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Resumen

Leishmaniasis es una enfermedad producida por un parésito protozoario
perteneciente a la familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Los parasitos
son transmitidos por la picadura de moscas de arena de los géneros Phlebotomus
y Lutzomyia, los cuales son endémicos de zonas tropicales y subtropicales. Los
perros infectados con Leishmania infantum generan anticuerpos anti-histonas que
son capaces de reconocer solo las histonas del parésito. Actualmente en Ecuador
no se ha realizado ningun estudio acerca de la respuesta inmunitaria de equinos
infectados con Leishmania. Por lo tanto, en el presente estudio se evaluo
mediante western blot, si las histonas H3 y H4 son reconocidas por sueros de
equinos infectados con Leishmania, por lo cual se analizaron 18 sueros de
equinos tomados en la provincia del Napo Ecuador, once equinos estaban
infectados con Leishmania amazonensis y se demostrd su infeccion utilizando
PCR y microscopia. Diez sueros de equinos infectados, reconocieron la histona
H3 con una frecuencia de (90.9%) vy siete sueros reconocieron la H4 con una
frecuencia de (64%).Por lo cual, se propone que el uso de histonas de Leishmania
para el diagnostico seroldgico de equinos puede ser de gran utilidad. Sin embargo
los sueros de equinos aparentemente sanos, también reconocieron la histona H3.

Palabras claves: Leishmaniasis, Equinos, Histonas
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Abstract

Leishmaniasis is a disease caused by a protozoan parasite of the family
Trypanosomatidae, genus Leishmania. These parasites are spread by bites of sand
flies from genus, Phlebotomus or Lutzomyia. These biological vectors are
endemic from tropical and subtropical areas. Dogs infected with Leishmania
infantum generate antibodies anti-histone that only recognized histones from
parasite. In addition, any study in Ecuador has been made about immune response
from equines infected with parasite Leishmania. This study evaluated, if the
histones H3 and H4 are recognizing by sera from equines infected with
Leishmania, using western blot. For that, we analyzed eighteen sera from equines
taken in the province of Napo Ecuador. Eleven equines were infected with
Leishmania amazonensis as has been demonstrated by PCR and observation
direct to the microscopy. Ten sera from infected equines inmuno recognized
histone H3 (90.9%), and seven sera inmuno recognized H4 (64%). Whereby, we
proposed the use of histones from Leishmania for serological diagnosis in equine
could be useful. However, sera from equines which were apparently healthy,
immune recognized histone H3.

Keywords: leishmaniasis, equine, histone
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CAPITULOT

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcién del tema a desarrollar

Leishmaniasis en una enfermedad producida por la infeccion de un parasito protozoario
perteneciente a la familia Trypanosomatidae (orden Kkinetoplastida) dentro del cual
encontramos al género Leishmania (The Center for Food Security Public Health, 2010). La
Leishmaniasis es endémica en 98 paises, se estima que a nivel mundial mas de 12 millones de
personas estan infectadas con Leishmania y 350 millones de personas estan en riesgo de
contraer la enfermedad (Organizacion Panamericana de la Salud, 2014). En la figura 1 se puede

observar la clasificacién taxondmica de Leishmania.

Reino:Protozoa (Goldfuss,1818)
Subreino:Biciliata (Cavalier-Smith,2003)
Phylum:Euglenozoa (Cavalier-Smith,1981)
Clase:Kinetoplastea (Hoigberg,1963)
Subclase:Metakinetoplastina (Moreira,2004)
Orden:Trypanosomatida(Kent,1880;Hollande,1952)
Género: Leishmania (Ross,1903)
Subgénero: leishmania (Ross,1903), presente en el nuevo y viejo mundo
Subgénero: viannia (Lainson y Shaw,1987) ,presente en el nuevo mundo

Figura 1. Clasificacion taxonémica de Leishmania.

Fuente: (Carrion Herrero, 2007)

La Leishmaniasis es endémica en zonas tropicales y subtropicales, por lo cual podemos

encontrarla en Asia, Medio Oriente, América Latina y la region Mediterranea. Los parasitos
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de Leishmania son transmitidos la picadura de moscas de arena (The Center for Food Security
Public Health, 2010).

Dentro del género Leishmania existen dos subgéneros que son: leishmania que se
encuentra principalmente en el viejo mundo (Europa, Asia, Africa) y el subgénero viannia
presente en el nuevo mundo (continente Americano) (Hadman, 1992), se diferencian por el
lugar en donde crecen y se desarrollan en los fleb6tomos (The Center for Food Security Public
Health, 2010) .

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2010) clasifica a la enfermedad
de la siguiente forma; subgénero leishmania visceral las especies: L. donovani, L. infantum, L.
leishmania cutanea tenemos las especies: L. major, L. tropica, L. killicki, L. aethiopica, L.
infantum, L. mexicana, L. venezuelensis, L. garnhami, L. amazonensis; subgénero L.viannia
leishmaniasis cutanea, las especies: L. braziliensis, L. guayanensis, L. panamensis ,L. shawi ,
L. naiffi , L. lainsoni, L. lindenbergi, L. peruviana, L. colombiensis, L. vianna; en mucosa las
especies: L. braziliensis, L. panamensis. Actualmente se ha identificado 30 especies de
Leishmania de las cuales 20 especies son patogenas en los mamiferos (The Center for Food
Security Public Health, 2010).

1.1.1 Vectores biol6gicos

La transmision del parasito se produce principalmente por vectores bioldgicos hembra,
como son las moscas de arena, de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia (The Center for Food
Security Public Health, 2010) generalmente viven en micro habitats himedos, ricos en materia
organica, no son acudticos. Su desarrollo depende de la temperatura ambiente en la que se
encuentren, a bajas temperaturas se retarda su crecimiento, mientras que a altas temperaturas

el tiempo disminuye (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

En la Figura 2 se puede observar a dos moscas hembras alimentandose, una de ellas contiene

el abdomen repleto de sangre.
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Figura 2. Phletomus perniciosus.

Fuente: (Galvez Esteban , 2011)

Los vectores biologicos (flebdtomos) son mas activos al amanecer, atardecer y durante
la noche, al no ser organismos endémicos de climas frios, el parasito Leishmania puede
sobrevivir en estos climas debido a que utilizan como huéspedes a mamiferos (The Center for
Food Security Public Health, 2010).

Los flebdétomos macho no participan en la transmision de la enfermedad, debido a que
su aparato bucal esta poco desarrollado, y no pueden perforar la piel al contrario de los
fleb6tomos hembra donde la mayoria de las especies se alimentan de sangre. La preferencia
alimentaria de estos vectores bioldgicos, depende de la especie y la disponibilidad de

huéspedes que exista en la zona (Organizacién Mundial de la Salud, 2010).

La leishmaniasis es principalmente transmitida por vectores, sin embargo se ha
encontrado casos de transmision entre personas, tales como, la transmision vertical de madre
a hijo (congénita), la venérea como la transfusion sanguinea (The Center for Food Security
Public Health, 2010).
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El estudio de los vectores bioldgicos (fleb6tomos) hospedadores del parasito
Leishmania es muy importante debido a que estos participa directamente en la epidemiologia

de la leishmaniasis (Organizacién Mundial de la Salud, 2010).

1.1.2 Ciclo de vida

El parasito Leishmania tiene un ciclo de vida dimorfico es decir: involucra a huéspedes
vertebrados (principalmente animales salvajes) y vectores bioldgicos (flebdtomos) (Alexander,
Satoskar, & Russell, 1999), sin embargo el ser humano y los animales domésticos llegan hacer

huéspedes accidentales de este parésito (The Center for Food Security Public Health, 2010).

Las especies del subgénero leishmania crecen el tubo digestivo (desarrollo
suprapildrico) de vectores naturales, mientras que en las especies del subgénero viannia, se
desarrollan tanto en el intestino medio como en el intestino posterior (desarrollo peripilérico)
(Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

El parésito presenta varios estadios morfologicos a lo largo de su ciclo de vida, los
principales son: promastigote flagelado y amastigote no flagelado el cambio de una fase a otra,

se conoce como metaciclogénesis (Sacks D. L., 1989).

La forma promastigote se desarrolla en el insecto vector, dentro de esta fase existen dos
subtipos: promastigote prociclico, forma flagelada, replicativa, no infectiva y el promastigote
metaciclico, forma infectiva, no replicativa, la cual dentro del huésped vertebrado infecta

principalmente a los macréfagos (Alexander, Satoskar, & Russell, 1999).

En el tracto intestinal del insecto vector se desarrollan los promastigotes prociclicos,
gue se van replicando hasta llegar al aparato bucal del insecto, donde se encuentran en fase
metaciclica o de virulencia y son liberados junto con saliva del insecto vector dentro del
huésped vertebrado, en el momento que el fleb6tomo hembra ingiere sangre del huésped
vertebrado (Sacks D. L., 1989; Schlein, 1993; Sacks & Kamhawi ,2001), como se muestra en

la figura 3 la metaciclogénesis del parasito.
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Figura 3. Esquema del desarrollo y estadios de Leishmania

Fuente: (Ilg, 2001)

Los amastigotes pueden dividirse por fisidn binaria o fision maltiple, mientras que en
los promastigotes la reproduccion es asexual, sin embargo en la forma metaciclica la
reproduccion es principalmente por fision binaria, también se ha reportado que existe
reproduccion sexual, mediante intercambio genético (Minero, Chinchilla, Guerrero , & Castro,
2004; Stuart, et al., 2008).

Cuando los promastigotes metaciclicos ingresan al huésped vertebrado, estos son
fagocitados por macrofagos en donde cambiaran a amastigotes, la multiplicacion de los
amastigotes y el incremento excesivo de estos provoca la ruptura del macréfago, de esta forma

son liberados y contindan infectando a otros macréfagos (Cunningham, 2002), por lo cual los
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organos que contienen gran cantidad de macrofagos y otras células fagociticas son los més

afectados, entre estos tenemos: el bazo, el higado y la medula 6sea (Carrién Herrero, 2007).

En la figura 4A se puede observar un macréfago infectado con amastigotes y en la 4B
un promastigote prociclico.

Y
NS S

Figura 4. A) macrofago infectado con amastigotes de Leishmania, B) promastigote de LeishMania (N)
nucleo, (K) kinetoplasto, (F) flagelo

Fuente: (Galvez Esteban , 2011) (Gonzales Garcia, 2003)

Los vertebrados hospedadores del parasito Leishmania, tiene en su sangre una elevada
cantidad de amastigotes, por lo que, cuando un fleb6tomo ingiere sangre infectada con el
parasito, estos se desarrollaran en el intestino medio del insecto vector donde cambiaran a

promastigotes prociclicos y seguiran su ciclo de vida (Hadman, 1992).

Como se puede observar en la figura 5 el ciclo de vida del parasito Leishmania descrito
por la CDC (2015) cuando infecta a un ser humano o cualquier otro mamifero.
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Figura 5. Ciclo de Vida de Leishmania

Fuente: (Center for Disease Control and Prevention, 2015).

1.1.3 Huéspedes reservorios

La Leishmania dependiendo de su huésped reservorio, se la clasifica en dos categorias:
zoondticas, donde los animales salvajes o domésticos son huéspedes reservorios del parasito y
antropondticas, en la que el huésped reservorio es el ser humano. Sin embargo existen

excepciones (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

Las principales caracteristicas de un huésped reservorio; la infeccion al animal no debe
ser altamente patdgena para que los parasitos sobreviva dentro de este, ademas los parasitos

deben encontrarse en grandes cantidades en piel y en sangre para que pueden pasar al
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fleb6tomo cuando este se alimente, y de esta forma continuar con el ciclo de vida de
Leishmania (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

Se conoce que los huéspedes reservorios, son principalmente animales salvajes, entre
los cuales encontramos, canidos no domésticos, roedores, entre otros, sin embargo se sigue
estudiando la funcion de estos animales como huéspedes reservorios. En sur América, los
animales identificados como huéspedes reservorios son: perezosos, 0s0s hormigueros y
zarigueyas, reservorios principalmente de L. guyanensis, se considera que estos animales
podria ser responsable de la dispersion del parasito en esta region (Organizacion Mundial de
la Salud, 2010).

Actualmente se conoce que el perro domestico es el principal huésped reservorio de L.
infantum tanto el viejo mundo, como en el nuevo mundo, ademas se lo relaciona con la

transmision del parasito a seres humanos a través de los fleb6tomos (Cabral , et al., 1998).

1.1.4 Manifestaciones clinicas de leishmaniasis

El parasito produce diferentes formas clinicas que son: leishmaniasis cuténea,
leishmaniasis en mucosa 0 mucocutanea y leishmaniasis visceral, cada una se diferencia por la
especie de Leishmania que infecte al huésped vertebrado (Organizacién Mundial de la Salud,
2010).

1.1.4.1 Leishmaniasis cutanea

La leishmaniasis cutanea localizada se evidencia solo en la piel, se presenta después de
haber sido picado por un fleb6tomo, las lesiones iniciales en la piel son papulas, sin embargo
se puede presentar un sin nimero de lesiones como: ulceras, nodulos lisos y lesiones
hiperqueratosicas similares a las verrugas; en algunos casos los parasitos viajan a través los
vasos linfaticos llegando a producir lesiones secundarias en la piel (The Center for Food
Security Public Health, 2010).

Este tipo de lesiones generalmente es indolora siempre y cuando no existan lesiones

secundarias, la mayoria de estas lesiones se curan rapidamente y la velocidad de la
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cicatrizacion depende de la especie de Leishmania, el tiempo promedio de incubacién del
parésito es de 1 a 2 semanas Yy puede llegar a durar varios meses inclusive afios (The Center
for Food Security Public Health, 2010).

La leishmaniasis cutanea localizada, en el viejo mundo (Africa, Europa, Asia) es
causada principalmente por cinco especies del subgénero Leishmania: L. infantum, L. tropica,
L. major, L. aethiopica y L. donovani, mientras que el nuevo mundo (continente Americano)
es causada por el subgénero viannia, dentro de la cual encontramos a L. mexicana, las lesiones
causadas por esta suelen curarse espontaneamente de 3 a 4 meses, mientras que las causadas
por las especies L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis y L. peruviana también del
subgénero viannia ,pueden curarse sin tratamiento pasados los 6 meses (Organizacién Mundial
de la Salud, 2010).

La leishmaniasis cutanea difusa es otra forma de leishmaniasis cutanea, presenta
lesiones no ulcerativas diseminadas por todo el cuerpo, esta forma de leishmaniasis se
caracteriza por la falta de respuesta inmunitaria del huésped frente a antigenos del parasito,
este tipo de leishmaniasis no se cura espontaneamente. En el viejo mundo (Europa, Asia,
Africa) la leishmaniasis cutanea difusa en causada por L. ethipica, y en el nuevo mundo
(América) es causado Unicamente por L. mexicana y L. amazonensis (Organizacion Mundial
de la Salud, 2010).

1.1.4.2 Leishmaniasis en mucosa

La leishmaniasis en mucosa 0 mucocutdnea se encuentra principalmente en
Latinoamérica, se manifiesta de 1 a 5 afios después de haber contraido leishmaniasis cutanea,
los signos iniciales son enrojecimiento de la piel (eritema) y ulceraciones en los orificios
nasales, que puede extenderse hasta el septo nasal, faringe, laringe y si no se tiene los debidos
cuidados puede llegar a desfigurar el rostro, esta forma de leishmaniasis no se cura de forma
espontanea (The Center for Food Security Public Health, 2010).

La leishmaniasis en mucosa en el viejo mundo no es muy comun, el numero de casos
es muy bajo sin embargo, las personas con formas menores de inmunodepresion pueden
presentar lesiones en la mucosa bucal o laringea es causada por: L. infantum, L. major o L.
tropica. En el nuevo mundo es causada por las especies L. braziliensis y L. panamensis, la

22



mayoria de los casos se registran en Bolivia, Brasil y Pert (Organizacion Mundial de la Salud,
2010).

1.1.4.3 Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral también conocida como kala-azar consiste en la infeccion de
organos viscerales debido a un fallo del sistema inmunitario (Kaye, et al., 2004), este tipo de
infeccion puede llegar a ser mortal para quien la padece (The Center for Food Security Public
Health, 2010), afecta a érganos como : bazo , higado , mucosa del intestino delgado, medula
6sea , ganglios linfaticos; por lo general cuando se contrae este tipo de Leishmania estos
organos se encuentran fuertemente parasitados (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

Los sintomas comunes de leishmaniasis visceral son: fiebre ondulante prolongada,
disminucion del apetito, pérdida de peso, signos de anemia y distencion abdominal causado
por esplenomegalia y hepatomegalia, también se puede producir trombocitopenia y leucopenia
por lo cual el individuo es susceptible a otras infecciones , los sintomas pueden aparecen en un
periodo de 10 dias a varios afios en la mayoria de los casos se hace evidente de 2 a 6 meses
después de haber sido picado por el fleb6tomo(The Center for Food Security Public Health,
2010).

Este tipo de leishmaniasis tiene un alto grado de mortalidad principalmente en
Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan, se estima que alrededor del mundo unas 50.000

personas mueren al afio a causa de esta enfermedad (Chappuis, et al., 2007).

Leishmaniasis visceral puede ser endémica, esporadica o epidémica, en el viejo mundo
es causada por las especies, L. donovani y L. infantum, también se ha descrito algunos casos
por L. tropica. En zonas donde es endémica la leishmaniasis visceral afecta principalmente a
niflos menores de 10 afios sin embargo el grupo de edad mas afectado es de 1 a 4 afos
principalmente en el Sur de Europa, el norte de Africa, Asia occidental y central (Organizacion
Mundial de la Salud, 2010).

En la figura 6 se puede observar las diferentes formas clinicas producidas por
Leishmania en la imagen 6.A) se puede observar un paciente infectado con leishmaniasis

visceral presenta hepatoesplenomegalia, 6.B) leishmaniasis cutanea difusa ,6.C) lesion
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ulcerosa de una paciente con Leishmaniasis cutanea, 6.D) reaparecimiento de leishmaniasis
cutdnea, 6.E) paciente con leishmaniasis cutanea difusa y F) desfiguraciones causadas por

leishmaniasis mucocutanea.

Figura 6. Diferentes manifestaciones clinicas producidas por Leishmania.

Fuente: (Carrion Herrero, 2007)

1.1.5 Métodos de deteccion de la enfermedad

Los técnicas desarrolladas para la deteccion de leishmaniasis se basan en métodos de
aislamiento e inmunologicos. Los métodos de aislamiento se los utiliza cuando se presumen
que el individuo puede estar afectado con leishmaniasis cutanea o mucocutanea y puede
diagnosticarse mediante observacion directa de los parasitos. Se toma una muestra biologica

del sitio afectado, generalmente la muestra se toma del reborde indurado, no del fondo de la
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ulcera debido a que suele estar infectado secundariamente y es dificil la visualizacion de los
parésitos (Alvar , 2001).

La tincion del parasito con coloracion Giemsa, permite observar amastigotes
intracelulares o dispersos en el campo al haberse roto los macréfagos, sin embargo esta técnica
de microscopia no siempre muestran los resultados correctos, debido a que suelen haber pocos

parasitos en las lesiones (Alvar , 2001).

Los cultivos de parasito se suele realizar a partir del in6culo de la biopsia y son
utilizados principalmente para determinar la especie aunque, también suelen ser usados para
realizar pruebas de susceptibilidad a medicamentos, estudios epidemiologicos o fines
diagndsticos cuando exista una sospecha y no se haya logrado detectar la enfermedad por otros
métodos (Alvar , 2001)

Los medios de cultivo utilizados son axénicos es decir cultivos que contengan solo un
tipo de microorganismo, también se utilizan cultivos mono-o bifasicos. Asimismo se suele
inocular a animales de experimentacion, tiempo después se sacrifica al animal de esta forma,
se puede aislar los paréasitos que se encuentren en los 6rganos del animal como es el caso de

leishmaniasis visceral (Alvar , 2001).

No obstante el avance y progreso de técnicas moleculares han permitido el desarrollo
de diferentes métodos diagndsticos como: ELISAS, la hibridacion con sondas de ADN la

amplificacion de material genético mediante PCR, western blot entre otros. (Alvar , 2001).

La PCR o reaccion en cadena de la polimerasa, es una técnica desarrollada para la
amplificacion de ADN, ha sido utilizada para la deteccién de ADN del paréasito en biopsias
incluso en presencia de ADN del hospedador, también ha sido utilizada para la identificacion
taxondmica del parasito, asimismo el uso de esta técnica ha permitido identificar casos de
infecciones mixtas pues se ha encontrado casos de infeccion con L. major/L. donovani y L.

donovani /L. aethiopica en muestras localizadas en Sudan (Alvar , 2001).

Ademas la PCR puede llegar a amplificar hasta 10 fentogramos de ADN que tiene un
equivalente a 0,1-0,01 parasito lo que hace que esta técnica sea muy sensible, igualmente se
conoce que en enfermos coinfectados por L. infantum y VIH la PCR es mas sensible que el

diagnostico por métodos parasitoldgicos (Alvar , 2001).
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Las técnicas de inmunodiagnostico, se basan en la deteccion de células que se generan
durante la infeccion con Leishmania, en el caso de leishmaniasis cutanea, la respuesta celular
y en la leishmaniasis visceral, la respuesta humoral. La técnica conocida como
intradermorreaccion de Montenegro, revela la hipersensibilidad celular propia de las
leishmaniasis cutaneas y mucocutanea, se la utiliza en estudios epidemioldgicos para

determinar el porcentaje de la poblacion que ha tenido contacto con el paréasito (Alvar , 2001).

Las técnicas serologicas se basan en la deteccion de anticuerpos y se la utiliza
principalmente para determinar si existe infeccion con leishmaniasis visceral 0 mucocutanea.
En estudios de infecciones con L. donovani y L. infantum se generan anticuerpos IgG vy estas
pueden ser detectadas rapidamente en técnicas seroldgicas cuantitativas o cualitativas sin
embargo existe riesgo de presentar reacciones cruzadas con enfermedades relacionadas como

Trypanosoma cruzi (Alvar , 2001).

ELISA(ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas) esta técnica utiliza como
antigenos extractos crudos de promastigotes o promastigotes completos y como segundo
anticuerpo se utiliza anticuerpo anti-lgG humana conjugada con peroxidasa , obteniéndose asi
una reaccion de color que se puede observar a simple vista o cuantificar utilizando un
espectrofotometro , esta técnica es altamente sensible y especifica .Una de sus ventajas es que
se puede procesar muchos sueros a la vez y como desventaja la inestabilidad de las enzimas
(Alvar , 2001).

Las técnicas de aglutinacion son utilizadas como analisis rapido cuando se quiere
detectar la enfermedad en lugares rurales, la técnica consiste en una aglutinacién en latex se
conoce que el método es altamente sensible pero sufre de especificidad, otra técnica rapida es
la inmunocromatografia, similar a una prueba de embarazo, se utiliza antigenos recombinantes

de anticuerpos anti-Leishmania (Alvar , 2001).

En latabla 1 y 2 se esquematiza las técnicas utilizadas actualmente para la deteccion

de leishmaniasis cutanea, mucocutanea y visceral.
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Tabla 1. Métodos diagnoésticos para detectar Leishmaniasis Cutanea

Leishmaniasis Cutanea

Aislamiento

Directos
Tincidn : inmunoperoxidasa, anticuerpos monoclonales

Cultivo
Animales de experimentacion

Indirectos (deteccion del genoma)
Hibridacion en nitrocelulosa con sondas de ADN

PCR

Inmunodiagnéstico
L Intradermorreaccidon de Montenegro

Fuente: (Alvar , 2001)

Tabla 2. Métodos diagnosticos de Leishmaniasis visceral

Leishmaniasis Visceral

Aislamiento
Directos
Tincidn : Giemsa, inmunoperoxidasa, anticuerpos monoclonales
Cultivo
Animales de experimentacion
Indirectos (deteccion del genoma)
Hibridacion en nitrocelulosa con sondas de ADN
PCR
Inmunodiagnostico
Inmunoflorescencia indirecta
ELISA; ELISA con antigenos recombinantes
Contrainmunoelectroforesis
Western blot
Técnicas de aglutinacion ( hemaglutinacion indirecta, aglutinacion en latex y

aglutinacion directa o DAT)

Fuente: (Alvar , 2001)
1.1.6 Respuesta inmunitaria del huésped

Los parasitos de Leishmania son patdgenos intracelulares obligados es decir invaden

células para poder replicarse, por esta razon invaden preferentemente macréfagos y células
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dendriticas. Los primeros eventos huésped-parasito comienzan, después de la infeccién con
Leishmania en la piel. Un proceso inflamatorio local inicia por lo cual comienza la
acumulacién de leucocitos en este sitio (Texeira, Romero Texeria, Bezerril Andrade , Barral-
Netto, & Barral, 2006).

También se conoce que la saliva del fleb6tomo tiene efectos anticoagulantes y
quimioatrayentes de células inmunitarias, incita el reclutamiento de células Polimorfas
nucleares (PMN) entre las cuales tenemos eosinofilos, basofilos, neutréfilos, macrofagos
(Lima, et al., 1998).

La primera respuesta del huésped vertebrado, es el sistema de complemento las
proteinas séricas del complemento tienen como objetivo la lisis del parasito mediante la
formacion de poros en su membrana, sin embargo los parasitos han desarrollado mecanismos

que evitan que sean destruidos (Gonzéales Garcia, 2003).

Los parasitos después de unirse a la superficie del macréfago son fagocitados, ya en el
interior de los macrofagos, las vacuolas se unen a lisosomas formandose fagolisomas que
acidifican el medio y vierten enzimas proteoliticas que matan al parasito (Alexander, Satoskar,
& Russell, 1999). Otro de los mecanismos de defensa de los macrofago es la produccién de
peroxido de hidrogeno (H2 O) y radicales hidroxilo (OH) también actla la enzima 6xido-
nitrico sintasa que sintetiza éxido nitrico mecanismos destinados a la destruccion del paréasito
(Hall & Titus, 1995).

Cuando los parasitos son opsonizados por el factor del complemento C3b, son
reconocidos por el receptor C1 de los macréfagos sin embargo la proteina gp63 presente en la
membrana del parasito acelera la conversion de C3b a su forma inactiva C3bi facilitando la

invasion silenciosa al macrofago a través del receptor C3 (Gordon, 2002; Muzio, et al., 2000).

Otros receptores de entrada en los macrofagos son los toll like receptors TLR del
macrofago, el CR4, el receptor Fc, el receptor de fibronectina, que también facilitan la entrada
a las células epidérmicas de Langerhans. Finalmente, los parasitos y las particula son
opsonizadas Yy fagocitadas por estas células (Gordon, 2002; Muzio, et al., 2000) ademas de
granulocitos y macrdfagos los parésitos de Leishmania también infectan células dendriticas
(Scott & Hunter, 2002).
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Dependiendo de la especie de Leishmania implicada, los neutrofilos pueden servir
como células hospedadoras donde sobreviven los parésitos como es el caso de L. major que
vive en estas células durante los primeros dias de infeccion (Laufs, et al., 2002) o puede actuar
como células fagociticas leishmanicidas durante la fase temprana de la infeccion como sucede

con L. infantum (Rousseau, et al., 2001).

Uno de los mecanismos que permiten a Leishmania evitar de forma exitosa las
respuestas inmunitarias innatas y adquiridas del hospedador es la produccion de una serie de
proteinas que los promastigotes metaciclicos expresan en su superficie estas son:
lipofosfoglicano LPG, glucoproteina gp63 y proteinas kinasas leishmaniales que inhiben la
lisis mediada por el complemento, asi también las proteinas LPG y gp63 inducen la fagocitosis
del parasito (Alexander, Satoskar, & Russell, 1999).

Por otro lado, los parasitos que son destruidos por los macrofagos, liberan proteinas
antigénicas que son procesadas. Los péptidos resultantes, se asocian a las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad CMH, los macréfagos vy las células presentadoras de
antigenos APC exponen en su superficie presentan los antigenos a las células T (Alexander &
Bryson , 2005).

La interaccion de macrdfagos y células T activara en estas la diferenciacion a Thl ,
induciendo la respuesta inflamatoria y citotoxica CD8+ el objetivo de las Th1l es la produccion
de citocinas como el interferén gama IFN -y, interleucina 12 IL-12 y factor de necrosis tumoral

alfa TNF -a que ayuda a la eliminacion del parasito (Alexander, Satoskar, & Russell, 1999).
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Figura 7. Células y citoquinas involucradas en la respuesta inmune, la flecha verde indica una regulacion
positiva, roja regulacion negativa

Fuente: (Alexander, Satoskar, & Russell, 1999).

Las células dendriticas también juegan un papel esencial como células presentadoras
de antigenos APC ya que son un nexo entre la respuesta inmunitaria innata y la adquirida
(Banchereau, et al., 2000). Durante el contacto con Leishmania las células dendriticas
inmaduras interaccionan a través de sus receptores con diversos antigenos leishmaniales que
son reconocidos a través de patrones moleculares patogénicos PAMP (Colmenares, Corbi,
Turco, & Rivas, 2004)

Después de la interaccion entre los parasitos y las células dendriticas, éstas sufren un
proceso de maduracion durante el cual aumentan la expresion en superficie del complejo mayor
de histocompatibilidad MHC de tipo I y 11, asi como moléculas coestimuladoras (CD40, CD54,
CD80 y CD86) que ayudan a la unién de células T y APC .Por otro lado las células dendriticas
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infectadas sintetizan interleucina IL-12 que conduce a la generacion de células Thl (Von
Stebut, et al.,2003; Scott & Hunter, 2002)

Ademas las células dendriticas transportan antigenos de los parasitos hacia los ganglios
linfaticos y hacia el bazo, donde interactdan con ligandos de los linfocitos T, de esta forma se
produce la activacion de células T mediante las interacciones CD40-CD40L y CD80/86-CD28,
mientras que la interaccion CD80/86-CTLA-4 no produce la activacion. Dependiendo del tipo
de interaccion que se establezcan se produce diferentes tipos de respuestas como la generacion
de celulas Th1/Th2 (TCD4+), células citotoxicas (TCD8+) o supresor T reguladoras (Antoine,
Prine, Courret, & Lang, 2004)

La activacion de las células Thl conllevan a la superacion de la infeccion esta respuesta
previene el crecimiento del parasito y desarrollo de lesiones (Baratta-Masini, et al., 2007)
ademas se ha comprobado que las células CD4+ productoras de IFN-y son esenciales para
curar lesiones producidas por la leishmaniasis cutanea (Texeira, Romero Texeria, Bezerril
Andrade , Barral-Netto, & Barral, 2006)

La Respuesta inmunitaria de tipo Th2 producen las citocinas IL-10 e IL-4 y factor de
crecimiento transformante TGF—f, esta respuesta facilita la invasion del parasito (Sacks &
Anderson, 2004) promueven un fenotipo de susceptibilidad en el hospedador (Alexander &
Bryson , 2005).

Investigaciones recientes de infecciones experimentales en ratones con L. major
demuestran que los parésitos inducen la acumulacién de Las células T reguladoras
exclusivamente en sitios de infeccion, producen interleucinal0O IL-10 una citosina que no
inhibe la accion leishmaniacida de las células por lo tanto, estas células favorecen la
persistencia parasitaria, aunque también mantiene la memoria inmunoldgica en ratones
resistentes (\Von Stebut, et al., 2003).

1.1.7 Proteinas del parasito

El parésito Leishmania presenta una gran variedad de moléculas que le permiten
infectar a las células del huésped vertebrado y también ha desarrollado varias estrategias de

defensa, que le permiten evadir las respuestas innatas y adquiridas del hospedador gracias una
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serie de proteinas en la superficie de su membrana como las LPG, gp63, cisteina proteasas
(Cunningham, 2002).

Lipofosfoglicano LPG, se encuentra en abundancia en el flagelo debido a que ayuda al
anclaje del parasito en los microvili intestinales del insecto, mientras que en el vertebrado fija
la fraccion C3b para promover la opsonizacién y reconocimiento de receptores CR1, CR3 del
macrdfago y favorece el ingreso al macrofago anclandose a la membrana celular con la ayuda

de la glicosilfosfatidinositol GP1 (Cunningham, 2002).

Metaloproteasa gp 63, es una glicoproteina de superficie con actividad proteasa, se
localiza en la superficie de del parasito esta se une a la membrana de los macréfagos mediante
la GPI (glicosilfosfatidinositol) se encuentra en la fase de amastigotes y promastigotes.
Ademas esta proteina estd muy conservada en la mayoria de las especies de leishmaniasis pues
entre especies existe un 70 % de homologia en su secuencia aminoacidica. La produccion de
esta proteina es diferente en cada especie de Leishmania debido a diferentes genes y al control
post-transcripcional. Diferentes investigaciones sefialan que esta proteina protegen al

promastigote del pH acido y enzimas liticas (Cunningham, 2002)

Glicoproteina 63 kDa, proteina abundante en la superficie del promastigote, protege al
parasito de las enzimas proteolitica del fleb6tomo, el ingreso del parasito al macréfago del
hospedador es a través del receptor C3 (Niederwieser, 2004; Martinez Salazar Berzunza-Cruz,
& Becker, 2008).

La Proteina homologa a los receptores de Kinasa C activa LACK (Leishmania activated
C kinase), esta proteina ayuda a la adaptacion del parasito a distintos ambientes y es importante

en la virulencia del parasito (Sacks & Trauth, 2002).

Las proteinas de Choque térmico (HSP) tenemos: HSP60, HSP70 y HSP 83 son
proteinas sintetizadas por el parasito durante estrés térmico se interrumpe su sintesis a partir
de 42 °C. El choque térmico no es el Gnico mecanismo que provoca la expresion proteica de
las HSP, también pueden influir la fagocitosis del parasito en el macréfago (Alvar, 2001;Sacks
& Trauth, 2002).
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1.1.8 Leishmaniasis en América Latina

En las Américas la leishmaniasis se ha convertido en un problema de salud pablica
debido a su magnitud y distribucion geografica. EI mayor numero de casos se han reportado
en zonas con vegetacion tipo tropical o subtropical densa, humedad, templada y seca
(Organizacion Panamericana de la salud , 2005).

En las Ameéricas el parasito es transmitido por las moscas del género Lutzomyia, existen
alrededor de 400 especies identificadas sin embargo existen 50 especies relacionadas con el
parasito Leishmania (Pan American Health Organization, 2013), ademés se conoce que la
especie Lutzomyia longipalpies, es un importante vector de transmision del parasito en
Latinoamerica (Gramiccia & Gradoni, 2005). La leishmaniasis en el continente Americano es
causada principalmente por 5 especies Leishmania: L. infantum, L. tropica, L. aethiopicay L.

donovani (Organizacién Mundial de la Salud, 2010).

La leishmaniasis cutanea y mucosa son endémicas en 18 paises de América Latina
desde México hasta Argentina también se conoce que la leishmaniasis visceral es autoctona en
12 paises de la region siendo Brasil, Paraguay, Colombia, Argentina, México, Honduras, El
Salvador y Guatemala los més afectados (Organizacion Panamericana de la salud , 2005).

Enel 2011 en las Américas se reportaron 57.278 casos de leishmaniasis (tabla 1), 95.7%
de los casos corresponden a leishmaniasis cutanea y un 4.3% a leishmaniasis cutanea y

mucocutanea (Pan American Health Organization, 2013).
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Tabla 3. Casos de leishmaniasis Cutanea y mucosa en las Américas (2001-2011)

Sub-region/ 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Countries
Americas 47.286 56.243 61.518 59.439 67.949 62.017 59.027 52.324 57.265 58.347 57.287
Meéxico - - - - - - - - - - 468
Andean Area 13.165 17.841 19.864 22.860 30.697 29.177 27.852 20.562 24.886 25.868 25.040
Bolivia 2.043 2518 2452 2819 2657 3152 3153 1.838 1.218 1809 1636
Colombia 4130 JF.038 9267 10698 18.043 16.241 13331 9.595 15420 14.818 9.684
Ecuador 1.754 1253 1336 2494 1925 1536 1.185 1.479 1.735 1.629 965
Peru 5238 7032 6809 6849 B072 8.248 10183 7.650 6.513 7612 11.204
Venezuela - - - - - - - - - - 1551
Central America 7186 8135 9.336 6.744 9.687 9717 8.903 11.037 9959 9637 10.134
Costa Rica 425 690 948 1061 1676 1.870 1.807 818 2.025 1143 1376
El Salvador 18 a6 24 76 24 a6 36 31 - a4 17
Guatemala - 1549 1143 B70 1.243 602 287 494 519 410 549
Honduras 957 1260 1684 797 1574 1.300 855 1.759 1.502 1362 1736
Micaragua 2924 2200 3716 2103 3521 2125 3.719 5826 4.047 3497 3235
Panama 2.862 2390 1821 1837 1649 3774 2,199 2109 1.866 3221 3221
Brazil 26.328 28.268 30.812 28.737 26.685 22.397 21.530 20.123 21.989 22.397 21.306
Southern Cone 607 1999 1.496 1.089 873 720 736 588 422 430 324
Argentina 157 748 348 358 282 257 201 208 163 166 140
Paraguay 450 1251 1148 731 591 463 535 380 259 264 184
No-Latin Caribbean - - 10 9 7 [ [ 14 9 15 15
Guyana - - 10 9 7 6 6 14 9 15 15
Fuente: (Pan American Health Organization, 2013)

En las Américas, la transmision de la leishmaniasis cutdnea y mucosa se produce
principalmente en areas selvaticas, y afecta principalmente a personas de bajos recursos y con
mayor dificultad de acceso a los servicios de salud (Organizacion Panamericana de la Salud,
2013).

La infeccion con Leishmania se produce cuando el ser humano ingresa al habitat del
vector bioldgico (fleb6tomos); las razones principales son las actividades laborales y el
turismo, sin embargo en los Gltimos afios se ha reportado casos de trasmision peri-domicilio e
intra-domicilio debido a que los fleb6tomos se han adaptado a estos ambientes (Organizacion

Panamericana de la Salud , 2015).

Actualmente en las Américas cada afio se reportan alrededor 60.000 casos de
leishmaniasis cutdnea y mucosa y 4.000 casos de leishmaniasis Visceral con una tasa de
mortalidad del 7%, también se conoce que alrededor del mundo el 75 % de los casos de

leishmaniasis cutanea se encuentra en las Américas siendo Brasil, Colombia, Pert y Nicaragua
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los mas afectados por esta enfermedad (Organizacion Panamericana de la Salud, 2014).En la

Figura 8 se puede observar la distribucion de leishmaniasis cutdnea y mucocutanea en las

Ameéricas.
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Figura 8. Distribucion de leishmaniasis cutanea y mucosa en las Américas en el afio 2011.

Fuente: (Pan American Health Organization, 2013)
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1.1.9 Leishmaniasis en Ecuador

En el Ecuador el primer caso de leishmaniasis se notificd en una mujer en 1920 por
Valenzuela a partir de esta fecha se notificaron diferentes casos clinicos en seres humanos
atribuidos a esta enfermedad, sin embargo investigaciones acerca de cdmo se da la transmision
de la leishmaniasis, vectores bioldgicos y reservorios no se realizaron hasta 1980 (Hashiguchi
& Gomez Landires, 1990)

En el Ecuador como en otros paises Sur Americanos Leishmania es endémica en zonas
tropicales y subtropicales, hasta 1990 la leishmaniasis endémica se encontraba en las
provincias de Pichincha ,Napo , Pastaza , Morona Santiago, Zamora Chinchipe, Loja, El Oro,
Azuay, Cafar, Bolivar, Los Rios, Guayas, Manabi, Esmeraldas (Hashiguchi & Gdmez
Landires, 1990).

Actualmente Leishmania se encuentra en 23 de las 24 provincias del Ecuador y afecta
principalmente a personas de bajos recursos que habitan en sectores rurales, se puede encontrar
casos a partir de los 300 msnm hasta la Sierra en valles interandinos con altitudes entre 1.200
a 2.400 msnm, zonas donde se encuentran bosques tropicales y subtropicales que son nichos

ecologicos del vector bioldgico asi como de los huéspedes reservorios (SNEM, 2013).

De acuerdo con diferentes investigaciones la especie L. braziliensis se encuentra en la
regién amazdnica mientras que L. mexicana se encuentra en la region Inter-Andina (Calvopina,
et al., 2006). También es probable que la leishmaniasis exista en forma de zoonosis en la selva
hameda tropical y subtropical del Ecuador, diferentes investigaciones indican que los vectores
bioldgicos implicados en la transmision del parasito en el Ecuador son Lutzomyia longipalpies,

Lutzomyia trapidoi y Lutzomyia hartmanni (Hashiguchi & Gomez Landires, 1990).

Ademas se encontrd cinco animales salvajes con infeccion natural por Leishmania y
son: Choloepsh didactylus, Sciurus granatenis, Sciurus vulgaris, Potos flavus y Tammdua
tetradactya. (Hashiguchi & Gomez Landires, 1990).De acuerdo con Calvopina (2004) en el
Ecuador los perros podrian ser huéspedes reservorios de Leishmania debido a que se encontro

una alta reactividad en sueros de perros utilizando la técnica ELISA.
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Como se puede observar en la Tabla 4 en el Ecuador podemos encontrar seis tipos de
especies de Leishmania.

Tabla 4 . Especies de Leishmania presentes en el Ecuador

Subgénero Subespecie Formas clinicas
e Leishmaniasis Cutanea
braziliensis . ..
Leishmaniasis mucosa
L. viannia guyanensis Leishmaniasis Cutanea
. Leishmaniasis Cutanea
panamensis . .
Leishmaniasis mucosa
mexicana Leishmaniasis Cutanea
L. leishmania amazonensis Leishmaniasis Cutanea
major-like Leishmaniasis Cutdnea

Fuente: (Kato, et al., 2005) (Armijos, et al., 1997)
Elaborado: (Ramos, 2016)

En el Ecuador el Ministerio de Salud desde el afio 2013, lleva un control semanal en
las 24 provincias del Ecuador de diferentes enfermedades con alto potencial epidémico entre
las cuales encontramos leishmaniasis cutanea, Varicela, Tétanos, Hepatitis B entre otras
(Ministerio de Salud Publica Ecuador, 2015)

De acuerdo con la gaceta epidemioldgica semanal nimero 53 del afio 2015, (Figura 9)
se puede observar un incremento de casos de leishmaniasis cutanea entre las semanas 11 y 13,
45y 47 que corresponderian a los meses de marzo—abril , octubre-noviembre , lo cual indicaria

que entre estos meses los vectores bioldgicos son mas activos .

37




ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR VECTORES
LEISHMANIASIS CUTANEA cIE-10B551
Ecuador, SE 1- 53, 2015

Semana

Ao

Il 2015
Il 2014
W 2013

Casos

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52

Figura 9. Casos de Leishmaniasis en Ecuador afio (2013-2015)
Fuente: (Ministerio de Salud Publica Ecuador, 2015)

En la Figura 10 se puede observar el nimero de casos de leishmaniasis reportados en
el afio (2015) por provincias.

Numero de casos de Leishmaniasis, por provincias y semana e- Numero de casos de Leishmaniasis, por provincia.

pidemiologica. e
Semana (grupo) ;

Provincia SE1-52 53 Total gene..

PICHINCHA 332 332

SANTO DOMINGO DE LOS .. 207 7 214

ESMERALDAS 205 3 208

MORONA SANTIAGO 98 1 99

ORELLANA 94 2 9%

PASTAZA 66 66

SUCUMBIOS 62 62

BOLIVAR 54 54

MANABI 49 3 52

NAPO 44 2 46

IMBABURA 39 39

EL ORO 34 34

GUAYAS 29 29

CHIMBORAZO 16 16

LOS RIOS 12 12

ZAMORA CHINCHIPE 1 11

COTOPAXI 7 1 8

LOJA 6 6

AZUAY 5 5

CARCHI 4 4

TUNGURAHUA 4 4

CANAR 2 2

SANTA ELENA 2 2 . ‘

Total general 1.382 19 1.401 g : X

38



Figura 10. Namero de Casos de Leishmania reportado por provincias en el Ecuador.

Fuente: (Ministerio de Salud Publica Ecuador, 2015)

1.2 Antecedentes

Generalmente los animales domésticos o selvaticos infectados con Leishmania pueden
presentar signos de tener la enfermedad; como pocos amastigotes en la piel o visceras o

simplemente no presentan signos de la enfermedad (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

Uno de los animales domésticos mas afectados y al cual se lo ha propuesto como
huésped reservorio de leishmaniasis en Sur América es el perro; en Europa diferentes estudios
indican que estos animales son huéspedes reservorios de leishmaniasis visceral, la especie

relacionada es L. infantum (Organizacién Mundial de la Salud, 2010).

En los animales salvajes o domésticos esta enfermedad es generalmente asintomatica,
en perros el periodo de incubacion varia de 3 meses a 7 meses, actualmente los perros son los
animales mas expuestos a esta enfermedad y pueden llegar a contraerla en cualquier momento
(The Center for Food Security Public Health, 2010).

En América latina la costumbre de tener animales cerca de las casas aumentan el riesgo
de contraer esta enfermedad, se conoce que los fleb6tomos son atraidos por los perros ya que
son los principales huéspedes de la leishmaniasis cutanea, también se deduce que tener
gallineros cerca de las casa representa un riesgo debido a que los animales selvaticos son
atraidos por estos, y estos son reservorios naturales de Leishmania (Organizacion Mundial de
la Salud, 2010).

1.2.10 Leishmaniasis en equinos

Los équidos también llegan hacer afectados por Leishmania, entre ellos encontramos:
caballos, mulas y burros, estos pueden desarrollar lesiones cutaneas, en la cabeza, orejas,
cuello, patas y escroto sin embargo no se ha documentado casos de leishmaniasis visceral en

estos animales (The Center for Food Security Public Health, 2010).
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En Sur América el primer caso de un caballo infectado con leishmaniasis se reportd en
Argentina en el afio 1927, la especie relacionada fue L. braziliensis .En los ultimos afios se han
reportado infecciones de equinos en Venezuela, Brasil, Puerto Rico, Estados Unidos .Sin
embargo no se conoce con exactitud, si estos animales son huéspedes reservorios de
Leishmania o son huéspedes accidentales de esta (Truppel , et al., 2014); (Vedovello Filho,
Jorge, C. Lonardoni, Teodro, & V. Silveira, 2008).

Las siguientes investigaciones realizadas en equinos aparentemente sanos, que habitan
en zonas endémicas de Leishmania, revelan que estos animales estan siendo infectados con el

parasito.

En el sur de Brasil en zonas endémicas donde se encuentra L. brazilienzis, se investigo
si los equinos llegan hacer infectados con el parasito. Se tomaron muestras de sangre de 227
equinos (caballos, burros, mulas), ninguno de los cuales presentaban lesiones cutaneas
producidas por Leishmania, los sueros fueron sometidos a ensayos de PCR y ELISA (Truppel
, etal., 2014).

En los resultados se encontro anticuerpos anti-Leishmania, asi como ADN del parasito,
por lo que se demostrd que en zonas endémicas de Leishmania braziliensis, los equinos estan
infectados con el parésito y a su vez estaria relacionado con el alto nimero de casos de

leishmaniasis en seres humanos (Truppel , et al., 2014).

Asi mismo en el estado Parand en Brasil donde L. braziliensis también es endémica, se
analizaron 55 sueros de caballos de los cuales 42 sueros presentaron anticuerpos anti-L.
braziliensis, los resultados indican que los animales tuvieron contacto con el parasito, sin
embargo no se logré determinar la importancia de los equinos en el del ciclo del parasito
(Vedovello Filho, Jorge, C. Lonardoni, Teodro, & V. Silveira, 2008).

En Venezuela en el Estado de Aragua, tres burros Equus asinus, dos machos y una
hembra, presentaban lesiones cutaneas tipo dermatitis nodular, se tomaron muestras de tejido
por biopsia, las muestras fueron analizadas y se comprob6 que los equinos estaban infectados

con Leishmania (Morales B, et al., 2010) .
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En la figura 11 se puede observar uno de los animales infectados con Leishmania. En
la imagen 11.A) se observa dermatitis nodular eritematosa ulcerosa a costrosas crdnica con
centro ulcerado y bordes de reepitelizacion complicadas, 11.B) cortes histologicos de piel que
evidencian dermatitis nodular erosiva ulcerativa costrosa, con abundantes macrofagos
reactivos con estructuras subcelulares compatibles con formas de amastigotes de protozoarios
tipo flagelados (10X), 11.C) cortes histolégicos de piel con coloracion especial PAS que

evidencian estructuras subcelulares compatibles con formas de amastigotes de protozoarios
tipo flagelados (PAS 40X) (Morales B, et al., 2010).

R et 1 | 79 ’a -
W 1. L , ¥ & M’t
Figura 11. Equus asinus infectado con leishmaniasis A) Dermatitis nodular eritematosa, B) Cortes

histoldgicos de piel, C) Cortes histolégicos con coloracién PAS

Fuente: (Morales B, et al., 2010)

De la misma forma en la investigacion realizada en Espafia por Fernandez (2005) a 55
caballos aparentemente sanos, que viven en zonas endémicas de L. infantum, se encontr6 que
los estos desarrollan inmunidad especifica humoral y celular que generalmente es eficaz en la

prevencion del desarrollo de la enfermedad en caballos (Fernandez-Bellon , et al., 2005).

1.3 Importancia del estudio

La Leishmaniasis cutanea, se puede curar en individuos inmunocompetentes, es decir
que el sistema inmunitario se active normalmente, sin embargo para tratar leishmaniasis en
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mucosa y visceral se utilizan antimoniales pentavalente como meglumina y el estibogluconato
de sodio, siempre y cuando los parésitos sean sensibles a estas drogas. Otras drogas como el
alupurinol, anfotericina B o anfotericina liposomal B y miltefosina, se deben administrar via
parenteral, en el caso de leishmaniasis cutanea se puede utilizar drogas topicas, sistémicas o
intralesionales que pueden administrarse directamente en las lesiones, el uso de estos depende
de la especie de Leishmania (The Center for Food Security Public Health, 2010; Organizacion
mundial de la Salud,2010)

La Organizacion panamericana de la salud (2013) describe las siguientes
recomendaciones para el tratamiento de la leishmaniasis cutdnea y mucosa, como se puede
observar en la Tabla 5 el esquema terapéutico para el tratamiento de la enfermedad en las

Américas.
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Tabla 5. Opciones Terapéuticas de leishmaniasis cutanea y mucosa en las Américas presentados segin su
forma clinica, indicacién y nivel de evidencia.

NiCaciones terapeutica
Leishmaniasis cutanea Tratamiento local’ (opciones por calidad de la evidencia):
localizada B Termoterapia. Ver restriccidn de uso en el cuodro con los esquemas
m lesitn Gnica hasta de terapéuticos parg tratamiento de o leishmaniosis cutdneg

900 m¥ (dimetro de 3 cm) B Antimoniales pentavalentes intralesionales

en cualquier localizacidn,
excepto cabeza y regiones
periarticulares, ausencia de
inmunodepresitn y posibilidad
de efectuar seguimiento

Centro de referencia.

Tratamiento sistémico (opclones por calidad de la evidencia):
Primera lfnea

W Antimoniales pentavalentes

B Miltefosing

m Isetionato de pentamidina (I. guyamensis y [ panamensis) Primer o segundo nivel
B Ketoconazole (L mexicano y L. panamensis) de atencidn.
Segunda [hea Segundo nivel
B Anfotericinz B o centro de referencia.
Leishmaniasis cutanea Tratamiento sistémico (opclones por calidad de la evidencla):
localizada Primera lfnea
m Lestn infca con mis de | .I!|.It||:II'I'II:lI'!Ia|E5 pentavalentes
900 mm* =n cualquier " H1It{efns|na - . .
localizacicn g B Isetionato de pentamiding (I ponamensis y[. guyanensis)

. . . W Eetoconazole (L mexicano y L. ponomensis
B lesidn dnica de cualguier ( ¥ )

tamario, en cabera o regiones Primer o segundo nivel

periarticularas o E e
B lesiones miltiples Segunda lhea
B lesiones (nicas previamente W Izetionato de pentamidina
tratadas localmente que no m Anfotericing B Sepundo nivel
respondieron o recayeron m Anfotericing B Liposomal o centro de referencia.
Leishmaniasis cutanea Tratamiento sistémico (opclones por calidad de la evidencla):
diseminada Primera lfnea
W Antimoniales pentavalentes
Segunda (e
® Anfotericina B liposomal Sepundo nivel
m Anfotericing B o centro de referencia.
Lelshmaniasis cutanea difusa Tratamiento sistémico (opclones por calidad de la evidencla):
W Antimoniales pentavalentes
B Anfotericing B liposomal
W Izetionato de pentamidina
m Anfotericing B desoxicolato Centro de referencia.
Leishmaniasis mucosa Tratamiento sistémico (opclones por calidad de la evidencla): Centros de referencia.

B Antimoniales pentavalentes + pentoxifiling
W Antimoniales pentavalentes

® Anfotericina B liposomal

W Izetionato de pentamidina

B Anfotericina B desoxicolato

Fuente: (Organizacion Panamericana de la Salud, 2013)

Sin embargo diferentes estudios y hasta el mismo paciente, sefialan que el uso de estos
medicamentos tiene efectos secundarios como: anorexia, vomito, nauseas, cefaleas, entre los

efectos colaterales graves tenemos hepatotoxicidad o cardiotoxicidad (Organizacién Mundial
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de la Salud, 2010).En la Tabla 6 se puede observar los diferentes efectos colaterales causados
por el uso de los medicamentos utilizados actualmente para tratar la leishmaniasis.

Tabla 6. Frecuencia de los efectos adversos clinicos, de laboratorio y electrocardiogréficos en los

pacientes con leishmaniasis cutanea tratados con antimonios pentavalentes e isetionato de pentamidina

Antimoniales Pentavalentes Isetionato de Pentamidina
10-20 me/kgid -4 mglkgfd

Sigwsy sotmmes T T e a—

Mizlpiafartralgia 358 EB6 il 49
Trastormas gastrointestinales 361 174 312 N5
Dalar de cabeza 532 136 224 152
Anorexia 57 15,8 15 46,7
Astenizffatiga 127 189 128 211
Fiebre 430 167 103 ar
Aeacciones cutineas 38 58 EF:] 53
Alteraciones cardiovascularas 54 &7 T 7.8
Altaraciones respiratorias TG 105 50 5
Dalar bacal &7 643 526 IL6
Comandn x| BT - -
Altaraciones del gusto 154 53 &0 17.5
Alteraciones newroldgicas 103 15 281 &6
Altaraciones del equilibria 7 52 a8 k)
Altaraciones del comporiamiento - - 38 53
T ASTIALT 268 433 - .
T Lipasa/amilasa 157 539 = =
Leucopenia 52 7 - -
Trombocitopania 42 Tl - -
Hipoglucamiz - - B3 24
Prolongacion del Intervala QTc 162 16 - -
Wrd 134 5 = -
Arritmia 51 13 - -

Fuente: (Organizacion Panamericana de la Salud, 2013)

Debido a que muchos de los medicamentos utilizados actualmente son toxicos y pueden
tener efectos secundarios importantes sobre los pacientes y considerando que no existen un
tratamiento efectivo y seguro contra la leishmaniasis se ha buscado reducir la enfermedad con

el desarrollo de vacunas(Organizacion Mundial de la Salud, 2010).
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En asi que diferentes investigacién muestran que la vacunacion puede prevenir la
leishmaniasis (Murray, Berman, Davies, & Saravia, 2005).Actualmente el desarrollo de
vacunas se basa en la busqueda de antigenos y adyuvantes o antigenos recombinantes en forma

de proteinas o en forma de ADN que protejan al huésped vertebrado (Carrién Herrero, 2007).

En los ultimos afios las investigaciones realizadas con cOcteles de vacunas
recombinantes multicomponentes, estan demostrando ser més eficaces que las vacunas de
antigenos, debido a que estas contienen mayor nimero de epitopos parasitarios que ayudan en
la proteccidn de organismos superiores como perros y humanos (Masina, M, Demotz, & Fasel,
2003)

Por otra parte, la deteccion temprana de la enfermedad permitiria un correcto
tratamiento, también se evitaria que el parasito infecte 6rganos de gran importancia. La
sensibilidad y especificidad de las técnicas seroldgicas depende del antigeno que se utiliza, y
de factores intrinsecos a la técnica empleada, por esta razén la utilizacion de antigenos
purificados en la técnica ELISA, permite que la técnica tenga una elevada sensibilidad y
especificidad ya que evita reacciones cruzadas con la enfermedad de chagas, la cual también

se encuentran dentro de la familia Trypanosomatidae (Gonzéles Garcia, 2003).

Por lo cual, el desarrollo de técnicas de diagndstico seroldgicas rapidas y sensibles
serian de gran ayuda en lugares muy alejados de ciudades y que sean de dificil acceso, asi
también la utilizacién de una o mas pruebas, ayudaria a un mejor diagnostico de la enfermedad
(Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

En este sentido, nos preguntamos, si las histonas de Leishmania seran inmunogénicas
en la infeccidn de equinos y si estas podran ser empeladas en la prevencién y diagndstico en la
infeccion de leishmaniasis en equinos, por ende el presente estudio plantea evaluar por primera
vez si las histonas de Leishmania mexicana son reconocidas por sueros de equinos infectados

con Leishmania amazonensis.

El método a utilizarse se conoce como western blot, esta técnica consiste en realizar
una electroforesis con las histonas de Leishmania mexicana, posteriormente transferirlas a una

membrana de nitrocelulosa o nylon. Sobre la membrana colocaremos los sueros de los equinos
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infectados con Leishmania amazonensis de esta forma podremos conocer si los equinos estan

generando anticuerpos anti-histonas que reconozcan solo histonas del parasito.

1.4 Objetivo general
Evaluar las histonas de Leishmania mexicana como antigenos para el diagndstico
seroldgico de la Leishmaniasis en equinos.

Objetivos especificos

e Realizar el cultivo de promastigotes de Leishmania mexicana.
e Realizar el aislamiento de histonas de Leishmania mexicana.
e Determinar mediante western blot si las histonas de Leishmania mexicana son

reconocidas por los anticuerpos de equinos infectados con Leishmania amazonensis.
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CAPITULO 1I

2. MARCO TEORICO

2.1 Histonas

Las histonas son un grupo de proteinas estructurales que juegan un importante papel en
la organizacién y funcion del ADN, estan altamente conservadas evolutivamente (Galanti,
Galindo, Espinoza, & Toro, 1998) forman el nucleosoma y se dividen en cuatro dimeros que
son H2A-H2B H3-H4 (Luger, Mader, Richmond, Sargent, & Richmond, 1997).

También existe una quinta histona la H1, esta histona ayuda a aumentar al grado de
plegamiento del ADN, que finalmente terminara con la construccion de la cromatina. Las
histonas nucleosomales H2A, H2B, H3 y H4 son semejantes en diversas especies y son las
proteinas mas conservadas que se conocen, es asi que las histonas de Leishmania presenta una
gran similitud con histonas de eucariotas superiores principalmente en la region globular, sin
embargo el extremo N-terminal es altamente divergente. También se conoce que la H1 es la

histona mas divergente entre especies (Galanti, Galindo, Sabaj, Espinoza, & Toro, 1998)

En la (figura 12) se puede observar como es la organizacion de las histonas
nucleosomales H2A, H2B, H3 H4, y H1
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Figura 12. Histonas

Fuente: (Scilogs, 2013)

Se conoce que las histonas de los parasitos protozoos, pueden sufrir diversas
modificaciones covalentes y post-traduccionales, generalmente ocurren en los extremos N-
terminal, estas modificaciones son catalizadas por actividades enzimaticas .De acuerdo con la
teoria del codigo de histonas existen numerosos factores como los reguladores
transcripcionales, que poseen dominios capaces de reconocer estas modificaciones especificas
en las histonas, constituyendo asi un lenguaje empleado por los parasitos para dirigir las
respuestas celulares (Strahl & Allis, 2000), por lo tanto se cree que estas modificaciones

pueden estar implicadas en la virulencia (Sullivan , Jr, Naguleswaran, & Angel, 2006).

Por lo tanto, el estudio de las histonas de los protozoarios puede ser de gran utilidad
para el desarrollo de vacunas y de tratamientos farmacoldgicos frente a enfermedades causadas

por tripanosomatidos.

Diferentes estudios describen a las histonas como antigenos inmunodominantes, que
son expuestos al sistema inmunitario del huésped vertebrado durante los procesos de infeccién
natural y experimental, pues se ha encontrado en sueros de perros y seres humanos infectados

con leishmaniasis anticuerpos anti-histonas del parasito (Nieto & col., 1999; Requena, Alonso,
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& Soto, 2000). Manuel Soto y colaboradores fueron los primeros en estudiar la
inmunogenicidad de las histonas nucleosomales de L. infantum (Soto, et al., 1996; Soto, et al.,
1998).

2.2 Antigenicidad e inmunogenicidad de las histonas de
Leishmania

En la actualidad diversos estudios sefialan, que estas proteinas de localizacion nuclear,
son reconocidas por el sistema inmunitario de organismos infectados con leishmaniasis tras la
infeccion natural con el parasito, pues se ha detectado anticuerpos anti-histonas en los sueros

de organismos infectados con leishmaniasis (Ramirez, et al., 2009).

Como se mencion antes lainmunogenicidad de estas proteinas nucleosomales también
ha sido demostrada en la leishmaniasis canina. En el trabajo realizado por Soto (1996) se
investigd si los anticuerpos anti-histonas H3 y H2B encontrados en perros infectados con

Leishmaniasis visceral son especificos contra el parasito.

En la investigacion antes mencionada, se logro determinar que en los sueros de perros
infectados con leishmaniasis visceral existen anticuerpos anti-H3, y estos son especificamente
contra el parasito Leishmania y no contra otras histonas de mamiferos. En la (figura 16) en la
linea 1 se encuentran histonas comerciales del timo de un becerro, mientras que en la linea 2

se encuentran fragmentos de histonas de L. infantum.

La (figura 16 A) muestra que mientras los sueros de perros infectados con
leishmaniasis, reaccionan con algunas proteinas de la banda que contiene fragmentos de
histonas de L. infantum, por otra parte los sueros no muestran reactividad con las histonas del
timo del becerro, esto demuestra que los anticuerpos anti-histonas de sueros infectados con
leishmaniasis visceral son reconocidos especificamente contra histonas del parésito (Soto, et
al., 1996).

La (figural3 B) muestra que una sola banda reconoce el suero infectados con
leishmaniasis visceral, como se muestra la purificacion de anticuerpos no tiene reaccion

cruzada con las histonas H3 del becerro, (figural3 C) refuerza la conclusién que los
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anticuerpos anti —H3 generados durante la infeccion con Leishmania son especificos contra la
histona del parasito.

Los resultados presentados por (Soto, et al., 1996) confirman que 81% de los sueros de
perros infectados con leishmaniasis visceral, reconocen la histona H3 del parasito asi las
histonas parecen ser antigenos inmunodominates durante la leishmaniasis canina visceral, y

pueden ser de gran ayuda para el diagnostico seroldgico de la enfermedad.
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Figura 13. Andlisis de especificidad de anticuerpos anti-H3 presente en sueros de perros
infectados con leishmaniasis visceral.
Fuente: (Soto, et al., 1996)

También se ha demostrado que las histonas del parasito Leishmania sirven como
antigenos en ratones los cuales han sido infectados experimentalmente con L. infantum y L.

major (lIborra, Soto, Carrion, Alonso, & Requena, 2004).

Diversos trabajos sefialan a estas proteinas como importantes, debido a que son
reconocidas por el sistema inmunolégico del hospedador y activan la respuesta inmunitaria en
los sujetos afectados. Ademas se ha demostrado que las histonas nucleosomales de

Leishmania, pueden activar la respuesta inmunitaria y ayudan a la protecciéon del enfermo
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durante la infeccidn ya que generan una respuesta celular tipo Th1/Th2 (Iborra, Soto, Carridn,
Alonso, & Requena, 2004; Carneiro, et al., 2012).

2.3Vacunas desarrolladas utilizando histonas de Leishmania.

Diferentes estudios en animales experimentales han determinado que las histonas del
pardsito Leishmania, pueden inhibir el desarrollo de la enfermedad conocida como
leishmaniasis a continuacion se detallan investigaciones donde se desarrollaron vacunas

utilizando histonas de Leishmania.

Una de las vacunas experimentales propuestas contra leishmaniasis consiste en la
construccion de plasmidos de ADN que contengan fragmentos de histonas H3, H4, H2A, H2B
de L. infantum, posteriormente un grupo de ratones hembra BABL/C fueron infectadas con L.
major seguidamente de las inmunizo con los cuatro tipos de plasmidos H2A, H2B, H3, H4 por

via intramuscular (Iborra, Soto, Carrién, Alonso, & Requena, 2004).

En el experimento se midio la cantidad de células producidas por el sistema inmunitario
de los ratones, dando como resultado un aumento significativo de células T (CD4 + y CD8+)
y la produccion de INF-y células que interviene en la eliminacion del parasito (Iborra, Soto,
Carrion, Alonso, & Requena, 2004).

De igual manera (Carneiro, et al., 2012) realizaron vacunas con plasmidos de DNA que
contenian histonas H2A, H2B, H3, H4 de L. infantum las vacunas fueron administradas a un
grupo ratones BALB /c hembra que habian sido infectadas con L. braziliensis, los resultado de
la inmunizacién con histonas determinaron que estas proteinas impiden el desarrollo de
lesiones que produce la leishmaniasis cutanea causada por L. braziliensis. (Carneiro, et al.,
2012).
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CAPITULO 111

3. METODOLOGIA
3.1 Area de estudio

Las muestras fueron tomadas en la provincia del Napo Ecuador por investigadores del
Centro Internacional de Zoonosis de la Universidad Central del Ecuador, entre las parroquias
Gonzalo Diaz de Pineda, Santa Rosa de Quijos y Sardinas. En la (figura 14) se detalla los
lugares de toma de muestras. La provincia del Napo ocupa un 10,7% de la Amazonia
Ecuatoriana tiene una extension de 12 504 km?, su variacion altitudinal esta entre los 400 y
5700 msnm, es decir la provincia se extiende desde las zonas tropicales bajas de la Amazonia,
zonas templadas de bosques nublados hasta las zonas alto-andinas de paramo (Gobierno

Auténomo Descentralizado Provincia de Napo, 2015).

Debido a sus diferentes rangos altitudinales, existe una gran diversidad de fauna y flora
razén por la cual, es considerado como uno de los “puntos calientes” (hotspots). La temperatura
promedio es de 25 °C, llegando a ser la mas baja 9 °C y la mas alta 28 °C tiene una precipitacion
media superior a los 3.000 mm. Ademas cuanta con varios pisos climaticos cada uno con
precipitacion, humedad y temperatura (Gobierno Autonomo Descentralizado Provincia de
Napo, 2015) .
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Figura 14. Equinos infectados con Leishmania spp.
Fuente: (Enriquez,2016)

Los sueros de los equinos fueron sometidos a técnicas parasitolégicas y moleculares,
se encontrd que la especie infectante fue Leishmania amazonensis, la cual fue identificada
mediante el secuenciamiento de productos de amplificacion de la region del espaciador
ribosomal interno-1 (ITS-1). Los sueros de 11 equinos fueron diagnosticados como positivos
para Leishmania (comunicacién personal Graciela Uzcanga).

3.2 Cultivo del parasito

Promastigotes de L. mexicana MHOM / BZ / 82 / BEL21 se cultivaron en medio

Schneider suplementado con suero bovino fetal inactivado al 10%.
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3.3 Aislamiento de Histonas de Leishmania mexicana

Promastigotes de Leishmania spp. en fase semi-logaritmica fueron sedimentados,
lavados con PBSG frio y congelados. Posteriormente fueron lisados en buffer hipotédnico [10
mM TRIS-HCL (pH 8), 1 nm KCL, 1,5 mM Mg CL2, 1 mM de DTT] suplementado con
inhibidores de proteasas.

Los nucleos liberados fueron sedimentados por centrifugacion 10.000 x g por 10
minutos a 4 °C, resuspendidos en 0.4 N H2SO4 e incubados en toda la noche en agitacion a 4
°C. Posteriormente, se realiz6 una centrifugacion a 16.000 x g por 10 minutos para eliminar el
debris celular. Finalmente, el sobrenadante fue transferido a tubos limpios y las histonas fueron
precipitadas mediante la adicion de 8 volimenes acetona fria y la incubacion a -20 °C por 3
horas. El precipitado fue centrifugado a 16000 x g por 10 minutos y fue lavado dos veces con
acetona. Por altimo, el sedimento fue secado a temperatura ambiente y re suspendido en buffer
50 mM Tris-HCL, pH 6,8 con inhibidores de proteasas. Se determind la concentracion de

proteinas por el método de Qubit obteniéndose una concentracion de 115 pg/mL.

3.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis se realizé en base al método descrito por Laemmli (1970), la cdmara
de electroforesis utilizada fue la Mini -vertical Slab Gel / Blotting System DCX-700.

Se preparé el gel de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), se utilizé un peine preparativo el cual contenia dos pocillos, uno para el marcador y
otro para la muestra. Posteriormente se armo la camara de electroforesis, el buffer de corrida
utilizado fue (25mM Tris NaCl, 192 mM Glicina, 0,1 % SDS, pH 8.5).Se dejé correr durante
1 hora a 80 V, luego se cambio el voltaje a 120V y se dejé correr hasta que la muestra llegue
al final del gel.

Para determinar el peso molecular de las histonas de interés H3 y H4 en el gel de
poliacrilamida, nos sustentamos en la comunicacion personal de la Dra. Graciela Uzcanga
(2015) que realizo un western blot con histonas de pollo e histonas de Leishmania mexicana,
mediante el uso de anticuerpos comerciales anti-histonas, consiguié determinar el peso

molecular de las histonas H3 y H4 que es :15 Kda y 14kda como se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Western blot histonas de Leishmania mexicana

Fuente: (comunicacion personal Uzcanga, 2015)

3.5 Método analitico western blot

Para realizar el western blot se siguieron los siguientes pasos descritos en la figura 16
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Figura 16. Esquema de western blot

Elaborado: (Ramos, 2016)
Transferencia de las proteinas de gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa

Se realizo6 el montaje del sandwich, como se describe en la (figura 17) y se lo acopld
en la cAmara de electroforesis, el buffer de transferencia utilizado fue (Tris Glycina Buffer pH
8,3, metanol 10% v/v).Se dejé correr durante 90 minutos a 185 V.

Montaje de la transferencia

B
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Figura 17. Esquema del montaje del sandwich
Fuente: (Veiga, 2013)
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Las transferencias fueron tefiidas con rojo de Ponceau para verificar la transferencia de
las proteinas, como se muestra en la figura 18. Se dejo secar la membrana de nitrocelulosa por

1 dia a temperatura ambiente.

Proteinas
desconocidas
de diferentes

pesos
moleculares

Histonas

Figura 18. Membrana de nitrocelulosa tefiida con rojo de Ponceau

Fuente: Ramos, 2016

Se marc6 con un lapiz la zona transferida, se dejo un espacio de 1 cm para el marcador
y se procedi6 a hacer pequefias marcas de 2mm de distancia. Se corté con un bisturi (sin tocar
el lugar de la transferencia), se etiquetd cada tirilla con nimeros y se las coloco en tubos de

vidrio.
Inmunobloting o Inmmundeteccion

Para realizar la inmunodeteccion, se prepar6 Tris buffer fosfato salino TBST (20mM
Tris 150mM NaCl pH 8,3 0,1% tween 20) se utiliz6 30mL de TBST mas 5% leche descremada
para la solucion bloqueante. Se coloco 3,75 mL de solucidn bloqueante en cada tubo de vidrio,

se incubo durante 1 hora en movimiento a temperatura ambiente.
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Posteriormente se botd la solucién blogqueante y se realizd 3 lavados con 1250 pL de
(TBST), en movimiento, el tiempo de lavado fue de 5 minutos.

Posteriormente se incubd con el anticuerpo primario para lo cual se realizo la dilucion
de los sueros de equinos 1:100, se coloc6 1250 pL de (TBST) mas 125 uL de suero y se coloco

en cada tubo de vidrio. Se dejo incubar durante 1 hora en movimiento a temperatura ambiente.

Seguidamente se procedio a botar el suero se realizo 3 lavados con 1250 pL de (TBST)

en movimiento, el tiempo de lavado fue de 5 minutos.

Para la solucién conjugante se utilizé la proteina A-peroxidasa, se diluyd 5 pL de
conjugado en 30 mL de (TBST). Se coloc6 1mL de conjugado en cada frasco, se dejo durante
toda la noche a temperatura ambiente. Al otro dia, se realizé 3 lavados con 1250 de uL (TBST)
en movimiento, el tiempo de lavado fue de 5 minutos. El esquema de lo pasos realizados en la

inmunodeteccidn se describe en la (figura 19).

o
Bloqueo de la Foo
membrana Leche, BSA, etc...

Incubacién con el Yy

anticuerpo primario _ Anticuerpo o
Lavado (TBST)
Incubacion con E
anticuerpo secundario e
cuerpo

conjugado T 1 cS——

Lavado (TBST)

Deteccion

Figura 19. Esquema de la inmunodeteccion

Fuente: (Veiga, 2013)
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Revelado
Para él revelado se utilizo el kit Clarity ™ Western ECL blotting substrate, se coloco
en un recipiente 2mL de cada frasco del Kit, posteriormente se colocaron todas las tirillas y se

dejo reposar durante 3 minutos.

El marcador de peso molecular fue sefialado con un lapiz fluorescente en cada banda.
Finalmente se coloc6 ordenadamente cada tirilla en el equipo de revelado junto con el marcador

de peso molecular, se esper6 durante 6 minutos.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Resultados
4.1.1 Cultivo de promastigotes de Leishmania mexicana

Promastigotes del parésito Leishmania mexicana, crecieron en medio Schneider
suplementado con suero bovino fetal inactivado al 10%, mediante microscopia se logro

observar los promastigotes, como se muestra en la figura 20.

Figura 20. Cultivo del parasito Leishmania en medio Schneider

Fuente: (Uzcanga, 2016)
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4.1.2 Aislamiento de histonas de Leishmania mexicana

El aislamiento de las histonas H3 y H4 de Leishmania mexicana, se realizo utilizando
la metodologia descrita en el presente trabajo, en la figura 21 se puede observar las histonas

aisladas en el gel de poliacrilamida 15%.

PM
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20—

15— Histonas

| hz

10 —

Figura 21. Gel de Poliacrilamida 15%

Fuente: (Ramos, 2016)

4.1.3 Evaluacion de histonas de Leishmania mexicana

En el presente trabajo se analiz6 un total de 18 sueros de equinos, 11 sueros positivos
para Leishmania amazonensis y 7 sueros negativos; mediante el uso del método western blot
se logro determinar que los 11 sueros positivos reconocieron las histonas H3 y H4, excepto la
tirilla 9 que no tuvo ningun reconocimiento, mientras que los 7 sueros negativos reconocieron

la histona H3 y no hubo reconocimiento de la H4, como se muestra en la figura 22.
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Figura 22. Western blot de sueros de equinos

Fuente: (Ramos, 2016)

La frecuencia de reconocimiento de los 11 sueros de equinos positivos infectados con
Leishmania amazonensis, para la histona H3 fue de 91% (10/11), las tirillas 1,2,3,4,5,6,7,8,10
reconocieron esta histona, mientras que la histona H4 tuvo un reconocimiento de 63,63%
(7/11), las tirillas1,3,4,6,8,10,11 reconocieron esta histona. En la figura 23 se observar el
reconocimiento de los 11 sueros positivos en porcentaje.
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Figura 23. Reconocimiento de sueros de equinos positivos
Fuente: (Ramos, 2016)

4.2 Discusion

Actualmente en Ecuador no se conoce cual es el grado de infeccion de equinos en zonas
endémicas de Leishmania, y si estos podrian estar involucrados en el elevado indice de casos
de infeccidn con Leishmania en seres humanos, como se muestra en la gaceta epidemioldgica
del ministerio de Salud (2015).Sin embargo diferentes estudios realizados en sur Ameérica,
sefialan que los equinos que viven en zonas endémicas de Leishmania estaran en contacto con
el paréasito, por lo que podrian contraer la infeccion en cualquier momento (Truppel , et al.,
2014).

De la misma forma en Ecuador no existe un registro oficial de cuales son los animales
domésticos méas afectados; sin embargo Calvopina (2004) sefiala que los perros pueden ser

huéspedes reservorios de Leishmania.

En los caballos es muy dificil detectar la enfermedad a simple vista debido a que
muchos no presentan signos clinicos de estar infectados (The Center for Food Security Public
Health, 2010), sin embargo cuando se encuentran lesiones cutaneas en el animal se puede
utilizar métodos parasitoldgicos para su diagnostico (Morales B, et al., 2010).

No obstante para un mejor diagnostico, se puede utilizar métodos indirectos como;
ELISA, PCR entre otros (Alvar , 2001), actualmente la elevada presencia de anticuerpos anti-
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histonas en sueros de perros y humanos (Soto, et al., 1996; Soto, et al., 1998) generados durante
la infeccion con Leishmania, indican que las histonas nucleosomales tiene una alto potencial

para el desarrollo de diagnosticos serolégicos de Leishmania.

De acuerdo con Soto (1998) la frecuencia de reconocimiento de anticuerpos anti-
histonas en sueros de perros infectados con Leishmania infantum son las siguientes: H2A
(72%), Histona H3 (68%) Histona H2B, (60%) Histona H4 (44%).

Asi también en nuestro estudio se logré determinar que, los sueros de equinos
infectados con Leishmania amazonensis reconocen las histonas H3 y H4, pero también se

encontrd que los sueros negativos reconocen la histona H3.

De acuerdo con las investigaciones realizadas por Soto (1996) (1998), Ramirez (2009)
los anticuerpos anti-histonas de Leishmania, generados durante la infeccion, son capaces de
reconocer especificamente histonas del parasito, sin embargo existe otro parésito que se
encuentra dentro de la familia Trypanosomatidae, enfermedad conocida como chagas
producida Trypanosoma cruzi, debido a que las histonas son proteinas muy conservadas
evolutivamente, se cree que puede existir una reaccion cruzada con las histonas de parasitos

de la familia Trypanosomatidae, sin embargo esto no ha sido comprobado.

Por lo tanto, se cree que en nuestro trabajo puede existir una reaccién cruzada con las
histonas de paréasitos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae, también se plantea otra
hip6tesis para el reconocimiento de la histona H3 por parte de los 7 sueros de equinos
negativos. De acuerdo a la investigacion realizada por Fernandez y colaboradores (2005)
sefialan que los equinos infectados con Leishmania son capaces de generar respuesta celular y
humoral, generando asi la produccién de anticuerpos anti-Leishmania, dentro de los cuales se

encontrarian anticuerpos anti-histonas.

Por otro lado y en conclusion con todas las investigaciones realizadas hasta la fecha
para el desarrollo de vacunas experimentales en las cuales se utiliza fragmentos de histonas
nucleosomales H3, H4, H2A, H2B de Leishmania, serian de gran ayuda debido a que la
mayoria de los animales(ratones) infectados experimentalmente con Leishmania, inhibieron en

el desarrollo de la enfermedad o presentaron lesiones pequefias que, sin el uso de las vacunas
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hubieran sido mas comprometedoras para en animal (Carneiro, et al., 2012; Iborra, Soto,
Carrion, Alonso, & Requena, 2004).

También se ha demostrado que la inmunizacion con pldsmidos que contengan los
cuatro tipo de histonas nucleosomales tiene mejores resultados que la inmunizacion individual
con cada histona (H2A, H2B, H3, H4) (Carrion , Folgueria, & Alonso , 2008).

En consecuencia la inmunizacion con vacunas que contengan histonas de Leishmania
probablemente es uno de metodos mas recomendables para los animales que habitan en zonas
tropicales, se lograria que el animal genere una respuesta activa. La mayoria de los animales
en los cuales se ha probado estas vacunas experimentales han sido ratones BALB /c y perros
sin embargo no se deberia descartar la posibilidad de la inmunizacién en equinos con vacunas
gue contengan histonas de Leishmania y que estos generen una respuesta inmunitaria parecida

a la de perros y ratones.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los promastigotes de Leishmania mexicana pueden ser cultivados in vitro en medio

Schneider suplementado con suero bovino fetal inactivado al 10%.

El método de extraccion acida es apto para el aislamiento de las histonas de Leishmania
mexicana.

Los equinos infectados con Leishmania amazonensis generan anticuerpos anti histonas

de Leishmania.

Las histonas de Leishmania pueden ser utilizadas para el diagndstico serologico de la

leishmaniasis en equinos.
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5.2 Recomendaciones

En el laboratorio, se recomienda trabajar con todas las medidas de bioseguridad, utilizar

en todo momento el equipo de proteccion personal principalmente guantes y mandil.

Se recomienda mantener condiciones de asepsia en el laboratorio, y trabajar en la
camara de flujo laminar, especialmente al momento de realizar el cultivo del parasito debido a

que el medio de cultivo es muy susceptible a la contaminacion con otros microorganismos.

También se recomienda mejorar la metodologia empleada en el aislamiento de histonas,
si bien, se logra el aislamiento de estas, se puede encontrar una gran cantidad de proteinas de
altos pesos moleculares en el gel del poliacrilamida.

Para futuros estudios de leishmaniasis en equinos se recomienda elevar el tamafio de
muestras, también se recomienda estudiar cual es la funcion de los equinos dentro del ciclo de

vida del parasito.

Con respecto al estudio de las histonas nuclesomales como posibles proteinas utilizadas
para el desarrollo de diagnosticos seroldgicos en equinos, se recomienda estudiar el
reconocimiento que tienen los sueros de equinos para las histonas H2A, H2B y H1, pues tal
vez exista un reconocimiento mas especifico hacia cualquiera de estas histonas, y se podria

mejorar el desarrollo de métodos diagndsticos en equinos.

También se recomienda estudiar cuales son los equinos mas propensos a infectarse con
el parésito Leishmania, pues no se ha logrado determinar si los caballos, burros o mulas,

presentan fenotipos que los hace mas susceptibles unos de otros.
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