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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS
En Colombia cada año se diagnostican 6.500 casos nuevos de

leishmaniasis cutánea y Leishmania (Viannia) panamensis es la responsable del
95% de los casos. Durante su ciclo de vida, el parásito reside en el insecto
vector como promastigote y se diferencia a amastigote después de ser inocu-
lado en el hospedero mamífero. La transformación de promastigote a amastigote
implica cambios morfológicos y bioquímicos que tienen lugar en el fagolisosoma
del macrófago, y se caracterizan, entre otros, por la expresión de enzimas con
actividad óptima a pH ácido además del cambio de los glicoconjugados de
membrana. La supervivencia del parásito está asociada con su capacidad para
inhibir funciones efectoras en el macrófago infectado permitiéndole al amastigote
su replicación; sin embargo, poco se conoce acerca de los productos génicos
expresados diferencialmente en este estadio por lo que nos propusimos con
este trabajo aislar genes diferencialmente expresados en amastigotes de
Leishmania (Viannia) panamensis.

METODOLOGÍA
Aplicamos las metodologías de hibridización substractiva con selección

por PCR: RDA (Representation of differential analysis) (1) y SSH (Suppressive
subtractive hybridization) (2) para aislar mRNA regulados positivamente en
amastigotes; posteriormente se clonaron y secuenciaron y se determinó su
patrón de expresión.

RESULTADOS
Con ambos métodos se aislaron 20 clones cuyas secuencias mostraron

identidad entre el 70% y el 80% con EST (expressed sequence tag) y secuencias
del proyecto genoma de L. major. Sólo uno de los clones presentó identidad con
un gen ya reportado, el SW3 descrito en L. major, que se expresa mayori-
tariamente en el estadio de amastigote (3). Otros dos clones muestran regula-
ción positiva en amastigotes; no obstante, se desconoce la proteína que codi-
fican y su función.
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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS
La proteína Cry11Bb (94 kDa) es producida por B. thuringiensis subsp. Medellín.

El modo de acción de las toxinas Cry incluye el procesamiento proteolítico y la unión de
la toxina a receptores específicos sobre la superficie del intestino de las larvas de los
insectos susceptibles. Después de unida, la toxina forma poros de baja selectividad sobre
la superficie de la membrana apical de las células intestinales, produciendo un desequi-
librio osmótico que lleva a la destrucción celular y consecuente muerte de la larva (1). Los
objetivos de esta investigación fueron: caracterizar el procesamiento de la proteína
Cry11Bb (94kDa) y analizar la unión de ésta proteína a los intestinos de las larvas de los
mosquitos suceptibles C. quinquefasciatus, A. aegypti y A. albimanus.

METODOLOGÍA
El procesamiento proteolítico de la protoxina Cry11Bb se caracterizó mediante

electroforesis y secuencia del extremo amino de los fragmentos generados. La capacidad
de unión de la proteína se analizó mediante ensayos de unión con la toxina radiomarcada
y vesículas preparadas a partir de larvas completas de los mosquitos, por ligand blot e
inmunohistoquímica usando secciones de tejido larval.

RESULTADOS
El procesamiento proteolítico de la protoxina Cry11Bb de 94 kDa indica la

formación de fragmentos de 30 y 35 kDa que forman el complejo 30/35 kDa, a través
de un fragmento de 68 kDa (2). Tanto 30/35 kDa como 68 kDa fueron prepurificados
y aislados. Los resultados de los ensayos de unión sugieren que sólo la forma de 68 kDa
podría interactuar específicamente con las vesículas. La toxina se localizó en la membrana
apical del intestino medio de las larvas. Varias proteínas de las vesículas reconocieron el
fragmento de 68 kDa.

CONCLUSIONES
La toxina Cry11Bb (94 kDa) se procesa en fragmentos de 30 y 35 kDa a través

de un fragmento de 68 kDa (2). El fragmento de 68 kDa interactúa específicamente con
las vesículas de las larvas de los mosquitos. El sitio primario de acción de la toxina Cry11Bb
es la membrana apical del intestino medio. Se sugiere la presencia de receptores para la
toxina Cry11Bb en el intestino de los mosquitos.
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