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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La respuesta inmune humoral inducida por Leishmania spp, se inicia
desde la etapa temprana de la infeccién y se mantiene hasta cuando la mayoria
de los parasitos son eliminados. Los isotipos, subclases y niveles de anticuerpos
que evallan esta respuesta dependen en gran medida de la forma clinica y el
estado de evolucion de la enfermedad. En casos de lesiones mucosas o cuta-
neas de larga evolucién donde la posibilidad de encontrar parasitos es baja,
toma gran importancia evaluar esta respuesta humoral. Sin embargo, las
técnicas seroldgicas existentes para detectar anticuerpos antileishmania pre-
sentan baja sensibilidad y alta reaccion cruzada con parésitos de Trypanosoma
cruzi, surgiendo, como una alternativa para mejorar estas pruebas, el uso de
antigenos proteicos purificados (1,2). Teniendo como base los resultados obte-
nidos por Agudelo y col (3), quienes demostraron que las fracciones proteicas
de 36 y 50 kDa de Leishmania Viannia panamensis son altamente sensibles y
100% especificas de Leishmania, nos proponemos purificar estas proteinas a
fin de utilizarlas para mejorar la sensibilidad y especificidad de pruebas
serolégicas que sean econdmicas y de ejecucién practica en zonas endémicas
de leishmaniosis.

METODOLOGIA

Las proteinas seran separadas por su peso molecular utilizando el
sistema Prep Cell® y posteriormente por su punto isoeléctrico mediante el
sistema Rotofor®. Las fracciones purificadas y colectadas seran analizadas en
SDS-PAGE y aquéllas donde se observe la presencia de los polipéptidos de
interés seran dializadas, liofilizadas, cuantificadas, y posteriormente corridas
en SDS-PAGE vy transferidas a una membrana de nitrocelulosa o fijadas en
platos de ELISA donde se realizaran las pruebas serolégicas.

RESULTADOS ESPERADOS

Lograr purificar las proteinas de 36 y 50 kDa y utilizarlas como fuente
de antigeno, logrando mejorar de forma importante la sensibilidad y especifi-
cidad de las pruebas seroldgicas, de tal manera que puedan ser implementadas
como métodos diagnosticos, especialmente en los casos crénicos de leishmaniosis
cutanea y mucosa donde sea dificil el diagnéstico por los métodos parasitolégicos
convencionales.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El 95% de los casos de leishmaniosis en Colombia son causados por L.
(V) panamensis (1); de ellos la mayoria corresponden a leishmaniosis cutanea;
no obstante, esta especie también se asocia con cuadros de leishmaniosis
mucosa y leishmaniosis difusa asi como con recaidas (2). Si bien la diversidad
de formas clinicas y la severidad de la leishmaniosis son el producto de la
interaccion entre el hospedero y el parasito en un contexto ecoldgico apropiado
(3), es probable que existan diferencias en el paréasito, aun entre cepas de la
misma especie, que determinan el tipo de respuesta inmune establecida, lo cual
condiciona la forma clinica de la enfermedad. Basados en este supuesto nos
proponemos caracterizar la respuesta inmune inducida durante la infeccion
murina experimental con diferentes cepas de L. (V) panamensis aisladas de
pacientes con distintas formas clinicas de la leishmaniosis.

METODOLOGIA

Ratones BALB/c y C57BL/6 se infectar&n en el cojinete plantar con una
de 20 cepas de L. (V) panamensis, aisladas de pacientes con leishmaniosis
cutanea localizada, leishmaniosis cutanea con mas de 15 lesiones, leishmaniosis
mucosa y recaidas. Se hara seguimiento durante 4 meses con evaluacion
semanal de la evolucién de la infeccion, asi como del tipo y tamafio de las
lesiones. Ademas se evaluara la produccion de anticuerpos especificos y se
determinaran, en células esplénicas, la respuesta linfoproliferativa, la produc-
cién de oxido nitrico y el perfil de citoquinas inducido en respuesta a antigeno
total del parasito. También se medira la produccién de citoquinas y de éxido
nitrico en macrdfagos de ratones BALB/c y C57BL/6 no infectados. Las
determinaciones de anticuerpos y citoquinas se realizaran mediante ELISA
disponible comercialmente y el dxido nitrico se medird por la reaccién de
Griess.

RESULTADOS ESPERADOS E IMPLICACIONES

Caracterizar las cepas de L. (V) panamensis que circulan en Colombia,
en cuanto a la modulacién de la respuesta inmune y sus implicaciones en la
diversidad de manifestaciones clinicas producidas por esta especie, conoci-
miento que contribuird al disefio racional de estrategias inmunoprofilacticas o
quimoterapéuticas que eventualmente puedan aplicarse en el ambito nacional
en el contexto de los programas de salud publica.
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