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RESUMEN

Lin este trabajo se evalud ta correlacion entre la inhibicion del estallido oxidativo gque ejeree
Leishmania mexicana mexicana sobre macrofagos y la gra\}edad del cuadro clinico
encontrado en el huésped. Sc demostrd que la inhibicion del estallido oxidativo ¢jercida
por Leishmania mexicana mexicana en monocitos de pacientes con leishmaniasis cutanea
difusa (L.CD) ¢s de 48%, micntras que en pacicntes con [cishmaniasis cutanea localizada
(LCL) es de 22% y en los monocitos de sujetos sanos Leishmania mexicana mexicanu
inhibe el estallido oxidativo un 29%. Lin pacientes con leishmaniasis cutanca la gravedad
del cuadro clinico se correlaciond con el grado de inhibicion que ejeree Leishniania
mexicana mexicana sqbre el estallido oxidativo de sus monocitos. La diferencia entre
pacientes con LCD y l-,(,‘l, es altamente significativa (p<0.0242).

En el analisis de la inhibicion del estallido oxidative cjercido por leishmania mexicanda
mexicana sobre macrofagos de ratones susceptibles a la leishmaniasis (BALB/C) se
encontré que hay una inhibicion del estallido oxidativo de 29% y la inhibicion que cjerce
Leishmania mexicana mexicana sobre macrofagos de ratones resistentes a la leishmaniasis
(C57BU6) es de 10%. Igual que en ¢l humano, en el huésped murino se encontro una
correlacion entre la gravedad del cuadro clinico y el grado de inhibicion del estalhdo
oxidativo. Aqui también la diferencia cs altamente significat iva (p- 0.005).

Se analizo si esta inhibicion del estallido oxidative permite la sobirevida de amastigoles de
Leishmania mexicana mexicana vy la propagacion del padecimicnto, encontrandose una
correlacion directa entre la sobrevida de amastigotes de | eishmania mexicana mexicana

con el grado de inhibicién que ejeree cl pardsito sobre ¢l estallido oxidativo del macrofago.




Adicionalmente se encontré que no existen diferencias en la capacidad de inhibicion del
estallido oxidativo ejercido por cepas de Leishmania mexicana mexicana que originan
distintos cuadros clinicos, tanto en monocitos de humanos sanos como en macréfagos de
modelos murinos.

Concluimos que la gravedad del cuadro clinico en pacientes con distintas formas clinicas de
leishmaniasis se correlaciona directamente con el grado de inbibicién del estallido
oxidativo ejercido por Leishmania mexicana  mexicand sobre  sus  monocitos.
Adicionalmente concluimos que ¢l grado de inhibicion del estallido oxidativo no depende

de la cepa de Leishmunia mexicana mexicana sino del fondo genético del hudsped.
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ANTECEDENTES

La leishmaniasis es una enfermedad producida por parasitos pfoiozoarios del género
Leishmania. El parasito es transmitido por la picadura de moscos hematdfagos pilosos del
género Phlebotomus del viejo mundo y Lutzomia en el .N uevo Mundo (1).

La leishmaniasis es una parasitosis de amplia distribucion geografica, exceptuando Alaska
y Australia. En la Repablica Mexicana se han registrado casos en los estados como Puchla,
Morelos, Guerrero, Chiapas, Veracrui. Tabasco, Qaxaca. Camﬁcchc. Quintana Roo.
Jalisco, San Luis Potosi y Coahuila. El primer caso fue reportado en 1912 en el estado de
Yucatan. De 1946 a 1951 se reportaron un promedio de 35 casos anualmente en todo ¢l pais
y de 1987 a 1997 se han registrado un promedio de 800 casos anuales (2).

[.a leishmaniasis puede tener dilerentes formas clinicas clastficadas en:

A) Leishmaniasis cutinea localizada (LCL)

Se caracteriza por un nodulo nico que tiende a ulcerarse. La ulceracion cs generalmente
redonda, de bordes indurados, fondo limpio e indolora. Puede curar espontancamente en un
periodo de seis meses a dos afios; sin embargo en la oreja la infeecion puede ser cronica y
puede durar afios, y puede llevar a la mutilacion del pabellon auricular. 1.a hipersensibilidad
se desarrolla en forma temprana y los pacientes son positivos a la intradermoreaccion con
Leishmania (prueba de Montenegro). Los linfocitos del huéspc;i ticnen la capacidad de
responder in virro a este antigeno con la produccion de interferon gama (INI-y) e
interleucina 2 (IL-2) y en las biopsias habitualmente se encuentran pocos pardsitos en ¢l
interior del macrofago. En México csta forma clinica se conoce como ulcera de los
chicleros, es causada por Leishmania mexicana mexicana (1.2.3) v liene una distribucion

practicamente cn toda la Repuablica Mexicana (ligura 1).




Parasito

U > intracelula

Figura 1.a) Lesién ulcerosa tipica de Figura 1.b) Biopsia con escasos parasitos
leishmaniasis cutdnea localizada intracelulares

B) Leishmaniasis cutanea diseminada (LCD)

Esta forma se caracteriza por iniciar con un nddulo que no se ulcera, la infeccion se
disemina por via linfatica dando miltiples nédulos en la cara, extremidades inferiores y
superiores, en el torax y espalda, con excepcion del cuero cabeliudo, palmas de las manos
y plantas de los pies. Esta enfermedad es de dificil tratamiento y generalmente es de
desenlace fatal. La respuesta inmune celular se encuentra inhibida mientras que la respuesta
humoral estd aumentada sin embargo, no es protectora. La intradermoreaccién es negativa,
Esta forma clinica tiene una respuesta de tipo Th2, es decir la produccion de interleucina 4
(IL-4) e interleucina 10 (IL-10) estan elevadas. En el andlisis histopatologico se pueden
observar abundantes parésitos dentro de macréfagos vacuolados. En México es causada por
Leishmania mexicana mexicana (1,3), se han registrado casos en los estados de Tabasco,

Veracruz y Coahuila (figura 2).



Figura 2. a) Lesiones nodulares Figura 2.b) Biopsia con abundantes
en leishmaniasis cutinea difusa. parasitos intracelulares

C) Leishmaniasis mucocutinea o Espundia (LMC)
Esta forma clinica presenta lesiones muy destructivas de mucosa nasal y orofaringea, es de
dificil tratamiento y puede producir la muerte por inanicién y obstruccién de vias

respiratorias. (figura 3).

Figura 3. Lesiones de la mucosa oral tipica en
leishmaniasis mucocutdnea o espundia




D) Leishmaniasis cutanea esporotricoide o cutanea predifusa (LPD)

Esta forma clinica se manifiesta con pequefios nddulos subcutdneos subsecuentes que se
diseminan por via linfatica y presenta similitud en la manifestaciéon clinica con las lesiones
ocasionadas por Sporothrix shenckii (4,5). La intradermoreaccidn es negativa y la presencia
de parésitos en las biopsisas es escasa. Se han reportado casos en el estado de Tabasco.

(figura 4),

Figura 4. Lesiones nodulares continuas
en leishmaniasis esporotricoide

E) Leishmaniasis visceral o Kala azar {LV)

Esta forma clinica de leishmaniasis es causada por Leishmania donovani y Leishmania
donovani chagasi en el nuevo mundo. Tiene un periodo de incubacién de dos meses a un
afio y afecta principalmente el bazo, higado, mucosas del intestino, medula 6sea y otros
tejidos linfaticos (3). Los estados donde se han reportado casos son Puebla, Oaxaca,

Chiapas y Morelos (figura 5).




Figura 5. Hepatoesplenomegalia en
leishmaniasis viceral.

Caracteristicas diferenciales en tres formas clinicas de leishmaniasis cutdnea en México.

LCL LCD LPD
Lesion Unica Todo el cuerpo Multiple y subsecuente
Tipo de lesion Ulcera Nédulos Noédules subsecuentes
Via de diseminacidn Linfatica Tisular y linfatica Tisular y linfatica
Diseminacién a mucosas | Muy rara Frecuentemente No observada
Parasitos en improntas | Escasos Muy abundantes €3¢asos

Respuesta a tratamiento

Cura con tratamiento

De dificil tratamiento

De dificil tratamiento

Intradermoreaccion

Positiva

Negativa

Negativa




TAXONOMIA
l.a Organizacion Mundial de la Salud (OMS), distingue 7 especies de feishmanias: L.

major, L. donovani, L. aethiopica, L. mexicana, L. brasiliensis, L. tropica y L. peruviand

Familia { TRYPANOSOMATIDAE

|
Giénero { LEISHMANIA

|
Especies { L. major L. donovani L. acthiopica L. mexicam 1. brasilicnsis . L. tropiva 1. peruviana

( L..d. donovani L., mesicana 1.b. brasilicnsis L. puruvia
Sub [..d infantum I..m. pifanoi l..b. guyanensis
Especic < I..d. chagasi i.m. garnhami 1 .h, pizunencrsis
[..im, amazonensis

~

M. venezolensis

CICLO BIOLOGICO DY LEISHMANIA

La infeccion por Leishmania inicia cuando un mosquito infectado con ¢l promastigote. que
es la fase movil (de 15 a 20 micras de largo por 1.5 a 4 micras de ancho,  presenta un
nucleo central, ﬂagelb anterior y que vive extracelularmente en ¢t tracto digestivo del
insecto) pica al huésped sano ¢ inucula los promastigotes. los cuales son fagocitados por los
macréfagos de la piel. En el interior del macrofago permanceen en ¢l fagolisosoma y con
las condiciones dcidas se transforman cn amastigotes (forma oval de aproximadamente 5
micras de diametro, con un nicleo excéntrico. un cinetoplasto ¥ no posce flagelo). Los

amastigotes se multiplican por fision binaria, llevando a la lisis a la célula hospedera 'y Jos




TAXONOMIA
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), distingue 7 especies de lcishmantas: L.

major, L. donovani, L. aethiopica, L. mexicana, L. brasiliensis, L. fropica y L. peruviana

Famiia |, TRYPANOSOMATIDAE

1
Género { LEISHMANIA

!
Especics { . major 1. donovani 1. acthiopica 1. mexicana 1. brasiliensis . 1. troprea 1. peruviana

( L..d. donuvani L.m. mexicana L.b. brasiliensis L. peruviani
Sub L..d infantum L.m. pifanoi [..h. guyanensis
Espeeic ﬁ 1..d. chagasi I..m. garnthami | .b. panamenensis
|.im. amazonensis

~

.m. venesolensis

CICLO BIOLOGICO DE LIEEISHMANIA

Ia infeccion por Leishmania inicia cuando un mosquito inlectado con el promastigote. que
es la fase movil (de 15 a 20 micras de largo por 1.5 a 4 micras de ancho, presenta un
nucleo central, ﬂagel;) anterior y que vive extracelularmente en el tracto digestivo del
insecto) pica al huésped sano ¢ inocula los promastigotes. los cuales son fagocitados por os
macrdfagos de la piel. En el interior del macrofago  permanecen en ¢l fagolisosoma y con
las condiciones acidas sc transforman en amastigotes (lorma oval de aproximadamente S
micras de diametro, con un niicleo excéntrico, un cinetoplasto y no posce flagelo). 1.os

amastigotes se multiplican por fision binaria, llevando a la lisis o la c¢lula hospedera s fos




parasitos son liberados. Estos invaden a otras células fagociticas dende vuelven a proliferar.
Pucden circular por sangre o liquido tisular  hasta que nuevamente son ingeridos por ¢l
mosquito y los amastigotes se transforman en promastigotes los cuales se multiptican por
{isién binaria cn el traclo .‘digcslivn de mosquito. Los promastigotes maduros migran a la
proboscide y al picar el mosco. éste regurgita al parasito, infectando asi a otras células del

sistema fagocitico mononuclear, cerrandose ¢l ciclo de vida (0). (figura 6).

Figura 6. (1)inoculacion de promastigote por picadura, (2)lagocitosis del
promastigote, (3Musion del fagolisosoma con ¢l lisosoma del  macrdlago,
(4)diferenciacion del promastigote a la fase de amastigote, (5 y 6) multiplicacion
de amastigotes, (7)lisis del macrofago v liberacion de amastipotes, (8) fagocitosis
de amastigotes Tiberados, (9ingestion de amastigotes por el veetor. (10-16)
desarrolio del promastigote dentro det vector.
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MOLECULAS DI LEISHMANIA QUE INTERVIENEN EN LA FISTOPATOGENIA DL
LA RELACION HUESPED-PARASITO:

La sobrevida de! amastigote en el fagolisosoma del macrolago depende de los MECANISMos
de proteccion que el pardsito posee. Lxiste cvidencia de que esta proteceion estd basada cn
dos moléculas, que se encuentran en la pared extracelular del pardsito que son una

glicoproteina de 63 kDa (gp63) y los lipofosfoglicanos (LPG) (7).

GLICOPROTEINA Gp63

Una de las moléculas importantes que se encuentra en la superlicie de Leishmania cn jos
dos estadios del ciclo de vida del parasito es la glicoprotéina de 63 kba. s una proteina
anfifilica de superficic con aproximadamente 500,000 copias  por promastigote,
constituyendo asi ¢l 1% del total de las de las proteinas presentes del pardsito (8.9).
Funcion de Gp63

A) En la fagocitosis.

La pp63 es una metaloenzima dependiente de zinc, que tiene una actividad proteolitica a un
pH optimo entre 3 y 4 (10,11). Se ha demostrado que esta glicoproteina tiene residuos N-
acetilglucosamina, manosa y galactosamina que juegan un papel importante en
interaccion parasito-macrofago, debido a que son reconocidos por los receptores manosa-
fucosa y con los receptores Mac-1 (CR3) dc] macrofago (12.13).

13) Sobrevida intracelualar

También se ha demostrado que la actividad proteolitica de fa gpod se e auvmentada en ¢l
interior del fagolisosoma, protegicndo al amastigote de la degradacion intralisosomal
cjcreida por cnzimas lisosomales. lo cual favorece a la sobrevida intracelular del parisito

(14).
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MOLECULAS DE LEISHMANIA QUE INTERVIENEN EN LA FISIOPATOGENIA DI
LA RELACION HUESPED-PARASITO:

La sobrevida del amastigote ¢n el fagolisosoma del macréfago depende de los mecanismos
de proteccion que el parasito posee. Existe evidencia de que esta proteccion esti basada cn
dos moléculas, que se encuentran en la pared extracelular det pardsito que son una

glicoproteina de 63 kDa (gp63) y los lipofosfoglicanos (LPG) (7).

GLICOPROTEINA Gp63

Una de las moléculas importantes que se encuentra en la superficie de Leishmania cn los
dos estadios del ciclo de vida del pardsito es la glicoprotéina de 63 kDa. Is una proteina
anfifilica de superficic con aproximadamente 500,000 copias  por promastigole.
constituyendo asi el 1% del total de las de las proteinas presentes del pardsito (8.9).
Funcion de Gp63

A) En la fagocitosis.

La gp63 es una metaloenzima dependiente de zinc, que tiene una actividad proteolitica a un
pl optimo entre 3 y 4 (10.11). Se ha demostrado que esta glicoproteina tiene residuos N-
acctilglucosamina, manosa 'y patactosamina que jucgan un papel miportante ¢n la
interaccion parasito-macréfago, debido a que son reconocidos por los reeeptores manosa-
fucosa y con los receptores Mac-1 (CR3) del macrolago (12.13),

B) Sobrevida intracelualar

También se ha demostrado que ta actividad proteolitica de Ta gp63 se ve aumentada en ¢l
interior del fagolisosoma, protegicndo”al amastigote de ta degradacion  intrahsosomal
cjercida por enzimas lisosomales. lo cual favorece a la sobrevida intracelular del pardsito

(14).
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LIPOFOSFOGLICANO

El LPG es sintetizado por todas las especies de Leishmania. Es el mayor glicoconjugado
presente en la superficie del promastigote incluyendo el flagelo (15). Este glucolipido esta
formado por cuatro dominios principales:

I) Regidn de anclaje 1-O-alquil-2-lisofosfatidilinositol.

IT) Region central de fosfosacaridos constituida por glucosamina desacetilada, dos manosas,
galactosa-6-fosfato, galactopiranosa y galactofuranosa.

1) Region de disacaridos fosforilados, esta region esta constituida por multiples unidades
repetidas de PO4” 6gal(B1,4)man(al).

IV) Region de oligosacaridos, esta region es el casquete terminal de la molécula que puede
estar constituido por galactosa o furanosa. (16,17).

En la figura 7 se observan las principales diferencias en la estructura de LPG de tres

especies de leishmanias.
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Figura 7. Diferencias en la estructura de LPG en tres especies de Leishmania. Se encuenlra una pran
diversidad en las unidades de repeticion sacaridicas de la molecula Ry v los dilerentes disacaridos s
trisacaridos en R,, en diferentes cepas y especies de Leishmania, dando por resultado una pran diversidad

antigénica.

Funcion de LPG:

A) Resistlencia al compiemento

Iintre cl tiempo de inoculacion y de infeecion del macrofago. el promastigote extracelular
estd expuesto a ka lisis por la activacion del complemento ya sea por la via clisica o la via
alterna. Al activarse el factor C3 por alguna de cstas dos vias y con Ja accion de la

convertasa del ('3, dard origen a los factores C3b y C3bi que son fijados por el LPG en la




membrana extracelular de! pardsito. Estos componentes del complemento una vez fijados
por el pardsito son reconocidos por los receptores del macrofago, CRI para ¢l factor (3by
¢l receptor Mac-1 (CR3 o receptor manosa-fucosa) para b [hctor C3bi v de esta forma ¢l
parasito es fagocitado por el macrofago. (18,19). Mediante csta opsonizacion la Leishmania
¢s fagocitada por el macrdlago y protegica de Ta lisis por complemento.

B} Sobrevida intracelular:

Una vez que el pardsito es internalizado y se encucitra dentro del [agolisosoma se
transforma en amastigote resistiendo a la accion de las enzimas hidroliticas y los productos
toxicos de oxigeno, tenicndo asi la capacidad de sobrevida para seguir multiplicandose. Se
ha estudiado la accion del LPG sobre cuatro enzimas hidroliticas de macrdiagos de raton y
se ha encontrado que LPG no afccta la actividad de la fosfatasa éciL.i;tl. j3-glucosaoxidasa y
N-acetil-[3-glucosidasa, pero si se ve alectada en su actividad v enzima [S-galactosidasa por
accion de las cargas negativas de la LPG (20). Estudios in vitro han demostrado que
Leishmania necesita por lo menos ¢l 20% del total de moléeulas de LPG intactas para
lograr una sobrevida en ¢l interior del tagolisosoma del macrolago. En la actualidad sc
siguen estudiando los mecanismos por los cuales LG conliere proleccion al pardsito ante
los mecanismos microbicidas desencadenados por el macrofago (21),

Uno de los mecanismos mas importantes que ha desarrollado la Leishmania para poder
tencr éxito en la sobrevida intracelufar. ¢s la inhibicion de protein cinasa ¢ (PRC), ke eval
es importante para desencadenar el estallido oxidativo que genera los compuestos 10xicos
de oxigeno como ¢s ¢l anion superoxido, peroxido de hidrogeno, radicates hidroxilo v ¢l
oxigeno singulete (18.22). Con PKC purificada de cercbro de rata se demostro Ly inhibicion

que cjerce el LPG sobre ¢l estallido oxidativo de macrofigos. Fste estudio reveld que ef
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LPG es un inhibidor competitivo del diacilglicerol (23). Lstudios posteriores revelaron gue
el fragmento exhibido de LPG 1-O-alquilglicerol inhibe la accion de la PKC. Ustos
resultados sugieren que LPG interactia con el dominio de regulacion de PKC, el cual ¢s ¢l
sitio de union para el diacilglicerol, afectando asi ¢l papel de la PKC en la induccion del

estallido oxidativo (24).

RESPUESTA INMUNE HACIA LA LEISHIMANIA.

Respuesta inmune innata

Al penctrar la Leishmania al organismo sc activan dos tipos de células importantes en
respuesta inmune natural inespecifica: las células NK (asesina natural) y los macrélagos.
Los macrdfagos juc;g:m un papel central, primero fgocitan al pardsito ¢ inducen la
respuesia inmune espeeifica mediante la presentacion del antigeno en combinacion con
molécutas del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (MIIC [1) con la
activacion de linfocitos CD4+ y con moléenlas del complejo  principal  de
histocompatibilidad de clase I (MIC 1) con activacion de linfocitos CD8 . Adicionalmente
liberan interleucinas como la interleucina 2 (11.-2) ¢ interleucina 12 (1E.-12). Jas cuales a su
vez son inductoras de la respuesta inmune especilica. El papel de la 1-12 es crucial en fa
leishmaniasis debido a que activa un grupo de cclulas productoras de interferon gaima
(IFNy), ¢l cual es responsable de la activacion subsccuente del macréfago y control de la
cnfermedad. Una de las células activadas por 11.-12 es la c¢lula NK. En modelos murinos
Laskay encontré que la interaccion temprana entre Leishmania y cclulas NK es decisiva
para la evolucion del padecimicnto. ya que la deplecion de cctulas NK- durante las dos

primeras semanas de la inleccion lleva a una exacerbacion del padecimicnto. EI ¢lecto
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LPG es un inhibidor competitivo del diacilglicerol (23). Listudios posteriores revelaron que
¢l fragmento exhibido de LLPG 1-O-alquilglicerol inhibe la accion de la PKC. Eslos
resultados sugieren que LPG interactia con el dominio de regulacion de PKC. ¢l cual es ¢l
sitio de union para el diacilglicerol, afectando asi el papel de la PKC ¢n la induecion del

estallido oxidativo (24).

RESPUESTA INMUNE HACIA LA LEISITAMANIA.

Respucsta inmune innata

Al penetrar ta Leisimania al organismo se activan dos tipos de e¢lulas importantes en
respuesta inmune natural inespecifica: las células NK (asesina natural) y los macréfagos.
Los macrolagos jucgun un papel central, primero fagocitan al parisito ¢ inducen fa
respuesta inmune especifica mediante la presentacion del antigeno en combinacion con
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase 11 (MIIC 1) con la
activacion de linfocitos CD4+ y con moléculas del complejo  principal  de
histocompatibilidad de ¢lase [ (MHC 1) con activacion de linfocitos CD8. Adicionalmente
liberan interleucinas como la interleucing 2 (11.-2) ¢ interfeucina 12 (1E.-12), fas cuales a su
vez son inductoras de la respuesta inmune especifica. El papel de la 11.-12 es erucial en la
Jeishmaniasis debido a que activa un grupo - de célalas productoras deinterferan ganu
(IFNy), el cual es responsable de la activacion subsccuente del macrotago y control de la
enfermedad. Una de las células activadas por 11.-12 es la célula NK. 1in modelos murinos
Laskay encontré que la interaccion temprana entre Leishmania y cClulas NK cs decisiva
para la evolucién dcl padecimicnto, ya que la deplecion de cclulas NK durante las dos

primeras semanas de Ja infeecion lleva a una exacerbacion del padecimiente. B efecto
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protector ejercido por las células NK radica tanto en su actividad citotoxica como en la
produccion de IFN y (25).

Respuesta inmune especifica

Las infecciones por Leishmania desencadenan una respuesta inmune celular mediada por
linfocitos T y una respuesta humoral mediada por linfocitos B.

A) Respuesta inmune celufar,

-Linfocitos T CD4+:

Se ha demostrado que los linfocitos T CD4+ juegan un papel imporiante cn la evolucion de
la enfermedad, en base al patron de interleucinas que secretan. Estas células se pueden
diferenciar en CD4+ tipo 1 (Thl}y CD4+ tipo 2 (Th2). Las células de tipo Thil secretan
interleucina 2 (IL-2), e IFNy. La secrecion de estas interleucinas lleva a la activacion del
macrofago. Las células de tipo Th2 liberan interleucina 3 (11.-3), interleucina 4 (11.-4),
interleucina 5 (1L-5), interleucina 6 (11.-6), ¢ interleucina 10 (IL-10) (206). La presencia de
IL-4 antagoniza la accion de I'Ny frente al macrofago. Aunque se desconoce mucho
acerca de los factores responsables de la induccion hacia Ja respucsta Tht 6 Th2, se sabe
actualmente que los niveles de H.-12 presentes en etapas tempranas del padecimiento son
decisivos para el desenlace de la enfermedad. La capacidad del macrolago de seeretar
niveles altos de 1L-12  se correlaciona con la induccion de la respuesta de tipo Thl, Kl
papel de estas interleucinas se ha podido analizar ¢n modelos murinos.

Los ratones naturalmente susceptibles a la Leisfmania (BALB/c), cursan con una respuesta
Th2 lo cual permitc wna multiplicacion incontrolada del parasito y progresion del

padecimicnto.




En los ratones resistentes a la Leishmania (C57BI6) se¢ desencadena una respuesta
linfocitaria Thi, originando la libcracion de 1FNy y fa estimulacion subsccucnte del

macrofago con el control de ta enfermedad (27).

Susceptibilidad
desarrolio de la

-2 '“*“‘_“‘—F@ —_ ! .-j/_pll'hZ cnlermedad

Resistencia

\ IN}"Y > Thi control deda

e enfermedad
+il-12  ——b> ‘

-Linfocitos T CD8+:

Los linfocitos T CD&+ son importantes células clectoras en ¢l marco de la infeecion
microbiana intracclular y se ha visto que los linfocitos T CD8+ juegan un papel esenciat en
la curacién de reinfecciones por 1 major. Los mecanismos de proteccion de tos linfocitos T
CD8+ pucden ser mediados por la  produccion de IFN y o bien por su actividad como

célula citotdxica. con la propicdad de lisar macrofagos infectados (28.29).
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ELL MACROFAGO

Caracteristicas generales de los macroéfagos.

[.os macrofagos son célutas del sistema fagocitico mononuclear, dentro del cual s¢ incluyen
macrolagos del tejido, monocilos y promonocitos de sangre periférica, los cuales son
derivados de promonocitos de médula dsea.

Los macrofagos son células grandes de aproximadamente 25 a 50 pm de didmetro y de
superficie irregular. Tienen un nicleo en forma arrifionada. Presentan un citoesquelcto
conformado por microtGbulos y microfilamentos que rodcan al nicleo y se reparten por
todo el citosol. En 1a cara interna de Ja membrana celular se encuentran lilamentos de actina
que intervienen en la formacion de pseudopodos. en la movilidad celular y en los procesos
de endocilosis. El citoplasma presenta un complejo de Golgi bien desarrollado, un namero
variable de vacuolas y vesiculas pinocitarias, mitocondrias grandes y lisosomas asociadas a
membranas (30).

Funciones

Los macrofagos intervienen en todas las fases de la respuesta inmunc. Primeramente
constituyen un mecanismo protector de accion rapida, que puede actuar antes de que se
haya producido la amplificacion mediada por fas células 1. Interviener en las primeras
fases de la aclivacion de las células T. procesando y presentando los antigenos.
IFinalmente, tras ser activados por c¢¢lulas T participan en la fasc clectora, se comportan
como células inflamatorias, antitumorales y antimicrobianas (31).

Iin forma general las [unciones del macrdfago se pueden resumir de la siguiente manera:

1. - Célula fagocitica

2. - Célula secretora de factores que pueden activar otros componentes del sistema iununc.




3. - Célula presentadora de antigenos a través de moléculas de clase 1y 11 del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MIIC).

4. - Célula efectora con eliminacion de moléculas intracelulares.

Fagocitosis.

En el proceso de fagocitosis el macrofago ingiere particulas de mas de 1pm de diametro a
través de pseudopodos formados por filamentos de actina. El proceso puede ser inhibido
por citocalasina o bien por bajas temperaturas (4°C). Durante la fagocitosis el macrofago es
activado, lo que conduce a un incremento cn el consumo de oxigeno y la produccién del
anion supcroxido y peroxido de hidrogeno. Adicionalimente la activacion leva a la
liberacion de enzimas como la lisosima y la produccion de varios factores quimiotacticos
para neutrofilos. Se han descrito dos mecanismos de fagocitosis, en uno de ellos se rodea el
material englobdandolo con la membrana y cn el otro ¢l fagocito extiende un brazo que se
enrolla a la particula dando varias vucltas para la internalizacion del material con la
posterior union a las membranas. 1is necesario un punto inicial de fusion a partir del cual
las dreas resiantes de la membrana se unan con sus contrapartes (modelo de zipper). La
fagocitosis se clasifica como especifica mediada por receptores ¢ inespecilica cuando los
receptores no s¢ conocen. Los macréfagos poseen receptores para distintas moléculas del
sistema inmune que median la fagocitosis como los receptores para las inmunoglobulinas y

receptores para los componentes del complemento (31).

Receptores Presentes en la Superficie de Monoeitos y Macrofagos:

1) Receptores para regiones I'c de inmunoglobulinas:

IgG g Gaa, 18Gon, 12Gs, IgA, TgE.




2) Receptores del complemento:

C3b, C3bi, C5ay Clq.

3) Receptores para interleucinas:

factor de inhibicion de macrofagos (MIF), factor activador de macrofagos (MAF), factor de
inhibicion de la migracion de leucocitos (LIF), factor de fusion de macrofagos ( MFF),
interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2), interleucina 3 ( IL-3), interleucina 4 (IL-4),
interferon o ( [FNa), interferon B (IFN), interferon y (IFNy), factor de estimulacion de
colonias (CSF).

4) Receptores para péptidos y moléculas pequeiias:

1,2,5-dihidroxi vitamina D3, sustancia P, Arg-vasopresina.

5) Receptores para hormonas:

insulina, glucocorticosteroides y angiotensina

6) Receptores para transferrina y lactoferrina.

7) Receptores de lipidos y lipoproteinas:

lipoproteinas de baja densidad anidnica.

8) Receptor de coagulacion y anticoagulantes:

fibrinogeno, factor de coagulacion VIL, al-antitrombina, heparina

9) Receptores de fibronectina.

10) Complejo de receptores para oz-macroglobulinas.

11) Otras:

agonistas colinérgicos, agonistas a.1—colinérgicos y agonistas 2 andrenérgicos.
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Céivin seoroie v,

Los meerGingos son responsadles ce fu seereeidn de muchas ditericucinas que participan ¢n
el controi de la respucste fomune enplilicands o respuesta local @ la ipfeccion. Las
interleucinas que sc inciuyen son intericucing 1710-1), inierieucina §(11.-€), interleveinz 8
(11.-8}, interleucina 12 (i1.-12) y factor ¢e neerosis tumora! alfa (TNT-u).

dloeaniymes eleliotes ol meesilngs

Entre los mecanismos clecieres més imporierics del macrofago sc encuentra la gencracion
de reactivos intermediarios de oxigeno y de oxido nitrico generardos durante el estallido

oxidativo.

I:1 estallido cxidetivo.

Lz perturbacion de ia membrana de! macréfago durante la fagociiosis induce al incremento
de consumo de oxigeno, llamarndosc a este proceso estallido oxicativo. Duranie este
proceso la niridindinuclediido oxidasa (NADPH oxidase) gerceara compuestos de oxigeno
como son ¢i anién superdxido (07). perdxido de hidrégeno (F1,C5), oxigeno singlete (' 0y)
y rauicales hidroxilo ('CH) gue son compuestos altamente microbicidas.

La NADPi] oxidasa puede scr activada por diferentes particulas y agentes solubles; una vez
activada la NADDPH oxidasa, el citocromo bssy cataliza la transferencia de elecirones
generandose ¢l 027, el cual con ayuda de la superdxido dismutasa (SCD) dara origen al
11,0, Este sustrato podrd ser reducido por tres mecanismos:

1.- Por la zccion de la catalasa y la glutation peroxidasa (GSH) el E;O; se convertird en

1,0 + G, (mecanismo de destoxilicacion).
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2.- Por la accién de la micloperoxidasa (MPC) ¢l 13,0; se reducird en 4cido hipocloroso
(HOC) y como mecanismo de regulacion el HOCT + H,0, dara origen al '0, + 11L.0.

3.- Por ultimo el 11,0; se catalizara por Fe”* con goneracién “OH.

Todas cstas moléculas serdn gencradas en las vacuolas fagocilicas con una gran actividad

toxica sobre los microorganismos (32,33).

H: O, H:O
HOClI —> '0,+ CI
oy
MQOP
bt Fe
()’ (o8 14
€ < o |
0, Baboz-\_f; 11202\"/:,»,'01-1 ¥ H0
citocramo S0D }7
H:0
GSH
Y
H,0

Figura 8. El estallido oxidativo inicia con el consumo de oxigeno generando asi metabolitos toxicos de

oxigeno.

Se ha demostrado que también el acetato de forbol miristato (PMA) induce el estallido
oxidativo mediante la activacién de la protein cinasa C (PKC). Esto ocurre cuando el

PMA induce la traslocacion de la PKC desde el citosol hasta la membrana intracelular del
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macrofago, donde es fosforilada (activada) y de esta forma es capaz de estimular a la

NADPH oxidasa generando asi todos los componentes toxicos de oxigeno. (34,35,36).

Quimioluminiscencia.

La generacion de moléculas reactivas como O, H20,, 0, y —OH como resultado del
estallido oxidativo, son esenciales en la primera ctapa de defensa contra los
microorganismos desarrollada por el macréfago. La produccién de estos metabolitos de
oxigeno pueden ser medidos como emisidon de luz llamada quimioluminiscencia nativa.
Esta emision de luz nativa nos puede servir para determinar las caracteristicas funcionales
del macrofago en el proceso de fagocitosis. Esta produccion de luz natural puede ser
amplificada al adicionar luminol (5-amino-2,3-dihidro, 1-4-fetalazinedione). El luminol
reacciona con las especies oxidantes produciendo asi un aumento en la emisién de luz, la
cual puede ser medida a aproximadamente 425 nm. De esta forma es posible monitorear la

actividad de fagocitosis del macrofago con ayuda de un Jumindémetro (37,38).

@]
/J]\ o; COOH
IN + Y + N, + LUZ ~ 425 nm
H 0,
| H oH I CooH
NH, O NH,
Luminol Oxidantes o - aminooftalato

Figura 9. Reaccién quimica del luminot con los metabolitos de oxigeno generando fuminiscencia
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Proteina cinasa C (PKC)

La proteina cinasa C (PKC) es una proteina serina/treonina cinasa dependiente de
fosfolipidos. La actividad biologica de la PKC puede ser regulada por diacilglicerol
(generado por el 4,5 difosfato) y también puede ser estimulada por promotores de tumores
como los compuestos de forbol éster (36,39).

La PKC juega un papel importante en la regulacion y proliferacién celular, incluyendo
produccién de hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento (37,40).

En la actualidad se han reportado 11 isoformas de PKC las cuales se clasifican en tres
grupos:

1) Convencional (PKCc): Este grupo requiere de fosfatidilserina, diacilglicerol y Ca”* para
su activacion y son PKCa, B1, B2

11) Nuevas (PKCn): Para su activacién también requieren fosfatidilserina, diacilglicerol
pero no de Ca®". A este grupo lo conforman la PKCv,g,1,0y p.

I1I) Atipicas PKC (PKCa) : Solo requieren Ca®" para su activacion, y son la PKC £ y A.
(38,41).

PKC tiene una regién amino terminal de regulacién (de aproximadamente 20-40 kDa) y
una regién amino terminal catalitica (de 45 kD) y se ha encontrado que esta proteina tiene
cuatro dominios muy conservados. El dominio C1 estd formado por una regién rica en
cisteinas y este dominio es el lugar de unién para fosfolipidos, diacilglicerol y compuestos
de forbol éster. El dominio C2 es el lugar de union para el Ca®*. Estos dos dominios son

importantes para regular la actividad de PKC. El dominio C3 es el lugar catalitico de unién
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para el ATP y por ultimo el dominio C4 es el sitio de unién de la PKC al sustrato

(41,42,43).

PAPEL DEL ESTALLIDO OXIDATIVO DE MACROFAGOS EN LA
LEISHMANTIASIS.

En modelos murinos se establecio la importancia del estallido oxidativo en el control de la
leishmaniasis. En un estudio donde se uso L. donovani y L. tropica se demostr6é que el
H;O0, y O2" juegan un papel importante en la actividad leishmanicida de macréfagos.
peritoneales de ratones BALB/c, ya que la induccion del estallido oxidativo con xantina
oxidasa permitié que el macréfago podia destruir a los parésitos intracelulares debido a la
generacion de H,0, y de O,". Por otro lado macrofagos no estimulados y que por lo tanto no
presentaban generaciéon de estos compuestos oxidantes, no llegaban a eliminar a los
parasitos intracelulares (44). En otro estudio se demostrd la importancia del estallido
oxidativo en macréfagos de ratones C57BV6, genéticamente resistentes a la leishmaniasis.
Los macréfagos de estos animales fueron incubados con catalasa, llevando a una
disminucién en la generacion de H,O2 y O lo cual permitid la sobrevida intracelular de
amastigotes de L. donovani (45). En otros trabajos se habla que el destino de los
amastigotes de L. donovani depende de la capacidad fagocitica de la célula y de la
respuesta a generar H,O; y Oy, esto es observado en la capacidad de monocitos humanos
al matar en un 90% a los amastigotes de L. donovani y por el contrario este efecto no se
observa en la linea celular J774G8 que tiene la capacidad de fagocitar pero no asi de
generar buenos niveles de HyO; y O;". Cuando estos dos tipos de células son parasitadas
por amastigotes y se ponen en presencia de catalasa se observa que L. donovani es capaz de

sobrevivir al efecto leishmanicida aun cuando éstas son estimuladas con interleucinas,

24




postuldindose asi que L. donmovani es capaz de inmunoregular la respuesta de la célula
hospedera (46). Posteriormente se demuestra que los mecanismos dependientes como los
independientes de oxigeno en monocitos humanos sin estimular con interleucinas son
incapaces de eliminar a los promastigotes y amastigotes de L. donovani. En este estudio se
demuestra que los monocitos estimulados con interleucinas pueden generar un 50 % mas
de H;0; y Oy que en los monocitos no estimulados ocasionando asi que estos ultimos no
tengan una buena actividad leishmanicida (47).
En la actualidad se desconoce si la distinta gravedad del padecimiento en pacientes con
leishmaniasis cutanea diseminada y pacientes con leishmaniasis cutanea localizada sea
debido a distintos grados de inhibicion del estallido oxidativo de los macréfagos por:
1) Infeccion por cepas con distinto grado de virulencia.
2) Distinta susceptibilidad de sus macréfagos a la accién inhibitoria de Leishmania
mexicana mexicana.
Debido a que en México existen pacientes con una amplia gama de cuadros clinicos que se
manifiestan con diferente intensidad y que varian desde un polo relativamente benigno
como es la leishmaniasis cutdnea localizada hasta el polo opuesto de evolucién mortal
como es la leishmaniasis cutanea difusa, se puede realizar un estudio comparativo de la
susceptibilidad genética de los monocitos de pacientes con los distintos cuadros clinicos a
ser inhibidos por leishmanias en una de sus funciones leishmanicidas mas importantes,
como es ¢l estallido oxidativo.
Mediante el aislamiento de leishmanias de pacientes con LCD, LPD y LCL adicionalmente
se puede realizar un estudio comparativo de la capacidad inhibidora sobre el estallido

oxidativo que ejercen distintas cepas de parasitos.
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HIPOTESIS
Existe una correlacion entre el grado de inhibicién del estallido oxidativo de macréfagos
que ejerce Leishmania mexicana mexicana y la gravedad del cuadro clinico encontrado en

el huésped.

OBJETIVO GENERAL
Realizar un anilisis cuantitativo y cualitativo del efecto que ejercen distintos aislados de
Leishmania mexicana mexicana sobre ¢l estallido oxidativo de monocitos de pacientes con
LCD, LCL y sujetos sanos como también de macrdfagos peritoneales de ratones

susceptibles y resistentes a la leishmaniasis.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. - Evaluar el grado de inhibicién que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre el
estallido oxidativo de monocitos purificados de pacientes con distintas formas clinicas

de leishmaniasis (LCD, LCL) y de sujetos sanos.
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HIPOTESIS
Existe una correlacién entre el grado de inhibicion del estallido oxidativo de macrofagos
que ejerce Leishmania mexicana mexicana y la gravedad del cuadro clinico encontrado en

el huésped.

OBJETIVO GENERAL
Realizar un andlisis cuantitativo y cualitativo del efecto que ejercen distintos aislados de
Leishmania mexicana mexicana sobre el estallido oxidativo de monocitos de pacientes con
LCD, LCL y sujetos sanos como también de macréfagos peritoneales de ratones

susceptibles y resistentes a la leishmaniasis.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. - Evaluar el grado de inhibicién que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre el
estallido oxidativo de monocitos purificados de pacientes con distintas formas clinicas

de leishmaniasis (LCD, LCL) y de sujetos sanos.
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2. - Evaluar el grado de inhibicion que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre €l
estallido oxidativo de macrofagos peritoneales de ratones susceptibles (BALB/c) y
resistentes (C57BU/6) a la leishmaniasis.

3. - Realizar un estudio comparativo del grado de inhibicién del estallido oxidativo en
monocitos humanos que ejercen distintas cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas
de pacientes con distintos cuadros clinicos (LCD, LPD y LCL). "
4. - Realizar un estudio comparativo del grado de inhibicién del estallido oxidativo en
macréfagos murinos que ejercen distintas cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas
de pacientes con distintos cuadros clinicos (LCD, LPD y LCL).

5. - Realizar un estudio comparativo de la sobrevida intracelular del parésito con el grado
de inhibicién del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana sobre
macr6fagos peritoneales de ratones susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57Bl/6) a la

leishmaniasis.
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Material y Métodos

Animales de laboratorio.
Ratones singénicos BALB/c de 8 semanas de edad.
Ratones C57Bl/6 de 8 semanas de edad, donados por el Dr. Raul Mancilla del

Departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomedicas UNAM.

Obtencion de Leishmania mexicana mexicana

1.- Aislamiento del Parasito:

Para el aislamiento de Leishmanias de pacientes con LCD. LPD y LCL se selecciond un
nédulo no ulcerado, se desinfectd la zona con alcohol, se administré un anestésico local y
se inyectaron 0.5 ml de solucién salina estéril a la lesion y se aspir6 bajo condiciones de
esterilidad. El aspirado se cultivé en 5 ml de RPMI 1640 (GIBCO) con 10% de suero fetal

bovino (SFB) (GIBCO) a 25°C.

2.- Cultivo de Parisito (promastigote):

Del tubo de aislamiento, bajo condiciones de esterilidad se tomé una alicuota cada tercer
dia para verificar la proliferacién y viabilidad del parésito. Una vez establecido el cultivo
in vitro se obtuvieron los parasitos mediante centrifugacién a 40600 r.p.m. por 10 min a
25°C. Adicionalmente se establecieron cultivos in vivo mediante la inoculacién de 10°
promastigotes de cada uno de los aislados en el cojinete plantar izquierdo de ratones

BALB/c de 8 semanas, para mantener la virulencia del parasito.
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3.- Obtencion de Macrofagos Peritoneales:

Se sacrificaron ratones mediante desnucamiento, y se elimin6 la piel abdominal con la
precaucion de no romper ¢l peritoneo. Se inyectaron 10 ml de amortiguador salino de
fosfatos (PBS) frio y estéril en la cavidad peritoneal del ratén (sin retirar la jeringa), se
realizaron masajes sobre el abdomen del animal durante dos minutos y se aspird el
contenido peritoneal con la misma jeringa. E! aspirado sé colocé a un tubo cdnico estéril y
se centrifugé a 1200 rpm durante 10 min. a 4°C. Se lavaron las células una vez en PBS y se
resuspendieron en 1 ml. de RPMI 1640 con 10% SFB. Se realizé la cuenta en una cAmara

A AT 1
du v uuaucr,

4.- Obtencion de Monocitos Humanos:

De pacientes con distintas formas clinicas LCD y LCL se obtuvieron 10 ml de sangre
periférica. Se purificaron las células mononucleares mediante gradiente de densidad con
Ficoll-Hypaque 1007 (Sigma). Se diluyeron 10 ml de sangre en 50 m! de PBS estéril, pH
7.2 y cada 15 ml de sangre diluida se colocaron sobre 3 ml de Ficoll-Hypaque 1007 y se
centrifugd a 2000 r.p.m. durante 20 min a 20°C. Se aspird la interfase y se lavo 2 veces en
10 ml de PBS estéril. El precipitado se resuspendié en 1 ml de RPMI 1640 con 10% de
SFB y se realiz la cuenta de células en una cAmara de Neubauer. El nimero de células por
ml se calculd:

Células /ml = # de células x factor de dilucion x 10000 x volumen.
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5.- Ensayos de Quimioluminiscencia.

Los ensayos de quimioluminiscencia se realizaron de acuerdo al método descrito por
Frankenburg (48), donde se analiza la magnitud del estallido oxidativo inducido por acetato
de forbo! miristato (PMA), el cual activa la PKC e induce el estallido oxidativo.

El estallido oxidativo con la produccion de metabolitos reactivos de oxigeno fué analizado
mediante la quimioluminiscencia en presencia de 60 pM de luminol (Sigma} utilizando un
luminémetro (Labsystem Finlandia) controlado a 37° C. El estallido oxidativo fue inducido
con 5x10* M de PMA y fue monitoreado cada 40 segundos durante una hora. Los ensayos
se realizaron en presencia y ausencia de parasitos utilizando una relacién de 10 x10°
promastigotes por 1x10° macr6fagos por pozo suspendidos en 40 pl de RPMI en presencia
de 210 pl luminol y 60 pl de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA).

Las células utilizadas fueron monocitos de pacientes con distintas formas clinicas de
leishmaniasis (LCD, LCL) y sujetos sanos asi como macrbfagos peritoneales de ratones

susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57BL/6) a la leishmaniasis,

Procedimiento

Las leishmanias utilizadas fueron cosechadas en fase logaritmica (4 dias de cultivo).
Cada ensayo consistié en la induccién del estallido oxidativo de monocitos y macrdfagos
solos (control) y en presencia de leishmanias en relacion 1:10 respectivamente
(experimental).

El pozo control consistié de células en ausencia de parasitos: 1x10° células resuspendidas

en 40ul de RPMI, 210l de Luminol y 60pl de PMA. (vol. total 310 ul).
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El pozo experimental consisti6 de 1x10% células resuspendidas en 20pl de RPMI, en
presencia de 10x10° parésitos resuspendidos en 20ul de RPMI, 210p1 de luminol y 60ul de
PMA. (vol. total 310 pl).

Inicialmente se realizaron experimentos en los cuales se analizé la inhibicién del estallido
oxidativo que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre monocitos purificados de

pacientes con LCD, LCL y sujetos sanos referidos en el objetivo 1.

Leishmani . ) inhibicién sobre monocitos de 9 pacientes con LCD
eishmania mexicana mexicana »  sobre monocitos de 9 pacientes con LCL
Estallido oxidativo sobre monocitos de 9 sujetos sanos

En otro grupo de experimentos se analizé la inhibicion del estallido oxidativo que ejerce
Leishmania mexicana mexicana sobre macréfagos peritoneales de ratones susceptibles

(BALB/c) y resistentes (C57Bl/6) (objetivo 2).

inhibicién sobre macrofagos de ratén BALB/c (N=29)
sobre macrofagos de raton C57Bl6 (N=32)

Leishmania mexicana mexicana

Estallido oxidativo

Para el anilisis comparativo entre distintas cepas (objetivo 3) se utilizaron cepas de

Leishmania mexicana mexicang aisladas de pacientes con LCD, LPD y LCL.

Leishmania mexicana mexicana LC Inhibicion » Sobre monocitos de
aislada de pacientes LPD; Estallido oxidativo 9 sujetos sanos
LCL
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Adicionalmente se realiz6 el mismo ensayo utilizando macréfagos de ratones susceptibles y

resistentes (objetivo 4).

aislada de pacientes LPD}» Estallido oxidativo Sobre macrofagos de ratéon C57BU6

Leishmania mexicana mexicana {LCD} Inhibicién »  Sobre macréfagos de ratén BALB/c
LCL

6. - Inhibicioén de Estallido Oxidativo.
Para determinar el porciento de inhibicién del estallido oxidativo ejercido por Leishmania
se emplea la siguiente ecuacion:

% de inhibicién = (1-X) x 100
Donde X es la lectura en mV obtenida por los macréfagos en presencia de Leishmania
(pozo experimental), dividida por la lectura en mV obtenida por los macréfagos en ausencia
del parasito (pozo control).

Para el andlisis estadistico se empleé la prueba estadistica de U de Mann-Whitney.

7. - Sobrevida de parasitos intracelulares.

Para el analisis de la efectividad del estallido oxidativo de los macr6fagos de ratones
BALB/c vs C57BV6 a la Leishmania mexicana mexicana (objetivo 5) se aislaron
macrofagos peritoneales de ambas cepas de ratones.

Se purificaron los macréfagos mediante adherencia a cajas petri por 1 hora a 37°C,
posteriormente se lavaron las cajas petri para eliminar células no adherentes. Estos
macréfagos fueron infectados con Leishmania mexicana mexicana mediante la

coincubacién del parésito con las células por 4 horas a 28°C en relacién 10:1. Para eliminar
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el exceso de pardsitos no fagocitados, se lavaron las cajas con PBS verificando al
microscopio hasta obtener cajas libres de parisitos extracelulares.

Las cajas se incubaron en RPMI mas 10% SFB a 37°C en 5% CO, por 48 horas, para
asegurar la muerte de los promastigotes extracelulares que no sobreviven a temperaturas
mayores de 28°C permitiendo asi tinicamente la sobrevida de amatigotes intracelulares.

En estos macréfagos se indujo el estallido oxidativo con 60 pl de PMA durante 30 min.
a 37°C. Posteriormente se lavaron las células adherentes para eliminar el PMA.

Finalmente las placas se incubaron a 28°C en RPMI mias 10% de SFB para facilitar-la -
multiplicacién intracelular y sobrevida de promastigotes.

Se realizé un monitoreo diario con conteo de leishmanias sobrevivientes y liberadas al
medio de cultivo después de la induccion del estallido oxidativo de las células. El conteo
se realiz6 hasta 24 horas después de iniciarse la liberacién de parésitos al medio de cultivo.
Como grupos control se analizé la sobrevida de los promastigotes liberados en macréfagos

de ambas cepas de ratones que no fueron sometidas al estallido oxidativo con PMA.
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RESULTADOS

Los resultados de los objetivos 1 y 2 en los cuales se analizé la susceptibilidad a la
inhibicion del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana sobre
macréfagos de distintos huéspedes humanos y murinos, revelaron lo siguiente:

- en el caso del objetivo 1 donde se comparan ensayos del porciento de inhibicion en el
estallido oxidativo que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre monocitos de
pacientes con LCD, LCL y sujetos sanos se¢ observo:

a) Los monocitos de pacientes con LCD son inhibidos un 47.89%.

b) Los monocitos de pacientes con LCL son inhibidos un 21.88%.

¢) Los monocitos de sujetos sanos son inhibidos un 28.55%.

En la grafica 1 se representan los valores de la mediana y percentila 25 y 75% (Grafica

1.a), adicionalmente se graficd el promedio con desviacién estindar de los mismos datos

(Grafica 1.b).

El analisis estadistico de U de Mann-Whitney mostré que las diferencias en el porciento de

inhibicién del estallido oxidativo de pacientes con LCD vs LCL son altamente

significativas (p < 0.0242); asi mismo, las diferencias de inhibicién entre sujetos sanos y

pacientes con LCD son significativas (p < 0.0379). Interesantemente, las diferencias del

porciento de inhibicién del estallido oxidativo entre pacientes con LCL y sujetos sanos no
fueron estadisticamente significativas, ya que se reportd una p = 0.452. En la cuadro 1.1 se
representan los valores numéricos para estos ensayos de quimioluminiscencia de estos

analisis.
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En resumen, se puede observar que en pacientes con leishmaniasis, la magnitud de la
inhibicién del estallido oxidativo de sus monocitos se correlaciona directamente con el
cuadro clinico del paciente. Los pacientes con LCD presentan una inhibicion
significativamente mayor que pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada o de sujetos

Sanos.
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR Leishmania mexicana
mexicana SOBRE MONOCITOS DE PACIENTES CON LCD, LCL Y MONOCITOS DE
SUJETOS SANOS

MEDRANA +/- PERCENTILA 75% Y 25%

110

70

Gréfica l.a

—————

LCD LCL SUJSANO
Grifica l.b
LCD LCL SUJSANC

Cuadro 1

_% DE INHIBICION

PACIENTE B
tco = 47.89
I z5%7% LeL . 2188
| Moganvaive S.SANO 2855 ‘

LCDw LCL p<0.0242

" LCDvs SANO p <0.0379 .

I 25w Dev. .
] Mean

Gréafica 1

_LCLS SANO p<0452
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LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSAYOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE

MONOCITOS DE PACIENTES CON LCD, LCL Y SUJETOS SANOS CONFRONTADOS

CON Leishmania mexicana mexicana.

CONTROL EXPERI‘«!E\ITAL %INHIBICION CO'\ITROL E.XPERI\{E\ITAL % [NHIB!CIO\E CONTROL EXPERI\H[E\”I‘AL % INHIBICION
94 490 494 32040 15370 5334 826 489 43.25

372 051 863 36840 34620 340 M8 671 4281
200 1664 2765 29850 17000 4305 CB2r 1215 420
2800 1R 48 9380 6T 6% 203 129 3630
2% 13 sses 1810 20180 0 000 418 351 1609
o088 02 ea3s  Tt40 7240 000 705 562 2029
TB270 4300 1824 7426 4188 438 147 1.02 1248
8148 /e 5592 7970 €575 1750 105 087 1719
11320 7549 333 11197 7967 2885 444 340 2348

LCD LCL 8. SANO
Cuadro 1.1
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- Para el objetivo 2 donde se evalud el porciento de inhibicion del estallido oxidative

ejercido por Leishmania mexicana mexicana sobre macr6fagos de ratones susceptibles

(BALB/c) y resistentes (C57B/6) a la leishmaniasis encontramos:

a) Elporciento de inhibicion que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre macréfagos
de ratén BALB/c es de 28.83%.

b) El porciento de inhibicion que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre macréfagos
de ratén C57BU/6 es de 9.56%.

Las diferencias de inhibicién del estallido oxidativo entre macréfagos de ambos huéspedes

es altamente significativa con una p < 0.005.

En la grafica 2 se representan los valores de la mediana y percentila 75 y 25% (Grafica

2.a), adicionalmente se grafico el promedio con su desviacion estandar de los mismos datos

(Gréfica 2.b).

Los valores numéricos para estos ensayos de quimioluminiscencia se muestran en el cuadro

2.1

En el modelo murino observamos también que la gravedad del cuadro clinico se

correlaciona directamente con la inhibicion del estallido oxidative ejercido por Leishmania

mexicana mexicana. Observamos que en ratones susceptibles BALB/c se presenta una

inhibicion significativamente mayor que en ratones resistentes C57Bl/6.
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR Leishmania mexicana
mexicana SOBRE LOS MACROFAGOS DE DOS CEPAS DE RATON

Grifica 2.a
.
£, S
gn
é * — 1 Cuadro 2
— = e ASLADO  CEPADERATON % DEINHBICION
" e o L0 BABc A%
C57B1/6 9.56
Grifica 2.b - ‘ S
)  BMBLwCSBIGp<OMS
g 3
e BAL cs? % :‘&.:-"m
CEPA DE RATON 39

Grafica 2




LECTURAS OBTENIDAS EN EL ENSAYO DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE
MACROFAGOS DE RATONES BALB/c y C57Bl/6 CONFRONTADOS CON EL

AISLADO DE Leishmania LCD

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION
4.:2 266 50.95 1.64 1.25 24.16
0. 0.41 21.11 :
0.57 0.47 17.89 1.72 1.44 16.40
0.80 0.35 298.26 2.19 2.44 0.00
1.81 1.26 30.25 2.97 2.70 8.98
1.98 1.12 42.45 074 " 064 2394
1.96 1.38 31.03
o5 o.54 1352 0.70 0.50 28.57
0.80 0.38 51.88 0.76 0.71 6.58
0.90 0.22 75.87 0.82 0.77 6.10
oo o3 g 2.26 2.56 0.00
1.60 0.98 38.50 1.69 1.60 5.33
1.78 0.78 57.24 1.17 0.88 26.50
2.14 1.26 40.18 221 T 247 B -
2.08 1.21 41.51
1.10 0.57 48.18 0.53 0.61 0.00
1.12 0.67 40.71 2.04 2.03 0.49
1.42 0.94 33.80 2.09 1.77 15.31
1.08 0.75 30.56
147 0.71. 28.32 0.73;_ 0.89 0.00
1.21 0.78 34.71 L. 12 163 BO4
1.25 . 0.8 _48.00 1.18 1.21 0.00
0.58 T .52’ 11.66
0.57 0.45 21.02
0.50 0.35 29.32
232 1.58 32.71
2.00 1.53 23.34
1.57 1.07° 31.98

BALB/c C57Bl/6
!
Cuadro 2.1
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Para los resultados de los objetivos 3 y 4, en los cuales se realizé un estudio comparativo
del grado de inhibici6n del estallido oxidativo que ejercen cepas de Leishmania mexicana
mexicana que originan diferentes cuadros clinicos, se utiliz6 una cepa aislada de un
paciente con un cuadro clinico muy grave (LCD), una cepa aislada de un paciente con un
cuadro clinico de una gravedad intermedia (L.LPD) y una cepa aislada de un paciente con un

cuadro clinico menos grave(LCL).

- En el objetivo 3 donde se analiz6 el grado de inhibicion del estallido oxidativo que ejercen

las cepas LCD, LPD y LCL sobre monocitos de sujetos sanos se encontro lo siguiente:

a) La cepa aislada de pacientes con LCD inhibe el estallido oxidativo de monocitos un
28.55%

b) La cepa aislada de pacientes con LPD inhibe el estallido oxidativo de monocitos un
10.1%

¢) la cepa aislada de pacientes con LCL inhibe el estallido oxidativo de monocitos un
28.50%.

Interesantemente no se encontraron diferencias en el porciento de inhibicion del estallido

oxidativo de cepas productoras de LCD y LCL ya que los valores son casi idénticos (p = 1).

Sin embargo, hay una diferencia significativa entre las cepas LCD y LCL vs LPD (p <

0.0089).

En la grafica 3 se muestran los resultados del porciento de inhibicién del estallido oxidativo

en monocitos de sujetos sanos ejercido por tres aislados de leishmanias que originan los

cuadros clinicos LCD, LPD y LCL.
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En la Grafica 3-a se representan los valores de las medianas y percentilas 75 y 25 %.

En la grifica 3-b se analizan los valores promedio y su desviacién estdndar, en el cuadro
3.1 se muestran los valores numéricos obtenidos en estos ensayos de quimioluminiscencia.
Estos resultados muestran que no existe correlacion entre la cepa infectante de Leishmania
mexicana mexicana y el grado de inhibicién del estallido oxidativo de monocitos humanos.
Cepas aisladas de pacientes con leishmaniasis cutanea difusa presentan la misma inhibicion
que cepas aisladas de pacientes con leishmanisis cutinea localizada. Llama la atencién que
la cepa aislada de pacientes con leishmaniasis cutidnea predifusa presente un grado de
inhibicién mucho menor que el de la cepa aislada de pacientes con leishmaniasis cuténea

localizada y por lo tanto tampoco se correlaciona con el cuadro clinico.
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR CEPAS DE Lesihmania
mexicana mexicana DE PACIENTES CON LCD, LPD Y LCL SOBRE MONOCITOS DE
SUJETOS SANOS

Grafica 3.2
§
g -1 -
E . T o
é . -T— Cuadro 3
. — T aswTs% o e
Lco PO Lot ) Medanvate - o/o DE |NHIB|CION
Grifica3.b AISLADO . e
LCD 2855
) LPD w1
o T -l' LCL . 2830
- LCDws LPDP<00080
¥ LCDwLCLp=1
LCL vs LPD p < 0.0089
o T +51d Oev.
Len LPFD LeL [J promeDIO

Grafica 3
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LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSAYOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE
MONOCITOS DE SUJETOS SANOS CONFRONTADOS CON AISLADOS DE
Leishmania mexicana mexicana OBTENIDAS DE PACIENTES CON LCD, LPD Y LCL

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION
8.26 4869 4325 0.53 3.96 0.00 8.26 4.70 43.06
11.89 6.79 42.91 21.72 18.11 16.62 1189 8.78 42.98

2327 1275 4520 0.30 2.46 0.00 2327 1280 4455
(203 129 3630 1.27 2.31 0.00 2.03 1.29 36.30
418 351 16.09 1.48 2.22 0.00 418 351 16.09
7.05 562 2029 1.73 2.08 0.00 7.05 5.62 20.29
147 102 12.48 41.00 17.59 57.10 17 102 1248

1.05 0.87 17.19 3364 3040 9.63 105. 087 17.19
4.44 3.40 23.48 27.63 25.31 8.40 4.44 13.30 25.84
LCD LPD LCL
Cuadro 3.1
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- En el objetivo 4 se realiz6 el estudio comparativo del grado de inhibicion del estallido

oxidativo en macréfagos murinos que ejercen distintas cepas de Leishmania mexicana

mexicana aisladas de pacientes con distintos cuadros ¢linicos LCD, LPD y LCL.

Al analizar el porciento de inhibicion del estallido oxidativo ejercido por cepas de

leishmanias (LCD, LPD y LCL) sobre macrofagos de ratones susceptibles (BALB/c) se

encontré que:

a) La cepa aislada de pacientes con LCD inhibi6 el estallido oxidativo de macrofagos
peritoneales de raton BALB/c en un 28.83%.

b) La cepa aislada de pacientes con LPD inhibié el estallido oxidativo de macréfagos
peritoneales de ratén BALB/c en un 24.22%.

¢) La cepa aislada de pacientes con LCL inhibi6 el estallido oxidativo de macréfagos
peritoneales de ratén BALB/¢ en un 38.34%.

Se observa una mayor inhibicion del estallido oxidativo ejercida por el aislado LCL que por

el aislado LCD. Esta diferencia es estadisticamente significativa (p < 0.0301). También se

encontré que las diferencias en el porciente de inhibicién del estallido oxidativo entre el

aislado LCL vs LPD fue estadisticamente significativo (p < 0.0062). La comparacion del

grado de inhibicién entre los aislados LCD y LPD revelé que no habia diferencias

significativas (p = 0.2929),

En la grafica 4 se representan los resultados del porciento de inhibicion del estallido

oxidativo en macréfagos peritoneales de ratones BALB/c.

En la grafica 4-a se muestran los valores de las medianas y percentilas 75 y 25 %.

En la grafica 4-b se representan los valores promedio de inhibicién y su desviacién

estandar, en el cuadro 4.1 se muestran los valores obtenidos en estos ensayos de

quimioluminiscencia.
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Al igual que en monocitos humanos en ratones BALB/c no existe correlacion entre la cepa

infectante y el grado de inhibicién del estallido oxidativo que estas ejercen.
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR CEPAS DE Leishmania
mexicana mexicana DE PACIENTES CON LCD, LPD Y LCL SOBRE MACROFAGOS

DE RATON BALB/c
Grafica d.a
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LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSAYOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE
MACROFAGOS DE RATONES BALB/c CONFRONTADOS CON CEPAS DE

Leishmania mexicana mexica AISLADAS DE PACIENTES CON LCD, LPD Y LCL

CONTROIL. EXPERIMENTAL % INHIBICION

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION

4.20 2.06 50.65
0.52 0.41 21.11
0.57 0.47 17.89
0.50 0.35 29.28

1.81 1.26 1 30.25

TTTres T 127 4245

1087 138777 31.03

0857 D54 0 4352

T 08 038 51.88
0.0 0.22 75.87
1.01 0.38. 82.18
0.60 0.29. 52.81
1.60 0.08 38.50
1.78 0.76, 57.24

21 128 40.18
208 121 T 41,
KT I T A X1
S 113 087, 40mM
142 7 oed T "33
1.08 075 30.58
117 0.71: 39.32
1.21. 0.79, 347
1.25 0.65; 48.00
0.58 0.52, 11.66
0.57 0.45' 21.02
0.50 0.35; 29.32
2.32. 1.58, 32.71

T 72067 T TTisE T 23.3
187 1077 3108

LCD

0.33 267 0.00
0.44 0.33  23.91
0.40 033 18.20
0.47 0.41 12.66
0.48 0.39 15.15
0.54 0.41 2481
0.54 0.42 23.11
0.46 0.30 35.29
0.08 0.07 18.87
Tod0 7 008 1771
1.67 0.74 55.48
1.08 1.05 2.32
) 1.47 1.05 2855
1.27 0.72 43.68
1.34 0.73° 4569
LPD
Cuadro 4.1

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION

3.37 2.06 36.87
326 167  48.84
177 124 T 27.64
1.75 1.24 28.98
1.85 1.33 T 28,32
2.80 1.92 31.16
2.65 180 3208

248 180 26.93
1.00 0.76 23.60
0.80 0.73 8.48
a20 236 4381
1.39 0.67 51.80
119 T 77 o069 42,02
1.78 1.80° 10.61
0.58 0.52 1166

T 057 045 T 21.02
0.50 0.42 15.08
232 148 3834
217777 144, 3381
2.00 150 2474

73087 4376
176 1.67, 4.89

LCL
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El anilisis de la inhibicién del estallido oxidativo ejercido sobre macréfagos peritoneales de

ratén resistente (C57Bl/6) por cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas de

pacientes con LCD, LPD y LCL revelé:

a) La cepa aislada de pacientes con LCD inhibié el estallido oxidativo de macréfagos
peritoneales de raton C57B/6 en un 9.56%.

b) La cepa aislada de pacientes con LPD inhibi6 el estallido oxidativo de macrofagos
peritoneales de ratén C57Bl/6 en un 20.47%.

¢) La cepa aislada de pacientes con LCL inhibié el estallido oxidativo de macréfagos .

peritoneales de ratén C57Bl/6 en un 10.46%.

En estos ensayos se observd un mayor grado de inhibicion en el estallido oxidativo ejercido
por el aislado LPD que por el aislado LCD. Esta diferencia es altamente significativa (p <
0.036), mientras que la diferencia en el grado de inhibicion del estallido oxidativo entre los
aislados LPD y LCL no es estadisticamente significativa (p = 0.094). Por ultimo, también
se observé que la diferencia en el grado de inhibicion del estallido oxidativo ejercido por
los aislados LCD y LCL no son significativos (p = 0.613).

En la grifica 5 se representan los resultados del porciento de inhibicion del estallido
oxidativo en macréfagos peritoneales de ratones CS7BI/6.

En la Gréfica 5-a se muestran los valores de las medianas y percentilas 75 y 25 %.

En la grafica 5-b se representan los valores promedio de inhibicién y su desviacion
estandar, en el cuadro 5.1 se muestran los valores obtenidos en estos ensayos de

quimioluminiscencia para este analisis.
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-

Al igual que en monocitos humanos y macrofagos de ratones susceptibles no existe
correlacion entre la cepa infectante y el grado de inhibicidn del estallido oxidativo ejercido

sobre macrofagos de ratones C57Bl/6.
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR CEPAS DE Leishmania
mexicana mexicana DE PAGIENTES CON LCD, LPD Y LCL SOBRE MACROFAGOS

8 8 &5 88 &8 4

16

MEDIANA ++ PERCENTILA 75% - 25%

% DE INHIBICION

Gréfica 5.a

28

Gréifica5.b

|

Lco

LPD

[E=18

I Sed Dev.
] Memn

DE RATON C57Bl/6
Cuadro 5
o % DE INHIBICION
1 et ke Lcb 9.56
LPD 2047
LCL - 1048

LCD vs LPD p<0.038
LCL s LPD p< 0.094
LCLw LCD p<0.613

Grafica 5 51




LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSAYOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE
MACROFAGOS DE RATONES C57Bl/6 CONFRONTADOS CON CEPAS DE
Leishmania mexicana mexicana AISLADAS DE PACIENTES CON LCD, LPD Y LCL

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION

1.64 1.25 24.16
1.72 1.44 16.40
219 2.44 0.00
2.97 2.70 18.96
0.71 0.54 23.94
©.70 0.50 28.57
0.78 0.71 8.58
0.82 Q.77 8.10
2.28 2.56 0.00
1.69 1.60 5.33
1.17 0.86; 28.50
2.21 217 1.81
0.53 0.81 0.00
2.04 2.03 0.49
2.09 1.77, 15.31
0.73 0.89 0.00
112 1.03 8.04
1.18 1.21 " 0.00
LCD

Cuadro 5.5

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION

0.88
0.83
0.79
0.83
0.92
0.85
0.71
0.88
0.73
0.89
0.83
0.79
0.85
0.85
0.73
0.12
0.85
0.71
0.85
0.12
0.12
0.88

0.80
0.74
0.73
0.83
0.81
0.67
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31.16
10.29
8.69
24.43
33.55
21.28
32.268
2.46
0.00
51.24
10.29
8.69
21.28
2.48

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION

0.866

1.29

0.00

LPD

1.39 1.53 0.00
o.86 1.17 0.00
0.73 0.97 0.00
2.09 2.12 0.00
2.04 2.37 0.00
0.53 0.79 0.00
2.21 2.95% 0.00
1.17 1.07 8.58
1.83 2.02 0.00
2.38 2.1 212
0.82 0.83 23.17
0.89 0.58 37.08
0.87 0.55 38.78
1.10 0.71 35.45
0.83 0.83 24 .10
0.78 0.63 20.2%
0.78 0.58 30.38
1.18 1.38 0.00
1.39° 1.35 2.88
0.8 0.99 0.00
0.72 0.85 0.00
2.08 1.43 31.25
2.04 2.09 0.00
0.53 0.58 0.00
2.24 2.08 5.88
0.80 0.85 0.00
1.17 0.84 268.21
1.69 2.31 0.c0
0.82 0.66 19.81
2.2¢ 2.04 $.73
0.82 0.668 19.51
LCL
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Los resultados del objetivo 5 en el cual se analizé la efectividad leishmanicida del estallido

oxidativo de macréfagos peritoneales de ratones BALB/c y C57Bl/6 revelaron lo siguiente:

a)

b)

los macréfagos de raton C57Bl/6 parasitados con amastigotes de Leishmania mexicana
mexicana no estimulados con PMA, presentaron una liberacién promedio de 750200
pardsitos mientras que macréfagos de C57BY6 estimulados con PMA presentaron un
promedio de 104780 promastigotes. El estallido oxidativo inducido por PMA en
macréfagos de ratones resistentes C57Bl/6 eliminan un 87.5% de parésitos
intracelulares. Esto es altamente significativo (p < 0.0001).

los macrofagos de ratén BALB/c que fueron parasitados con amastigotes de Leishmania
mexicana mexicana no estimulados con PMA presentaron un promedio de 910160
parasitos, mientras que en los macréfagos estimulados con PMA se observé un
promedio de 691300 parasitos. La estimulacién con PMA de los macréfagos de ratén
BALB/c unicamente llevd a un 26% de muerte del parésito intracelular, siendo esto

estadisticamente significativo (p < 0.01).

La sobrevida del parasito en macréfagos de ratones BALB/c estimulados con PMA es

significativamente mayor que en macr6fagos de ratones CS7Bl/6 (p < 0.000019).

En ratones C57BV/6 resistentes a la leishmaniasis el parasito Gnicamente inhibié un 9.56%

el estallido oxidativo esto permiti6 que los macréfagos de estos ratones lograran la

eliminacion del 87.5% de los amastigotes intracelulares.

En cambio en ratones BALB/c susceptibles a la leishmaniasis, el parasito inhibi6 el

estallido oxidativo de sus macréfagos en un 28.83%. esta inhibicién se reflejé en una mayor

sobrevida de amastigotes intracelulares, ya que Unicamente se logré un 26% de muerte de

amastigotes.
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Se puede observar una correlacion directa entre el grado de inhibicion del estallido
oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana en macréfagos de ratones BALB/c y
la sobervida intracelular del parisito. Asimismo, ¢n macréfagos de ratones C57Bl/6
Leishmania mexicana mexicana no induce una inhibicion del estallido oxidativo tan severa
como en macréfagos de ratones BALB/c y por lo tanto el estallido oxidativo es eficaz
eliminando a un gran niimero de parasitos intracelulares. los resultados se presentan en la

grafica 6 y en el cuadro 6 se muestran los nimeros obtenidos para este ensayo.
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SOBREVIDA DE AMASTIGOTES DE Leishmania mexicana mexicana EN

# DE PARASITOS

MACROFAGOS DE

RATONES C57B1/6 Y BALB/c CON Y SIN PMA

1.2¢6

166

LCD

c5? C-57+PMA BALB/c BALB/c+PMA

C57Bl/6 vs C57BI/6 con PMA p < 0.6001
BALB/c vs BALB/c conPMA p <0.010
BALB/ con PMA vs C57BI/6 con PMA p <0.00019

Grafica 6

| +Std. Dev.
[ PROMEDIO
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NUMERO DE PARASITOS LIBEREADOS POR LOS MACROFAGOS DE RATONES
C57Bl/6 Y BALB/c ESTIMULADOS CON Y SIN PMA

RATONES C57Bl/6 RATONES BALB/c
# de pardsitos # de pardsitos # de pardsitos # de parésitos
892800 74400 725400 812200
806000 93000 843200 - 161200
- 613800 - 74400 - 967200] | 892800
793600 105400 849400 440200
- 458800 | 117800 868000 799800
961000 | 142600 1016800, | 682000
737800 | 68200 998200 | 812200
812200 155000 ~954800[ | 775000
- 651000 | 88800 979600 812200
7750000 | 130200 7 gog000| | 725400

promedio =750200 promedio =104780 promedio =910160 promedio =691300

SIN PMA CONPMA SIN PMA CONPMA
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DISCUSION Y CONCLUSION

En este estudio se analizé el efecto que ejercen aislados de Leishmania mexicana mexicana
sobre el estallido oxidativo de monocitos humanos y de macréfagos murinos. Los
resultados aqui descritos apoyan nuestra hipdtesis de que existe una correlacién entre el
grado de inhibicion del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana y la
gravedad del cuadro clinico del huésped.

Los resultados sugieren que la inhibicion del estallido oxidativo de macrofagos que ejerce
Leishmania mexicana mexicana es responsable de la propagacion del padecimiento, ya que
encontramos una correlacion directa altamente significativa entre el grado de inhibicién del
estallido oxidativo de monocitos que ejercié el parasito y la gravedad del cuadro clinico del
paciente. La inhibicién del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana
sobre monocitos de pacientes con LCD es mayor en comparacién a la inhibicién que se
presenta en los monocitos de pacientes con LCL y monocitos de sujetos sanos. Se observé
que el efecto de inhibicidén que ejercié el pardsito sobre los monocitos de pacientes con
LCL es casi igual a la inhibicién de los monocitos de sujetos sanos. Esto es sugestivo de
que monocitos de los pacientes con LCL responden vigorosamente, con un estallido
oxidativo adecuado que limita la sobrevida del parédsito intracelular, para controlar la
progresion de ia enfermedad y de esta forma favorecer la curacién.

En conclusion, monocitos de pacientes con LCD son inhibidos significativamente por
Leishmania mexicana mexicana, esto permite la sobrevida del parasito y la progresion del

padecimiento.
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También en el modelo murino de leishmaniasis experimental encontramos una correlacion
directa altamente significativa entre el grado de inhibicién del estallido oxidativo y la
gravedad del padecimiento.

Cuando analizamos los resultados del grado de inhibicién del estallido oxidativo ejercido
por Leishmania mexicana mexicana sobre macréfagos de ratones susceptibles BALB/¢
pudimos observar que éste fue mucho mayor que el ejercido sobre los macréfagos de
ratones resistentes a la infeccion por Leishmania que es el C57BV/6.

Al estudiar el efecto que ejerce Ia inhibicién del estallido oxidativo sobre la sobrevida -
intracelular del parésito encontramos una relacién directa entre el grado de inhibicién y la
sobrevida del parasito. En el modelo murino se observé que Leishmania mexicana
mexicana inhibié severamente el estallido oxidativo de macréfagos de ratones BALB/c, lo
cual permiti6 una mayor sobrevida del parésito. Por el contrario, en macréfagos de ratones
C57Bl/6 Leishmnia mexicana mexicana no inhibié el estallido oxidativo tan drasticamente
como en macréfagos de ratones BALB/c, por lo cual el parésito pudo ser eliminado debido
a la adecuada generacion de metabolitos de oxigeno.

Este estudio también revelé que no existen diferencias en la capacidad de inhibicién del
estallido oxidativo ejercido por cepas de Leishmania mexicana mexicana que originan
distintos cuadros clinicos. Esto se observé tanto en monocitos de humanos sanos como en
macréfagos murinos.

La cepa aislada del paciente con LCD no ejercié mayor inhibicién sobre monocitos
humanos ni macréfagos murinos, que las cepas aisladas de pacientes con cuadros clinicos
de LPD o LCL. Encontramos que no existe correlacién entre la cepa infectante y su

capacidad de inhibicién del estallido oxidativo.
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Esto indica que la inhibicién del estallido oxidativo depende de la susceptibilidad genética
del huésped al parésito y no de la cepa infectante de Leishmania mexicana mexicana.
Estos resultados sugieren que Leishmania mexicana mexicana es capaz de modular una de
las respuestas leishmanicidas més importantes del huésped, que es el estallido oxidativo y
la magnitud de inhibicién y por lo tanto, la susceptibilidad a la progresion del
padecimiento, depende del fondo genético del huésped.
La inhibicién temprana de la respuesta inmune innata que ejerce Leishmania mexicana
mexicana se correlaciona directamente con el cuadro clinico y prognéstico, ya que en los
monocitos de pacientes con LCD, el pardsito logré una inhibicién del estallido oxidativo
mas intensa que en monocitos de pacientes con cuadros clinicos menos graves.
Se ha demostrado que la susceptibilidad a la infeccion por Leishmania en el ratén estd
controlada genéticamente por el locus Lsh (Ity o Bcg), el cual se localiza en el cromosoma
1. Este gen codifica una protefna integral de membrana exclusiva de macréfagos
denominada Nramp] (proteina de macréfagos asociada a la resistencia natural) (49). En el
humano también se ha identificado a esta proteina la NRAMPI1, que se localiza en el
cromosoma 235 y que estd asociada a la susceptibilidad a Mycobacterium leprae y a
Micobacterium tuberculosis, pero se desconoce si NRAMP! tiene alguna relacion con la
susceptibilidad a Leishmania (50).

Una de las moléculas que pudieran ser responsables de la mayor susceptibilidad a la
inhibicion del estallido oxidativo por Leishmania mexicana mexicana en sujetos
susceptibles a la leishmaniasis es la PKC. La PCK participa en la inducci6n del estallido
oxidativo y se ha encontrado que la LPG de Leishmania la inhibe. Posiblemente el grado de
inhibicién se asocia con alguna de las 1] isoformas de la molécula. Seria interesante

analizar si existen diferencias en la PKC presente en los macréfagos de pacientes con
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mayor susceptibilidad a la leishmaniasis progresiva. Siendo la PKC una de las moléculas
importantes para la activacién del estallido oxidativo, alteraciones en esta molécula
pudieran ser responsables de con una mayor susceptibilidad a la leishmaniasis progresiva
observada en pacientes con LCD.

Hasta donde sabemos no hay antecedentes sobre el grado de inhibicién del estallido
oxidativo y su relacién con la gravedad del cuadro clinico, tanto en el humano como en el
modelo murino.

Adicionalmente se encontré que el grado de inhibicién ejercido no depende del parésito -

sino del fondo genético del huésped.
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