad de los cuadros clinicos observadas en pacientes con leishmaniasis se debe

a variaciones genéticas intraespecie de leishmanias aisladas en México.

IV) OBJETIVOS

1.- Aislar parasitos de pacientes con las diferentes formas clinicas que radican en las
distintas zonas endémicas de México.

2.- Tipificar la especie de los parasitos aislados mediante anticuerpos monoclonales.

3.- Buscar variaciones géneticas intraespecie mediante polimorfismo en el tamario de
fragmentos de restriccién (RFLP) del DNA del cinetoplasto de los aislados mexicanos,
de especies de referencia de L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis y
correlacionarlas con los cuadros clinicos.

4.- Realizar una cinética de crecimiento in vitro de cada aislado.

5.- Analizar el polimorfismo en el tamafio de fragmentos de restriccién de dos
regiones del gene rRNA: el ITS y el 188, en los parasitos utilizados en este estudio.

6.- Secuenciar Ia regidon del ITS de aislados representativos de los diferentes

cuadros clinicos y de especies de referencia del complejo L. mexicana.
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V) MATERIAL Y METODOS -

AISLAMIENTO DE LEISHMANIAS

Para poder aislar las leishmanias, el proyecto se sometié a la comision de ética de fa
Secretaria de Salud de cada estado y se obtuvo el consentimiento por escrito de los
pacientes. El aislamiento del parasito se realizd en pacientes con diagnoéstico positivo
confirmado mediante la intradermoreaccién de Montenegro o por observacién
parasitoscopica. Para el aislamiento, se procedid de las siguientes maneras: se inyectaron
50 ul de amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.4 estéril en el borde activo de la lesion
(previamente desinfectada con benzal), se aspiré material de la misma, y se inoculd en
tubos de cultivo con RPMI 1640 enriquecido con suero fetal bovino (SFB) al 10%. En el
transcurso de 4 dias los amastigotes intracelulares se recuperaron en forma de
promastigotes moviles y con estos se establecié un cultivo del aislado. En caso de no
contar con condiciones estériles, el aspirado de la lesién se inoculd en los cojinetes
plantares de las patas traseras de animales susceptibles a leishmania (BALB/c o
hamster), se esperd hasta la aparicion de una lesion en el lugar de la inoculacion, se
aspiré material de la misma y se inoculd en tubos con medio de cultivo. Otra manera
consistié en la toma de una pequefia biopsia (con sacabocado) del borde activo de la
lesidn, la cual se coloco en tubos de cultivo o bien se triturd y se inoculd a animales

susceptibles (1).

PARASITOS

Se incluyeron 24 aislados de parasitos obtenidos de pacientes con diagnéstico de
leishmaniasis cutanea localizada (trece), leishmaniasis cutanea diseminada (cinco) y
leishmaniasis cutanea pseudodifusa (seis), originarios de distintos estados de! pais en
donde Leishmania es endémica (Campeche, Chiapas, Nayarit, Quintana Roo, Tabasco y

Veracruz). También se obtuvieron especies de referencia de la OMS del complejo L.
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mexicana (tabla 3) donadas por la Dra. Nancy Saravia del CIDEIM (Centro Internacional

de Entrenamiento e Investigaciones Médicas) de Cali, Colombia.

Tabla 3.- Especies de referencia de la OMS del complejo L. mexicana, utilizadas en este

estudio.

' ESPECIE DE REFERENCIA | CODIGO INTERNACIONAL

L. m. mexicana R/BZ/1962/M379
L. m. venezuelensis MHOM/VE/B0/PMH3
L. m. amazonensis IFLA/BR/67/PH8

Para descartar la posibilidad de tener polimorfismo debido a la presencia de 2 especies
distintas en un paciente, se clonaron dos de los aislados (MHOM/MX/94/INDRE CGM y
MHOM/MX/98/UNAM RR) in vitro por dilucién limitante en placas de 96 pozos. Los pozos
que contenian solo un parasito recibieron 200 ul de 1 X RPMI. Los cultivos se incubaron a
26°C hasta que el crecimiento alcanzé una densidad de 5 x 10° promastigotes/ml. Las

clonas fueron subcultivadas y criopreservadas.

TIPIFICACION DE LOS AISLADOS

Los aislados fueron tipificados mediante anticuerpos monocionales donados por el Dr.
Farrokh Modabber del Leishmania Vaccinne Steering Committee, World Heaith
Organization (WHO) Geneva, Switzerland, y posteriormente fueron enviados al CIDEIM
para confirmar el diagnéstico de la especie mediante isoenzimas.

Los anticuerpos monoclonales usados fueron: M8 (L. mexicana), 2F7D3 (complejo L.

braziliensis), G2D10 (control positivo) y 1H6-E3-84 (control negativo) (42, 116).
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Los promastigotes de 4 dias de cultivo se lavaron con PBS, por centrifugaciéon a 2,500 x g
durante 10 min y se resuspendieron en este amortiguador a una concentracion de 10%a
107 /ml. Se colocaron 10-15 pl equivalentes a 10%-10° parasitos en un portaobjetos, se
dejaron secar y se fijaron con acetona (grado histologico) durante 5 min. Los portacbjetos
se lavaron con PBS, se incubaron durante dos periodos de 10 min cada uno con PBS-
SFB al 5%. Se agregaron los anticuerpos monoclonales (de manera individual) en una
dilucidn 1:1000 a los portaobjetos y se colocaron en una camara humeda a temperatura
ambiente durante 30 min, se lavaron brevemente varias veces con PBS-SFB al 2%. Se
agreg6 el anticuerpo secundario (FITC-Conjugated Rabbit-AntiMouse. Immunoglobulins,
DAKOQ) y los portaobjetos se colocaron nuevamente en camara himeda durante 30 min a

temperatura ambiente y se observaron con un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss).

OBTENCION DEL kDNA

El kDNA se purificé mediante gradientes de cloruro de cesio. Aproximadamente 10°
promastigotes se lavaron 3 veces con PBS pH 7.2, a 2,600 x g durante 10 min. Los
pro‘mastigotes se lisaron en 2 ml de afnortiguador de lisis (NaCl 0.15 M, CgHsNas0; 0.015
M pH 7.2, Sarkosyl 1%), y se incubaron 15 min a 37°C. El lisado se pasoé varias veces a
través de una aguja 18G. En un tubo de polialémero siliconizado se colocaron 2 ml del
lisado sobre 6.6 mi de CsCl 3 M (en Nax- EDTA 0.01 M, pH 7.2) y 1 ml de CsCl 6 M (en
Na; - EDTA 0.01 M, pH 7.2). El kDNA fue sedimentado por centrifugacion en un rotor SW
40ti a 27,000 x g durante 30 min a 5°C. Posterior a la centrifugacion se aspiraron el lisado
celular y 2 ml del CsCl 3 M los cuales se descartaron. El kDNA presente en el tubo se lavo
3 veces con la siguiente técnica: se agregaron 3 ml de SSC 1X (0.15 M NacCl, 0.015M
CsHsNazO,, pH 7.2) bajo agitacién vigorosa, se centrifugé a 27,000 x g durante 30 min a
5°C y se eliminaron 4 ml del sobrenadante por aspiracion los cuales se reemplazaron

nuevamente con 4 ml de SSC 1X. Después del tltimo lavado se decanté el sobrenadante,
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© 7 ylos tubos

invi_rtierorivdburante 10 ﬁjin. El botdn conteniendo el KDNA se resuspendio en

“amortiguador TE: Tris 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM (79).

RFLP DEL kDNA

Se digirieron 0.5 ng del kDNA (obtenido mediante gradientes de cloruro de cesio) con §
unidades de cada una de las siguientes enzimas de restriccion: Alu |, Apa i, Dra |, Hae lll,
Hpa ll, Kpn |, Mbo |, Mse | y Rsa | (GIBCO BRL) (78, 79), usando los amortiguadores
apropiados de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las digestiones se realizaron en
un volumen total de 10 pl, a 37°C durante toda la noche. Los productos de la digestién se
separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% con solucion amortiguadora
Tris-Borato-EDTA 1X (TBE) a 70 V, se tifieron durante 1 min con bromuro de etidio (0.5
png/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Cada fragmento de restriccion producto de la
digestién se analizd cualitativamente comparando visualmente la posicion relativa de cada
banda con las otras bandas. Lo anterior se realizé con todos los parasitos aislados de

pacientes con los distintos cuadros clinicos y con las especies de referencia.

CINETICA DE CRECIMIENTO DE LOS PARASITOS AISLADOS IN VITRO

Se cultivaron 1 x 10° promastigotes de cada aislado en 2 ml de RPMI 1640 enriquecido
con SFB al 5%. A las 96 h, se tom6 una alicuota de 50 pl a la cual se anadi6 50 ul de
glutaraldehido al 0.1% para fijar los parasitos. Se contaron los parasitos por ml en un
hemocitdmetro y se aplicé la siguiente férmula: NUmero de parasitos X dilucién X 10,000
X volumen (ml).

La cinética se realizo por triplicado. La significancia estadistica de las diferencias en la
velocidad de crecimiento entre los diferentes aislados se determindé mediante la t de

Student.
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' 'PURIFICACION DEL DNA GENOMICO

: Los promastigotes (3-5 x 10%) se lavaron dos veces con PBS por centrifugacion a 2,500 x
g durante 10 min a 4°C. El botén obtenido se liso a temperatura ambiente con Tris 150
mM pH 7.5, EDTA 50 mM, pH 8.0, Sarkosyl 1 % (1 ml por 10° parasitos) durante 30 min
en agitacion constante. Se agregd6 proteinasa K a una concentracion final de 100 ug mi'y
se incubd a 55°C durante 2 hrs. Se realizaron dos extracciones de DNA, agregando v/v
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), en agitacion durante 15 min y se centrifugd
durante 10 min a 2500 X g, se tomo la fase acuosa y se agregaron 1/10 volumenes de
acetato de sodio 3 M y 2 volumenes de etanol frio. El tubo con DNA en precipitacién se
guardé 30 min a -20°C. El DNA precipitado se separd con una pipeta pasteur y se colocé
en TE. Después de una incubaciéon secuencial con RNasa y proteinasa K, el DNA se
separé con fenol:cloroformo:alcoho! isoamilico (25:24:1), y se precipité con etanol
absoluto frio. EI DNA se lavé en etanol al 75% por centrifugacion a 5000 X g durante 5
min, se seco, y finalmente se solubilizé en agua ultra pura. El DNA extraido se utilizé para

amplificacién por PCR (112, 117).

‘ QLIGQNUCLEOTIDOS SINTETIZADOS PARA PCRDEL ITS Y 188

Para la amplificacion por PCR del ITS 1, 5.8S, e ITS 2 se usaron los oligonucledtidos
designados por Cupolilio (97): IR1 (5-GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT-
3'), corresponde a los 32 nucledtidos finales de las secuencias conservadas del 3' de la
SSU e IR2 (5'-GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG-3') que consiste en los
primeros 30 nucledtidos complementarios del 5' de la LSU de las secuencias de T. brucei,
T. cruziy C. fasciculata. Para la amplificacién del gene rRNA 18S se usaron los
oligonucledtidos S1 y S5 disefiados por Uliana y col. (112) de acuerdo a la secuencia
rRNA 188 de L. donovani (1089). El oligonucleétido S1 (5-GATCTGGTTGATTCTGCCAG-

3') corresponde a los primeros 20 nucledtidos del &',y el 85 (5°CTCCCGTGTTTICTTGTT-
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3") corresponde a 17 nucledtidos complementarios a la secuencia localizada a 780 pb del
§' del rRNA 18S.
Los oligonucleétidos fueron donados por el Dr. Paolo Dotto de Harvard School of

Medicine.

PCR DE LAS REGIONES ITS Y 18S DEL GENE RNA ribosomal

La reaccién de PCR para ambas regiones se realizé en 100 pl totales de la siguiente
mezcla de reaccién: Tris-HCI 20 mM, pH 8.4; KCI 50 mM; MgCl; 1.5 mM; 125 uM de cada
dATP, dCTP, dTTP y dGTP; 200 ng de cada oligonuclebtido; 10 ng de DNA gendmico y
2.5 U de Taq DNA polimerasa (GIBCO BRL). La amplificacion se realizd en un
termociclador Perkin-Elmer 2400, bajo diferentes condiciones de amplificacion de acuerdo
a los oligonucledtidos usados. Para IR1 e IR2: 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 mina 58°Cy 2
min a 72°C, precedidas por un ciclo de 5§ min a 95 °C en ambos casos (97, 112). Para S1

y S5: 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 38°Cy 2 mina 72°C.

RFLP DE LAS REGIONES ITS Y 18S DEL GENE RNA ribosomal

La calidad de la amplificacion por PCR se determind por electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% a 60V. Los productos de PCR del ITS y 188 se extrajeron con un kit de
ext(accién (concert rapid PCR purification system, GIBCO BRL) y se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% a 60V. Las regiones amplificadas del DNA se
analizaron mediante enzimas de restriccion.

Para el analisis por RFLP se digirieron aproximadamente 100 ng del DNA amplificado con’
5 unidades de cada una de las siguientes ER: Alu |, Cfo |, EcoR |, Hae Ill, Hpa Il, Mbo |,
Thaly Rsal parael ITS;y Alul, Cfol, Dral, Hae Ill, Hinc I, Hpa ll y Tha | (GIBCO, BRL)
para la regidén 188S. Las digestiones se realizaron en un volumen total de 10 nl, a 37°C

durante toda la noche y los productos de la digestiéon se analizaron por electroforesis en
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geles de agarosa al 1.5% a 60V. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/mi) y
fueron fotografiados bajo luz UV.

Cada fragmento de restriccion producto de la digestion se analizé cualitativamente
comparando visualmente la posicion relativa de cada banda con las otras bandas. Lo
anterior se realizd con todos los parasitos aislados de pacientes con los distintos cuadros

clinicos y con las especies de referencia.

SECUENCIACION DEL ITS

Con la finalidad de fortalecer los resultados del RFLP del ITS de las distintas especies, se
realizd la clonacion y posteriormente la secuenciacion del DNA de ésta region en la
Uniqad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Los ITS de parasitos aislados de pacientes, representativos de cada uno de los cuadros
clinicos, asi como el ITS de las especies de referencia del complejo L. mexicana, se
amplificaron mediante PCR. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en
geles de agarosa al 0.8%. El DNA del ITS se extrajo del gel con un kit de extraccién (gene
clean, GIBCO BRL), y posteriormente se realizd una ligacién en el vector pCR 2.1 (kit
original TA cloning, Invitrogen). Para la ligacién se incubaron 5 pl del inserto con 1ul del
plasmido en presencia del amortiguador a 16°C durante toda la noche. Una vez
completada la ligacidn se procedié a la transformacion en células competentes E. coli
DHa5, agregandoles el volumen total de la reaccion de ligacion y dejandolas durante 30
min en hielo. Luego las células se sometieron a 42°C durante 40 seg, se colocaron de
inmediato en hielo y se agregd medio LB sin ampicilina. Se mezclaron por inversién y se
dejaron en reposo durante 3 min, después se incubaron a 37°C durante 30 min en
agitacion constante, y se concentraron por centrifugacion a 12,000 X g durante 40 seg. Ei

botén celular se resuspendiod en 20 pul de medio LB. Las bacterias transformadas se
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sembraron y cultivaron toda la noche a 37°C en medio sélido LB (extracto de levadura
1%, bactotriptona 2%, NaCl 1%, pH 7.5), con 1.5 % de agar-agar y ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ml, + XGal 2% + IPTG 20%. La seleccion de las transformantes
con inserto se hizo por color. Aquellas bacterias que incorporaron el plasmido con inserto
se identificaron como colonias blancas, en contraste con aquellas que recibieron el
plasmido sin inserto que resultaron colonias azules. Las colonias blancas se sembraron
en parche en medio LB sdélido, y las cajas se incubaron toda la noche a 37°C. El DNA del
parche se extrajo con la técnica del miniprep. EI DNA obtenido se digiri6 toda la noche a
37°C con 5§ unidades de Hind lll y Xho | (GIBCO BRL), y se corri6é una electroforesis en
agarosa al 1.5% para determinar la presencia del inserto. Una vez que se comprobd que
la ligacion era correcta, se aislo la colonia con el fragmento deseado y se sembré en
estria cruzada, se picd una colonia aislada, se sembré nuevamente en LB liquido, y se
incubd toda la noche a 37°C (117). El DNA se extrajo por columna con un kit de
extraccion (concert nucleic acid purification system, GIBCO BRL).

El DNA purificado de esta manera se secuencié en un equipo ABI-CE1 Mod. 310.

La similitud de las secuencias fue comparada usando el software FASTA (118) y el
alineamiento mduitiple se realizé con el programa ALIGN (119). Se construyeron filogramas
usando el analisis neighbor-joining de 51 secuencias del ITS usando la version 2.2 del

software MEGA 2 (120).
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VI) RESULTADOS

Se aislaron parasitos de pacientes con las distintas formas clinicas de las leishmaniasis
cutaneas que existen en México (diseminada, localizada y pseudodifusa). Los parasitos,
fueron tipificados mediante anticuerpos monoclonales y adicionalmente enviados para su
tipificacion al CIDEIM. Se asigné un codigo para su manejo internacional. Todos los
parasitos aislados de pacientes con las distintas formas clinicas de leishmaniasis cutanea
incluidos en este estudio pertenecen a L. mexicana mexicana (tabla 4).

Tabla 4.- Aislados de pacientes mexicanos de L. mexicana mexicana con las distintas
formas clinicas de leishmaniasis cutanea (LCL. Leishmaniasis cutanea localizada; LCD.
Leishmaniasis cutanea diseminada; LCPD. Leishmaniasis cutanea pseudodifusa).

AISLADOS CUADRO AREA *CODIGO INTERNACIONAL
L.m. moxicana CLINICO _  GEOGRAFICA e
17708 Lel TABASCO MHOM/MX/88/HRC JS
2 68 LCL CAMPECHE MHOM/MX/92/UADY 68
3 527 LCL CAMPECHE MHOM/MX/92/UADY 527
4 RHA LCL TABASCO MHOM/MX/93/INDRE RHA
5 oV LCL QUINTANA- ROO MHOM/MX/83/UADY CV
6. RMH LCL CHIAPAS MHOM/MX/93/INDRE RMH
ST IMCE LTLeL TABASCO MHOM/MX/88/HRC MC
8 L iLel QUINTANA- ROO MHOM/MX/94/INDRE CTC
CAMPECHE MHOM/MX/98/UNAM RR
CAMPECHE MHOM/MX/98/UAC GBB
CAMPECHE MHOM/MX/93/UADY 250
CAMPECHE MHOM/MX/96/UADY 815
TABASCO MHOM/MX/84/SET GS
VERACRUZ MHOM/MX/92/INDRE AM
VERACRUZ MHOM/MX/92/INDRE AG
D VERACRUZ MHOM/MX/85/ISET HF
v D TABASCO MHOM/MX/93/INDRE FD
EILePD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE AMC
“-LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE CGM
0’ NBO' LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE NBO
2173V LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE JV
22 RC LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE RC
23 'MC 94 LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE MC
24 NAYS LCL NAYARIT MHOM/MX/96/INDRE NAYS
* Hospedero/lugar de aislamiento/ano de aislamiento/clave
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En la digestion del kDNA con las distintas enzimas de restriccion de los parasitos
analizados, se encontrod lo siguiente: en la figura 18 A se muestra el patron de restriccion
(RFLP) del kDNA de once aislados representativos de pacientes con leishmaniasis
cutanea localizada, leishmaniasis cutanea diseminada y leishmaniasis cutanea
pseudodifusa, obtenido de la digestién con Hae lll. En esta figura se clasifican los
fragmentos de restriccion obtenidos en 6 grupos. La digestion con Hae Il de los aislados
pertenecientes al grupo | (pacientes con leishmaniasis cutanea localizada y leishmaniasis
cutanea diseminada) mostraron cuatro bandas (carriles 2-4). Los aislados del grupo Il
(pacientes con leishmaniasis cutanea localizada y leishmaniasis cutanea diseminada)
mostraron dos bandas (carriles 5-7), aislados del grupo Il (pacientes con leishmaniasis
cutanea localizada) presentaron doce bandas (carril 8), aislados del grupo 1V (pacientes
con leishmaniasis cutanea pseudodifusa) mostraron ocho bandas (carriles 9y 10),
aislados del grupo V (pacientes con leishmaniasis cutanea localizada) mostraron tres
bandas (carril 11), y aislados del grupo VI (pacientes con leishmaniasis cutanea
localizada) mostraron dos bandas (carril 12). La digestién de los mismos once aislados de
L. mexicana mexicana con Hpa |l (figura 18 B) y Mse | (figura 19) confirmaron la
existencia de los mismos seis grupos. Con Hpa ll, el grupo | presenté dos bandas
intensas y el grupo |l (carriles 5-7) mostré dos bandas al igual que el grupo |, sin embargo
la banda inferior en el grupo |l fué menos intensa a su equivalente en el grupo I. El patron
de restriccion del grupo Il (carril 8) presentd siete bandas, el grupo IV (carriles 9 y 10)
revel6 cinco bandas, el grupo V (carril 11) mostré cuatro bandas y el grupo VI (carril 12)
dos bandas.

Las enzimas que también permitieron diferenciar en grupos, aunque no idénticos a los
seis grupos obtenidos con Hae llIl, Hpa Il y Mse |, fueron Alu | (figura 20), Rsa ! (figura 21)
y Dra | (datos no mostrados). La digestion con Alu | permitio clasificar a los aislados en
cinco grupos diferentes entre si, mientras que la digestion con Rsa | Unicamente permitio

43



271,

pb
1353

1078
872

603

310
281
234
194

118
72

la clasificacion de los aislados en tres grupos distintos, y la digestién con Dra | permitio la
clasificacion de los aislados en cuatro grupos. La digestion con las enzimas Apa | (figura
22), Kpn |, y Mbo | (datos no mostrados) no mostro diferencias entre los aislados, ya que

en todos los aislados se obtuvo una banda de 700 pb.
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Fig. 18.- A) Digestién con Hae lll del kDNA de 11 aislados representativos de L. mexicana
mexicana. Carriles 1 y 13: marcador de tamario molecular ($X174 RF DNA/Hae lll); carril 2:
aislado GS (LCD); carril 3; aislado JS (LCL); carril 4: aislado 68 (LCL); carril 5: aislado FD (LCD);

‘carril 6: aislado MC (LCL); carril 7: aislado CTC (L.CL); carril 8: aislado RR (LCL); carril 9: aislado

" AMC (LCPD); carril 10: aislado CGM (LCPD); carril 11: aislado 250 (LCLY); carril 12: aislado 815

“(LCL).

~ Grupo I: carriles 2 (LCD), 3 (LCL), 4 (LCL). Grupo li: carriles 5 (LCD), 6 (LCL), 7 (LCL). Grupo IIl:
- -carril 8 (LCL). Grupo IV: carriles 9 (LCPD), 10 (LCPD). Grupo V: carril 11(LCL). Grupo VI: carril

12 (LCL).

B) Digestion con Hpa Il de los mismos aislados.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |
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Fig.-19.- Digestion con Mse | del kDNA de 11 aislados representativos de L. mexicana

«.~mexicana. Carriles 1 y 13. marcador de tamaiio molecular (6X174 RF DNA/Hae lll); carril 2:
' ... aislado.GS:(LCD); carril 3: aisladoe JS (LCL); carril 4: aislado 68 (LCL); carril 5: aislado FD

7 (LCD); carril 6: aislado MC (LCL); carril 7: aistado CTC (LCL); carril 8: aislado RR (LCL); carril
o .9:aislado AMC (LCPD) carril 10: aislado CGM (LCPD); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12:

- aislado 815 (LCL).-
. Grupo’ 12 ‘carriles 2. (LCD) 3 (LCL), 4 (LCL). Grupo ll: carriles & (LCD), 6 (LCL), 7 (LCL). Grupo
onl-carril 8 (LCL) Grupo IV: carriles 9 (LCPD), 10 (LCPD). Grupo V: carril 11(LCL). Grupo VI:
- caml 12 (LCL)

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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.. Fig. 20.-'Digestién con Alu | del kDNA de 11 aislados representativos de L. mexicana mexicana.

=« -Carriles 1 y 13, marcador de tamano molecular ($X174 RF DNA/Hae lll); carril 2: aislado GS
2:2(LCD); carril 3: aislado JS (LCL); carril 4: aislado 68 (LCL); carril 5; aislado FD (LCD); carril 6:
“+ aislado MC (LCL); carril 7: aislado CTC (LCL); carril 8: aislado RR (LCL); carril 9: aislado AMC

(LCPD); carril 10: aislado CGM (LCPD); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12: aislado 815 (LCL).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fig.-21.-. Digestién con Rsa | del kDNA de 10 aislados representativos de L. mexicana
mexicana. Carril 1: marcadot de tamafio molecular (X174 RF DNA/Hae Ill); carril 2:
aislado'GS (LCD); carril 3: aislado JS (LCL); carril 4: aislado FD (LCD); carril 5: aislado MC
(LCL); carril 6: aislado 68 (LCL); carril 7: aislado RR (L.CL); carril 8: aislado CGM (LCPD);
carril 9: aislado MOD (LCPD); carril 10: aislado 250 (LCL); carril 11: aislado 815 (LCL).

TESIS CON
ALLA DE ORIGEN
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Fig. 22.- Digestion con Apa | del kDNA de 10 aislados representativos de L. mexicana
mexicana. Carril 1: marcador de tamafio molecular ($X174 RF DNA/Hae ll); Carril 2: aislado
GS (LCD); carril 3: aislado JS (LCLY); carril 4: aislado FD (LCD); carril 5: aislado MC (LCL); carril -
6: aislado CTC (LCL); carril 7: aislado RR (LCL); carril 8: aislado AMC (LCPD); carril 9: aislado
CGM (LCPD); carril 10: aislado 250 (LCL); carril 11: aislado 815 (LCL).
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En resumen, el analisis del polimorfismo en el tamario de los fragmentos de restriccién del
kDNA de 23 aislados mexicanos (tabla 4), con las enzimas Hae lll, Hpa Il y Mse |, reveld
que los fragmentos de restriccion se podian clasificar en seis grupos (tabla 5).
Encontramos que las leishmanias aisladas de pacientes con leishmaniasis cutanea
localizada pertenecian a los grupos |, ll, lll, V, é VI mientras que los aislados de pacientes
con leishmaniasis cutanea diseminada pertenecian al grupo | 6 ll. Sin embargo, en
ninguno de los dos casos se tuvo una clara distribucion geografica que se correlacionara
con el patron de restriccion. Llama la atencion que los seis aislados de pacientes con
leishmaniasis cutanea pseudodifusa siempre mostraron un Unico patron de restriccion
caracteristico (grupo V). Todos los aislados de esta forma clinica fueron obtenidos de una
misma regién geografica de aproximadamente 500 km? del estado de Tabasco conocido

como la Chontalpa. En este caso en particular se establecid una clara correlacion entre la
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especie (Leishmania mexicana mexicana), el patron de restriccion, localizacién geografica

y cuadro clinico.

Tabla 5.- Clasificacidn por grupos de los aislados de L. m. mexicana en base a los

fragmentos de restriccion obtenidos de la digestion del kDNA con Hae Ill, Hpa il y Mse |.

Grupos Aislados de la Tabla 4 Total
i 1,2,3,4,5,6, 13, 14, 15, 16 10
I 7,8,17 3
] , 9,10 2
v o | 18, 19, 20, 21, 22, 23 6
\V ‘ : : 11 " o 1
VI 12 1

La digestion del kDNA de las clonas de los aislados MHOM/MX/84/INDRE CGM
(leiéhmaniasis cutanea pseudodifusa) y MHOM/MX/98/UNAM RR (leishmaniasis cutanea
localizada) con Hae lll y Hpa |l presentaron patrones de restriccién idénticos a los
aislados originales de los cuales fueron clonadas (datos no mostrados). También los
parasitos aislados con tres arios de diferencia de un mismo paciente con leishmaniasis
cutanea diseminada presentaron el mismo patrén de restriccion con Dra | y Hae lll (datos
no mostrados).

Los patrones de restriccion de los aislados mexicanos de Leishmania mexicana mexicana
difirieron totalmente de los patrones de restriccion de las especies de referencia de la
OMS del complejo L. mexicana (L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L.

mexicana venezuelensis, y L. mexicana pifanoi) (figura 23). El analisis del RFLP de las
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cuatro especies de referencia del complejo L. mexicana digeridas con Hpa |l se muestran
en la figura 23 A. L. mexicana mexicana M379 mostré dos bandas (carril 2), L. mexicana
venezuelensis PM-H3 mostré dos bandas de diferente tamafio molecular a L. mexicana
mexicana M379 (carril 3), L. mexicana pifanoi mostré cinco bandas, y L. mexicana
amazonensis PH8 mostré dos bandas totalmente diferentes de las otras especies. Asi
mismo, la digestion con Hae Il (figura 23 B), Alu | {figura 23 C), y Rsa | (figura 23 D) de
las especies de referencia de la OMS mostré diferente patrén de restriccion para cada
especie.

A B C D

1353 pb

1.2 3 4 5 123 465

Fig. 23.- A) Digestion con Hpa Il del kDNA de especies de referencia de la OMS
pertenecientes al complejo L. mexicana. Carril 1: marcador de tamafo molecular($X174 RF
DNA/Hae W), carril 2: L. m. mexicana M379; carril 3: L. m. venezuelensis PM-H3; carril 4: L.
m. pifanoi; carril 5: L. m. amazonensis PH8,

B) Digestién con Hae Il de las mismas especies.

C) Digestién con Alu | de las mismas especies.

D) Digestion con Rsa | de las mismas especies.
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Todos los patrones de restriccion encontrados en parasitos aislados de pacientes
mexicanos fueron diferentes a la especie de referencia de Leishmania mexicana
mexicana, aislada de un insecto en Brasil, y de las otras especies del complejo L.
mexicana (L.eishmania mexicana amazonensis, Leishmania mexicana venezuelensis y
Leishmania mexicana pifanoi).

Otro de los parametros analizado fue la cinética de crecimiento comparativa de los
parasitos aislados de pacientes con los distintos cuadros clinicos (figura 24). Este analisis
mostré que a las 96 h de cultivo in vitro los aislados de los grupos | y Il (clasificados por
RFLP del kDNA) crecieron dos veces mas rapido que los aislados de los grupos lli, IV y
Vi, y cerca de un 25% mas que el grupo V. Mientras los aislados de leishmaniasis cutanea
localizada presentaron ambas categorias de crecimiento, los aislados de leishmaniasis
cutanea diseminada tuvieron un patron de crecimiento rapido en contraste con los
aislados de leishmaniasis cutanea pseudodifusa que presentaron un patrén de
crecimiento lento. El analisis estadistico de la cinética de crecimiento, se realizé mediante
la t de Student encontrando una diferencia significativa entre los grupos | y IV con una

t=7.58367 y P < 0.00063.
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NUMERO DE PARASITOS A LAS 96 HORAS

a5
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Fig. 24.- Cinética de crecimiento de parasitos a las 96 horas de cultivo in vitro.
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Debido a que el polimorfismo encontrado en el kDNA se correlacion6 con uno de los
cuadros clinicos se decidi® buscar marcadores genéticos adicionales.

Una de las regiones tradicionalmente estudiadas para el anlisis del polimorfismo
genético intra- e inter- especie es el ITS, sin embargo, hasta la fecha no se habia
estudiado la regién del ITS en especies del complejo Leishmania mexicana, por lo cual
era de interés analizarla en nuestros aislados, asi como en especies de referencia de L.
mexicana. Por esta razon analizamos el nivel de polimorfismo del ITS y del 18S del gene
rRNA.

Amplificamos por PCR las dos regiones de interés del gene rRNA: el ITS y el 18S de las
especies de referencia del complejo L. mexicana (L. mexicana mexicana M379; L.
mexicana amazonensis PH8; L. mexicana venezuelensis PM-H3), y de 24 aislados
mexicanos de L. mexicana mexicana (tabla 4). Los productos de PCR fueron digeridos
con distintas enzimas de restriccidn. Para el analisis de la region del ITS, digerimos las
muestras amplificadas por PCR con Alu |, Cfo |, EcoR |, Hae I, Hpa Il, Mbo |, Rsa | y Tha
I. Con las enzimas Cfo |, EcoR 1, Hae lll, Hpa ll, y Tha | encontramos que la especie de
referencia de L. mexicana amazonensis PH8 presentd un patréon de restriccion diferente a
las otras especies de referencia (L. mexicana mexicana M379 y L. mexicana
venezuelensis PM-H3), asi como con respecto a los aislados mexicanos. L. mexicana
venezuelensis PM-H3 también mostré polimorfismo con respecto a las otras especies de
referencia y a los aislados mexicanos en las digestiones con Cfo |, EcoR |, Hae Ill, Mbo |,
yTha. L. mexicana venezuelensis PM-H3 no tiene sitios de restriccion para las enzimas
Hpa Il y Rsa |. En la digestién con Cfo | y EcoR | (figura 25 A y B), la especie de
referencia L. mexicana amazonensis PH8 en el carril 2, y la especie de referencia L.
mexicana venezuelensis PM-H3 en el carril 3 son polimérficas con respecto a la otré

especie de referencia L. mexicana mexicana M379 (carril 4), asi como con los aislados
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“mexicanos (carriles 5-14). No se encontraron diferencias en el ITS entre la especie de

referencia L. mexicana mexicana M379 del carril 4 y los aislados mexicanos.

A B

13563
pb

-
[ IR s T I o

U . [N
s

1 23 4 56 7 8 910111213 14 12 34 567 8 910111213 14

Fig. 25.- Digestion de la region del ITS. A) Cfol. Carril 1: marcador de tamafio molecular ($X174
RF DNA/Hae lil); carril 2: L. mexicana amazonensis PH8; carril 3: L. mexicana venezuelensis
PM-HS3; carril 4: L. mexicana mexicana M379; carril 5: aislado JS (LCL); carril 6; aislado AG
(LCD); carril 7: aislado AM (LCD); carril 8: aislado MC (LCL)); carril 9: aislado AMC (LCPD); carril
10: aislado 815 (LCL); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12; aislado CTC (LCL); carril 13; aislado

NAYS8 (LCL); carril 14: aislado RMH (LCL).
B) Digestién con EcoR |.

Para confirmar los hallazgos encontrados con las endonucleasas de restriccion, se
secuencio la region del ITS en tres aislados mexicanos representativos de cada uno de
los cuadros clinicos y en las tres especies de referencia. Se secuencié la region del ITS
de un aislado representativo de cada cuadro clinico (leishmaniasis cutdnea diseminada:
GS, leishmaniasis cutanea localizada: RR y leishmaniasis cutdnea pseudodifusa: NBO) y
de las especies de referencia L. mexicana mexicana M379, L. mexicana amazonensis
PHS, y L. mexicana venezuelensis PM-Hé en el vector pCR 2.1, Las secuencias se

enviaron a GenBank y los nimeros de acceso son: AF466380, AF466382, AF466381,
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AF466383, AF339753 y AF339752, respectivamente. Al analizar estas secuencias
encontramos 100% de similitud entre GS (leishmaniasis cutanea diseminada) y RR.
(lelshmaniasis cutanea localizada). NBO (leishmaniasis cutanea pseudodifusa) presento
99.8 % de similitud con respecto a los otros aislados. En cambio el porcentaje de similitud
entre L. mexicana mexicana M379 y L. mexicana amazonensis PH8 fue de 94.3%, y entre
L. mexicana mexicana y L. mexicana venezuelensis PM-H3 fue de 81.3%. Los
porcentajes de similitud entre los aislados mexicanos y las especies de referencia se
indican en la tabla 6.

Tabla 6.- Porcentajes de similitud entre las secuencias del ITS reportadas en este estudio

de los parasitos analizados.

PH8 PM-H3 M379 GS (LCD) NBO (LCL) RR (LCL)
L. mexicana L. mexicana |L. mexicana L. mexicana | L. mexicana |L. mexicana

amazonensis | vanezuelensis | mexicana mexicana mexicana mexicana

100% 80.6% 94.3% 94.2% 94.3%

81.5% 81.4% 81.5%

100%

~[998% 95.6% 99.8%

—[100% 59.8% 100%
00% 959.6%
00%

Para validar los resultados obtenidos de los RFLPs de la region del ITS, comparamos los
tamarios de los fragmentos que teéricamente deberiamos haber obtenido con las
endonucleasas Alu |, Cfo |, EcoR |, Hae lil, Hpa Il, Mbo |, Rsa | y Tha | segln las
secuencias de la region del ITS (tabla 7) con los fragmentos obtenidos experimentaimente

(RFLP) de los aislados mexicanos y de las especies de referencia del complejo L.
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mexicana. Encontramos concordancia total en nuestros resultados obtenidos por ambas

- técnicas.

Tabl'a7.'-, Analisis comparativo de los sitios de restriccion presentes en las secuencias del

ITS en algunos aislados mexicanos y en las especies del complejo L. mexicana.

ENZIMA . [TAMANO DE | TAMANODE | TAMANO DE | TAMANO DE | SECUENCIA
CoEe LOS Los LOS Los QUE
FRAGMENTOS | FRAGMENTOS |FRAGMENTOS |FRAGMENTOS. |RECONOCE
pb pb pb pb
L. m. mexicana | NBO L.m. L.m.
RR, GS M379 - .|'L. m. mexicana |amazonensis venezuelensis
G PH8 PM-H3
13 D 3 ag/ct
720, 385,22, 727,393, 22,
R gcg/c
1,214, | 367, 270, 241,
¢ 134, 130,
2 g/aattc
843, 299.
3 gg/cc
255, 164, | 707, 281, 154,
NO CORTA c/cgg
3 /gatc
1,141,25. | 986, 131, 25.
T2 NO CORTA gt/ac
o 1007,131. | 998,129.
;Thal ¢ o 5 » 15 9 cg/cg
| 361,276, 206, | 363,276,206, |426,357, 190, | 319, 270, 155,
E 1:92,‘ 101. 192, 101. 100, 54. 137, 132, 64,
ks 28,28, 9.
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Las secuencias del ITS obtenidas de los aislados mexicanos GS, RR, NBO, y de las
especies de referencia L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis y L. mexicana
venezuelensis fueron alineadas con todas las secuencias del espaciador transcrito interno
de Leishmania existentes en el GenBank. Cuando realizamos el anélisis con el programa
FASTA encontramos que la secuencia de la region del ITS de L. mexicana venezuelensis
tiene 99.2, 99.27, 94.79 y 94.64% de similitud con las secuencias de la misma regién
reportada para las especies de L major : Friedlin, NLBO89A, Vin y ASKH (localizadas en
Medio Oriente), respectivamente (tabla 8).

En un filograma generado con el programa MEGA 2 se encontroé que la secuencia del ITS
de L. mexicana venezuelensis PM-H3, se agrupa con las secuencias de L. major (figura

26).

Tabla 8.- Porcentajes de similitud de la secuencia del ITS de L. mexicana venezuelensis

. PM-H3, en comparacién a secuencias en GenBank de aislados de L. major.

L. major, L. major, L. major, L. major,
FRIEDLIN VIN ASKH NLBO0O89A
L. mexicana
venezuelensis, 99.214% 94.789% 94.136% 99.269%
PM-H3
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Fig. 26.- Filograma de 51 secuencias del ITS de Leishmania.
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La similitud de las secuencias de L. major y L. mexicana venezuelensis se confirmé
mediante RFLP del ITS con las endonucleasas de restriccion: Alu |, Cfo |, EcoR |, Hae I,
Hpa ll, Mbo |, Rsa |y Tha |. En la digeslion del ITS con EcoR | 'y Cfo | de tres especies de

referenma deI compIeJo L. mexicana, de un aislado mexicano (GS) y de L. major (figura

,27 A y B respectlvamente) se encontré que L. major (carril 2), mostré un patrén de

' restrk c:én idénhco a L. mexicana venezuelensis PM-H3 (carril 3) y diferente de las otras
i espemes de referencia asi como del aislado mexicano (carriles 5-6). El mismo resultado

-se obtuvo con las otras endonucleasas utilizadas.

1353 pb

12 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6

Fig. 27.- Digestion de la region del ITS. A) EcoR |. Carril 1: marcador de
tamaio molecular ($X174 RF DNA/Hae 111); carril 2: L. major, ASKH; carri! 3:
L. mexicana venezuelensis PM-H3; carril 4: L. mexicana amazonensis PH8;
carril 5: L. mexicana mexicana M379; carril 6: aislado GS (LCD).

B) Digestién con Cfo | de las mismas especies.
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‘Para descartar la posibilidad de un error en nuestro cepario (cultivamos la especie L.

‘nﬁ:éjb’r ASKH), solicitamos nuevamente a la Dra. Nancy Saravia el envio de L. mexicana

"V'venézuelensis PM-H3. Dicha especie fue analizada mediante RFLP de la regién del ITS,
encontrando nuevamente que ambas especies presentan el mismo patron de restriccion
con las endonucleasas utilizadas.
Otra manera de demostrar que no se trataba de la misma especie fue realizar el andlisis
por RFLP del kDNA de ambas (L. major ASKH y L. mexicana venezuelensis PM-H3).
Digerimos el kDNA de ambas especies con Hae Il y Alu | (figura 28 Ay B). L. major
ASKH (carril 2) y L. mexicana venezuelensis PM-H3 (carril 3), presentaron un patrén de

. restriccion totalmente diferente entre si y fueron diferentes a L. mexicana amazonensis

- PHS8 (carril 4) y L. mexicana mexicana (carriles 5 y 6)

1353 pb
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1 2 3 4 5 6 1 23 4 56

Fig. 28.- A) Digestion con Hae IIl del KDNA de especies de referencia de
la OMS pertenecientes al complejo L. mexicana. Carril 1: marcador de
tamario molecular(¢X174 RF DNA/Hae [11); carril 2: L. major SASKH; carril
3: L. m. venezuelensis PM-H3; carril 4: L. m. amazonensis PH8; carril 5:
L. m. mexicana M379; carril 6: L. m. mexicana GS.

B) Digestién con Alu | de las mismas especies.
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Para el 18S digerimos con Alu |, Cfol, Dra |, Hae Ill, Hinc I, Hpa |, y Tha I. Con todas las
endonucleasas utilizadas encontramos un patron de restriccion idéntico entre las tres

especies de referencia asi como en los 24 aislados mexicanos. En la figura 29 Ay B se

muestran las digestiones con Cfo | y Hae lll respectivamente.

1353 pb
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Fig. 29.- Digestion del 18S. A) Cfo |. Carril 1: marcador de tamafno molecular ($X174 RF
DNA/Hae IIl); carril 2: L. mexicana amazonensis PH8; carril 3: L. mexicana venezuelensis PM-
H3; carril 4: L. mexicana mexicana M379; carril 5: aislado JS (LCL); carril 6: aislado AG (LCD),
carril 7: aislado AM (LCD); carril 8: aislado MC (LCLY); carril 9: aislado AMC (LCPD); carril 10:
aislado 815 (LCL); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12: aislado CTC (LCL.); carril 13: aislado
NAY8 (LCL); carril 14; aislado RMH (LCL).

B) Digestion con Hae Ill de las mismas especies.

TESIS CON
) FALLA DE QORIGEN

‘ La region del 18S no fue secuenciada debido a que no se encontré polimorfismo. Sin
embargo, al analizar los sitios de restriccion obtenidos experimentalmente (RFLP) con los
sitios de corte tedricos segun la secuencia del 18S de L. amazonensis publicada en el
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GenBank (X53912) (tabla 9), confirmamos que no existe heterogeneidad en esta region.

El tamafio de los fragmentos que se deberian haber obtenido segtin la secuencia

correspondid con los patrones de restriccion de los RFLPs de esta region, obtenidos con

Alul, Cfol, Dra l, Hae \ll, Hinc I}, Hpa Il, y Tha l.

:Tabla 9.- Analisis de los sitios de restriccion de la secuencia del 18S de L. amazonensis

— ENZIMA TAMANO DE LOS FRAGMENTOS | SECUENCIA QUE RECONOCE
. pb
5 ag/ct
190, 188, 165, 170, 87.
3 gcgl/c
386, 325, 89.
ttt/aaa

gg/cc
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Vii) DISCUSION

Las leishmaniasis son endémicas en México y se manifiestan mediante un amplio
espectro de enfermedades clinicas que incluyen la leishmaniasis cutanea localizada, que
representa la forma clinica relativamente benigna, la leishmaniasis cutanea diseminada,

que es una de las formas mas severas de esta parasitosis, y la leishmaniasis cutanea

pseudodifusa, que es una forma intermedia. A pesar de la variedad de formas clinicas, se

conoce muy poco acerca de las especies de Leishmania que causan estos cuadros
clinicos en México. En este trabajo, analizamos 23 aislados de leishmanias obtenidos de
pacientes con las distintas formas clinicas y originarios de los estados del pais donde
existe una elevada incidencia de las leishmaniasis.

La tipificacion mediante isoenzimas y anticuerpos monoclonales revel6 que todos los
aislados mexicanos pertenecen a la especie Leishmania mexicana mexicana, la cual
puede producir cualquiera de las formas clinicas de leishmaniasis cutanea: localizada,
diseminada y pseudodifusa.

Por el interés de determinar si variaciones genéticas intraespecie de aislados de L.
mexicana mexicana se pueden correlacionar con los distintos cuadros clinicos,
analizamos la heterogeneidad genética de los aislados mexicanos y de las especies de
referencia del complejo L. mexicana mediante el andlisis del RFLP del kDNA con 9
endonucleasas de restriccion y realizamos una cinética de crecimiento de los aislados.
Ademas analizamos dos regiones conservadas del gene rRNA (ITS y 18S) mediante
RFLP. Encontramos heterogeneidad en los patrones de restriccion del kDNA de los
aislados mexicanos de Leishmania mexicana mexicana. El polimorfismo en el niUmero e
intensidad de las bandas permitio clasificar a los aislados mexicanos en 6 grupos. Las
digestiones con Hae lll, Hpa Il y Mse |, permitieron agrupar a los aislados de
leishmaniasis cutanea localizada en cinco de seis posibles grupos (I, lI, Hl, V, 6 Vi),

mientras que los aislados de leishmaniasis cutanea diseminada pueden pertenecer a dos
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grupos (1 6 11). Todos los aislados de leishmaniasis cutanea pseudodifusa pertenecen al
mismo grupo (IV). El resultado mas notable fue la evidencia en el analisis del kDNA de
aislados de pacientes con leishmaniasis cutanea pseudodifusa que reveld una divergencia
genética que se correlaciona con el cuadro ciinico y region geografica.
El analisis de la cinética de crecimiento de los aislados mexicanos, permitié su
diferenciacion en aislados de crecimiento rapido y crecimiento lento. Todos los aislados
de los grupos | v II, presentaron un patron de crecimiento rapido a diferencia de los grupos
i, IV, y VI, que tienen como caracteristica un patréon de crecimiento lento. El grupo V

| tiene un patron de crecimiento intermedio. Interesantemente, mientras los aislados de
pacientes con leishmaniasis cutanea localizada pueden pertenecer a ambas categorias de
crecimiento, los aislados de leishmaniasis cutanea diseminada pertenecen al patréon de
crecimiento rapido, y los aislados de leishmaniasis cutanea pseudodifusa tienen un patrén
de crecimiento lento.
Debido a que todos los aislados de pacientes con leishmaniasis cutanea pseudodifusa
Unicamente presentaron un solo patron de restriccion del KDNA que se puede
correlacionar con el cuadro clinico, con la cinética de crecimiento, y con la zona
geografica, sugiere que el kDNA pudiera ser utilizado como marcador de virulencia. La
caracterizacion del kDNA de aislados de la misma especie, que pueden producir
diferentes cuadros clinicos de la enfermedad, puede ser utilizada para detectar pacientes
que requieren tratamiento intensivo y vigilancia médica especial. Este estudio le adjudica
un nuevo significado biolégico al KDNA, ya que la heterogeneidad genética parece no ser
al azar sino que presenta patrones definidos. Aunque la heterogeneidad de la region
variable del kDNA, la Gnica forma de DNA mitocondrial en los Kinetoplastida ha sido
utilizada para la discriminacion entre diferentes especies y subespecies (78, 80-82), este
es el primer estudio en que las caracteyisticas genotipicas del kDNA pueden ser

asociadas con datos clinicos, geograficos y biolégicos.
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La especie de referencia de la OMS de Leishmania mexicana mexicana M379, aislada en
Belice, presentod un patron de restriccion totaimente diferente a los aislados mexicanos,
esta diferencia se puede deber a factores geograficos y del hospedero, ya que la especie
de referencia Leishmania mexicana mexicana M379, fue aislada de un insecto, mientras
que los aislados mexicanos fueron obtenidos de pacientes. Los patrones de restriccion de
los aislados mexicanos de Leishmania mexicana mexicana también difirieron de ios
patrones de restriccion de las otras especies de referencia del complejo Leishmania
mexicana (Leishmania mexicana amazonensis, Leishmania mexicana pifanoi y
Leishmania mexicana venezuelensis). .

En el analisis de dos regiones del gene rRNA (ITS y 18S) de los aislados mexicanos y de
las especies de referencia Leishmania mexicana mexicana M379, Leishmania mexicana
amazonensis PH8 y Leishmania mexicana venezuelensis PM-H3 se encontré que la
region del ITS amplificada por PCR y analizada mediante RFLP, mostrdé un patrén de
restriccidon idéntico en todos los aislados mexicanos de L. mexicana mexicana, incluyendo
la especie de referencia de la OMS (L. mexicana mexicana M379). Este patron difirié
totalmente de los patrones detectados en las otras dos especies del complejo L. mexicana
analizadas que son: L. mexicana amazonensis y L. mexicana venezuelensis, las cuales
tambien fueron polimérficas entre si. Nuestros resultados muestran importantes
diferencias entre las especies analizadas, similares a las encontradas entre especies del
subgénero Viannia.

No obstante, las secuencias de los ITSs suelen ser especificas, permitiendo la
diferenciacién entre especies muy proximas e incluso entre especies indiferenciables por
otros métodos, Cupolillo y cols encontraron que L. (V.) naiffi y L.(V.) braziliensis son
altamente polimérficas en ia region del ITS en contraste con aislados de L. (V.)
panamensis, que no muestra polimorfismo en esta regién (97). Asi mismo, Shonian, y El

Tai, reportaron que especies del complejo L. donovani y L. tropica tienen alguna
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variabilidad dentro del ITS, sin embargo cuando amplifican esta region por PCRy la
digieren con enzimas de restriccion, no detectan polimorfismo (106, 121).

El analisis del 18S mediante la digestién con enzimas de restriccion mostré ausencia de
polimorfismo en esta region, lo que confirma los datos obtenidos por otros autores que
reportan solo mutaciones puntuales en la misma entre diferentes especies de
Leishmanias (113). El estudio del 18S ha sido utilizado para el analisis filogenético de
géneros de la familia Trypanosomatidae (91, 93, 112, 113). El polimorfismo en la region
del ITS y la ausencia de polimorfismo dentro del 18S entre las 3 especies del subgénero
Leishmania estudiadas, es totalmente opuesto al gran polimorfismo detectado en L. (V.)
naiffi y L.(V.) braziliensis del subgénero Viannia, pero concuerda con lo encontrado para
L.(V.) panamensis, L. donovaniy L. tropica (97).

Nuestros resultados de las secuencias de la region del ITS de tres aislados mexicanos y
de las tres especies de referencia confirmaron la similitud en esta region entre los tres
aislados y la especie de referencia de L. mexicana mexicana. Asi mismo confirmaron el
polimorfismo en esta regidon entre L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, y L.
mexicana venezuelensis.

Realizamos alineamientos iniciales de nuestras secuencias (GS, RR, NBO, M379, PM-H3,
PH8), mas cinco secuencias de la region del ITS del GenBank pertenecientes al complejo
Leishmania mexicana (G022, M2269, WR369, LTB316, SOLIS) y en un filograma
generado con estos alineamientos se encontrd que L. mexicana venezuelensis PM-H3 se
agrupa independientemente. Un resultado sorprendente fue obtenido cuando realizamos
el andlisis FASTA de las secuencias publicadas en GenBank de los ITS de Leishmania
que revelo que L. mexicana venezuelensis PM-H3 presenta 100% de similitud con la
secuencia completa de la regién del ITS de varios aislados de L. major.

Davila y Momem utilizaron 36 secuencias de la region del ITS para explorar la relacion
filogenética dentro Leishmania (108). En vista de la similitud entre las secuencias de L.
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venezuelensis y L. major, fue interesante realizar el filograma propuesto por estos autores
con nuestros datos y las secuencias obtenidas del GenBank. El analisis confirmo las
observaciones hechas por estos autores ya que se encontré un agrupamiento de L.
infantum, L. chagasiy L. donovani, mientras que L. tropica y L. aethiopicay L. major
tienen agrupamientos separados, y un grupo conteniendo a L. mexicanay L.
amazonensis. Interesantemente, L. venezuelensis aparece en el brazo de L. major. El que
la especie de L. major erroneamente se haya confundido con L. venezuelensis o que una
especie fue contaminada con la otra no fue posible en vista de los distintos patrones
obtenidos mediante el analisis de restriccion del kDNA de ambas especies.

L. venezuelensis siempre ha sido clasificada dentro del complejo Leishmania mexicana.
Esta clasificacion se basd en las manifestaciones clinicas de la enfermedad,
caracteristicas de cultivo en agar sangre, reactividad con anticuerpos monoclonales y
zimodemos (7). Practicamente no existen datos del analisis de DNA de esta especie.
Nuestra secuencia del ITS es la primera reportada para esta especie de Leishmania.
Anteriormente ya se habia descrito similitud entre L. mexicana venezuelensis y
leishmanias con caracteristicas L. major-like. En varios reportes de leishmanias, L. major-
like en Brasil (122), Ecuador (123) y Paraguay (124) encontraron que los parasitos L.
major-like presentan patrones de restriccion similares entre si, pero diferentes de L. major,
mientras que en el analisis por isoenzimas L. major-like es indistinguible de L. major. Sin
embargo Katamura (125) reporta que los cariotipos del DNA de parasitos L. major-like de
Ecuador son diferentes a L. major del Viejo Mundo.

El alto grado de conservacién de una de las regiones mas variables del rDNA entre L.
venezuelensis y L. major, dos parasitos con muy diferente distribucién geografica, lieva a
la especulacion de que quizas L. major fue introducida recientemente en el Nuevo
Mundo. Una posibilidad es que L. major haya sido introducida al Nuevo Mundo por

colonos europeos, esclavos africanos, o sus perros acomparantes y haya sido transmitida
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por vectores presentes en América de manera analdga a L. infantumn del Viejo Mundo, que
también puede ser transmitida por vectores del Nuevo Mundo (126, 127). También, se
han demostrado casos de importacién de leishmaniasis visceral canina al Nuevo Mundo
(128, 129). Es claro que se necesita mas informacién, en todos los aspectos, pero
particularmente en el analisis del DNA, para confirmar o modificar la clasificacion de L.

venezuelensis dentro del complejo L. mexicana.
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Vill) CONCLUSIONES

1.- Todos los parasitos aislados de pacientes con las distintas formas clinicas de
leishmaniasis cutanea incluidos en este estudio pertenecen a la especie L. mexicana
mexicana.

2.- El analisis por RFLP con 3 endonucleasas (Hae Ill, Hpa Il, Mse |) del kDNA de L.
mexicana mexicana aislada de pacientes con cuadros clinicos de leishmaniasis cutanea
localizada, leishmaniasis cutanea diseminada y leishmaniasis cutanea pseudodifusa
revela que existe polimorfismo en los patrones de restriccion que se clasificd en seis
grupos.

3.- Los aislados de los pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada se distinguen de
los aislados de los pacientes con leishmaniasis cutanea localizada y leishmaniasis
cutanea pseudodifusa en que Unicamente presentan 2 patrones de restriccion (grupos | y
I1) con las endonucleasas antes mencionadas, ademas todos los aislados de estos
pacientes presentan un mismo patréon de crecimiento rapido.

4.- Los aislados de pacientes con leishmaniasis cutanea pseudodifusa se distinguen del
resto de los aislados, en que todos provienen de una zona geografica, pertenecen a un
solo patrén de restriccion (grupo IV) y ademés presentan un mismo patron de crecimiento
lento.

 5.-Los parasitos aislados en México de L. mexicana difieren en los patrones de restriccion
del kDNA de la especie de referencia de L. mexicana mexicana aislada en Belice.

6.- Tres especies del complejo L. mexicana: Leishmania mexicana mexicana, Leishmania
mexicana amazonensis y L. mexicana venezuelensis, presentan polimorfismo en la region
del ITS del gene rRNA, sin embargo no existe polimorfismo entre los distintos aislados de
Leishmania mexicana mexicana.

7.- L. mexicana venezuelensis presenta una secuencia idéntica a L. major NLBO89A y L.
major FRIEDLIN en una region del rDNA, el ITS. Esta similitud podria reflejar que L.
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mexicana venezuelensis es en realidad L. major introducida en América, lo que sugiere
que la clasificaciéon taxondmica existente de Leishmania y de los marcadores utilizados

para definir especies deberia ser re-evaluada.
8.- No existe polimorfismo en la regién del 18S del gene rRNA en parasitos pertenecientes

al complejo L. mexicana.
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Berzunza-Cruz, M., Bricaire, G., Zuluoaga Romero, S., Pérez-
Becker, R., Saavedra-Lira, E., Pérez-Montfort, R., Crippa-Rossi, M.,
Velasco-Castrején, O., and Becker, 1. 2000. Leishmania mexicana mexi-
cana: Genetic heterogeneity of mexican isolates revealed by restriction
length polymorphism analysis of kinetoplast DNA. Experimental Para-
sitology 95, 277-284. Leishmania mexicuna mexicana isolates from
23 patients with localized, diffuse, and an atypical “pseudodiffuse”
form of cutaneous leishmaniasis were obtained in various endemic
regions of Mexico. Restriction fragment length polymorphism analysis
of kinetoplast DNA was done with nine different endonucleases in
addition to an in vitro growth pattern analysis. We found that the 23
L. mexicana mexicana isolates could be consistently classified into six
groups, according to the endonuclease digestion patterns obtained with
Haelll, Hpall, and Msel. Whereas localized cutaneous leishmaniasis
isolates could have any of five patterns, diffuse cutaneous leishmaniasis
showed only two patterns and pseudodiffuse cutancous leishmaniasis
consistently showed only one pattern. Thus, a clear correlation among
digestion pattern, clinical disease, and geographical localization was
obtained for the pseudodiffuse cutaneous leishmaniasis group. Addi-
tionally, the L. mexicana mexicana isolates could be differentiated
into fast- and slow-growing groups. Diffuse cutaneous leishmaniasis
isolates were found to be fast growing, whereas localized cutaneous
leishmaniasis isolates fell into both categories. In contrast, all pseudo-
diffuse cutaneous leishmaniasis isolates were slow growing. Here we
report the first study in which distinct and persistent genotypic charac-
teristics of kinetoplast DNA heterogeneity within the L. mexicana
mexicana species could be directly correlated with clinical disease and
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its growth behavior, suggesting that a distinctive restriction pattern
could have important biological implications. Additionally, this study
sheds new light on the biological significance of parasite kinetoplast
DNA, since the heterogeneity seems not to be random but to form a
distinct pattern.  © 2000 Academic Press

Index Descriptors and Abbreviations: Mexican Leishmania mexi-
cana isolates; RFLP pattern of kDNA; correlation with clinical disease;
kDNA, kinetoplast deoxyribonucleic acid; RFLP, restriction fragment
length polymorphism; LCL, localized cutaneous leishmaniasis; DCL,
diffuse cutaneous leishmaniasis; PDCL, pseudodiffuse cutaneous
leishmaniasis.

INTRODUCTION

The Leishmania mexicana complex is found in the Ameri-
can continent together with the L. (Viannia) braziliensis
and the L. donovani chagasi complexes. The L. mexicana
complex consists of four species (L. mexicana mexicana, L.
mexicana venezuelensis, L. mexicana amazonensis, and L.
mexicana pifanoi) and their distribution has been extensively
analyzed in Central and South America (Carreira 1995;
Gomes 1995; Harris 1998; Ponce 1991; Saravia 1998). Yet
no data regarding the distribution of these species in Mexico
exist, even though cutaneous leishmaniasis is highly endemic
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and has a wide geographical distribution and &t broad spec-

trum of clinical manifestations (Velasco-Castrejon 1989),
The most frequent clinical form is the localized cutaneous

1.4

leishmaniasis (LCL) known as “Chiclero’s” ulcer, which is

relatively benign and responds well to antimonial drugs and. .=
in which the cellular immune response of patients toward

Leishmania antigens is intense. Diffuse or anergic cutaneous
leishmaniasis (DCL) represents the most virulent polar ex-
treme of the disease in which dissemination of the parasite,
associated with severe specific cellular anergy toward the
Leishmania antigens, is observed. Recently an atypical form
of cutaneous leishmaniasis has been found in the state of
Tabasco. In these patients, nodules spread slowly along
draining lymphatic vessels, in a manner similar to that of
sporothricoid leishmaniasis, but since these patients also
show. a specific anergy toward Leishmania antigens and a
poor response to antimonial treatments, this clinical form has
been named pseudodiffuse cutaneous leishmaniasis (PDCL).

The wide clinical spectra found in Mexico has led to the
need of an extensive phenotypic as well as genotypic analysis
of Leishmania species in Mexico. In this study, 23 Leish-
mania isolates taken from patients with various clinical dis-
eases (LCL, DCL, and PDCL) from different geographical
regions throughout Mexico (Veracruz, Tabasco, Campeche,
Chiapas, and Quintana Roo) and which had been previously
typified as L. mexicana mexicana at the Centro Internacional
de Ensefianza Médica, Colombia (CIDEIM) were analyzed.
Kinetoplast DNA (kDNA) was purified and analyzed by
restriction fragment length polymorphism (RFLP). The in
vitro growth rates for each isolate were also studied. The
RFLP analysis revealed genetic heterogeneity within the L.
mexicana mexicana isolates, which could be grouped into
six patterns. Five of the patterns could be found in LCL
isolates, whereas only two of these five patterns were found
in isolates from DCL patients. In contrast all isolates from
the atypical PDCL patients had the same distinctive pattern,
totally different from that of the LCL and DCL isolates.

The in vitro growth rates of all parasites could be divided
into two groups. All DCL isolates belonged to the fast-
growing group, whereas all the PDCL isolates belonged
to the slow-growing group. LCL isolates were found in
both groups. ..

We were also able to establish a correlation among the
restriction pattern, growth rate, and clinical manifestations
in PDCL patients, all of which live in a small geographical
area in the state of ‘Tabasco.

© BERZUNZA-CRUZ
MATERIALS AND METHODS

Isolation of parasites from patients. Parasites were isolated from
12 LCL patients in the states of Campeche, Tabasco, Veracruz, Chiapas,
" and Quintana Roo. The five DCL isolates were obtained from patients
. in Tabasco and Veracruz. All the six PDCL isolates were taken from
" patients which resided in a small arca of Chontalpa, in the State of

Tabasco (see Fig, 1), which is the Mexican state with the highest

incidence of all clinical forms of cutaneous leishmaniasis (two of the

LCL isolates and the two DCL isolates obtained in Tabasco (Table I),

were also from this area).

Parasite strains,  The 23 isolates used in this study are listed in
Table 1. All the isolates had been typified by monoclonal antibodies
and isoenzymes either at the CIDEIM or by us, with WHO monoclonal
antibodies generously donated by Dr. Farrokh Modabber from the
Leishmania Vaccine Steering Committee, World Health Organization
(WHO) (Geneva, Switzerland).

The geographic and host origins, as well as international code for
each Leishmania isolate, are summarized in Table I. In addition to the
Mexican isolates, New World reference strains of the L. mexicana
complex selected by the WHO as reference prototypes (WHO Refer-
ence Center Cryobank maintained at the London School of Tropical
Medicine and Hygiene) were included in this study and are shown in
Table II (Saravia 1985). The reference strains were generously donated
by Dr. Nancy G. Saravia, CIDEIM.

Restriction enzyme kDNA analysis. Promastigotes were harvested
from mass culture and kDNA was purified as described by Jackson
(1984) with slight modifications. Promastigotes were washed three
times in cold phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, at 2500g for
15 min. Pellets containing 10° organisms were lysed in 10 vol of lysis
buffer (0.15 M NaCl, 0.015 M Nay~citrate, pH 7.2, Sarkosy! 1%) and
incubated at 37°C for 15 min. The lysate was sheared by onc passage
(maximum finger pressure) through an 18-gauge needle attached 10 a
10-ml syringe. The lysate (2 ml) was layered on 6.6 m] of 3 M CsCl
(in 0,01 M Na,—-EDTA, pH 8.0) overlying 1 ml of 6 M CsCl (0.01 M
Na,—~EDTA, pH 8.0) in siliconized polyallomer tubes in a Beckman

R
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FIG.1. The Chontalpa Area in the Tabasco State of Mexico, where
all the PDCL isolates were obtained.
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Origin

International code

Tabasco State (Comalcilco)
Quintana Roo State

Tabasco State (Comacalco)
Quintana Roo State

‘Tabasco State (Comalcalco)

‘Tabasco State (Comalcalco)
Tabasco State (Comacalco)
Tabasco State (Comalcalco)
Tabasco State (Comalcalco)
‘Tabasco State (Comalcalco)
Tabasco State (Comalcalco)
Tabasco State (Comalcalco)

TABLE 1 S e
Mexican Leishmania mexicana mexicana Isolates
Organism Host .

1 L. mexicana mexicana Man, LCL Tabasco State

2 3L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche State

3 3L. mexicana mexicana Man, LCL. Cuampeche State

4 'L, mexicana mexicana Man, LCL

5 3L mexicana mexicana Man, LCL

6 1L, mexicana mexicana Man, LCL Chiapas State

7 L. mexicana mexicana Man, LCL

8 \L. mexicana mexicana Man, LCL

9 4L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche State
10 2L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche State
It 3L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche State
12 3L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche State
13 1L, mexicana mexicana Man, DCL
14 'L, mexicana mexicana Man, DCL Veracruz State
15 'L. mexicana mexicana Man, DCL Veracruz State
16 L. mexicana mexicana Man, DCL Veracruz State
17 " \L. mexicana mexicana Man, DCL
18 4L, mexicana mexicana Man, PDCL
19 L. mexicana mexicana Man, PDCL
20 VL. mexicana mexicana Man, PDCL
21 *L. mexicana mexicana Man, PDCL
22 4L mexicana mexicana Man, PDCL
23 4L. mexicana mexicana Man, PDCL

MHOM/MX/88/HRC JS
MHOM/MX/92/UADY/68
MHOM/MX/92/UADY/527
MHOM/MX/93/INDRE RHA
MHOM/MX/83/UADY/CV
MHOM/MX/9¥/INDRE RMH
MHOM/MX/88/HRC MC
MHOM/MX/94/INDRE CTC
MHOM/MX/98/UNAM/RR
MHOM/MX/98/UAC GBB
MHOM/MX/93/UADY/250
MHOM/MX/96/UADY/815
MHOM/MX/B4/SET GS
MHOM/MX/92/INDRE AM
MHOM/MX/92/INDRE AG
MHOM/MX/92/SET HF
MHOM/MX/93/INDRE FD
MHOM/MX/94/INDRE AMC
MHOM/MX/94/INDRE CGM
MHOM/MX/94/INDRE NBO
MHOM/MX/94/INDRE JV
MHOM/MX/94/INDRE RC
MHOM/MX/94/INDRE MC

Note. The parasites were provided by: 'Dr. Oscar Velasco Castrején, Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégica (INDRE),
Secretarfa de Salud; *Dra. Guadalupe Bricaire, Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Universidad Auténoma de Campeche;
3Dr. Fernando Andrade Narvaez, Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi,” Universidad Auténoma de Yucatéin; ‘isolated in

our laboratory.

SW 401i rotor. The KDNA networks were sedimented by centrifugation
at 27,000g for 30 min at 5°C, the cellular lysate and 3 M CsCl were
eliminated, and standard saline citrate (§SC) 1X (0.15 M NaCl, 0.015
M Na,—citrate, pH 7.2) was added. This was followed by 3 washes
with SSC 1 X and tubes were inverted for 10 min. The pellet containing
the kDNA was resuspended in buffer TE (10 mM Tris, pH 8.0, | mM
EDTA). To analyze the sequence relatedness of KDNA from the L.
mexicana mexicana isolates, samples of KDNA from each of the 23
isolates were digested with nine restriction enzymes Haelll, Hpall,
Alul, Rsal, Mbol, Msel, Apal, Kpnl, and Dral performed under the
conditions suggested by the manufacturer (GIBCO, BRL). The digested

TABLE 11
WHO Reference Leishmania mexicana Strains

material was separated into characteristic banding patterns after electro-
phoresis in 2% agarose gels in Tris~-borate EDTA buffer, at 70 V. Gels
were stained with 0.5 ug/ml ethidium bromide.

Data analysis. Each fragment of digested kDNA, which contrib-
uted to a pattern type, was interpreted in a qualitative way. The relative
position of each band was compared with all the others for each of
the endonucleases tested.

Growth rate analysis. A total of 1 X 10° parasites of all 23 isolates
were grown for 96 h at 28°C in 2 ml RPM! (GIBCO, BRL) supple-
mented with 5% fetal bovine serum (GIBCO, BRL), After 96 h samples
were taken and counted in Neubauer chambers.

~ Organism Host

L. mexicana mexicana
L. mexicana amazonensis
L. mexicana venezuelensis

Nyctomys sumichrasti
Lutzomyia flavis-cutellata
Man

Origin International code
Belize R/BZ/1962/M379
Belem, Pari State, Brazil VEC/BR/1967/PH8
Venezuela MHOM/VE/80/PM-H3




280

The statistical significance of the differénce in the number of pura-
sites from groups I and 1V (see below) after growing 96 h in c.ullurc N
was estimated by Student’s 7 test, R e

RESULTS

Resiriction  length  polymorphism analysis. - Endo-
nuclease digestion of KDNA of the 23 isolates produced
discrete patterns, which could be classified into six groups
with the enzymes Haelll, Hpall, and Msel, as shown in Table
I11. Each group was established according to the number and
localization of bands obtained with the different restriction
enzymes. The 23 isolates could be classified in an identical
manner with any of the three enzymes.

The schizodeme patterns of Haelll-digested kDNAs of
11 representative strains of L. mexicana mexicana isolates
are shown in Fig. 2. Interestingly, even though the complete
banding pattern differs among the six groups, individual
bands are apparently similar among some of the groups.

The digestion with Haelll of isolates of group I showed
4 bands (lanes 2—4). The isolates of group Il showed 2
distinct bands (lanes $-7), isolates of group III consisted of
12 bands (lane 8), isolates of group IV showed 8 bands
(lanes 9 and 10), isolates of group V showed 3 bands (lane
11), and isolates of group VI showed 2 bands (lane 12).

The digestions of the same 11 isolates with Hpall and
Msel confirmed the existence of six easily distinguishable
digestion patterns in the isolates from L. mexicana mexicana
(Figs. 3 and 4). With Hpall group 1 (lanes 2-4) had two
intense bands and group II (lanes 5-7) showed two bands
which seem shared with group I, yet the lower band was
much less intense than its equivalent in group I. The digestion
pattern of group III (lane 8) was more diffuse with seven
clearly distinguishable bands, Group IV (lanes 9 and 10)
revealed five bands, group V (lane 11) four bands, and group

TABLE Il

Classification of Restriction Patterns of 23 Leishmania mexicana
mexicana Isolates

Restriction patterns (group) Isolates of Table !

1 1,2,34,5,6,13,14,15,16
11 o e T,8,17 .

m . . 9,10

v . 18,19,20,21,22,23

V.- . 11

vI : : 12
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FIG. 2. Haelll restriction endonuclease-digested fragments of
kDNA from 11 representative Leishmania mexicana mexicana isolates.
Lane 1, molecular size markers (¢X174 RF DNA/Haelll fragments;
GIBCO, BRL); lane 2, isolate GS; lane 3, isolate JS; lane 4, isolate
68; lane 5, isolate FD; lane 6, isolate MC; lane 7, isolate CTC; lane
8, isolate RR; lane 9, isolate AMC; lane 10, isolate CGM: lane 11,
isolate 250; lane 12, isolate 815; lane 13, molecular size markers,
Group I: lanes 2 (DCL), 3 (LCL), 4 (LCL). Group II: lanes 5 (DCL),
6 (LCL), 7 (LCL). Group III: lane 8 (LCL). Group IV: lane 9 (PDCL),
10 (PDCL). Group V: lane 11 (LCL). Group VI: lane 12 (LCL).

VI (lane 12) two bands. With Hpall again, the total number
of bands differed between the groups, even though individual
fragments are apparently similar between the groups.

The digestion of the 11 isolates with Msel revealed that
group I (lanes 2—4) showed three bands, group II (lanes
5-7) had one band, group IIT (lane 8) showed one band,
group IV (lanes 9 and 10) showed five bands, group V (lane
11) showed four bands, and group VI (lane 12) showed
three bands.

Interestingly, the L. mexicana mexicana isolates could
consistently be classified into the same six groups with three
of the endonucleases used (Haelll, Hpall, Msel). The only
other two endonucleases which revealed patterns that distin-
guished between groups were Dral and Alul. Both permitted
a clear distinction of five groups (data not shown). In the
analysis of the restriction patterns with Apal, Mbol, Kpnl,
and Rsal, no clear difference could be detected between
isolates (data not shown).

All the LCL isolates had patterns belonging to any of the
groups I, II, 111, V, and VI and had no clear geographical
distribution. All the DCL isolates could be associated only
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FIG. 3. Hpall restriction endonuclease-digested fragments of
kDNA from 11 representative Leishmania mexicana mexicana isolates.
Lane 1, molecular size markers; lane 2, isolate GS; lane 3, isolate JS;
lane 4, isolate 68; lane 5, isolate FD; lane 6, isolate MC; lane 7, isolate
CTC; lane 8, isolaté RR; lane 9, isolate AMC; lane 10, isolate CGM;
lane 11, isolate 250; lane 12, isolate 815; lane 13, molecular size
markers. Group I: lanes 2 (DCL), 3 (LCL), 4 (LCL). Group II: lanes
5 (DCL), 6 (LCL), 7 (LCL). Group HI: lane 8 (LCL). Group IV: lane
9 (PDCL), 10 (PDCL). Group V: lane 11 (LCL). Group VI: lane
12 (LCL).

to patterns I or IL. Yet most astonishingly, the PDCL isolates
always showed only one characteristic pattern: that of group
IV. The PDCL isolates were all obtained in one geographical
region of approximately S00 km? in the State of Tabasco
known as Chontalpa. In this particular case a clear associa-
tion between a digestion pattern and a clinical disease could
be established.

Interestingly, the six basic digestion patterns observed in
Mexican isolates of L. mexicana mexicana differ totally from
the digestion patterns observed with the WHO reference
strain of L. mexicana mexicana, as well as with the other
WHO reference strains included in the L. mexicana complex
(L. mexicana amazonensis, L. mexicana venezuelensis, L.
mexicana pifanoi) (Fig. 5). The RFLP analysis of the four
WHO reference strains of the L. mexicana complex digested
with Hpall is shown in Fig. 5a. L. mexicana mexicana M379
showed two bands (lane 2), L. mexicana venezuelensis PM-
H3 showed two bands (lane 3), L. mexicana pifanoi showed
five bands (lane 4), and L. mexicana amazonensis PH8
showed two bands (lane 5).

The digestion of the WHO reference strains with Haelll
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FIG. 4. Msel restriction endonuclease-digested fragments of
kDNA from 11 representative Leishmania mexicana mexicana isolates.
Lane 1, molecular size markers; lane 2, isolate GS; lane 3, isolate JS;
lane 4, isolate 68; lane 5, isolate FD; lane 6, isolate MC; lane 7, isolate
CTC; lane 8, isolate RR; lane 9, isolate AMC; lane 10, isolate CGM;
lane 11, isolate 250; lane 12, isolate 815; lane 13, molecular size
markers. Group I: lanes 2 (DCL), 3 (LCL), 4 (LCL). Group II: lanes
5 (DCL), 6 (LCL), 7 (LCL). Group III: lane 8 (LCL). Group IV: lane
9 (PDCL), 10 (PDCL). Group V: lane 11 (LCL). Group VI lane
12 (LCL).

are shown in Fig. 5b. L. mexicana mexicana M379 showed
8 bands (lane 2), L. mexicana venezuelensis PM-H3 showed
8 bands (lane 3), L. mexicana pifanoi showed 10 bands
(lane 4), and L. mexicana amazonensis PH8 showed 6 bands
(lane 5).

Growth of isolates in vitro. Figure 6 shows that isolates
from groups 1 and Il grow approximately twice as much as
isolates from groups III, IV, and VI and about 25% more
than the isolate of group V after 96 h of in virro culture.
Statistical analysis of the mean number of parasites in groups
I and IV using Student’s ¢ test indicated that there is a
significant difference with r = 7.58367 and P < 0.00063.

DISCUSSION

Even though leishmaniasis is endemic in Mexico, little is
known regarding the infecting species responsible for a vari-
ety of clinical diseases, ranging from the most virulent forms
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FIG. 5. Restriction endonuclease-digested fragments of WHO reference strains from the Leishmania mexicana complex. (a) Hpall: lane 1,
molecular size markers; lane 2, M379, L. m. mexicana; lane 3, PM-H3, L. m. venezuelensis; lane 4, L. m. pifanoi; lane 5, PHS8, L. m. amazonensis. .
(b) Haelll: lane 1, molecular size markers: lane 2, M379, L. m. mexicana; lane 3, PM-H3, L. m. venezuelensis; lane 4, L. m. pifanoi; l1ane 5, PHS8,"

L. m. amazonensis.

of DCL to relatively benign LCL. In this work we analyzed
23 isolates taken from patients with all forms of cutaneous
leishmaniasis and from the states with the highest incidences
of leishmaniasis. The isolates used in this study had pre-
viously been typified with monoclonal antibodies and isoen-
zymes, revealing that despite the different clinical forms of
LCL, PDCL, and DCL, all 23 isolates belonged to the L.
mexicana mexicana strain. We wanted to analyze genetic
heterogeneity in kDNA within the Mexican isolates of L.
mexicana mexicana in an attempt to find a correlation be-
tween the clinical disease and the biological or genetic char-
acteristics of the isolates.

Interestingly, we found that all the Mexican isolates of L.
mexicana mexicana differed in the endonuclease digestion
pattern from that of the WHO reference strain (R/BZ/1962/
M379) of L. mexicana mexicana, isolated in Belize, Central
America. The differences may be due to geographic factors
and host factors, since the WHO reference strain was isolated
from an insect, whereas the Mexican strains were all isolated
from humans. The digestion patterns of the Mexican isolates
of L. mexicana mexicana also differed from the WHO refer-
ence strains for the other species of the L. mexicana complex
(L. m. venezuelensis, L. m. amazonensis, L. m. pifanoi).
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Our results showed substantial but consistent heterogene-
ity in the restriction pattern of L. mexicana mexicana with
the use of three endonucleases with 4 bp of recognition
sequence. Heterogeneity in the number as well as the inten-
sity of the bands could be separated into six clear patterns
in the Mexican isolates. We found that with Haelll, Hpall,
and Msel, the LCL isolates could show any five (I, 1I, 111,
V, V1) of the six different digestion patterns, whereas DCL
isolates were present in only two of the patterns (I, II). Yet
all the PDCL isolates had the same restriction pattern (IV).

The most remarkable result was the evidence that KDNA
analysis could reveal a genetic divergence that correlated
with the clinical disease and geographic region in the case
of the PDCL isolates. The probability that there are six
biologically relevant groups within L. mexicana mexicana
is high, since it was possible to consistently differentiate
each of the 23 isolates into exactly the same group with
three different endonucleases.

Interestingly, the growth curve analysis of all 23 isolates
enabled detection of two distinct groups of growth patterns.
All the parasite isolates of groups I and II revealed a rapid
growth pattern that differed from those of groups III, IV,
and VI, which had a characteristic slow growth pattern.
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