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Resumen 

Miembros del género Leishmania son agentes etiológicos de las diferentes 

manifestaciones clínicas de la leishmaniasis. Durante la infección, estos parásitos 

despliegan estrategias adaptativas que les permiten sobrevivir a los cambios 

impuestos por los ambientes donde se desarrollan. Factores liberados al medio 

extracelular, como proteínas, han sido vinculados con estos mecanismos, 

participando directamente en la interacción con el hospedador. Al conjunto de 

proteínas exportadas al exterior celular, bajo condiciones definidas, se le 

denomina exoproteoma (EP) y en Leishmania sp., las cisteín proteasas (CP) 

presentes en este, las cuales a su vez forman parte del exodegradoma (ED), son 

consideradas importantes blancos quimioterapéuticos y de diagnóstico dada su 

participación en los procesos de infección, replicación y desarrollo del parásito. El 

presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad CP presente en los ED de 

promastigotes y amastigotes-like de Leishmania mexicana (L. mexicana) y 

relacionarla con la virulencia del parásito. Esta evaluación se realizó comparando 

los patrones de degradación de gelatina en el ED de promastigotes y amastigotes, 

en zimogramas, en presencia y ausencia de medios de reacción que favorecen la 

actividad de las CP y de inhibidores de esta. Por otra parte, se evaluaron las 

diferencias de actividad CP entre los ED de promastigotes virulentos (PV) y 

naturalmente atenuados (PNA) de la misma cepa. Estos resultados nos 

permitieron concluir que los ED de promastigotes y amastigotes de L. mexicana, 

bajo las condiciones de estudio establecidas, presentan una actividad CP 

diferencial, la cual se relaciona directamente con la virulencia del parásito.  

Palabras clave: Exoproteoma, exodegradoma, cisteín proteasa, Leishmania, virulencia 
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1. Introducción 

1.1 La leishmaniasis 

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa transmitida al ser humano 

cuando una hembra hematófaga de dípteros del género Lutzomyia (en América) o 

Phlebotomus (en Europa, Asia y África), pica al hospedador mamífero al 

alimentarse y al mismo tiempo regurgita parásitos protozoarios del género 

Leishmania (Gómez y Olivier, 2010; Shing y Sivakumar, 2003). Esta se caracteriza 

por presentar diferentes manifestaciones clínicas entre las que se destacan:  

• Leishmaniasis cutánea (LC): manifestación clínica más frecuente. Se 

caracteriza por la presencia de lesiones cutáneas, tipo pápulas que se 

agrandan hasta un nódulo que posteriormente dan lugar a úlceras dejando 

cicatrices de por vida, las cuales son causa de discapacidad grave (OMS, 

2016; Burza y col., 2018). 

• Leishmaniasis mucocutánea (LMC): manifestación clínica descrita 

únicamente en el nuevo mundo (Kumar y Engwerda, 2014). Se caracteriza 

por generar la destrucción parcial o completa de las membranas mucosas 

de la nariz, la boca y la garganta (OMS, 2016). 

• Leishmaniasis visceral (LV): también conocida como kala-azar, es la 

manifestación clínica más severa presentando una mortalidad del 95% en 

los casos sin tratamiento (Kumar y Engwerda, 2014). Se caracteriza por 

episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia y 

anemia (OMS, 2016). 

 



 

2 

 

1.1.1 Epidemiología 

La leishmaniasis es endémica en 98 países en regiones tropicales y 

subtropicales del mundo, con riesgo de transmisión a más de 350 millones de 

personas (OPS, 2019). La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que 

cada año se producen entre 700000 y 1000000 de nuevos casos y entre 26000 y 

65000 defunciones (OMS, 2016), cifras que han incrementado dado a que la 

leishmaniasis es una de las principales enfermedades oportunistas en pacientes 

VIH+ (Mundodi y col., 2005).  

1.1.2 Etiología 

En las Américas, la infección humana se produce principalmente por 15 

especies del género Leishmania que se agrupan en los subgéneros Leishmania y 

Viannia (figura 1). En esta región, las especies más estudiadas de estos 

subgéneros son: L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) venezuelensis, L. 

(V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana y L. (V.) guyanensis (OPS, 

2019). En Venezuela las manifestaciones clínicas más frecuentes, LC y la LMC, 

son causadas principalmente por las especies L. mexicana y L. braziliensis (Hirst, 

y Stapley, 2000; Rodríguez y col., 2002).  

En el presente trabajo se utilizó como modelo biológico la especie 

Leishmania mexicana mexicana - cepa MHOM/BZ/82/BEL21, la cual fue aislada a 

partir de lesiones humanas en Belice (1982). Esta es una cepa de referencia por 

parte de la OMS (Orué y col., 2008).  

 
 



 

3 

 

 
 

Figura 1. Clasificación taxonómica de Leishmania. Representación esquemática de las 
principales especies de Leishmania. Tomado y modificado: OMS, 2010. 
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1.1.3 Tratamientos para la leishmaniasis 

En áreas endémicas, al no existir una vacuna eficiente frente a estas 

enfermedades, el tratamiento farmacológico se convierte en la principal 

herramienta para combatirlas. A día de hoy, existen cerca de 25 compuestos que 

muestran efecto anti-Leishmania, pero sólo unos pocos han sido clasificados como 

sustancias válidas para tratamiento en humanos (Villa y col., 2014). Entre las 

principales drogas de primera línea, empleadas para combatir esta enfermedad, 

se pueden mencionar compuestos orgánicos de antimonio trivalentes y 

pentavalentes tales como, antimoniato de N-metil glucamina y estibogluconato de 

sodio. Por su parte, como compuestos de segunda línea se pueden mencionar: la 

anfotericina B, anfotericina B liposomal, la pentamidina, la paromomicina, la 

miltefosina y la aminosidina (Castro y col., 2003). En general, estos fármacos 

presentan una eficacia limitada, desarrollan resistencia por parte del parásito, son 

tóxicos para el paciente, requieren administración parenteral y sus tratamientos 

son largos y costosos (Jiménez y col., 2012). Por estas razones, es importante 

continuar en la búsqueda de nuevos blancos quimioterapéuticos, con el fin de 

desarrollar tratamientos efectivos y preventivos (vacunas). 

1.1.4 Ciclo de vida de Leishmania sp. 

Los representantes del género Leishmania son parásitos protozoarios con un 

ciclo de vida complejo y heteroxeno (figura 2), que involucra dos tipos de 

hospedadores y dos morfotipos principales del parásito (Ambit y col., 2011; Kumar 

y Engwerda, 2014). En el mosquito, los parásitos se replican como células 

flageladas extracelulares y activamente móviles conocidas como promastigotes 

(figura 2A), que residen principalmente en el tracto digestivo del insecto. Cuando 



 

5 

 

el mosquito pica a un hospedador mamífero (transmisión antroponótica o 

zoonótica), los promastigotes metacíclicos son inoculados y pueden ser 

fagocitados por macrófagos o células afines del hospedador, donde se diferencian 

a amastigotes, los cuales poseen una forma redondeada, no móvil (figura 2A) 

(Besteiro y col., 2007; Kumar y Engwerda, 2014) (figura 2B). Una vez 

transformados, se multiplican hasta producirse la lisis de los fagocitos, liberándose 

e infectando otras células. Posteriormente, un insecto vector sano se alimenta de 

la sangre del hospedador e ingiere los macrófagos infectados con amastigotes. 

Estos parásitos se transforman en promastigotes en el intestino medio del insecto 

vector, se dividen y migran a la probóscide, completándose el ciclo (Besteiro y col., 

2007; Kumar y Engwerda, 2014) (figura 2B). 

La presencia de morfotipos estructuralmente disímiles en el ciclo de vida de 

Leishmania sp., denota una clara adaptación del parásito a las diferentes 

condiciones ambientales dentro de sus hospedadores (Zilberstein y Shapira, 

1994). Esto sugiere el despliegue de estrategias adaptativas que les permiten 

sobrevivir a los cambios impuestos por los ambientes donde se desarrollan (Sajid 

y McKerrow, 2002). El conocimiento de tales estrategias podría permitir el 

establecimiento de nuevas alternativas en el desarrollo de terapias contra la 

leishmaniasis. 
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania sp. A) Micrografías obtenidas por microscopia electrónica 
de los principales morfotipos de Leishmania sp.: amastigote, promastigote procíclico y 
promastigotes metacíclico. B) Ciclo de vida de Leishmania sp: la hembra hematófaga infectada se 
alimenta del hospedador sano (transmisión antroponótica y/o zoonótica), en ese momento 
regurgita promastigotes metacíclicos. Estos son fagocitados por macrófagos u otro tipo de células 
mononucleares fagocíticas. Una vez dentro de las células del hospedador se transforman en 
amastigotes (los cuales pueden replicarse dentro de los fagolisosomas). Se multiplican, generando 
la lisis de los fagocitos, se liberan e infectan otras células. El insecto vector sano se alimenta del 
hospedador e ingiere los macrófagos infectados con amastigotes. Estos amastigotes se 
transforman en promastigotes procíclicos en el intestino medio, se dividen y migran a la probóscide 
del insecto vector. Una vez ubicados en esa zona, se transforman en promastigotes metacíclicos 
infectivos, completándose el ciclo. Tomado y modificado de: Besteiro y col., 2017; Veras y Bezerra 
de Menezes, 2016. 
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1.1.5 Factores de virulencia de Leishmania sp. 

El proceso de interacción entre parásitos del género Leishmania sp. y las 

células del sistema inmunológico del hospedador mamífero es altamente 

complejo. Este conduce a una respuesta inflamatoria esencial para el control de 

parásitos. Células adyacentes al sitio de infección liberan quimiocinas las cuales 

inducen el reclutamiento de células inflamatorias como los neutrófilos (Atayde y 

col., 2016). Se ha sugerido que factores liberados por parásitos presentan 

propiedades quimiotácticas similares a las de las quimiocinas, favoreciendo así su 

propia fagocitosis (Charmoy y col., 2010).  

Estos factores juegan un papel clave en el establecimiento de la infección, 

denominándose así, factores de virulencia (Atayde y col., 2016). Por su parte, la 

virulencia está definida como el grado de patogenicidad de un microorganismo, la 

cual se refleja en el espectro de signos y síntomas clínicos observados (Chang y 

col., 1990). Entre los factores de virulencia mejor caracterizados de Leishmania 

sp. se pueden mencionar: 

• Los lipofosfoglicanos (LPG): moléculas constitutivas del glicocálix que 

cubre completamente la superficie de los promastigotes, estando 

dramáticamente reducido en amastigotes (Forestier y col., 2014). Se 

sugiere que los LPG participan directamente en la interacción temprana 

parásito-hospedador (Descoteaux y col., 1992). 

• Los proteofosfoglicanos (PPG): moléculas de superficie que se pueden 

presentar de manera filamentosa, unidas a la membrana y/o secretadas 

(Ilg, 2000). Los PPG se expresan tanto en promastigotes como en 

amastigotes y son constitutivos del gel secretor de promastigotes, matriz 
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gruesa secretada por los parásitos dentro del intestino medio del mosquito 

(Rogers y Bates, 2007). Se ha demostrado que este gel media el proceso 

de alimentación del insecto en beneficio del parásito, induciendo la 

regurgitación de los promastigotes en el hospedador mamífero (Rogers y 

Bates, 2007; Rogers y col., 2009). 

• Los Glicoinositol fosfolípidos (GPI): moléculas lipídicas que contienen en 

su estructura uno o más inositoles modificados (Zufferey y col., 2003). Se 

ha demostrado que los GPI están involucrados en la inhibición de la 

activación y señalización de los macrófagos. Dado que los niveles de 

expresión de GPI en amastigotes son altos, se sugiere su participación en 

la supervivencia del parásito dentro del fagolisosoma (Zufferey y col., 2003). 

• Las Fosfatasas ácidas: fosfatasas de alto peso molecular y altamente 

glicosiladas que están presentes en la superficie de todas las especies de 

Leishmania estudiadas hasta la fecha (Shakarian y col., 2003). Estas 

participan en la adquisición de nutrientes, la modulación del entorno del 

hospedador favoreciendo la sobrevivencia del parásito y confiriendo, 

gracias a su alto porcentaje de glicosilación, resistencia y protección ante la 

degradación proteolítica y bajo pH, característicos de la vacuola 

fagolisosomal de los macrófagos (Joshi y col., 2004). 

• Las Proteasas: enzimas proteolíticas que desempeñan un papel clave en 

las diferentes etapas del ciclo de vida del parásito. Actualmente hay 

evidencias de que los diferentes morfotipos del parásito son capaces de 

exportar proteasas que modulan directamente la migración a través de 
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barreras tisulares, la invasión de células, la degradación de la hemoglobina 

entre otras proteínas de la sangre, la evasión de la respuesta inmunológica, 

la activación de la inflamación en el hospedador mamífero y la modulación 

de rutas de señalización celular del hospedador, entre otras (Silva-Almeida 

y col., 2012).  

La importancia de los factores de virulencia, en el proceso de interacción 

parásito-hospedador, denota que la identificación y caracterización de estas 

moléculas, mayoritariamente proteicas, constituiría una herramienta en la 

comprensión de las estrategias utilizadas por estos parásitos (Chang y col., 1990; 

Beverley, 2003). Razón por la cual, actualmente las investigaciones que involucran 

el desarrollo de nuevos tratamientos o quimioterapia, así como la búsqueda de 

nuevos blancos proteicos con fines diagnósticos, se abocan a la caracterización 

de los exoproteomas (EP), conjunto de proteínas liberadas al exterior celular en 

condiciones definidas (Corrales y col., 2010; Tonui y col., 2004), dado que estos 

aportan información sobre las proteínas que participan directamente en el proceso 

de infección  (Peysselon y col., 2013). 

1.1.6 Degradoma y exodegradoma de Leishmania sp. 

El Comité de Nomenclatura de Enzimas de la Unión Internacional de 

Bioquímica y Biología Molecular (NC-IUBMB) asignó el uso del término proteasa al 

conjunto de hidrolasas que catalizan reacciones de ruptura de uniones tipo amida 

en macromoléculas proteicas y péptidos oligoméricos. Estas moléculas 

proteolíticas han sido identificadas en todos los sistemas biológicos, desde virus 

hasta vertebrados (Mottram y col., 2004; Olivier y col., 2005; Santarém y col., 

2007). Inicialmente de acuerdo a la NC-IUBMB, las proteasas se clasificaban en 



 

10 

 

exoproteasas y endoproteasa de acuerdo al sitio de escisión del enlace peptídico 

(NC-IUBMB, 1992). Pueden clasificarse según su mecanismo catalítico, y distribuir 

en nueve clases principales: Aspartíl (A), Cisteín (C), Glutamil (G), Metalo (M), 

Asparaginil (N), Mixtas (P), Serín (S), Treonín (T), Desconocidas (U) (Rawlings y 

col., 2014). No obstante, actualmente, se cuenta con un sistema de clasificación 

que las agrupa con base en sus características estructurales, las relaciones 

filogenéticas y los datos disponibles sobre su secuencia aminoacídica. Este 

sistema se conoce como la base de datos MEROPS y también ordena a las 

proteasas en grupos denominados clanes y familias (Rawlings y col., 2014).  

Una familia se define como el conjunto de enzimas proteolíticas que 

muestran una similitud significativa en la secuencia aminoacídica con la enzima 

tipo que define a la familia o con otra proteína que ya se ha demostrado que es 

homóloga a la enzima tipo y, por lo tanto, es un miembro de la familia. La relación 

de homología debe existir al menos en los sitios de unión del sustrato primario 

(Rawlings y col., 2014). Cada familia se identifica con una letra que representa el 

tipo catalítico de las enzimas proteolíticas junto con un número único (Rawlings y 

col., 2014).  

Un clan se compone por todas las proteasas que han surgido de un único 

origen evolutivo. Representa una o más familias que muestran evidencia de su 

relación evolutiva por sus estructuras terciarias similares, o si las estructuras 

terciarias no se encuentran disponibles, por el orden de los residuos del sitio 

catalítico en la cadena de polipéptidos (Rawlings y col., 2014). Cada clan se 

identifica con dos letras, la primera representa el tipo catalítico (A, C, G, M, P, S, 

T, U) de las familias incluidas en el clan y una segunda letra que corresponde a 
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una numeración alfabética (A-Z) (Rawlings y col., 2014). La tabla 1 resume la 

clasificación de los clanes y familias de proteasas más representativos. 

 
Tabla 1. Clasificación de las proteasas en clanes y familias. Tomada y modificada: Rawlings y 
col., 2018 

Clan Familia Peptidasas de referencia 

Clan de las aspartil peptidasas 

AA A1 pepsina A (Homo sapiens) 

  A2 VIH-1 retropepsina (virus de immunodeficiencia humana) 

Clan de las cisteín peptidasas 

CA C1 papaína (Carica papaya) 

  C2 calpaína-2 (Homo sapiens) 

  C14 caspasa-1 (Rattus norvegicus) 

  C14 metacaspasa (subfamilia de la caspasa) 

Clan de las glutamil peptidasas 

GA G1 scytalidoglutamica peptidasas (Scytalidium lignicolum) 

Clan de las metalo peptidasas 

MA M1 aminopeptidasa N (Homo sapiens) 

  M8 leishmanolisina (Leishmania major) 

  M32 carboxipeptidasa Taq (Thermus aquaticus) 

MC M14 carboxipeptidasa A1 (Homo sapiens) 

Clan de las asparaginil peptidasas 

ND N4 dominio de autoescisión asociado a Tsh y similar (Escherichia coli) 

Clan de las serín peptidasas 

  S10 carboxipeptidasa Y (Saccharomyces cerevisiae) 

  S62 influenza A PA peptidasa (influenza A virus) 

Clan de las treonin peptidasas 

unassigned T8 HopB1 g.p. (Pseudomonas syringae) 

 

Se define como degradoma (DG) al conjunto de proteasas y su repertorio de 

sustratos naturales, que se expresan en un momento o circunstancia específica en 

una célula (López-Otín y Overall, 2002). En tripanosomatidios el DG cumple un 

papel primordial en la adaptación y sobrevivencia del parásito (McKerrow y col., 
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2006). Avances recientes en diferentes proyectos Genoma de Leishmania sp., han 

permitido predecir que el 2% de todos los genes expresados codifican para 

enzimas proteolíticas, siendo en su mayoría proteasas pertenecientes al clan de 

las CP (Sajid y McKerrow, 2002). Por otra parte, análisis de los EP de L. mayor y 

L. donovani, sugieren que del 5% al 10% de la actividad catalítica total 

corresponde a actividad proteolítica (Choudhury y col., 2009). 

Actualmente han sido identificadas y caracterizadas varias proteasas, 

pertenecientes a los clanes de las cisteín, serín y metalo proteasas, en los 

exodegradomas (ED), proteasas y sustratos naturales presentes en el EP, de 

diferentes especies de Leishmania. Estas proteasas participan en la patogénesis, 

desempeñando funciones en la invasión y migración de parásitos a través de los 

tejidos del hospedador (McKerrow y col., 2006). Entre estas cabe destacar:  

• La metalo proteasa Leishmaniosina o GP63: endoproteasa que comparte 

características con las metalo proteasas (MP) de mamíferos y es la proteína 

de superficie más abundante en promastigotes de Leishmania sp. (Yao, 

2010). A esta se le adjudica un rol central en los procesos de invasión tanto 

en las células epiteliales del vector como en el hospedador vertebrado y 

evasión de la respuesta inmunológica del hospedador vertebrado (Santos y 

col., 2006).  

• La serín proteasa soluble y secretada de 115 kDa (pSP): proteasa 

soluble de 115 kDa, también asociada con procesos de virulencia y de 

interacción parásito-hospedador (Choudhury y col., 2009). 
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•  Las cisteín proteasas: miembros del clan de las cisteín proteasa, 

específicamente tipo papaína (catepsina L y B), asociada con los procesos 

de virulencia, invasión celular y la interacción parásito-hospedador (Braga y 

col., 2014).  

A pesar de los avances en la caracterización del ED de promastigotes de 

diferentes especies de Leishmania, aún se desconoce la función de un gran grupo 

de proteasas, sin mencionar la escasa información sobre el ED de amastigotes. 

Por tal motivo, la importancia de profundizar en su estudio, específicamente en la 

caracterización de representantes del clan de las CP contentivas en este, las 

cuales han sido reportadas como las más representativas en estos parásitos (Sajid 

y McKerrow, 2002). 

1.1.6.1 Cisteín proteasas en el exodegradoma de Leishmania sp. 

Las CP, inicialmente conocidas como proteasas de tiol, son enzimas que se 

caracterizan por presentar un grupo tiol en el residuo de cisteína de su sitio activo 

(Barrett, 1986). Estas proteínas muestran su mayor actividad hidrolítica en un 

rango de pH de 4 a 6.5 y debido a la alta tendencia del grupo tiol a la oxidación, 

los ambientes de estas deben contener un componente reductor (Grzonka y col., 

2001), propiedad que se mantiene en las CP descritas en Leishmania sp. (Denise 

y col., 2006; Robertson y Coombs, 1990). En la figura 3A, se muestra una 

estructura tridimensional representativa de proteasas tipo papaína, la CP mejor 

caracterizada (Storer y Menard, 1994). En estas, el sitio activo se ubica en la 

interfaz de ambos subdominios en la parte superior de la molécula en una 

hendidura en forma de V (señalada con una flecha en la figura 3A).  
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Por su parte, el mecanismo catalítico de las CP, es ligeramente diferente a la 

de las serín proteasas (SP), mecanismo proteolítico mejor descrito, el cual 

involucran una tríada catalítica (Ser-His-Asp) en su sitio activo (Novinec y 

Lenarčič, 2013). Las CP difieren de estas dado a que ha sido corroborado, 

mediante ensayos de mutagénesis sitio dirigida, la participación directa de solo los 

residuos Cys25 y His159 en la catálisis, siguiéndose así un mecanismo de catálisis 

tipo diada (Grzonka y col., 2001; Verma y col., 2016). Sin embargo, y a pesar de 

que residuos adicionales como la Asn175 y la Gln19 (figura 3B), son necesarios para 

el posicionamiento adecuado de la diada, estos no son esenciales para la catálisis 

(Novinec y Lenarčič, 2013). La hidrólisis del enlace peptídico, por parte de la CP 

se da en dos pasos e involucra la formación de un intermediario tetraédrico de 

Tiolato-Imidazol (S-/H+Im) (figura 3C). Este intermediario se forma mediante el 

ataque nucleofílico del grupo tiolato del residuo de Cys25 sobre el grupo carbonilo 

del enlace peptídico hidrolizado induciendo así la liberación del extremo C-terminal 

del sustrato (figura 3D). En el siguiente paso, una molécula de agua reacciona con 

el intermediario, liberándose el extremo N-terminal, quedando la CP libre para 

comenzar un nuevo ciclo catalítico (Storer y Menard, 1994). El bolsillo de unión del 

sustrato de las CP, acomoda al menos 7 residuos en subsitios apropiados, donde 

el ambiente hidrofóbico de las posiciones S1 y S2 (dependiendo si pertenece a la 

familia de las caspasas o la papaína) es esencial para la incorporación del sustrato 

(figura 3E) (Stennicke y Salvesen, 1999). 

Las CP identificadas en Leishmania sp., presentan un mecanismo catalítico 

similar al reportado para miembros de este clan en eucariotas superiores (Hughes, 

1994). Entre estas enzimas se destacan: La CPA, CPB, y CPC, todas 
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pertenecientes al clan CA, familia C1, y con pesos moleculares aproximados a los 

30 kDa (Mottram y col., 2004; Robertson y Coombs, 1990). Por su parte, CPA y 

CPB son tipo catepsina L, mientras que la CPC es tipo catepsina B (Alexander y 

col., 1998). Las CP tipo catepsina o proteasas lisosomales, son las más 

representativas de este clan, al igual que las demás CP descritas, requieren de un 

medio reductor, y un medio ligeramente ácido, como el de los lisosomas, para su 

actividad óptima. Estas fueron consideradas inicialmente como enzimas 

intracelulares, responsables de la proteólisis masiva e inespecífica en el 

compartimento endosomal/lisosomal, participando en la degradación de proteínas 

intra y extracelulares (Sajid y McKerrow, 2002). Las catepsinas tipo B y L 

presentan diferencias estructurales asociadas con sus especificidades de 

sustratos y mecanismos proteolíticos, y de secuencia (Siqueira-Neto y col., 2018; 

Sajid y McKerrow, 2002). En la catepsina L, la unión de los sustratos peptídicos 

abarca todo el canal entre los dos dominios de la proteína, lo que conduce a la 

actividad endopeptidasa. En contraste, la catepsina B presenta un circuito de 

oclusión adicional que restringe la unión del sustrato a pH bajo, lo que conduce a 

la actividad carboxipeptidasa; este bucle se desplaza a un pH alto, momento en el 

que la catepsina B muestra actividad endopeptidasa (Siqueira-Neto y col., 2018). 

En L. mexicana, la CPA y CPB juegan un papel importante en la autofagia y en la 

diferenciación del parásito a promastigotes metacíclicos infectivos (Williams y col., 

2006), mientras que la CPC posee actividad inmunoreguladora. Adicionalmente, 

CPA participa en la interacción parásito-hospedador y CPB modula las respuestas 

del hospedador regulando negativamente la producción de Interleucina 12 (IL-12) 

y por lo tanto altera la señalización de los macrófagos (Cameron y col., 2004). Por 
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otra parte, también ha sido evidenciada la expresión diferencial de estas enzimas 

en los diferentes morfotipos del parásito, observándose una mayor actividad en su 

forma amastigote, sugiriendo con ello su importancia en la supervivencia del 

parásito en el hospedador mamífero (Coombs, 1982; Myburgh y col., 2013).  

La caracterización de las CP identificadas en los ED de promastigotes y 

amastigotes de diferentes especies de Leishmania, denotan su importancia con 

base en: su expresión constitutiva (Sajid y McKerrow, 2002), su participación 

activa en el proceso de infección de diferentes células hospederas (Mottram y col., 

1998; Mottram y col., 2004) y su papel en la modulación de las respuestas 

inmunitarias del hospedador, entre otras (Grzonka y col., 2001). Estas evidencias 

proponen a las CP, constitutivas del ED, como potenciales blancos proteicos 

dirigidos al diseño de nuevos tratamientos contra la leishmaniasis y/o diagnóstico 

efectivo del parásito.  
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Figura 3. Mecanismo de acción de las cisteín proteasas. A) Estructura tridimensional de la 
papaína (sitio catalítico). B) Residuos involucrados en el mecanismo catalítico. C) Intermediario 
tiolato-imidazol. D) Mecanismo catalítico de la papaína. Ataque nucleofílico del grupo tiol de la Cys 
sobre el grupo carbonilo del péptido a ser hidrolizado, liberándose el primer fragmento del péptido 
escindido (1) y formándose el intermediario tetraédrico (2). La His interacciona con un grupo amino 
del sustrato y ocurre la liberación del extremo N-terminal (3) y la hidrólisis de la molécula de H2O 
(4). El intermediario acilado (acil-enzima) reacciona con el grupo OH (5) liberándose el segundo 
fragmento escindido del sustrato y se regenera nuevamente la enzima (6). E) Complejo enzima-
sustrato de la papaína con un hexapéptido (subsitios del sustrato). Tomado y modificado de: 
Schechter y Berger, 1967; Storer y Menard, 1994; Grzonka y col., 2001; Verma y col., 2016. 
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2. Antecedentes  

Análisis por espectrometría de masa de los EP de diferentes especies de 

Leishmania, han permitido identificar representantes de diferentes clanes de 

proteasas, entre las que cabe destacar: la Gp63 (Braga y col., 2014; Santarém y 

col., 2013), la CPA (Santarém y col., 2013), la CPB (Hassani y col., 2011), la CPC 

(Braga y col., 2014), CP tipo caspasa (Hassani y col., 2011), serín proteasa 115 

kDa (Choudhury y col., 2009), CP tipo calpaína (Braga y col., 2014) y la 

adenosilhomocisteína hidrolasa (Santarém y col., 2013), entre otras. Dichas 

proteasas están directamente asociadas con el establecimiento de la infección y el 

mantenimiento del parásito en la célula hospedera (Siqueira-Neto y col., 2018).  

Estudios realizados en nuestro laboratorio (Laboratorio de Fisiología de 

Membranas – IBE) han permitido evidenciar, mediante la degradación de gelatina 

en geles de actividad, que los ED de promastigotes y amastigotes L. braziliensis y 

L. mexicana (BEL21) presentan mayoritariamente actividad proteolítica del tipo MP 

y CP, observándose en ambos casos, mayor actividad de hidrólisis a pH 5 (Pérez–

Gordones y col., 2012; Pérez–Gordones y col., 2014). Cabe destacar, que 

promastigotes y amastigotes, de ambas especies, presentaron patrones de 

degradación de gelatina disímiles entre sí, sugiriendo con ello, un ED diferencial 

tanto a nivel de morfotipos como de especies (Pérez–Gordones y col., 2012; 

Pérez–Gordones y col., 2014). 

Por otra parte, el análisis del EP de promastigotes de L. mexicana, por 

espectrometría de masa, permitió establecer que el 12% de las proteínas totales, 

corresponden a enzimas proteolíticas, corroborándose nuevamente una mayor 

representación por parte de los clanes de las MP y CP (figura 4) (Pérez–Gordones 
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y col., 2016). Dentro de las proteasas identificadas, el 60% arrojaron función 

biológica desconocida cuando fueron analizadas con el programa “Gene Ontology 

Consortium/ PANTHER”, indicando la poca información existente sobre el DG y 

ED de las diferentes especies de Leishmania. Sin embargo, y a pesar de 

desconocerse el papel biológico de estas, análisis in sílico, evidenciaron su 

potencialidad como blancos quimioterapéuticos y/o diagnósticos, dado que sus 

características topológicas y estructurales sugieren alta probabilidad antigénica, 

además, de presentar un bajo porcentaje de homología con proteínas humanas 

(Tavares y col., 2018).  

La participación de miembros del clan de las CP en los procesos de 

infección, evasión de la respuesta inmune del hospedador mamífero, 

mantenimiento del parásito, su expresión constitutiva, entre otras, las propone 

como potenciales blancos proteicos para el desarrollo de nuevos fármacos y/o 

métodos diagnósticos contra las diferentes especies de Leishmania. Por tal 

motivo, la identificación, caracterización y comparación de CP presentes en el ED 

de los diferentes morfotipos de L. mexicana, propósito central de este trabajo, 

sería una contribución importante para comprender las diferentes estrategias que 

el parásito emplea tanto en el proceso de infección, como en su sobrevivencia. 
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Figura 4. Proteasas presentes en el exoproteoma de promastigotes de Leishmania mexicana 
identificadas por análisis de espectrometría de masa. La clasificación de las familias de 
proteasas identificadas por espectrometría de masas fue realizada utilizando el programa “Gene 
Ontology Consortium/ PANTHER”. Tomado de: Pérez–Gordones y col., 2016. 
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3. Objetivos 

3.1  Objetivo General 

Evaluar la actividad cisteín proteasa en el exodegradoma de promastigotes y 

amastigotes de Leishmania mexicana y su relación con la virulencia del parásito. 

3.2  Objetivos específicos 

1. Estandarizar las condiciones óptimas para la obtención y evaluación de las 

actividades proteolíticas de los exoproteomas de promastigotes y 

amastigotes de Leishmania mexicana (cepa BEL21). 

2. Identificar y caracterizar parcialmente la actividad cisteín proteasa en el 

exodegradoma de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana. 

3. Relacionar la presencia de actividad cisteín proteasa en el exodegradoma de 

promastigotes de Leishmania mexicana con la virulencia del parásito. 
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4. Materiales y Métodos 

4.1. Reactivos 

Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos con el mayor grado de 

pureza posible.  

• Los cebadores complejo específicos para Leishmania sp. (M1 y M2) fueron 

donados por la Dra. Noris Rodríguez del Laboratorio de Ingeniería Genética 

del Instituto de Biomedicina-UCV. 

• El E64 fue donado por el Dr. José Bubis del Laboratorio de Química de 

Proteínas de la Universidad Simón Bolívar. 

• El colorante azul de Coomassie G-250 fue donado por el Dr. Wilmer Tezara 

del Laboratorio de Ecología de Xerófitas del IBE-UCV. 

• El Tritón X100 fue donado por el MSc. Christian Calderón del Laboratorio 

Fisiología y Biofísica del IBE-UCV. 

• El formaldehído fue donado por el Lic. José Mejía del Laboratorio de 

Bioquímica y Biología Celular Aplicada IBE-UCV. 

• EL DPX (solución de montaje) y el colorante Giemsa fue donado por la Dra. 

Cristina Sanoja del Laboratorio de Inmunología y Quimioterapia del IBE-

UCV. 

4.2. Metodología utilizada para la estandarización de la obtención y 

evaluación de las actividades proteolíticas de los exoproteomas  

4.2.1. Parásitos 

En este trabajo se utilizó como material biológico la cepa de referencia 

internacional MHOM/BZ/1982/BEL21, correspondiente a Leishmania mexicana. La 



 

23 

 

cepa fue donada por la Dra. Zelandia Fermín del Laboratorio de Inmunología del 

Instituto de Biomedicina-UCV.  

4.2.2. Cultivos axénicos de Leishmania mexicana 

La cepa MHOM/BZ/1982/BEL21 fue expandida en modelos murinos, 

siguiendo la metodología descrita por Payares, 1981 con modificaciones. 

Brevemente: hámsters juveniles (línea genética Golden) procedentes del Bioterio 

del Instituto de Biología Experimental (IBE), UCV, fueron inoculados en la 

almohadilla plantar de la extremidad posterior derecha con promastigotes de L. 

mexicana resuspendidos en 50 µL de solución amortiguadora fosfato salino 1X 

(PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM NaHPO4, 2 mM KH2PO4) a pH 7.4 a 

razón de 1x108 p/mL. Los animales infectados fueron monitoreados semanalmente 

hasta la visualización de lesiones. Posteriormente, los amastigotes, recuperados 

de lesiones (aproximadamente 30 días post-inoculación), fueron incubados para 

su transformación a promastigotes en medio LIT (Liver Infusion Tryptose; 2 g/L 

lactoalbumina, 10 g/L triptosa, 2 g/L extracto de hígado, 5 g/L extracto de levadura 

9 g/L NaCl, 0,4 g/L KCl, 7,5 g/L Na2HPO4 y 4 g/L glucosa) a pH 7.2 suplementado 

con 20% (v/v) SFB inactivado por calor (57 ºC, 45 min.). Para ello, los parásitos se 

mantuvieron en frascos de cultivo estéril, en oscuridad, sin agitación, a 

temperatura ambiente 23-25°C (condiciones de trabajo establecidas) y con cambio 

de medio semanal, hasta su adaptación al medio de cultivo. Una vez adaptados, 

se procedió a disminuir a 10% (v/v) el porcentaje de SFB. Los cultivos fueron 

monitoreados mediante su observación interdiaria en un microscopio óptico a 

400X (Marca Nikon, modelo Eclipse E4000). 
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Con la finalidad de garantizar que los parásitos no perdieran su capacidad 

infectiva, se trabajó con un número máximo de 15 repiques (número de semanas 

fuera del modelo murino) (Moreira y col., 2012). 

4.2.3. Curvas de crecimiento de Leishmania mexicana 

Con la finalidad de establecer el tiempo necesario para alcanzar la fase 

estacionaria de crecimiento, se realizaron curvas de crecimiento celular. Para ello, 

se partió de un inóculo de 2x106 p/mL (en fase estacionaria de crecimiento) en un 

volumen final de 20 mL de medio LIT a pH 7.2 suplementado con 10% (v/v) SFB. 

Los cultivos fueron mantenidos bajo las condiciones de trabajo establecidas (ver 

apartado 4.2.2.). El crecimiento de los parásitos en los cultivos fue monitoreado 

diariamente durante 10 días por espectrometría, midiendo a 560 nm en un 

espectrofotómetro (marca BAUSCH & LOMB, modelo Spectronic 20) y 

corroborado por contaje directo con cámara de Neubauer, empleando una 

solución de fijación 1:2 de formaldehído al 37% (v/v). Las gráficas de las curvas de 

crecimiento mostradas en este trabajo se obtuvieron a partir de la media de 3 

experimentos independientes, cada uno por duplicado. 

4.2.4. Transformación a amastigotes-like de Leishmania mexicana 

Promastigotes de L. mexicana en fase estacionaria, fueron transformados a 

amastigotes-like (AL) siguiendo la metodología descrita por Hernández-Chinea, 

2007 con modificaciones. Brevemente: al cultivo en fase estacionaria se le 

adicionó 1 volumen de medio LIT a pH 5 suplementado con 20% (v/v) SFB, bajo 

una temperatura de incubación de 32ºC ± 2°C, en oscuridad, sin agitación hasta 

que los parásitos se transformaran (tiempo aproximado de transformación 96 
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horas). Este procedimiento fue monitoreado por observación diaria en un 

microscopio óptico Nikon (modelo Eclipse E4000) a 1000X (inmersión).  

4.2.5. Determinación del porcentaje de viabilidad 

La viabilidad de los cultivos de promastigotes y amastigotes-like, pre y post-

excreción/secreción (E/S), fue monitoreada siguiendo la metodología descrita por 

Shapiro, 1988. Brevemente: el número de parásitos vivos se determinó realizando 

el contaje directo con cámara de Neubauer en presencia del colorante azoico Azul 

de Tripano al 0,4% (p/v), el cual permite discriminar las células viables gracias a la 

exclusión del colorante. El porcentaje de viabilidad se calculó utilizando la 

ecuación: 

% V =  número de parásitos vivos   x 100 
 número de parásitos totales 

 

4.2.6. Obtención del exoproteoma de promastigotes y amastigotes de 

Leishmania mexicana 

Para la obtención de los EP de promastigotes en fase estacionaria y 

amastigotes-like, los parásitos fueron recuperados por centrifugación a 

temperatura ambiente (10 min. a 2000 x g). Posteriormente fueron lavados dos 

veces con PBS 1X a pH 7.4 y una vez con medio RPMI a pH 7 a temperatura 

ambiente, con el propósito de eliminar del medio rastro del SFB, para evitar 

alteraciones en la composición proteica de los EP a analizar. A continuación, los 

parásitos fueron incubados a razón de 2x106, 2x107 y 2x108 p/mL en medio RPMI 

1640, bajo las condiciones de trabajo establecidas (apartado 4.2.2) para 

promastigotes y modificando la temperatura de incubación a 32ºC ± 2°C para 

amastigotes por tiempos variables de 3, 6 y 24 horas. Pasado el tiempo, los 
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sobrenadantes fueron recuperados removiendo los parásitos por centrifugación a 

temperatura ambiente (10 min. a 2000 x g y 30 min. a 15.000 x g.) Los EP 

recuperados se mantuvieron a -20°C hasta su uso. 

4.2.7. Determinación de la concentración de proteínas en los exoproteomas 

de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana  

La concentración de proteínas presente en los EP, fue determinada 

siguiendo la metodología descrita por Lowry, 1951. Se utilizó albúmina sérica 

bonina (BSA) como proteína patrón para la curva de calibración. La absorbancia 

fue determinada a 660 nm en un espectrofotómetro (UNICO 2802 UV/VIS 

Spectrophotometer). 

4.2.8. Análisis de los exoproteomas de promastigotes y amastigotes de 

Leishmania mexicana mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

bajo condiciones disociantes (SDS-PAGE) 

La electroforesis se realizó siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli, 

1970. Brevemente: concentraciones conocidas de las muestras se diluyeron en 

relación 4:1 con una solución desnaturalizante de carga (50 mM Tris-HCl (pH=6,8), 

25% Glicerol, 2% (p/v) Dodecil sulfato sódico (SDS), 14.4 mM β-Mercaptoetanol y 

0,1% (p/v) de azul de bromofenol). Posteriormente las muestras fueron 

desnaturalizadas en baño de María a 100°C por 5 min. y corridas a un amperaje 

constante de 25 mA, en geles de poliacrilamida (12% (v/v) acrilamida/bis-acrilamida, 

0,4 mM Tris-HCl (pH 8,8), 0,1% SDS, 0,06% TEMED y 0,05% NH4S2O8) en una 

solución de corrida (25 mM Tris-HCl (pH= 8.3), 192 mM Glicina y 0,1% SDS). Se 

utilizó un marcador de peso molecular de rango amplio como referencia. Para ello, 

se empleó una cámara Bio-rad Mini-Protean. 
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Cabe destacar que, en el presente trabajo, para la descripción de geles de 

acrilamida tipo SDS-PAGE la muestra evaluada recibió la connotación de 

exoproteoma (EP) dado a que en dichos geles se pueden visualizar todo péptido 

presente en este, cuya concentración este dentro de los límites de sensibilidad de 

la técnica de tinción utilizada.  

4.2.8.1. Tinción de geles en condiciones disociantes con Coomassie coloidal 

G-250 

La tinción de los geles SDS-PAGE se realizó con Coomassie coloidal G-250 

(rango de sensibilidad de 8 a 50 ng), dada la baja concentración de proteínas 

presentes en las muestras a analizar. Para ello, los geles fueron incubados 

durante 3 horas o toda la noche, a temperatura ambiente, con agitación constante 

en una solución fijadora (30% (v/v) C2H5OH y 2% (v/v) H3PO4). Posteriormente, se 

le realizaron tres lavados de 30 min. con H2O desionizada. Pasado el tiempo los 

geles fueron incubados 1 hora en solución de tinción (17% (p/v) (NH4)2SO4, 2% 

(v/v) H3PO4 y 34% (v/v) CH3OH) en agitación constante. Sobre esta solución se 

incorporó 0,5 g/L de azul de Coomassie G-250, incubándose por 12 horas. Los 

geles fueron mantenidos en H2O desionizada hasta su registro fotográfico, el cual 

se llevó a cabo en un equipo Gel Doc (Fluor-STM MultiImager, marca Biorad). 

4.2.9. Determinación de la actividad proteolítica presente en el exoproteoma de 

promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana mediante geles de 

actividad enzimática o zimogramas  

La actividad proteolítica fue evidenciada en geles de acrilamida 

copolimerizados con gelatina. Para ello: concentraciones conocidas de las muestras 

se diluyeron en relación 4:1 con una solución de carga semi-desnaturalizante (50 
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mM Tris-HCl (pH=6.8), 25% Glicerol, 2% (p/v) SDS y 0,1 % (p/v) de azul de 

bromofenol). Las muestras fueron corridas con amperaje constante de 25 mA, en 

geles de poliacrilamida (12% (v/v) Acrilamida/bis-acrilamida, 0,4 mM Tris-HCl (pH 

8.8), 0,1% SDS, 0,06% TEMED y 0,05% PSA) copolimerizados con gelatina al 0,1% 

(p/v), en solución de corrida a 4ºC, adicionalmente se procedió a la corrida de un 

marcador de peso molecular de rango amplio, como referencia. Culminada la corrida 

el SDS fue removido mediante lavados con solución de lavado 1 (100 mM 

Acetato/Tris (pH5 y/o 8) + 2,5% Tritón X-100). Posteriormente, el Tritón X-100 fue 

removido con lavados sucesivos de 30 min. cada uno con solución de lavado 2 

(100 mM Acetato/Tris pH5 y/o 8, respectivamente). Finalmente, los geles fueron 

incubados en medios de reacción que favorecen la actividad de los principales 

clanes de proteasas y en presencia y ausencia de: 2 mM DTE, 2 mM EDTA e 

inhibidores comerciales de cisteín proteasas (20 µM leupeptina, 0,5 mM 

iodoacetamida y 10 µM E64) a 37°C durante 24 horas. 

Los medios de reacción ensayados fueron: 

• Solución A: 100 mM Acetato de sodio (pH 5) y/o Tris a (pH 8). 

• Solución B: 100 mM Acetato de sodio (pH 5) y/o Tris a (pH 8) + 2 mM DTE.  

Una vez finalizada la incubación en los diferentes medios de reacción, se 

realizó la tinción de los geles con Azul de Coomassie R-250. El registro fotográfico 

de los geles obtenidos se realizó empleando un equipo Gel Doc (Fluor-STM 

MultiImager, marca Biorad). 

En el presente trabajo, para todas las descripciones de geles de actividad o 

zimogramas, se empleó la connotación de exodegradoma (ED), dado que en 

dichos geles solo se pueden visualizar proteasas capaces de degradar el sustrato 
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universal gelatina (colágeno desnaturalizado). Es importante resaltar que las 

intensidades de las bandas en estos geles dependen de la activación de estas 

enzimas no existiendo necesariamente una relación directa entre la actividad de 

estas y la concentración de las mismas.  

4.2.9.1. Tinción de geles de actividad con Azul de Coomassie 

La tinción de los geles de actividad se realizó con solución colorante de Azul 

de Coomassie R-250 (1 g/L Coomassie Blue, 45% v/v CH3OH, 9% v/v CH₃COOH; 

rango de sensibilidad superior a 0.1µg) por 2 horas. Posteriormente, se procedió a 

realizar lavados de 30 min. con solución decolorante (10% v/v CH3OH, 10% v/v 

CH₃COOH) hasta la observación de bandas de degradación. 

4.3. Metodologías utilizadas para evaluar la virulencia de promastigotes de 

Leishmania mexicana 

En el presente trabajo se estableció como promastigotes virulentos (PV) 

aquellos cultivos con un máximo de 15 repiques y como promastigotes 

naturalmente atenuados (PNA) aquellos con un número de repiques superior a 30. 

Se consideró un repique el inóculo de 2x106 p/mL en 20 mL de medio de cultivo 

realizado cada 7 días.  

Con la finalidad de corroborar la atenuación natural de la virulencia de los 

parásitos con más de 30 repiques (PNA) se realizaron ensayos de infección in vivo 

mediante las siguientes metodologías. 

4.3.1. Animales experimentales 

Los ensayos de virulencia se realizaron en el modelo murino Mesocritus 

auratus, nombre común hámsters, fondo genético: Golden, machos, juveniles, con 

un peso promedio de 90-110 gramos, los cuales fueron proporcionados y 
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mantenidos en el Bioterio del Instituto de Biología Experimental (IBE), UCV, bajo el 

asesoramiento del Dr. Gilberto Payares y la Dra. Cristina Sanoja. 

4.3.2. Infección de animales experimentales con promastigotes virulentos y 

naturalmente atenuados de Leishmania mexicana (BEL21) 

La virulencia de los PV y PNA fue evaluada mediante la infección de 

hámsters siguiendo la metodología descrita por Payares, 1981, con 

modificaciones. Brevemente: empleando una aguja 26g x 1” adaptada a una 

jeringa, se inocularon en la almohadilla plantar de la extremidad posterior derecha 

del animal experimental, 50 µl de cultivo de PV o PNA a razón de 1x108 p/mL 

resuspendidos en PBS 1X estéril a pH 7.4. El monitoreo de la infección se realizó 

a partir de la primera semana post-inoculación, cada 3 días durante 80 días. Para 

ello, la extremidad infectada de cada ejemplar fue medida con un vernier, 

registrándose adicionalmente el peso del animal. Los resultados mostrados son 

producto de tres ensayos independientes con sus respectivos duplicados (n=3). 

Transcurrido el tiempo de observación, los animales infectados y sanos fueron 

sacrificados por separado en cámara húmeda con cloroformo e inmediatamente se 

procedió a la extracción de sangre por punción cardiaca. La sangre fue trasvasada 

a un tubo estéril con anticoagulante para el posterior aislamiento de ADN. 

Simultáneamente, se llevó a cabo la disección de la extremidad posterior de estos 

hámsters (ver más adelante apartado 4.3.5.) con el objetivo de recuperar tejido 

para realizar: frotis por aposición y aislar ADN. 

4.3.3. Aislamiento de ADN proveniente de sangre, tejido y cultivo axénico 

ADN de sangre y tejido de los animales sanos e infectados fue aislado 

utilizando el estuche comercial de aislamiento de ADN genómico de Quiagen (Spin 
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column, DNeasy Blood & Tissue kit) y Promega (WizardR Genomic DNA 

Purification kit), siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial. El ADN de L. 

mexicana a partir de cultivo, fue aislado utilizando el estuche comercial de 

aislamiento de ADN total de Promega (WizardR Genomic DNA Purification kit). La 

integridad de los ADN aislados fue visualizada en geles de agarosa al 1% corridos 

en solución TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH=8.3) a 110 V, posterior 

a su tinción en una solución que contenía 0,5 µg/mL de Bromuro de etidio 

(C21H20BrN3). 

4.3.4. Diagnóstico molecular mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) de muestras provenientes de animales infectados  

El ADN total aislado de muestras de sangre y tejido de animales infectados 

con PV y PNA, sangre y tejido de animal sano y cultivos axénicos de L. mexicana, 

fue utilizado como molde para corroborar la amplificación por PCR, con los 

cebadores M1/M2, de un fragmento de 800 pb exclusivo para L. mexicana. La 

amplificación se realizó en un volumen final de 25 µl, empleando una solución 

Tampón 1X (Tris-HCl 250 mM [pH 9.0], NaCl 250 mM), 1,5 mM de MgCl2, 200 µM 

de dNTPs, 1,25 U/µL Taq Polimerasa, 10 ng de ADN como templado y 10 pmol de 

los cebadores M1 y M2, siguiendo las condiciones de ciclado establecidas (Tabla 

2) (Hernández-Montes y col., 1998). M1 y M2 (tabla 3), son cebadores complejo 

específicos, que amplifican una región de kADN obteniéndose un producto de 800 

pb en L. mexicana y de 700 para L. amazonensis (Eresh y col., 1994). La PCR se 

llevó a cabo en un termociclador (Biometra Personal Cycler). Los productos de 

amplificación fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% (p/v) 

en una cámara horizontal en 1X TAE a 110V por 1 hora, al igual que el marcador 
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de peso molecular 1 kb y visualizados después de su incubación por 10 min. en 

una solución que contenía 0,5 µg/ml de C21H20BrN3, en un transiluminador de luz 

UV. El registro fotográfico de los geles obtenidos se realizó empleando un equipo 

Gel Doc (Fluor-STM MultiImager marca Biorad). 

 
Tabla 2. Condiciones de ciclaje para la amplificación de ADN de Leishmania mexicana con 
los cebadores M1/M2 (Hernández-Montes y col., 1998) 

Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 96 6 min. 1 

Desnaturalización 93 1 min. 

35 Hibridación 60 1 min. 

Extensión 72 1 min. 

Extensión final 72 5 min. 1 

Mantenimiento 4 ∞  

 

Tabla 3. Secuencia de cebadores complejo específicos M1/M2 (Eresh y col., 1994) 

Nombre Secuencia 

M1 3´-GAGGCCCCGAGCTTTGACC-5´ 

M2 5´-GGTGTAAAATAGGGGCGGATGCTCTG-3´ 

 

4.3.5. Diagnóstico parasitológico de animales infectados: frotis por 

aposición de extremidad infectada 

Una vez transcurrido el tiempo de registro de la infección, se procedió a 

realizar la disección de la extremidad infectada (extremidad posterior derecha) en 

la campana de cultivo, en condiciones estériles. La misma se cortó, bañó con 

etanol 70% y se colocó en una cápsula de Petri que contenía solución salina al 

0,85% p/v estéril a temperatura ambiente, se limpió el área de pelos y uñas y se 

procedió a exponer el interior de la lesión. Inmediatamente se realizó la impresión 

sobre un portaobjetos limpio, se dejó secar a temperatura ambiente y se procedió 
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a teñir con el colorante Giemsa (marca comercial Riedel-DeHaëin) siguiendo el 

protocolo de rutina (Sagasti, 2017). Brevemente: una vez secas las muestras, 

fueron fijadas con metanol al 100% v/v y coloreadas durante 25 min. utilizando una 

dilución 1:20 de la solución de Giemsa en agua destilada. Posteriormente, fueron 

lavados con agua y se dejaron secar a temperatura ambiente. Culminado el 

proceso de tinción, se realizó el montaje con DPX (marca comercial Riedel-

DeHaëin), para realizar el registro fotográfico a 1000x.  

4.3.6. Análisis Estadístico 

Los análisis estadísticos fueron realizados bajo la asesoría del Dr. Ernesto 

González, con ayuda del programa STATISTICA, versión 10 (StatSoft), 

realizándose una prueba de homogeneidad de varianza (Prueba de Levene) y un 

Anova anidado para el análisis de los datos obtenidos en la estandarización de las 

condiciones óptimas para la recuperación de los EP y pruebas no paramétricas 

(Kruskal-Wallis) para el análisis de la infección de animales experimentales. Para 

todos los casos se utilizó un p ≤ 0,05. Las gráficas mostradas en el presente 

trabajo fueron realizadas mediante el uso del graficador y analizador de datos 

Origin. 
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5. Resultados 

5.1 Estandarización de las condiciones óptimas para la obtención y 

evaluación de las actividades proteolíticas de los exoproteomas de 

promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana 

Con la finalidad de evaluar el tiempo necesario para que los cultivos de L. 

mexicana alcanzasen fase estacionaria, se procedió a la realización de curvas de 

crecimiento de L. mexicana (MHOM/BZ/82/BEL21). En este sentido, se iniciaron 

los cultivos axénicos con un inóculo de 2x106 p/mL en un volumen final de 20 mL 

de medio LIT suplementado con 10% (v/v) SFB. En la figura 5, se puede 

evidenciar una curva de crecimiento típica, presentando una fase exponencial 

entre las 48 y 120 horas post-inóculo, una fase estacionaria entre las 120 y 168 

horas y el inicio de la fase de muerte a partir de las 192 horas. Este resultado, 

permitió establecer el 6to día (144 horas) como punto de partida para el inicio de la 

E/S de los promastigotes y para iniciar la transformación in vitro de promastigotes 

a amastigotes.  

 
Figura 5. Curva de 
crecimiento de promastigotes 
axénicos de Leishmania 
mexicana. En la gráfica se 
representa el número de 
parásitos x106 p/mL en función 
del tiempo (horas). Los 
parásitos fueron cultivados en 
medio LIT suplementado con 
10% (v/v) SFB. Esta gráfica 
representa la media ± deviación 
estándar de tres experimentos 
independientes por duplicado. 
El círculo rojo indica el día 
definido para dar inicio a la 
obtención de los productos E/S 
e inducir la transformación in 
vitro a amastigotes-like. 
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Determinado el tiempo necesario para alcanzar fase estacionaria, se 

procedió a la estandarización de las condiciones óptimas para la obtención y 

evaluación de los EP. Para ello, y garantizando una viabilidad pre y post E/S 

superior al 95 %, se procedió a evaluar títulos variables de parásitos (2x106, 2x107 

y 2x108 p/mL) frente al factor tiempo de E/S (3, 6 y 24 horas), con la finalidad de 

obtener concentraciones de proteínas apropiadas para ser visualizadas con las 

técnicas electroforéticas empleadas en este trabajo. 

Los resultados mostrados (tabla 4) evidenciaron un incremento de la 

concentración de las proteínas totales presentes en los EP a medida que aumenta 

el título y el tiempo de E/S, siendo este mayor al inocular con un título de 2x108 

p/mL y un tiempo de E/S de 24 horas. Por otra parte, en todas las condiciones 

ensayadas la viabilidad de los cultivos permaneció por encima del 95%, 

reportándose el menor valor para la condición 2x108 p/mL / 24 horas de E/S. Sin 

embargo, a pesar de presentarse un 96% de viabilidad, está aún se mantiene 

dentro del rango de viabilidad establecido (Rashidi y col., 2018) y se compensa la 

disminución con la obtención de una concentración de proteína mayor (0,6 µg/µL) 

(Tabla 4). 
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Tabla 4. Determinación de los parámetros óptimos título de parásitos y tiempo de 
excreción/secreción para la obtención del exoproteoma de promastigotes de Leishmania 
mexicana 

 
Los valores mostrados son el resultado de la media obtenida de al menos tres experimentos 
independientes con duplicados. Los asteriscos indican que los resultados son significativamente 
diferentes entre sí, obteniéndose un F de 18.493 y un p<0.05, tras la realización de una prueba de 
ANOVA anidado. 

 

La figura 6A corrobora los resultados mostrados en la tabla 4. Se puede 

observar que al analizar un volumen fijo (10 µL) de los EP obtenidos a partir de un 

título de 2x108 p/mL con tiempos variables (3 a 24 horas) de E/S hay un 

incremento progresivo del número de bandas observadas. En esta figura se 

observa 2 bandas en el EP recuperado tras 3 horas de E/S y 12 bandas en el EP 

recuperado tras 24 horas E/S. Los valores de concentración de proteínas 

encontrados (tabla 4), fueron analizados mediante una prueba estadística de 

homogeneidad de varianza (Prueba de Levene). Determinándose que la data no 

presentaba homogeneidad de varianza. Posteriormente se aplicó un test de 

ANOVA anidado, el cual sobre un nivel de significancia menor a 0.05, indicó que 

existían valores significativamente distintos entre sí, sugiriendo los parámetros 

título de parásitos, 2x108 p/mL y tiempo de E/S, 24 horas, como la condición más 

significativa (figura 6B).  

Morfotipo
[parásitos] 

(p/mL)

Tiempo de E/S 

(horas)
Viabilidad (%) 

[proteínas] 

(µg/µL)

3 100 0,1

6 100 0,22

24 100 0,35*

3 100 0,15

6 100 0,29

24 99 0,44*

3 100 0,21

6 99 0,38

24 96 0,6*

Promastigotes

2x106

2x107

2x108
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Figura 6. Estandarización del título y tiempo de excreción/secreción de promastigotes de 
Leishmania mexicana. A) Efecto del tiempo de E/S sobre la concentración de proteínas en el EP 
de L. mexicana. Gel de acrilamida en condiciones disociantes al 12% (v/v). Carriles: 3 horas de E/S 
(1); 6 horas de E/S (2); 24 horas de E/S (3). En las tres condiciones ensayadas se mantuvo fijo 
tanto el título de parásitos (2x108 p/mL) como el volumen cargado 10 µL. Cada muestra cargada 
presentó una concentración final de 2, 9 y 12 µg/µL, respectivamente. Tinción con Coomassie 
coloidal. La tabla ubicada en la parte inferior del gel resume el número de bandas observadas por 
carril. Los (.) indican bandas proteicas observadas. B) Estadística aplicada a datos de 
estandarización, ANOVA anidado. Gráfica obtenida por el programa STATISTICA, versión 10 
(StatSoft). B1: los colores de los trazos indican azul 3 horas, rojo 6 horas y verde 24 horas. B2: los 
colores de los trazos indican azul 2x106 p/mL, rojo 2x107 p/mL horas y verde 2x108 p/mL. F=18.493, 
p=0.00004.  

 
Establecidos los parámetros, título de parásitos y tiempo de E/S, se procedió 

a determinar los µg de proteínas totales apropiadas para realizar los análisis 

electroforéticos bajo condiciones disociantes (SDS-PAGE) y geles de actividad 

respectivamente. En la figura 7A, se observa un aumento significativo del número 

bandas y en la definición de estas, al incrementar de 5 a 20 µg las proteínas 
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totales. Distinguiéndose con 20 µg, 21 bandas definidas. Con base en este 

resultado, se estableció 20 µg como la cantidad de proteínas totales a utilizar en 

ensayos posteriores. 

Posteriormente, se procedió a establecer si los 20 µg de proteínas óptimas 

para visualizar bandas en geles SDS-PAGE permitirían, igualmente, la 

visualización de bandas de actividad definidas. Adicionalmente y con el propósito 

de establecer las condiciones óptimas para el desarrollo de la actividad proteolítica 

CP, se procedió a evaluar, paralelamente, el pH y la composición del medio de 

reacción más favorable para el desarrollo de la actividad del clan CA de proteasas. 

En la figura 7B, se observa que 20 µg de proteínas permitieron la obtención de un 

patrón de degradación de gelatina con bandas claramente definidas tanto en el ED 

de promastigotes como en el de amastigotes. Específicamente se denota la 

presencia de 7 y 8 bandas de actividad en los dos medios de reacción ensayados 

A y B, respectivamente, a pH 5. Así mismo, se observan 4 bandas en el medio de 

reacción A y 5 bandas en el medio de reacción B a pH 8 para el ED de 

promastigotes. En el ED de amastigotes se observaron 5 bandas en el medio de 

reacción A y 8 bandas en el medio de reacción B a pH 5. Dichos resultados 

permitieron definir que hay una mayor actividad proteolítica (mayor número de 

bandas y mayor intensidad de los patrones de degradación) a pH 5, en el medio 

de reacción B (medio contentivo de poder reductor, 2 mM DTE).  

Adicionalmente, en la figura 7B, se señalan con una x, las bandas que se 

activaron únicamente en presencia de poder reductor, 2 bandas en el caso del ED 

de promastigotes y 4 en el de amastigotes (figura 7B, carriles 2 y 4 y 6), 

sugiriéndose estas como posibles bandas de actividad tipo CP. 
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Figura 7. Determinación de condiciones óptimas para la evaluación de la actividad cisteín 
proteasa de los exoproteomas de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana. A) 
Determinación de los µg de proteínas E/S óptima para la evaluación de los EP de promastigotes de 
L. mexicana mediante técnicas electroforéticas. Gel de acrilamida en condiciones disociantes al 
12% (v/v). Carriles: 5 µg (1), 10 µg (2), 15 µg (3) y 20 µg (4) de muestra cargadas. Tinción con 
Coomassie coloidal. B) Efecto del pH y del medio de reacción sobre la actividad proteolítica del ED 
de promastigotes y amastigotes de L. mexicana en presencia de 20 µg de proteína total. 
Zimograma, gel de acrilamida al 12% (v/v) copolimerizado con gelatina al 0,1% (p/v). Actividad 
desarrollada a pH 5 y pH 8. Medios de reacción: solución amortiguadora de acetato de sodio o Tris 
0,1 M (A), y solución amortiguadora de acetato de sodio o Tris 0,1 M + Agente reductor DTE 2 mM 
(B). 24 horas de incubación a 37 ºC. Geles teñidos con Azul de Coomassie. Las tablas ubicadas en 
la parte inferior de los geles resumen el número de bandas proteicas y de actividad observadas 
respectivamente. Los (.) indican bandas proteicas y de actividad proteolítica observadas. Las (x) 
indican bandas de actividad dependientes de poder reductor. Las tablas indican el número de 
bandas visualizadas por carril y el PM aparente de cada una. 
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Los resultados obtenidos en esta primera parte, permitieron definir los 

parámetros óptimos, bajo las condiciones de estudio establecidas, para la 

obtención y evaluación de la actividad proteolítica tipo CP de los EP. Estos 

parámetros se resumen en la tabla 5. 

 
Tabla 5. Parámetros óptimos para la obtención y evaluación de los exoproteomas de 
Leishmania mexicana 

Título de 
parásitos 

Tiempo de 
E/S 

Proteínas a 
utilizar 

pH del medio de 
reacción 

Medio de 
reacción  

2x108 p/mL 24 horas 20 µg 5 B 

 

5.2 Identificación y caracterización parcial de la actividad cisteín proteasa 

presente en los exodegradomas de promastigotes y amastigotes de 

Leishmania mexicana 

Una vez definidos los parámetros óptimos para la obtención y evaluación de 

los EP, se procedió a comparar los patrones proteicos de los EP de promastigotes 

y amastigotes de L. mexicana. Observándose, en la figura 8, un patrón diferencial 

entre estos, señalándose con un asterisco (*) las bandas únicas o exclusivas de 

cada EP. Como se reportó previamente, 20 µg de proteínas permitieron definir 21 

bandas en el EP de promastigotes, mientras que, bajo las mismas condiciones, se 

observaron 18 bandas en el EP de amastigotes. De las 21 bandas señaladas en el 

EP de promastigotes, 11 parecen coincidir con el patrón de bandas mostrado para 

el EP de amastigotes, mientras que las 10 bandas restantes de peso molecular 

aparente de 180, 130, 120, 100, 60, 58, 55, 14, 10 y 8 kDa, señaladas con un 

asterisco (*) en la figura 8, no parecen estar presentes en el EP de amastigotes. 

Por su parte, 7 bandas de peso molecular de 122, 102, 62, 59, 56, 54, y 31 kDa, 

señaladas con un asterisco (*), se sugieren exclusivas del EP de amastigotes.  
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Figura 8. Estudio comparativo de los exoproteomas 
de promastigotes y amastigotes de Leishmania 
mexicana. Gel de acrilamida en condiciones 
disociantes al 12% (v/v). Carriles: 1. Promastigotes (P); 
2. Amastigotes-like (AL). Tinción con Coomassie 
coloidal. 20 µg proteínas totales. Los (.) indican bandas 
observadas. Los (*) indican bandas únicas. La tabla 
ubicada en la parte inferior del gel resume el número de 
bandas observadas por carril y el PM aparente de cada 
una. 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez analizado el patrón obtenido en los EP, se procedió a comparar las 

actividades proteolíticas desarrolladas en el medio de reacción B a pH 5 en los ED 

de promastigotes y de amastigotes, estos resultados permitieron distinguir un 

patrón de degradación diferencial entre ambos morfotipos (figura 9). Se 

observaron 8 bandas de actividad en ambos ED con pesos moleculares disímiles 

entre sí. Dichas bandas únicas en cada ED fueron señaladas con un asterisco (*) 

de pesos moleculares aparentes iguales a 200, 160, 130 y 48 kDa en 

promastigotes y 155, 110, 40 y 16 kDa en amastigotes. Adicionalmente fueron 

señaladas con una equis (x) las bandas que se observaron solo en presencia de 
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poder reductor con pesos moleculares aparente igual a 31 y 23 kDa en el ED de 

promastigotes y 40, 31, 23 y 16 k Da en el de amastigotes.  

 

 
 
 

Figura 9. Estudio comparativo de la actividad 
proteolítica de los exodegradomas de promastigotes y 
amastigotes de Leishmania mexicana. Comparación de 
los exodegradomas de promastigotes y amastigotes en 
medio B pH 5. Carriles: 1. Promastigotes (P); 2. 
Amastigotes-like (AL). Zimograma, gel de acrilamida al 
12% (v/v) copolimerizado con gelatina al 0,1% (p/v). 
Medio de reacción: 0,1 M acetato de sodio pH 5 + 2 mM 
DTE (B). 24 horas de incubación a 37 ºC. Geles teñidos 
con Azul de Coomassie R-250. 20 µg de proteínas totales 
cargados por carril. Los (.) indican bandas observadas. 

Los (*) indican bandas únicas. Las (x) indican bandas de 

actividad dependientes de poder reductor. La tabla 
ubicada en la parte inferior del gel resume el número de 
bandas de actividad por carril y presenta los pesos 
moleculares aparentes de las bandas de actividad 
observadas y de las dependientes de poder reductor.  

 

 

 
 
 

 
 

Con la finalidad de profundizar en la identificación de la actividad tipo CP 

presente en los ED de ambos morfotipos y de compararlas entre sí, se procedió a 

estudiar el efecto del quelante de cationes divalente (EDTA) y de los inhibidores 

comerciales de CP leupeptina, iodoacetamida y E64, sobre la actividad 

proteolítica. En la figura 10, se puede observar que en presencia de EDTA, la 

actividad proteolítica total de ambos ED disminuye significativamente. 

Específicamente, 4 bandas en el ED de promastigotes y 7 bandas en el ED de 



 

43 

 

amastigotes, señaladas con un triángulo (∆), disminuyen significativamente sus 

actividades. Cabe destacar, el aumento de la actividad de 1 banda de 10 kDa en el 

ED de promastigotes en presencia de EDTA, señalada con una flecha. 

Con respecto al efecto de los inhibidores leupeptina, iodoacetamida y E64 

sobre las actividades proteolíticas, estos fueron capaces de inhibir completamente 

la actividad remanente tras el efecto del EDTA en el ED de promastigotes y solo 

inhibieron parcialmente la actividad presente en el ED de amastigotes. 

Observándose, en este último, únicamente la inhibición de 4 de las 8 bandas 

remanentes tras el efecto del EDTA (figura 10, carriles 8, 9 y 10), de las cuales 2 

fueron inhibidas totalmente (▲), mientras que las 2 bandas restantes fueron 

inhibidas parcialmente (∆). 
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Figura 10. Efecto de inhibidores sobre la actividad cisteín proteasa en los exodegradomas 
de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana. Zimograma, gel de acrilamida al 
12% (v/v) copolimerizado con gelatina al 0,1% (p/v). Carriles: 1-5. Promastigotes (P); 6-10. 
Amastigotes-like (AL). Medios de reacción: Solución amortiguadora 0,1 M acetato de sodio pH 5 + 
2 mM DTE (B); en presencia de EDTA 2 mM y de los inhibidores leupeptina 20 µM, iodoacetamida 
0,5 mM y E64 10 µM respectivamente. 24 horas de incubación a 37 ºC. 20 µg de proteínas totales 
cargados en carril. Los puntos (.) indican bandas observadas. La flecha (      ) indica incremento de 
actividad. Las (x) indican bandas de actividad dependientes de poder reductor. Las tablas ubicadas 
en la parte inferior del gel resumen número de bandas observadas por carril, el PM aparente de 
cada una y el efecto inhibitorio de las bandas observadas por carril, respectivamente. Los 
triángulos (▲) indican inhibición completa. Los triángulos (∆) indican inhibición parcial.  
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5.3 Relación entre la presencia de actividad cisteín proteasa en el 

exodegradoma de promastigotes de Leishmania mexicana y la 

virulencia del parásito 

Con el propósito de relacionar la actividad CP presente en el ED de L. 

mexicana con la virulencia del parásito, se procedió a evaluar posibles diferencias 

entre las actividades CP presentes en los ED de promastigotes virulentos (PV) y 

promastigotes naturalmente atenuados (PNA) de L. mexicana. Con tal fin, se 

procedió a confirmar la atenuación natural de la virulencia de promastigotes de L. 

mexicana (MHOM/BZ/82/BEL21) que presentaban números de repiques 

superiores a 30. Para ello, se compararon las cinéticas de crecimiento de PNA y 

PV, esta última descrita en la figura 5, con la finalidad de corroborar que se 

mantuvieran los parámetros de E/S, establecidos. La figura 11, muestra que los 

PNA presentan una cinética de crecimiento similar a la de los PV, manteniéndose 

el 6to día (144 horas) como de punto de inicio de E/S del EP. 

 
Figura 11. Curva de 
crecimiento de 
promastigotes virulentos y 
naturalmente atenuados de 
Leishmania mexicana. La 
gráfica representa el número 
de parásitos x106 p/mL en 
función del tiempo (horas). 
Promastigotes virulentos (PV) y 
naturalmente atenuados (PNA). 
Los parásitos fueron cultivados 
en medio LIT suplementado 
10% (v/v) SFB. La gráfica 
representa la media ± 
deviación estándar de tres 
experimentos independientes 
por duplicado.  
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Posteriormente se procedió a corroborar el grado de virulencia de los PV y 

PNA, mediante ensayos de infección in vivo utilizando modelos murinos. La figura 

12 muestra la aparición de lesiones a partir de la 5ta semana de infección en la 

almohadilla plantar de los animales inoculados con PV (aparición de lesión), la 

cual fue incrementando su tamaño con el tiempo hasta los 80 días post infección, 

último día de registro. Por su parte, no se observó cambio significativo en las 

extremidades de los animales inoculados con PNA. De manera paralela a la 

medición del tamaño de la extremidad infectada, se realizó un seguimiento del 

peso de los animales experimentales, sin observarse variaciones significativas 

(data no mostrada). Los datos obtenidos a partir del registro del tamaño de las 

extremidades fueron analizados mediante una prueba estadística de 

homogeneidad de varianza (Prueba de Levene). La prueba aplicada, sugirió que la 

data no presentaba homogeneidad de varianza. Por tal motivo, se procedió a 

aplicar la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, la cual, sobre un nivel de 

significancia menor a 0.05, indicó que los datos analizados de ambas infecciones 

eran significativamente distintos entre sí. 

Figura 12. Evaluación del tamaño de la 
almohadilla plantar de animales 
infectados con promastigotes 
virulentos y promastigotes 
naturalmente atenuados de Leishmania 
mexicana. Representación gráfica del 
tamaño de la extremidad infectada (mm) 
en función del tiempo (semanas), de 
hámsters (Mesocrisetus auratus) con 
promastigotes virulentos y promastigotes 
naturalmente atenuados de Leishmania 
mexicana. Promastigotes virulentos (PV) y 
naturalmente atenuados (PNA). Esta 
gráfica representa la media ± deviación 
estándar de tres experimentos 
independientes por duplicado. Los (*) 
indican aquellos resultados que 
presentaron diferencias significativas. 
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Ante la no observación de lesiones aparentes en los animales inoculados con 

PNA se procedió la aplicación de métodos de diagnóstico molecular y 

parasitológico. La figura 13A muestra los resultados del frotis por aposición de las 

lesiones aisladas de hámsters infectados con PV, donde se identificaron 

macrófagos infectados con amastigotes, así como amastigotes libres y linfocitos. 

Por su parte, en la figura 13B, muestra los frotis obtenidos de las extremidades 

inoculadas con PNA, donde se observaron macrófagos intactos (no infectados con 

amastigotes), y ausencia de parásitos. Las figuras 13A1 y 13B1 muestran la 

presencia y ausencia de lesión, sobre el miembro inoculado con PV y PNA, 

respectivamente en la pata trasera derecha. 

La segunda prueba diagnóstica realizada, fue un PCR complejo específico 

(M1/M2), el cual permite amplificar un fragmento de 800 pb en L. mexicana (Eresh 

y col., 1994; Hernández-Montes y col., 1998). Esta prueba se realizó utilizando 

como molde ADN aislado a partir de sangre y tejido de animales inoculados tanto 

con PV como con PNA, de sangre y tejidos de hámster sano y de PV (L. 

mexicana) en cultivo axénico. En la figura 13C1, se observa un producto de 

amplificación de aproximadamente 800 pb únicamente en los carriles 3 (ADN 

aislado de cultivo axénicos de L. mexicana, control positivo) y 4 (ADN aislado a 

partir de sangre de animal infectado con PV). Por su parte, la figura 13C2, muestra 

la amplificación de un producto de tamaño similar únicamente en los carriles 3 

(control positivo) y 4 (ADN aislado de tejido de animal infectado con PV). No se 

observó amplificación alguna en los ADN aislados a partir de sangre y/o tejido de 

animales inoculados con PNA y en los animales sanos (figura 13 C1/ C2).  
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Figura 13. Diagnóstico molecular y parasitológico de animales experimentales inoculados 
con promastigotes virulentos o con promastigotes naturalmente atenuados de Leishmania 
mexicana. A) Frotis por aposición de extremidad posterior de hámsters infectados con PV y lesión 
generada (A1). B) Frotis por aposición de la almohadilla plantar de la extremidad posterior de 
hámsters infectados con PNA y ausencia de lesión (B1). A-B) Tinción con colorante Giemsa. Las 
flechas indican presencia de macrófagos. Los (*) indican presencia de amastigotes. N: núcleo del 
macrófago; L: linfocitos. El registro fotográfico se realizó a 1000x. C) Diagnóstico molecular 
mediante PCR de L. mexicana. C1) Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb; Carril 2: H2O 
(control sistema); Carril 3: ADN proveniente de cultivo axénico de L. mexicana (Control positivo); 
Carril 4: ADN total de sangre de hámster infectado con PV de L. mexicana; Carril 5: ADN de sangre 
de hámster infectado con PNA de L. mexicana; Carril 6: ADN de sangre de hámster sano. C2) 
Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb; Carril 2: H2O (control sistema); Carril 3: ADN 
proveniente de cultivo axénico de L. mexicana (Control positivo); Carril 4: ADN de tejido 
proveniente de lesión de hámster infectado con PV de L. mexicana; Carril 5: ADN de tejido 
proveniente de la almohadilla plantar de hámster infectado con PNA de L. mexicana; Carril 6: ADN 
de tejido proveniente de la almohadilla plantar de hámster sano. Gel de agarosa al 2% (p/v). El 
círculo alrededor de las bandas indica los productos obtenidos de 800 pb. Se analizaron 10 ng de 
ADN. 
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La ausencia de lesión visible, amastigotes en frotis de tejido, así como la falta 

de producto de amplificación en la prueba diagnóstica por PCR en animales 

experimentales inoculados con PNA, sugiere atenuación de la virulencia. 

Corroborada la atenuación natural de PNA, se procedió a evaluar la relación 

entre la virulencia y la actividad CP de estos promastigotes. Se evaluaron posibles 

diferencias en los patrones proteicos y de degradación de gelatina entre los EP de 

PV y PNA. La figura 14, muestra un patrón proteico diferencial entre los EP 

evaluados. Observándose, 21 bandas proteicas en el EP de PV y 20 bandas en el 

EP de PNA, indicándose con asteriscos (*) bandas exclusivas con pesos 

moleculares aparentes iguales a 100, 41, 38 y 32 kDa en PV y 135, 128 y 76 kDa 

en PNA.  

 

 
 
 
 

Figura 14. Estudio comparativo de los 
exoproteomas de promastigotes virulentos y 
naturalmente atenuados de Leishmania 
mexicana. Gel de acrilamida en condiciones 
disociantes al 12% (v/v). Carriles: promastigotes 
virulentos (PV) y naturalmente atenuados (PNA). 
Tinción con Coomassie coloidal. 20 µg proteínas 
totales. Los (.) indican bandas observadas. Los (*) 
indican bandas únicas. La tabla ubicada en la parte 
inferior del gel resume el número de bandas 
observadas por carril.  
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Los resultados mostrados en la figura 15 evidencian una disminución en la 

actividad proteolítica total en el ED de PNA. Observándose, 6 bandas de actividad 

en el medio de reacción A, 7 en el B y 5 al quelar los cationes divalentes del medio 

y la desaparición total de las bandas de actividad de 31, 23 y 10 kDa. Por su parte, 

en el ED de PV, se observan 7 bandas de actividad en el medio de reacción A, 8 

en el medio B y 8 al quelar los cationes divalentes (figura 15A), resultados 

consecuentes con los observados en la figura 10 carril 1. Al comparar la actividad 

proteolítica de ambos ED, presente en el medio que favorece la actividad CP 

(figura 15B), se puede observar no solo un patrón de degradación disímil entre sí, 

sino una disminución significativa de la actividad proteolítica total en el ED de 

PNA.  
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Figura 15. Estudio comparativo de la actividad proteolítica de los exodegradomas de 
promastigotes virulentos y naturalmente atenuados de Leishmania mexicana. Zimograma, gel 
de acrilamida al 12% (v/v) copolimerizado con gelatina al 0,1% (p/v). Carriles: promastigotes 
virulentos (PV) y naturalmente atenuados (PNA). Medios de reacción: 0,1 M acetato de sodio pH 5 
(A); 0,1 M acetato de sodio pH 5 + 2 mM DTE (B); 0,1 M acetato de sodio pH 5 + 2 mM DTE + 
EDTA 2 mM (B+EDTA). 24 horas de incubación a 37 ºC. 20 µg de proteínas totales cargados en 
carril. Geles teñidos con azul de Coomassie. Los (.) indican bandas observadas. Los (*) indican 
bandas únicas. Las flechas (     ) indica incremento de actividad. Las (x) indican bandas de 
actividad dependientes de poder reductor. La tabla ubicada en la parte inferior del gel resume 
número total de bandas observadas, aquellas bandas únicas por carril y el PM estimado de cada 
una. Los triángulos (▲) indican inhibición completa. Los triángulos (∆) indican inhibición parcial.  
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6. Discusión 

La identificación y caracterización de factores proteicos constitutivos de los 

EP de organismos parasíticos, se ha convertido en la estrategia central de 

numerosos estudios que se abocan a la búsqueda de nuevos blancos proteicos 

con fines quimioterapéuticos y/o diagnósticos dado que la gran mayoría de estos 

participan directamente en la interacción temprana parásito-hospedador (Atayde y 

col., 2015; Castelli y col., 2019; Santarém y col., 2013).  

Parásitos pertenecientes al género Leishmania, despliegan mecanismos 

adaptativos que les permiten sobrevivir a los cambios impuestos por los medios 

donde se desarrollan (Cuervo y col., 2009). Recientes evidencias demuestran que 

la E/S de proteasas, específicamente representantes del clan de las CP, forma 

parte de estos mecanismos adaptativos dada su participación directa en los 

procesos de infección celular, migración, sobrevivencia y evasión de la respuesta 

inmune (Mottram y col., 2004; Silva-Almeida y col., 2012). Sin embargo, a pesar 

de los avances en la identificación y caracterización de proteínas presentes en los 

EP de L. infantum (Braga y col., 2014; DebRoy y col., 2010; Santarém y col., 

2013), L. donovani (Silverman y col., 2008), L. braziliensis (Cuervo y col., 2009) y 

L. mexicana (Hassani y Olivier, 2013; Pérez–Gordones y col., 2016), aún falta por 

identificar y adjudicar función biológica a un gran número de ellas, incluyendo a 

CP en los morfotipos más representativos del parásito. Razón por la cual, se hace 

necesario continuar profundizando en la identificación y caracterización de CP 

contentivas del ED de las diferentes especies de Leishmania. El siguiente trabajo 

centró sus objetivos en la evaluación de la actividad CP presente en los ED de 

promastigotes y amastigotes de L. mexicana, con el propósito de compararlos y 
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contribuir en la posible identificación de CP exclusivas para cada morfotipo, así 

como también evidenciar su posible relación con la virulencia del parásito. 

Con la finalidad de evaluar posibles diferencias a nivel de la actividad CP 

entre promastigotes y amastigotes de L. mexicana, se procedió a estandarizar las 

condiciones óptimas para la obtención de los EP de promastigotes y amastigotes 

de Leishmania mexicana (MHOM/BZ/82/BEL21). Sobre la base de los resultados 

obtenidos se pudo evidenciar: 

• Una cinética de crecimiento de L. mexicana típica, consecuente a las 

reportadas para este parásito bajo las mismas condiciones experimentales 

(figura 5) (Bates, 1994).  

• Que los parámetros óptimos para al E/S de EP y análisis de la actividad CP 

en los ED son: título de parásitos 2x108 p/mL, tiempo de E/S 24 horas, 

cantidad de proteína a utilizar 20 µg, pH 5 y medio de reacción contentivo 

de 2 mM DTE (figuras 6, 7A y Tabla 5).  

Estas evidencias permiten proponer al 6to día de cultivo (144 horas), como el 

tiempo necesario para alcanzar la fase estacionaria de crecimiento (figura 5). Fase 

en la cual los parásitos procedentes de cultivos axénicos adquieren una 

morfología similar a la de parásitos encontrados en la probóscide del insecto 

vector (promastigote metacíclico infectivo), permitiendo con ello, una aproximación 

más cercana a las condiciones de infección in vivo (Giannini, 1974; Sacks, 1989). 

Trabajar con cultivos en esta fase de crecimiento permitió garantizar, con una 

mayor probabilidad, que los EP analizados correspondieron a los de promastigotes 

metacíclicos. Por lo cual, también fue utilizado como punto de partida para inducir 

la transformación in vitro a amastigotes-like (Hernández-Chinea, 2007). Cabe 
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destacar que los títulos y tiempos ensayados, corresponden a los reportados 

previamente en la literatura en estudios similares (Bates y Dwyer, 1987; Hassani y 

col., 2011; Pérez–Gordones y col., 2016; Santarém y col., 2013) y que el ED de 

amastigotes solo fue evaluado a pH ácido (pH 5) dado al ambiente donde se 

desarrolla este morfotipo del parásito (Mundodi y col., 2005). 

En el presente trabajo se utilizó el modelo de amastigotes axénicos 

(amastigotes-like), cuya transformación in vitro fue inducida por cambios en el pH 

del medio (pH 5) y en la temperatura de incubación (32-34°C). La escogencia de 

este modelo, se realizó con base a que la purificación de amastigotes, a partir de 

lesiones de animales experimentales, suele ser un procedimiento largo, engorroso, 

de bajo rendimiento de recuperación y los protocolos establecidos no garantizan 

que estos estén libres de moléculas contaminantes de las células fagocíticas, 

pudiendo con ello, alterar el análisis de los EP realizados en este trabajo 

(Hernández-Chinea, 2007).  

 Por otra parte, es importante resaltar, que los parámetros óptimos 

establecidos (tabla 5), fueron los que proporcionaron el menor porcentaje de 

viabilidad (96%, ver tabla 4), sin embargo, aún se encontraban dentro del rango 

permitido para estudios de EP (Rashidi y col., 2018). La determinación de este 

parámetro en los cultivos, pre y post E/S, es importante a la hora de identificar las 

proteínas contentivas de los EP, dado que el análisis de estos a partir de cultivos 

con viabilidades inferiores al 95%, pueden contener niveles significativos de 

contaminantes provenientes del contenido citoplasmático de parásitos lisados 

(muertos), afectando con ello la identificación de proteínas exclusivas (Rashidi y 

col., 2018). A pesar de la importancia de trabajar con porcentajes de viabilidad 
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cercanos al 100%, en esta oportunidad fueron elegidas las condiciones que 

generaron el menor porcentaje de viabilidad (96%), dado que la concentración de 

proteínas obtenidas, bajo estas condiciones, fue mayor con respecto a los cultivos 

con inóculos iniciales y tiempos de E/S menores a 2x108 p/mL y 24 horas, 

respectivamente, garantizando que se trabajase dentro del rango de sensibilidad 

de los métodos experimentales aplicados en este trabajo (electroforesis en 

condiciones disociantes y zimogramas).  

Establecidas las condiciones óptimas para la obtención de los EP de 

promastigotes y amastigotes de L. mexicana, se procedió a su evaluación, 

mediante técnicas electroforéticas, con el objetivo de identificar y caracterizar 

parcialmente la actividad CP presente, en los ED de ambos morfotipos. Con base 

en los resultados obtenidos se pudo evidenciar: 

• Un patrón proteico diferencial entre los EP evaluados con la aparente 

exclusividad de 10 y 7 bandas proteicas en los EP de promastigotes y 

amastigotes, respectivamente (figura 8). 

• Un patrón de degradación CP diferencial entre los ED evaluados (figura 9). 

• La presencia de 8 bandas de actividad en ambos ED evaluados en medio 

contentivo de poder reductor y en ausencia de cationes divalentes (figura 

10, carriles 2 y 7). 

• La inhibición total de 8 bandas de actividad presente en el ED de 

promastigotes en medio de reacción con poder reductor y ausente de 

cationes divalente, en contraste con la inhibición parcial de 4 de las 8 
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bandas de actividad presentes en el ED de amastigotes en presencia de los 

inhibidores leupeptina, iodoacetamida y E64 (figura 10, carriles 3-5 y 8-10).  

Estas evidencias sugieren un EP y un ED diferencial entre promastigotes y 

amastigotes de L. mexicana y la presencia de actividad CP diferencial entre 

ambos morfotipos, bajo las condiciones de estudio ensayadas, identificándose 8 

posibles bandas de actividad en promastigotes y 4 en amastigotes, donde sus 

respectivos pesos moleculares y sensibilidad a inhibidores específicos de CP se 

resumen en la tabla 6. 

 
Tabla 6. Actividad de posibles cisteín proteasas en el exodegradoma de promastigotes y 
amastigotes de Leishmania mexicana y su sensibilidad a inhibidores 

PM en P 
(kDa) 

Sensibilidad PM en 
AL (kDa) 

Sensibilidad 
Información del Inhibidor 

Leu. Iod. E64 Leu. Iod. E64 

200 ▲ ▲ ▲ - - - - La leupeptina, inhibe de forma 
reversible, inhibidor competitivo de las 
cisteín, serín y treonin  proteasas, 
imita el intermediario tetraédrico 
formado durante la hidrólisis del 
enlace peptídico (Beynon y Bond, 
1989). Específicamente inhibe las CP 
tipo papaína (Kuramochi y col., 1979). 

160 ▲ ▲ ▲ - - - - 

130 ▲ ▲ ▲ - - - - 

90 ▲ ▲ ▲ - - - - 

63 ▲ ▲ ▲ - - - - 

- - - - 40 ▲ ▲ ▲ 
La iodoacetamida, reacciona 
rápidamente con grupos sulfhidrilo 
como los de la cisteína, por lo que 
inhibe a todas las CP (Smythe, 1936). 31 ▲ ▲ ▲ 31 ∆ - ∆ 

23 ▲ ▲ ▲ 23 ▲ ▲ ▲ El E64, produce una alquilación 
irreversible del residuo de cisteína en 
el sitio activo de la enzima, por lo que 
inhibe a todas las CP (Hanada y col., 
1978). 

- - - - 16 ∆ ∆ ∆ 

10 ▲ ▲ ▲ - - - - 

▲: inhibición total; ∆: inhibición parcial; -: ausencia de inhibición 

 

Análisis del EP de promastigotes de L. mexicana mediante espectrometría de 

masa, han permitido identificar varios tipos de CP (Hassani y col., 2011; Pérez–

Gordones y col., 2016). Sin embargo, solo 3, la CPA, CPB y CPC, han sido 

ampliamente caracterizadas, ratificándoseles su papel como factores de virulencia 
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(Atayde y col., 2016; Denise y col., 2006; Frame y col., 2000). Las cuales, junto 

con sus funciones biológicas, se resumen en la tabla 7. Con base en los patrones 

de degradación diferencial, los pesos moleculares de las bandas de actividad y a 

la sensibilidad de estas actividades a los inhibidores de CP ensayados en este 

trabajo y con el apoyo de información existente sobre CP identificadas y 

caracterizadas en el EP de L. mexicana (tabla 7), fueron parcialmente identificadas 

las bandas de actividad observadas.  

 
Tabla 7. Cisteín proteasas caracterizadas en los exoproteomas de Leishmania mexicana  

CP PM (kDa) Clasificación 
Estadio 

específico 
Inhibidor Función biológica 

CPB 
30  

(Hassani y 
col., 2011) 

Familia C1, 
catepsina L, 

clan CA 

P < A (Coombs, 
1982; Myburgh 

y col., 2013) Leu., Iod. y 
E64 

(Pupkis y 
Coombs, 

1984; 
Robertson 
y Coombs, 

1990) 

Participa en los procesos de 
virulencia e, influencia la 
respuesta Th1 y Th2 (Alexander 
y col., 1998). 

CPC 
30  

(Hassani y 
col., 2011) 

Familia C1, 
catepsina B, 

clan CA 

P < A (Coombs, 
1982; Myburgh 

y col., 2013) 

Genera resistencia a la muerte 
inducida por macrófagos, posee 
actividad inmunoreguladora e 
induce la expresión de TGF-β 
(Silva-Almeida y col., 2012). 

CPA 
30  

(Hassani y 
col., 2011) 

Familia C1, 
catepsina L, 

clan CA 

P < A (Coombs, 
1982; Myburgh 

y col., 2013) 

Participa en la interacción 
parásito-hospedador (Silva-
Almeida y col., 2012). 

 

En la figura 10, se observa que en presencia de EDTA, la actividad 

proteolítica total disminuye significativamente. Por lo cual, y a pesar de que 

nuestro objetivo se centra en la identificación de actividades tipo CP, se sugiere 

que las 4 bandas (con pesos moleculares relativos de 160, 130, 90 y 63 kDa) en el 

ED de promastigotes y las 7 bandas en el ED de amastigotes, señaladas con un 

triángulo (∆), en las cuales disminuye significativamente sus actividades dependen 

de la presencia de cationes divalentes (posibles MP) y que la banda de intensa 

actividad y con peso molecular cercano a los 63 kDa, la cual disminuye 
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significativamente en ambos ED al eliminar los cationes divalentes presentes en el 

medio (en presencia de EDTA), corresponde a la Leishmaniosina o GP63, 

proteína de superficie más abundante y mejor caracterizada en todas las 

Leishmania sp. estudiadas hasta la fecha (Yao, 2010).  

Con respecto a las posibles actividades CP, mostradas en la figura 10, 

podemos sugerir que las bandas de alto peso molecular presente en el ED de 

promastigotes (200, 160, 130, 90 y 63 kDa), son del tipo CP, dado que sus 

actividades no solo se mantienen en presencia de EDTA, es decir, no son 

dependientes de cationes divalentes, sino que también se inactivan 

completamente en presencia de los tres inhibidores ensayados. Hecho que no 

ocurre con las bandas de alto peso molecular (155, 110, 90 y 63 kDa) presentes 

en el ED de amastigotes, cuyas actividades se muestran insensibles ante la 

presencia de los inhibidores ensayados. Proponiéndose de esta manera, que las 4 

bandas de actividad de alto peso en el ED de amastigotes no pertenezcan al clan 

de las CP sino que correspondan a MP que no fueron completamente inactivadas 

por la ausencia de Zn2+. Lo que podría indicar que hay una mayor actividad MP en 

el ED de amastigotes que en promastigotes, hecho que se evidencia con los 

resultados obtenidos (figura 10 carriles 1, 2, 6 y 7). Sin embargo, para corroborar 

esta sugerencia es necesario profundizar en la caracterización de estas 

estudiando su comportamiento en presencia de inhibidores específicos de MP 

como fenantrolina (Santos y col., 2006). Cabe destacar, que específicamente las 4 

bandas señaladas con un (∆), en la figura 10, carril 2, estarían colocalizando con 

proteasas dependientes de cationes divalentes. 
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Por otra parte, la banda de actividad de 31 kDa presente en ambos ED, la 

cual se activa únicamente en presencia de poder reductor (figura 7B, carril 2 y 6), 

pudiese corresponder a la colocalización de las enzimas CPA y CPB. Estas 

proteasas han sido altamente caracterizadas (tabla 7), con pesos moleculares 

similares a los de la banda observada y que se expresan mayoritariamente en 

amastigotes (Coombs, 1982), hecho evidenciado en nuestros resultados (figura 7, 

carriles 2 y 6 y figura 10, carriles 2 y 7). Con respecto a la actividad de esta banda 

en presencia de leupeptina, iodoacetamida y E64 respectivamente, en el ED de 

promastigotes, esta fue completamente inactivada (figura 10, carriles 3, 4 y 5), 

consecuente con lo reportado respecto a la sensibilidad de la CPA y CPB a estos 

inhibidores (tabla 7). Sin embargo, en amastigotes la actividad solo fue 

parcialmente inhibida por parte de leupeptina y en menor porcentaje por E64, no 

observándose inhibición en presencia de iodoacetamida (figura 10 carriles 9 y 10). 

Dicho resultado permite sugerir posibles diferencias estructurales entre estas 

enzimas en ambos morfotipos, específicamente, diferencias a nivel del sitio 

catalítico, las cuales interfieren directamente en la interacción enzima-inhibidor. 

Sugerencia que se hace con base, a que los mecanismos inhibitorios de la 

iodoacetamida y E64, involucran una interacción irreversible con la cisteína 

catalítica (Pupkis y Coombs, 1984; Robertson y Coombs, 1990). Y como puede ser 

observado en la figura 10 carriles 9 y 10, la iodoacetamida no fue capaz de inhibir 

la actividad de la banda, mientras que el E64 pudo solo inhibir parcialmente, pero 

en menor proporción que la leupeptina, la cual, por su parte, es un inhibidor 

competitivo, poco selectivo y posiblemente los cambios estructurales sugeridos no 

sean críticos para su interacción con la enzima, dado que este puede interaccionar 



 

60 

 

diferencialmente (formar varios complejos enzima-inhibidor) con el sitio activo de 

las CP (Varughese y col., 1989).  

Se hace interesante, profundizar en la caracterización de las enzimas 

responsables de esta actividad de 31 kDa en ambos morfotipos del parásito, a fin 

de poder esclarecer si esta sensibilidad diferencial a los inhibidores, sea 

consecuencia directa de cambios estructurales originados posiblemente por 

modificaciones pos-traduccionales en residuos aminoacídicos adyacentes al sitio 

catalítico en las enzimas presentes en el ED de amastigotes, o simplemente se 

deba a la presencia de otra proteasa, posiblemente tipo SP, que este 

colocalizando en el ED de amastigotes con la CPA y CPB, siendo esta sensible a 

la leupeptina, inhibidor competitivo de la cisteín, serín y treonin proteasas (Beynon 

y Bond, 1989) e insensible a la presencia de iodoacetamida y E64, inhibidores 

exclusivos de CP (Kuramochi y col., 1979; Hanada y col., 1978). Limitaciones de la 

técnica utilizada en este trabajo para el análisis de los ED, imposibilita dar 

respuestas claras sobre la sensibilidad diferencial de la banda de actividad de 31 

kDa, presente en el ED de amastigotes, con respecto a los inhibidores ensayados. 

Sin embargo, si permite sugerirla como posible CP, dado a su dependencia a 

poder reductor, y proponerla como blanco para estudios posteriores, dado su 

comportamiento disímil con su contraparte en promastigotes. A pesar, que las CP 

descritas en Leishmania sp., específicamente las CPA y CPB, presentan 

comportamientos y estructuras similares a miembros de este clan descritos en 

eucariotas superiores, ligeras diferencias a nivel de sus estructuras primaria, 

secundaria y terciaria, pueden interferir directamente en sus interacciones con 

inhibidores y/o drogas específicas (Hughes, 1994). De hecho, estas pequeñas 
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diferencias son potencialmente importantes, dado a que pueden ser utilizadas 

para el diseño de drogas que interaccionen únicamente con las proteasas del 

parásito sin afectar las del mamífero hospedador, permitiendo con ello controlar 

las enfermedades generadas por estos.  

Finalmente, y con respecto a la banda de actividad de 31 kDa, cabe destacar 

la posibilidad que, en ambos ED, la enzima CPC, también colocalice con CPB y 

CPA, dado que esta presenta masa molecular similar (30 kDa) y ha sido 

identificada, por espectrometría de masa, en el EP de L. mexicana (Hassani y col., 

2011), sin embargo, no es posible detectar su actividad en el sistema utilizado en 

este trabajo por la imposibilidad de la enzima de hidrolizar gelatina (Robertson y 

Coombs, 1990).  

Por otra parte, aunque no existen referencias de proteasas caracterizadas 

en el ED de L. mexicana con pesos moleculares inferiores a los 30 kDa, podemos 

sugerir que las actividades de 23, 16 y 10 kDa, presentes en el ED de 

promastigotes, también son del tipo CP. Sugerencia que se hace dado que dichas 

actividades se: activan en presencia de poder reductor (figura 7B, carril 2), se 

mantienen en presencia de EDTA en el medio (figura 10, carril 2) y son inactivadas 

completamente en presencia de los tres inhibidores ensayados. Por su parte, la 

banda de actividad de 10 kDa, observada únicamente en el ED de promastigotes, 

presenta un comportamiento particular, activándose únicamente en presencia del 

agente reductor y de EDTA (figura 10, carril 2) e inactivándose completamente por 

los inhibidores ensayados. Este comportamiento sugiere que dicha actividad CP 

es modulada por cationes divalentes. Evidencias preliminares de nuestro 

laboratorio sugieren que el catión inhibitorio es el Zn+2 presente en el medio de 
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reacción (Pérez–Gordones y col., 2017). Sugerencia que se apoya en el hecho de 

que los iones metálicos de la serie IIB como el Zn+2, Cd+2 y Hg+2, son conocidos 

por regular varias actividades enzimáticas e interacciones proteicas, como 

consecuencia de la interferencia del metal con residuos de cisteína, debido a su 

alta afinidad a los grupos tiol (Franco y col., 1999). Razón por la cual posiblemente 

en presencia de EDTA, el cual presenta una mayor afinidad y por tanto mayor 

poder quelante por Zn+2 que por Ca+2 y Mg+2, está CP de 10 kDa, previamente 

inhibida (figura 10 carril 1), se activa (figura 10 carril 2) (Koh y col., 1996; Waters y 

col., 2001). Comportamientos similares al de la banda de actividad de 10 kDa han 

sido evidenciados en CP de Entamoeba histolytica (Franco y col., 1999), en la 

catepsina B de bovino (Lockwood, 2004) y en la caspasas-3 de humanos (Franco 

y col., 1999; Lockwood, 2004; Perry y col., 1997). Esta última, responsable de 

patologías asociadas con la apoptosis y blanco de drogas específicas empleadas 

en el tratamiento de la enfermedad que genera, las cuales han sido diseñadas con 

base en la sensibilidad de esta al Zn2+ (Perry y col., 1997). Sería interesante 

profundizar en la caracterización de esta actividad de bajo peso molecular y 

compararla con la actividad de la caspasa-3 de humanos, a fin de realizar ensayos 

que permitan conocer si las drogas usadas contra esta proteasa de humanos, 

también pudiesen tener un efecto sobre su actividad y poder estudiar sus 

potencialidades como drogas anti-Leishmania (Pérez–Gordones y col., 2017).  

Con respecto a las actividades de peso molecular (40, 23 y 16 kDa) 

presentes en el ED de amastigotes, también se sugieren del tipo CP, dado que, 

son dependientes de poder reductor y los inhibidores ensayados disminuyen de 

forma significativa sus actividades. Donde las bandas de 40 y 16 kDa, son 
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parcialmente inhibidas mientras que la banda de 23 kDa es inhibida 

completamente por los tres inhibidores ensayados. Esta última presenta un 

comportamiento similar, a pesar de presentar una menor actividad, que la banda 

de 23 kDa presente en el ED de promastigote, posiblemente corresponda a la 

misma CP, pero esta presenta mayor expresión o se E/S en mayor proporción en 

promastigotes.  

Por otra parte, cabe destacar la posibilidad que las bandas de actividad de 

pesos moleculares ligeramente disímiles entre el ED de promastigotes y el de 

amastigotes (pesos moleculares cercanos), las cuales hemos sugeridos como 

proteasas diferentes, correspondan a proteasas precursoras del ED de 

amastigotes (Robertson y Coombs, 1992). Posiblemente la presencia de estas 

proteasas precursoras en promastigotes sean parte de estrategias de infección 

usadas por el parásito, las cuales sufren modificaciones a través de mecanismos 

autocatalíticos, lo que conlleva a que estas se observen consecuentemente como 

bandas de actividad de menor peso en ED de amastigotes (Robertson y Coombs, 

1992). 

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten demostrar no solo la 

existencia de actividad CP en el ED de promastigotes (8 bandas) y amastigotes (4 

bandas) de L. mexicana (MHOM/BZ/82/BEL21), sino que corroboran una actividad 

diferencial entre ambos morfotipos. Apoyando, con ello, la posibilidad de que la 

expresión y E/S de CP, pueda ser una estrategia por parte del parásito para 

sobrevivir a los cambios impuestos por los ambientes donde se desarrolla 

(Mottram y col., 2004). La tabla 8, resume la identificación parcial de las bandas de 

actividad tipo CP, observadas en ambos ED, en este trabajo, indicando en la 
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misma, cuales se considera que deben ser estudiadas a mayor profundidad de 

acuerdo a su alta potencialidad como posible blanco para el diseño de drogas y/o 

diagnóstico. Sugerencias que se hacen con base en sus comportamientos 

exclusivos en los ED analizados.  

Profundizar en la identificación y caracterización de las CP sugeridas en la 

tabla 7, a fin de conocer sus funciones biológicas, expresión morfotipo específica, 

y sus homologías con proteasas presentes en eucariotas superiores, podría 

establecerlas como posibles blancos de droga o de diagnóstico. Particularmente, 

sugerimos profundizar en el estudio de las bandas de actividad aparentemente 

exclusivas de cada morfotipo, como la banda de 10 y 40 kDa presentes en los ED 

de promastigotes y amastigotes respectivamente, dado que pudiesen estar 

involucradas directamente en el proceso de infección, en el caso de las presentes 

en el ED de promastigotes, como en el mantenimiento del parásito dentro de la 

vacuola fagolisosomal, en el caso de amastigotes. Para ello, sugerimos como 

próximo paso la purificación y caracterización de las enzimas responsables de 

estas actividades.  
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Tabla 8. Resumen de cisteín proteasas identificadas en el exodegradoma de Leishmania 
mexicana cepa BEL21 

PM (kDa) Evidencia que la señalan como CP Tipo de CP Potencialidad 

ED de Promastigotes 

200 

• Activas en medio con poder reductor y ausencia de 
cationes divalentes 

• Inhibidas por leupeptina, iodoacetamida y E64 

Desconocido - 

160 Desconocido - 

130 Desconocido - 

90 Desconocido - 

63 Desconocido - 

31 
• Solo se activa en medio con poder reductor 

• Inhibida por leupeptina, iodoacetamida y E64 

CPA y CPB 
(colocalización) 

Alta 

23 
• Solo se activa en medio con poder reductor 

• Inhibida por leupeptina, iodoacetamida y E64 
Desconocido - 

10 

• Actividad modulada por cationes divalentes (Zn2+)  

• Inhibida por leupeptina, iodoacetamida y E64                                                     

• Banda de actividad exclusiva en el ED de 
promastigotes bajo las condiciones de estudio 
establecidas 

Tipo catepsina 
y/o caspasa 

Alta 

ED de Amastigotes 

40 

• Solo se activa en medio con poder reductor 

• Inhibida por leupeptina, iodoacetamida y E64 

• Banda de actividad exclusiva en el ED de 
amastigotes bajo las condiciones de estudio 
establecidas 

Desconocido Alta 

31 
• Solo se activa en medio con poder reductor 

• Inhibida parcialmente por leupeptina y E64 

CPA y CPB 
(colocalización) 

Alta 

23 
• Solo se activa en medio con poder reductor 

• Inhibida por leupeptina, iodoacetamida y E64 
Desconocido - 

16 

• Inhibida parcialmente por leupeptina y E64                                                  

• Banda de actividad exclusiva en el ED de 
amastigotes bajo las condiciones de estudio 
establecidas 

Desconocido Alta 

 

Corroborada la presencia de actividad CP en el ED de promastigotes de L. 

mexicana y su patrón de digestión diferencial con respecto al ED de amastigotes, 

se procedió a evaluar, mediante ensayos de infección in vivo y técnicas 

electroforéticas, la posible relación de este clan de proteasas con la virulencia del 

parásito. Con base en los resultados obtenidos se pudo evidenciar: 
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• Una cinética de crecimiento similar entre PV y PNA, manteniéndose el 6to 

día, como tiempo de inicio de la E/S para la obtención del EP (figura 11).  

• La atenuación de la virulencia en los PNA, sugerido por la ausencia de 

lesión en ensayos de infección in vivo y corroborado por dos técnicas 

diagnósticas (figura 12 y 13). 

• Un patrón proteico diferencial entre los EP evaluados, con la aparente 

exclusividad de 4 y 3 bandas proteicas en los EP de PV y PNA (figura 14). 

• Un patrón de degradación de gelatina diferencial entre los ED evaluados 

(figura 15). 

• Una disminución en la actividad total en el ED de PNA (figura 15). 

• La presencia de 2 bandas de actividad en el ED de PV y 1 en el de PNA 

dependientes de poder reductor (figura 15, carril 2 y 5). 

• La presencia de 8 bandas de actividad en el ED de PV y 5 en PNA en 

medio contentivo de poder reductor (2 mM DTE) y en ausencia de cationes 

divalentes (2 mM EDTA) (figura 15, carril 3 y 6). 

Estas evidencias permiten sugerir que el mantenimiento prolongado de 

parásitos en cultivos axénicos, confiere una menor semejanza con el parásito 

desarrollado en condiciones naturales, disminuyendo con ello su capacidad 

infectiva o virulencia (Moreira y col., 2012). En el presente trabajo, la atenuación 

natural de la virulencia de promastigotes de L. mexicana, con más de 30 repiques 

(PNA), se evaluó mediante ensayos de infección in vivo. La ausencia de lesión 

aparente en los animales inoculados con PNA, permite sugerir la disminución del 

grado de patogenicidad, no pudiéndose descartar del todo la pérdida total de la 
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virulencia, dado que el seguimiento solo se realizó por 80 días (figura 13). Sin 

embargo, dicha atenuación fue corroborada mediante la realización de dos 

pruebas diagnósticas. Una parasitológica por frotis por aposición, la cual es una 

prueba simple y rápida con una sensibilidad de alrededor del 60 y 65% (Rodríguez 

y col., 1994) y una molecular por PCR, método con alta sensibilidad y 

especificidad (Zerpa y col., 2002). Observándose, en ambos casos, la ausencia 

del material genético del parásito tanto en sangre como en tejido del miembro 

inoculado (figura 13). 

Existen evidencias que relacionan la actividad CP con la atenuación de la 

virulencia, en promastigotes de L. braziliensis y en L. amazonensis (Moreira y col., 

2012), sin embargo, la información con respecto a otras especies de Leishmania, 

responsables de las manifestaciones clínicas más comunes, es muy escasa. Sin 

mencionar que es mucho menor la información existente sobre la participación de 

las actividades de este clan con el mantenimiento del parásito en la vacuola 

fagolisosomal. Por tal motivo y con bases para sugerir la atenuación de la 

virulencia de los PNA de L. mexicana, se procedió a evaluar el EP y ED de estos 

parásitos, a fin de corroborar si la atenuación se relaciona con cambios a nivel de 

la actividad CP como ha sido sugerido en parásitos del género de Leishmania 

(Mottram y col., 2004).  

Los resultados mostrados en las figuras 14 y 15A, evidencian variaciones a 

nivel del EP entre los PV y los PNA, así como una disminución significativa de la 

actividad del ED de estos últimos. Mostrándose adicionalmente, con respecto a la 

actividad CP, un patrón de degradación diferencial donde se destaca la ausencia 

en el ED de los PNA de las bandas de peso molecular 31, 23 y 10 KDa 
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previamente descritas el ED de PV (figura 15B), lo cual las propone como 

potenciales candidatas para estudios más profundos, a fin de determinar si estas 

actividades están implicadas directamente en la virulencia del parásito.  

La ausencia de la banda de 31 kDa el ED de los PNA, la cual posiblemente 

corresponda a la colocalización de las CP, CPA y CPB, apoya las evidencias que 

estas enzimas desempeñan un papel crítico en la patogenicidad de estos 

parásitos (Myburgh y col., 2013), siendo por ello consideradas potenciales blancos 

farmacológicos y candidatas a vacunas (Coombs, 1982; Mottram y col., 2004; 

Silva-Almeida y col., 2012). Ensayos de silenciamiento génico o “Knockout” 

corroboran estos resultados, donde la ausencia de la CPA y/o CPB, reducen 

significativamente la aparición de lesiones en modelos murinos, así como la 

capacidad de los parásitos de modular el sistema inmunitario del hospedador e 

inducir su diferenciación a las formas metacíclica y/o a amastigote (Alexander y 

col., 1998; Myburgh y col., 2013; Williams y col., 2006). Estas evidencias, en 

conjunto con los resultados obtenidos pudiesen indicar que las CP, 

particularmente la CPA y CPB, están involucradas activamente en la virulencia de 

promastigotes de L. mexicana. Sin embargo, es necesario profundizar en la 

caracterización de estas 3 bandas de actividad ausentes en el ED de PNA, a fin de 

establecer cuál es la responsable de la atenuación de la virulencia o si esta 

condición es el resultado de la disminución de la expresión simultanea de varias 

proteasas.  

La purificación y caracterización, de las proteasas responsables de las 

actividades tipo CP identificadas en este trabajo, mediante técnicas 

cromatográficas y/o de espectrometría de masa, conferiría valiosa información 
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referente a su función biológica y a su homología con proteasas presentes en 

eucariotas superiores, con la cual se podría corroborar su potencialidad como 

blancos de drogas y de diagnóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

70 

 

7. Conclusiones 

Con base en el objetivo planteado se puede concluir que los exodegradomas 

de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana, bajo las condiciones 

experimentales establecidas en este trabajo, presentan una actividad cisteín 

proteasa diferencial, la cual se relaciona directamente con la virulencia del 

parásito.  

En relación a los objetivos específicos planteados se concluye: 

1. Las condiciones óptimas para la obtención de los exoproteomas de 

promastigotes y amastigotes y la evaluación de la actividad cisteín proteasa 

son:  

• Partir de cultivos con un título de 2x108 p/mL  

• Un tiempo de excreción/secreción de 24 horas 

•  Analizar 20 µg de proteínas  

•  Utilizar un medio de reacción contentivo de poder reductor a pH 5. 

2. Los exodegradomas de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana 

presentan una actividad cisteín proteasa diferencial, siendo esta mayor en 

amastigotes, identificándose 8 y 4 bandas de actividad cisteín proteasa en los 

exodegradomas de promastigotes y amastigotes, respectivamente.  

3. Una disminución de la actividad total y la ausencia de 3 bandas de actividad 

cisteín proteasa en el exodegradoma de promastigotes naturalmente 

atenuados de Leishmania mexicana, sugieren una relación directa entre la 

actividad cisteín proteasa y la disminución del grado de patogenicidad o 

virulencia de los parásitos. 
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