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RESUMEN

L. mexicana puede generar dos cuadros clinicos polarmente opuestos:
leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y la leishmaniasis cutanea difusa (LCD).
Pacientes con LCL cursan con una evolucion benigna asociada a una intensa respuesta
inmune celular y pacientes con LCD presentan una anergia en la respuesta inmune
celular hacia antigenos de Leishmania. Se desconoce la causa que genera una respuesta
tipo Th-2 en pacientes con LCD y actualmente se considera que el sistema inmune
innato determina el curso de la enfermedad. Una de las células del sistema inmune
innato que participa en la induccion de una respuesta temprana tipo Th-1 es la célula
NK por la secrecion de interferon gama (IFN-y). Adicionalmente las células NK tienen
actividad citotoxica sobre células que presenten cambios cuantitativos o cualitativos de
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-I), tal como
ocurre en infecciones virales o en tumores. Recientemente demostramos que células NK
pueden reconocer directamente a lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania a través del
receptor TLR2, lo cual activa la secrecién de citocinas. Se desconoce si Leishmania
también puede modular la capacidad citotoxica de células NK y si esto se asocia con los
distintos cuadros clinicos. En este trabajo se analiz6 el efecto que ejerce Leishmania
mexicana sobre la actividad citétoxica y produccion de IFN-y de células NK de sujetos
sanos y pacientes con LCL y LCD in vitro. Encontramos que L. mexicana tiende a
inducir la produccion de IFN-y de células NK, en sujetos control (1.7 X) y en pacientes
con LCL (7.8 X), pero no en pacientes con LCD. Al activar las células NK ir vitro con
IL-2 para transformarlas en células LAK (lymphokine-activated Kkiller cells),
encontramos que L. mexicana incrementd 2.1 veces la produccién de IFN-y de células
LAK de sujetos control, mientras que en células LAK de pacientes con LCL y LCD el

incremento de la produccién fue de 1.16 y 1.17 veces, respectivamente.



A diferencia de esto, L. mexicana inhibio la actividad citotoxica de células NK,
tanto en sujetos control (2.2 X), pacientes con LCL (3.4 X) y LCD, (9.1 X). Esta
inhibicion también se observd en las células LAK de sujetos control (1.9 X) y de
pacientes con LCL (2.4 X) y LCD (2.7 X). Con el objetivo de determinar si la
inhibicion de la actividad citotoxica en células NK era debido a una posible inhibicién
de PKC-a por LPG descrita en L. donovani, se analizé el efecto que ejerce L. mexicana
sobre la produccion de radicales hidroxilo por células NK estimuladas con acetato de
forbol miristato (PMA). En pacientes con LCL se encontré que L. mexicana activo la
generacion de radicales hidroxilo, mientras en pacientes con LCD inhibié la generacion
de radicales hidroxilo. Estos datos sugieren que el incremento en la produccion de IFN-
y asociado a la produccion de radicales hidroxilo ejercido por L. mexicana en células
NK de pacientes con LCL pudiera ser sea a través de TLR2, ya que estos receptores han
sido descritos como activadores de la produccién de citocinas y como activadores de
PKC. El estimulo activador aparentemente ocurre por una via independiente de la via
que participa en la citotoxicidad, la cual fue inhibida por L. mexicana en los pacientes
con LCL. A diferencia de esto, L. mexicana no indujo la produccién de IFN-y ni de
radicales hidroxilo en células NK de pacientes con LCD aunque también inhibio la
actividad citotoxica de estas células. Esto sugiere que uno de los posibles defectos de las
células NK de pacientes con LCD pudiera ser una disminucién o disfuncién de
receptores TLR2 en las células NK, ya que la ausencia de una sefial activadora evit6 la
produccion de IFN-y y de radicales hidroxilo, permitiendo asi un efecto inhibitorio
intensificado de LPG sobre la actividad citotdxica. Nuestros datos sugieren que L.
mexicana posiblemente modula las funciones efectoras de células NK a través de

distintas vias y la intensidad de la modulacién correlaciona con la severidad del cuadro

clinico.



ABSTRACT

L. mexicana can produce two opposite forms of the disease: localized cutaneous
leishmaniasis (LCL) and diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL). Whereas patients with
LCL have a benign evolution associated with an intense cellular immune response,
patients with DCL are anergic towards Leishmania antigens. Even though the cause of
the type Th-2 response in DCL patients remains unknown, it is considered that the
innate immune response determines the disease outcome. One of the cells of the innate
immune system that participates in the induction of an early type Th-1 response is the
NK cell, due to its secretion of interferon gamma (IFN-y). Additionally, NK cells are
cytotoxic for cells that present qualitative or quantitative changes in molecules of the
type I Major Histocompatibility Complex (MHCI), which occur in tumors or viral
infections.We recently demonstrated that NK cells can also recognize Leishmania
lipophosphoglycan (LPG) directly through the TLR2 receptor, leading to their
activation and cytokine production. Yet it is unknown whether Leishmania also
modulates the cytotoxic capacity of NK cells and if this modulation correlates with the
different clinical forms.

In the present work we analyzed the effect that L. mexicana exerts on the in vitro
citotoxicity and cytokine production of NK cells from healthy donors and from patients
with LCL and DCL. We found that L. mexicana tends to induce the production of IFN-y
in NK cells of healthy donors (1.7 X) and of patients with LCL (7.8 X) but not of
patients with DCL. After the in vitro activation of NK cells with IL-2, transforming
them to LAK (lymphokine activated killer cells) cells, we found that L. mexicana was
able to increase the IFN-y production of LAK cells from healthy donors 2.1 times,
whereas in patients with LCL and DCL the increase was 1.16 and 1.17 times,

respectively. In contrast, L. mexicana inhibited the cytotoxic activity of NK cells of



healthy donors (2.2 X), of patients with LCL (3.4 X) and of patients with DCL (9.1 X).
This inhibition was also observed in LAK cells of healthy donors (1.9 X) and of patients
with LCL (2.4 X) and DCL (2.7 X).

In order to determine whether the inhibition of the cytotoxic capacity of NK
cells was due to a possible inhibition of PKC-a by LPG, as has been described for L.
donovani, we analyzed the effect that L. mexicana had on the production of hydroxyl
radicals produced by NK cells stimulated with phorbol myristate acetate (PMA). In
patients with LCL, L. mexicana increased the production of hydroxyl radicals whereas
in patients with DCL it was diminished. These data suggest that the stimulating effect
that L. mexicana has on the IFN-y and hydroxyl radical production of NK cells from
patients with LCL could be through TLR2, since these receptors have been shown to
stimulate cytokine production and to activate PKC.
This activating stimulus possibly occurs through a different signalling pathway then that
of the cytotoxic activity, since this one was inhibited by L. mexicana in patients with
LCL. In contrast, L. mexicana did not increase the IFN-y or hydrogen radical production
in NK cells of patients with DCL, even though it also inhibited the cytotoxic activity in
these cells. These data suggest that one of the possible defects present on NK cells of
DCL patients could be a reduction or dysfunction of the TLR2 receptor, since the
absence of an activating signal reduced the IFN-y and hydrogen radical production in
these cells, thus permitting an intensified inhibition of the cytotoxic activity by LPG.
Our data suggest that L. mexicana possibly modulates the different effector functions of
NK cells through different pathways and that the intensity of the modulation correlates

with the disease severity.



ABREVIATURAS

LCL Leishmaniasis cutanea localizada

LCD Leishmaniasis cutanea difusa

LMC Leishmaniasis mucocutanea o espudia

LCPD Leishmaniasis cutdnea pseudodifusa

LV Leishmaniasis visceral

MHC-I Complejo mayor de histocompatibilidad
clase I

MHC-II Complejo mayor de histocompatibilidad
clase |

LPG Lipofosfoglicano

gp63 Glicoproteina 63

TLR 2 Toll like receptor 2

PAMP’s Patrones moleculares asociados

LPS Lipopolisacarido

IFN-y Interferén gama

IFN-a Interferdn alfa

TNF-a Factor de necrosis tumoral-alfa

M-CSF Factor estimulador de colonias de
macréfagos

GM-CSF Factor estimulador de granulocitos y
macrofagos

IL-1 Interleucina-1
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1 INTRODUCCION
1.1 Generalidades sobre la leishmaniasis

Las leishmaniasis son enfermedades causadas por parasitos pertenecientes al
género Leishmania. Son zoonosis de distribucion cosmopolita que se presentan en
forma endémica, preferentemente en las zonas tropicales y subtropicales (1). Las
leishmaniasis son parasitosis con amplia distribucion geogréfica presente en todos los

continentes excepto en Australia y en la Antartida (2).

El parésito es transmitido por la picadura de moscos hematofagos pilosos del
género Phlebotomus del viejo mundo (Europa) y Lutzomyia en el nuevo mundo
(America) (3). Leishmania produce un amplio espectro de enfermedades en el humano y

otros mamiferos, afectando principalmente la piel y las visceras (4).

1.2 Taxonomia del género Leishmania

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) distingue 6 especies de

Leishmania:
L. major. L. donovani, L. aethiopica, L. mexicana, L. braziliensis, y L. tropica

(5) (Fig. 1).
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Figura 1. Clasificacion taxonémica de Leishmania (1)




1.3 Ciclo biolégico de Leishmania

El ciclo de trasmision de Leishmania requiere de un vector artrépodo y de un
reservorio mamifero. Los parasitos asumen dos formas durante el ciclo de vida: el
amastigote y el promastigote (prociclico y metaciclico). El primero tiene forma redonda
u oval, es aflagelado, intracelular, mide de 4 a 6 um y solo se observa en los tejidos de
los vertebrados parasitados. El promastigote es la forma que se encuentra en el vector,
es extracelular, carece de membrana ondulante, es flagelado y mide de 12 a 14 um. La
infeccién por Leishmania inicia cuando un mosquito infectado con el promastigote pica
al huésped sano e inocula los promastigotes, los cuales son fagocitados por los
macréfagos de la piel. En el interior del macréfago permanecen en el fagolisosoma,
cuyas condiciones acidas lo transforman en amastigotes. Los amastigotes se multiplican
por fision binaria, llevando a la lisis a la célula hospedera y los parasitos son liberados.
Estos invaden a otras células fagociticas donde vuelven a proliferar. Pueden circular por
sangre o estar localizado en el liquido tisular hasta que nuevamente son ingeridos por el
mosco y los amastigotes se transforman en promastigotes, los cuales se multiplican por
fisién binaria en el tracto digestivo del mosquito. Los promastigotes maduros migran a
la probéscide y cuando el mosco pica a otro reservorio mamifero, el promastigote es

regurgitado, infectando otras células del sistema fagocitico mononuclear, cerrandose asi

el ciclo de vida (6) (Fig. 2).



Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania
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1.4 Formas clinicas

Las leishmaniasis se ha clasificado en diferentes formas clinicas dependiendo de la

especie del parasito infectante:

1.4.a Leishmaniasis cutanea localizada (LCL)

Esta forma de leishmaniasis es causada por diversas especies tanto en el viejo
mundo como en el nuevo mundo. Se caracteriza por lesiones localizadas, nicas o
miltiples en zonas expuestas de la piel, que comienzan como un nddulo en el sitio de
inoculacién que posteriormente se ulcera (1, 7). La ulceracion generalmente es redonda,
de bordes indurados, fondo limpio e indolora. Puede curar espontdneamente en un
periodo de seis meses a dos afios. Sin embargo, la infeccion en la oreja puede ser
crénica, durar afos y llevar a la mutilacion del pabellon auricular. La hipersensibilidad
se desarrolla en forma temprana y los pacientes son positivos a la intradermoreaccion
con leishmanina (prueba de Montenegro). En estos pacientes los linfocitos tienen la
capacidad de responder in vitro a la leishmanina y producen IFN-y e interleucina 2 (IL-
2). En las biopsias se encuentran pocos parasitos en el interior del macréfago. En
México esta forma clinica se conoce como la tlcera de los chicleros, es causada por
Leishmania mexicana mexicana y se distribuye practicamente en toda la Republica

Mexicana (1, 2, 3) (Fig. 3).
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Figura 3. Lesion caracteristica de la LCL

1.4.b Leishmaniasis cutanea difusa (LCD)

Es una variante anérgica de la leishmaniasis cutdnea en la cual las lesiones son
difusas. Empiezan con una lesién inicial primaria la cual se disemina hacia otras 4reas
de la piel como el rostro, térax, espalda, extremidades inferiores y superiores, con
excepcion del cuero cabelludo, palma 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 y la respuesta humoral est4 aumentada, pero ésta
es incapaz de erradicar al parasito. Por otro lado en esta forma clinica de leishmaniasis
no hay una respuesta a la prueba de intradermoreaccion a la leishmanina. La LCD se
caracteriza por una respuesta de tipo Th-2 con produccién de interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 10 (IL-10). En el anélisis histopatolégico se pueden observar abundantes
parasitos dentro de macréfagos vacuolados. En México, la LCD es causada por L.

mexicana y se han registrado casos en los estados de Tabasco, Veracruz y Coahuila (1,
3) (Fig. 4).
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Figura 4. N6dulos caracteristicos en los pacientes con LCD

1.4.c Leishmaniasis mucocutdnea o espudia (LMC)

Esta forma clinica se manifiesta por la destruccion de la mucosa nasofaringea con
severa destruccion de los tejidos, es de dificil tratamiento y puede producir la muerte

por inanicién y obstruccién de vias respiratorias. Esta forma clinica es causada por

Leishmania braziliensis (Fig. 5).

Figura 5. Destruccién de mucosas en un paciente con LMC

1.4.d Leishmaniasis cutdnea pseudodifusa (LCPD)

Esta forma clinica se manifiesta con pequefios nédulos subcutineos que siguen

la trayectoria de vasos linféticos y presenta similitud en la manifestaci6n clinica con las
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lesiones ocasionadas por Sporothrix shenckii (8, 9). La intradermoreaccion a la
leishmanina es positiva y la presencia de parésitos en las biopsias es escasa. Se han

reportado casos en el estado de Tabasco (Fig. 6).

Figura 6. Nodulos subcutineos en un paciente con LCPD

1.4.e Leishmaniasis visceral (LV)

Esta forma clinica de leishmaniasis es causada por Leishmania donovani en el
viejo mundo y Leishmania donovani chagasi en el Nuevo Mundo. Tiene un periodo de
incubaci6n de dos meses a un afio y afecta principalmente el bazo, higado, mucosas del

intestino, médula 6sea y otros tejidos linfaticos (3). Los estados donde se han reportado

casos son Puebla, Oaxaca, Chiapas y Morelos (Fig. 7).



Figura 7. Hepatoesplenomegalia en un paciente con LV



2 MOLECULAS QUE PARTICIPAN EN LA INTERACCION HUESPED PARASITO
Las principales moléculas sobre la superficie de Leishmania que participan en la
interaccion con el hospedero son la glicoproteina de 63 kDa (gp63) y el lipofosfoglicano
(LPG). En ambas moléculas se encuentran ligandos especificos para los factores de
complemento C3b y C3bi. Una vez que estos dos factores se han unido a Leishmania,
son reconocidos y fijados por los receptores CR1 (para C3b) y CR3 (para C3bi) del

macrofago, produciéndose la fagocitosis del parasito (10, 11).

2.1 gp63

Esta molécula estd en ambos estadios de desarrollo del parasito: promastigote
(metaciclico y prociclico) y amastigote, sufriendo cambios moleculares durante la
diferenciacion del parasito. La gp63 es una glicoproteina con actividad de proteasa (12,
13). El promastigote tiene cerca de 500,000 copias de gp63 en su superficie. La gp63
estd altamente conservada en varias especies de leishmanias (8-9) y se activa a un pH
entre 3 y 4. Esta glucoproteina tiene residuos N-acetilglucosamina-manosa y
galactosamina que juegan un papel importante en la interaccion parasito macroéfago,
debido a que son reconocidos por los receptores manosa-fucosa y por los receptores
Mac-1(CR3b) del macrofago (14). La gp63 se encuentra aumentada en los amastigotes
y tiene actividad proteolitica, con capacidad de degradar enzimas lisosomales dentro del

fagolisosoma del macréfago lo cual permite la proliferacion del amastigote.

22 LPG

Es el mayor glicoconjugado localizado en la superficie de los promastigotes,

incluyendo el flagelo (15).
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Este lipofosfoglicano esta formado por cuatro dominios principales:
I) Region de anclaje 1-0-alquil-2-lisofosfatidilinositol.
II) Regién central de fosfosacaridos constituida por glucosamina desacetilada, dos
manosas, galactosa-6-fosfato, galactopiranosa y galactofuranosa.
III) Region de disacaridos fosforilados, esta region estd constituida por multiples
unidades repetidas de PO4 6gal (31,4) man (o).
IV) Region de oligosacaridos que forma el casquete terminal de la molécula y que

puede estar constituido por galactosa o furanosa (16, 17).

2.2.1 Funcién de la LPG
2.2.1.a Resistencia al complemento

Entre el tiempo de inoculacién y de infeccién del macréfago, el promastigote
extracelular estd expuesto a la lisis por la activacion del complemento, ya sea por la via
clasica o por la via alterna. Cuando el factor C3 es degradado por alguna de las vias,
origina a los factores C3b y C3bi que son fijados por el LPG en la membrana
extracelular del parasito. Estos componentes del complemento son reconocidos por los
receptores CR1 y CR3 del macrofago, lo cual lleva a la fagocitosis del parasito y de esta

manera queda protegido de la lisis del complemento (17, 18).

2.2.1.b Sobrevida intracelular

Una vez que el parasito es internalizado y se encuentra dentro del fagolisosoma
se transforma en amastigote, que resiste a la accion de las enzimas hidroliticas y de esta
manera puede sobrevivir a los productos toxicos de oxigeno, teniendo asi la capacidad

de sobrevida para seguir multiplicandose. Estudios in vitro han demostrado que

18



Leishmania necesita por lo menos el 20% del total de moléculas de LPG intactas para
lograr una sobrevida en el interior del fagolisosoma del macréfago (19).

Uno de los mecanismos que ha desarrollado Leishmania para lograr sobrevivir
en el fagolisosoma, es la inhibicién de protein cinasa C (PKC), la cual es importante
para desencadenar el estallido oxidativo que genera los compuesto toxicos de oxigeno
(20). Estudios realizados con PKC purificada de cerebro de rata demostraron que LPG
es un inhibidor competitivo del diacilglicerol (17, 21). Estos resultados sugieren que
LPG interactia con el dominio de regulacion de PKC, el cual es el sitio de union para el
diacilglicerol, afectando asi el papel de la PKC en la induccion del estallido oxidativo
(22).

La PKC participa importantemente en la regulacién y proliferacion celular. Se han
reportado 12 isoenzimas de PKC en tejido de mamiferos dependiendo de la respuesta de
activacion diferencial, distribucion celular y la especificidad del sustrato. Se han
dividido en tres grandes grupos.

1. Convencionales (PKCs): este grupo requiere de fosfatidilserina, diacilglicerol y

Ca’" para su activacion y son (o, BI, B y v).

2. Nuevas (PKCn): para su activacion requiere de fosfatidilserina, diacilglicerol

pero no de Ca’’, en este grupo se encuentran (8, €, n, y 0).

3. Atipicas (PKCa): este grupo lo conforman (, A, p, y v) (23)

Los tres grupos participan en sefiales de transduccién (23).
En estudios realizados en monocitos humanos por el grupo de Qing Li, establecen
que las PKCs dependientes de Ca”" (las PKCa) se encuentran involucradas en el
proceso de produccion de O’ y se requieren para la lipidoxidacion por monocitos

activados (23).
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Alteraciones en estado de fosforilacion de PKC son importantes para su activacion y

la activacion de isoformas de PKC est4 asociada con la translocacion de fracciones

particuladas a solubles.

La fosforilacién la proteina de membrana MARCKS (sustratos miristilados de
cinasa C ricos en alanina) asociada con la movilidad de actina y con el trafico de
membrana es regulada por PKC-a, MARCKS y proteina relacionada a los
MARCKS. Estas son miembros de una familia de mayor sustrato de PKC
establecidas en una gran variedad de células, incluyendo macrofagos. La PKC-a
dependiente de la fosoforilacion de MARCKS puede participar en el movimiento de
fagosomas y lisosomas sobre microtuibulos.

Muchos mecanismos efectores del macréfago requeridos para la eliminacion de
Leishmania requieren de la actividad de PKC. Estudios realizados en fases
tempranas de la infeccion demostraron que Leishmania disminuye la actividad de
PKC de células infectadas y que la LPG de L. donovani inhibe la actividad de PKC
en macréfagos intactos (24). Recientemente el uso de clonas de macréfagos

deficientes en actividad de PKC-o confirman la importancia de esta cinasa para

inhibir la replicacion intracelular de L. donovani (24).

3 INMUNOLOGIA DE LA LEISHMANIASIS

3.1 Respuesta inmune humoral

En la Leishmaniasis, la respuesta inmune humoral juega un papel secundario ya

que los anticuerpos especificos actiian como opsoninas que facilitan la fagocitosis por el

macrofago mediante receptores FcyRI, FcyRII y FeyRIIl. Los pacientes con LCD

habitualmente cursan con hipergamaglobulinemia, sin embargo, los anticuerpos en estos
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pacientes no tienen una funcion de erradicacion ya que los pacientes presentan una

enfermedad progresiva.

3.2 Respuesta inmune celular

Los macréfagos juegan un papel central en la leishmaniasis. Fagocitan al
parésito e inducen una respuesta inmune especifica por la presentacion de antigenos de
leishma;lia en el contexto con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase II (MHC-II) para activar a linfocitos CD4+ y en el contexto de MHC-I para la

activacion de linfocitos CD8+.

En la leishmaniasis estan involucrados dos tipos de linfocitos CD4+ (Th-1) y
CD4+ (Th-2), que se diferencian con base en el patron de citocinas que producen. Las
células Th-1 producen IFN-y y TNF-a. Estas citocinas juegan un papel protector en la
leishmaniasis debido a que activan al macrofago al aumentar el estallido oxidativo, la
produccion de NO (6xido nitrico), la expresion de moléculas MHC-II y la capacidad
fagocitica. En contraste, las células Th-2 producen interleucina-4 (IL-4), interleucina-5
(IL-5), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10) (25). Estas citocinas ejercen un
efecto antagonista sobre las citocinas Th-1 y tienen capacidad inhibitoria sobre el
macré6fago, llevando a la progresion del padecimiento. El papel de las citocinas de las
respuestas Th-1 y Th-2 se ha estudiado en modelos murinos. Las cepas de raton
resistentes a la infeccion por leishmanias como los C3H/HeJ y C57BL/6 presentan una
respuesta celular dominante tipo Th-1 (26). A diferencia de esto, los ratones BALB/c
exhiben una respuesta celular tipo Th-2 y cursan con una infeccion progresiva y mortal.

Uno de los factores desencadenantes hacia una respuesta Th-1 o Th-2 es la presencia de

IFN-y o IL-4, respectivamente (27).
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Adicionalmente, los linfocitos T CD8+ participan en la respuesta inmune celular

contra Leishmania mediante dos mecanismos:
1) Secrecion de citocinas como IFN-y y TNF-a que activan al macréfago.

2) Lisis de células infectadas con Leishmania (28, 29).

Los linfocitos CD8+ reconocen antigenos asociados a moléculas MHC-I
presentados por macréfagos. En la leishmaniasis murina experimental se ha encontrado
que los linfocitos CD8+ juegan un papel importante en la proteccion, ya que pueden
sustituir a linfocitos CD4+ en la produccion de IFN-y (30). Actualmente existe
controversia acerca del mecanismo de reconocimiento del linfocito CD8+, ya que las
leishmanias fagocitadas se encuentran en el compartimiento fagosomal y los antigenos
procesados en este compartimiento no son presentados por MHC-I. Sin embargo,
podrian operar algunas de las dos vias alternas de presentacion de antigenos exégenos
restringidos por moléculas MHC-I:

1) Regurgitamiento (31 )

Consiste en una posible expulsion de péptidos de los fagosomas hacia la superficie

de la célula, los cuales se unen a moléculas MHC- I en la superficie de la célula.

2) Escape fagosoma- lisosoma (32)
Involucra el escape de antigenos del compartimento endosomal al citosol en

donde son procesados por la via convencional de moléculas MHC- 1.

3.3 Respuesta inmune innata
El sistema inmune innato se distingue por poseer un mecanismo de defensa
rapido ante microorganismos patogenos. Este sistema no cursa con memoria

inmunoldgica del agente infeccioso. Participan mecanismos de defensa como son las
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barreras fisicas (piel, mucosas), células fagociticas (neutréfilos, eosinéfilos, células
dendriticas y macrdfagos), células NK y otras moléculas solubles como complemento y

proteinas de fase aguda.

3.3.1 Macroéfagos.

Los macrofagos son células del sistema fagocitico mononuclear, dentro del cual
se incluyen macréfagos tisulares y monocitos de la sangre. Los macrofagos son células
grandes de aproximadamente 25 a 50 um de diametro, de superficie irregular e
intervienen en todas las fases de la respuesta inmune. Desempeifian un papel triple en la
leishmaniasis ya que son células fagociticas, hospederas y presentadoras de antigenos
activadoras de linfocitos T. Asi mismo, son células efectoras con capacidad de eliminar
a leishmanias fagocitadas. Uno de los mecanismos efectores mas importantes del
macrdfago consiste en la generacion de especies reactivas de oxigeno y NO, generados
durante el estallido oxidativo. Esta funcion leishmanicida depende de la presencia de
citocinas activadoras como IFN-y (33). Los macrofagos cuentan con miultiples
receptores que participan en la respuesta inmune innata, entre los que se encuentran:

1.- Receptores para regiones Fc de inmunoglobulinas:
FeyRI, FeyRII-A, FeyRII-B2, FeyRIIT y FCaRI
2.-Receptores para factores del complemento

CR1: C3b >iC3b, C4b

CR3:iC3b

CR4:iC3b

3.- Receptores para interleucinas:
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IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IFN-a, IFN-y, factor de estimulacion de colonias de macréfagos
(M-CSF)

4.- Receptor de manosa

5.- Receptor Scavenger (SRs)

6.- Receptor de Clq

7.-CDI14 (24, 33, 34)

8.- Receptores TLR (1 —10) (24)

9.- Receptores de 7 dominios transmembranales

a) Receptores para N-formilmetionil péptido

b) Receptores para IL-8

¢) Receptores para C5a

Adicionalmente los macréfagos secretan grandes cantidades de citocinas entre las
cuales se encuentran: IL-1, I1L-6, IL-8, 1L-10, IL-12, TNF-a, IL-13, IL-15 e IL-18 (33,
35).

Durante la fagocitosis, el macréfago libera citocinas proinflamatorias como IL-12 e IL-
18, las cuales activan a células efectoras de la inmunidad innata como las células NK
(35). Las células NK activadas son productoras de IFN-y, el cual es responsable de la

activacion subsecuente del macrofago y del control de la enfermedad (36).

3.3.1.a Estallido oxidativo.

El estallido oxidativo es una respuesta antimicrobial de células fagociticas tales
como macréfagos y neutr6filos (24). La enzima responsable para que se lleve a cabo

este evento es la NADPH oxidasa (fosfato de nicotinamida-adenin-dinucledtido
reducido) que genera compuestos de oxigeno como son el anién superdxido (Oy),

peroxido de hidrégeno (H,0,), oxigeno molecular ('0,) y radicales hidroxilo (OH"), que
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son compuestos altamente microbicidas, son altamente reactivos y pueden ser
detectados facilmente con luminol debido a la emision de luz (quimioluminscencia)
(37).

La NADPH oxidasa puede ser activada por diferentes moléculas (ej. antigenos
de bacterias, parasitos); una vez activada la NADPH oxidasa, el citocromo b558 cataliza
la transferencia de electrones generandose el O,, al cual posteriormente la superéxido
dismutasa (SOD) adicionara hidrogenos para producir H,O,. Este sustrato puede ser
reducido por tres mecanismos:

1.- Por la accion de la catalasa y la glutation peroxidasa (GSH) el H,O, se convierte en

H,0 + O, (mecanismo de destoxificacion).

2.- Por la accion de la mieloperoxidasa (MPO) el H,O; se reduce en acido hipocloroso
(HOCI) y como mecanismo de regulacién el HOCI +H,0; daré origen al '0, + H,0.

3.- Por ultimo el H,O, es catalizado por Fe** con generaciéon de "OH. Todas estas
moléculas son generadas en las vesiculas fagociticas con una gran actividad toxica sobre
los microorganismos (38, 39).

Uno de los mecanismos inductores del estallido oxidativo es mediante el PMA,
que lleva a la activacion de PKC, una proteina serina/treonina cinasa dependiente de
fosfolipidos (40). Esto ocurre cuando el PMA induce la translocacion de la PKC desde
el citosol hasta la membrana celular del macréfago donde es fosforilada (activada) y de
esta forma es capaz de estimular a la NADPH oxidasa y con ello, la consecuente

generacion de todos los componentes toxicos del oxigeno (41, 42, 43).
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3.3.2 Células NK (asesinas naturales)

Figura 8. Células NK tefiidas con el anticuerpo anti-CD56 y reveladas con peroxidasa.

Las células NK son una subpoblacién de linfocitos que nacen de una célula
precursora en la médula Gsea, estin presentes en sangre, médula Gsea, bazo, ganglios
linfaticos y timo (Fig. 8). Las células NK son una linea claramente distinta de los
linfocitos T y B (44, 45). En los individuos normales, las células NK comprenden del 10
al 15 % de los linfocitos en sangre periférica y del 1 al 2% de los linfocitos en bazo (44,
45). Las células NK no son adherentes, no son fagociticas, no poseen memoria
inmunol6gica (46), sin embargo poseen capacidad citolitica espontdnea en contra de
tumores. Las células NK humanas son llamadas linfocitos granulares grandes por tener
abundante citoplasma, un nicleo grande, y granulos azurdfilos citoplasmaticos, los
cuales se tifien de purpura con el colorante de Giemsa (colorante de Romanovsky) (47).
Las células NK se pueden definir como células citotéxicas que tienen una morfologia
predominante de linfocitos granulares grandes, que no expresan el complejo CD3 y
tampoco expresan las cadenas asociadas al receptor de linfocitos T (o, B, v y 8) (48).
Las céluls NK poseen granulos citoliticos que contiene una gran variedad de moléculas,
incluyendo a la familia de granzimas (proteasa serina-esterasa), que actian a pH neutro

dependiendo del tipo de sustrato. Adicionalmente contienen perforinas, proteinas de 70



kDa, involucradas en la perforacién de la membrana de la célula blanco, y componentes
lisosomales como [3-hexosamidasa, B-glucuronidasa, y arilsulfatasa, que participan en la
lisis de la célula blanco (49, 50). Las células NK son linfocitos del sistema inmune
innato que no expresan receptores especificos para antigenos en su superficie.
Originalmente fueron descritas como células capaces de lisar algunas células tumorales
y células infectadas por virus en ausencia de una estimulacion previa (31). En afios
recientes se ha incrementado el interés en el papel que ejercen en la respuesta inmune
innata asi como en la inmunidad especifica. Se ha estudiado extensamente su
mecanismo de accién y en particular los mecanismos moleculares que le permiten
discriminar entre células normales y células tumorales. Las células NK pueden lisar
células autdlogas mediante citotoxicidad natural asi como por citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos. Las células NK expresan receptores en su superficie celular
que detectan alteraciones en moléculas del complejo MHC-I de las células blanco.

Se han descubierto varios receptores de moléculas MHC-I que participan en la
citotoxicidad de células NK. Estos receptores se dividen en receptores que inhiben la
citotoxicidad y aquellos que la activan. Entre los receptores que inhiben la citotoxicidad
se encuentran:

1) Receptores de la superfamilia de inmunoglobulinas que incluyen el receptor KIR
(killer inhibitory receptor) y el receptor LIR (leukocyte inhibitory receptor) que
reconocen moléculas del MHC-I, incluyendo haplotipos clasicos y no clasicos.

2) Receptores que contienen dominios de lectinas tipo-C y que reconocen
carbohidratos, como los receptores NKG2/CD94. El receptor homologo en el
raton es Ly-49 (52).

Estos receptores transducen seiiales inhibitorias a menos que las células hayan

perdido o expresen cantidades insuficientes o modificadas de moléculas MHC-1. El
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dominio citoplasmatico de KIR contiene el motivo de ITIM (immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif), el cual transduce una sefial inhibitoria reclutando a una proteina
tirosina fosfatasa (53).

Entre los receptores activadores de citotoxicidad o KAR (killer activating receptors)
se encuentran los receptores de citotoxicidad natural NKp46, NKp30 y NKp44. Estos
receptores son miembros novedosos de la superfamilia de las inmunoglobulinas que no
tienen homologia entre ellos y poca homologia con otras moléculas humanas conocidas.
Estos receptores estdn acoplados a la maquinaria de transduccién (;le sefales
citoplasmaticas mediante la activacion de ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif) (54).

La mayoria de las células NK también expresan el receptor FcyRIIIA (CDI16), que
reconoce la fraccion Fc de las IgG y mediante el cual se lleva a cabo la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos.

Adicionalmente las células NK expresan integrinas como LFA-I
(CDI11a/CD18), VLA (CD49d/CD29) y moléculas de adhesiéon como CD2 (LFA-2) y
CD56 (NCAM) que es una isoforma de moléculas de adhesion presentes en neuronas
(52).

Aln se sabe poco sobre las sefiales que llevan a la activacion de células NK y se
ha propuesto que el inicio de la respuesta inmune en células NK ocurre debido a
multiples sefiales generadas por moléculas co-estimuladoras o de adhesion, mas que de
un solo receptor (55).

Las células NK pueden ser activadas por citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-12,
IL-18 y TNF-a, asi como por la interaccion de sus receptores de superficie, como
CDI16, con complejos inmunes o bien por la interaccion de sus receptores que detectan

cambios en moléculas MHC-1 de las células blanco. Se ha visto que IL-2 sensibiliza a
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las células NK hacia IL-12 aumentando sus receptores para IL-12 asi como sus
receptores KIR (52). IL-12 actia como un regulador de la actividad de células NK al
igual que IL-1B, IL-15, TNF-o. e 1L-18, secretados por macrofagos (55). Se ha
encontrado que IL-12 sinergisa con 1L-18 para activar a células NK, aumentando su
produccion de IFN-y asi como su actividad citotoxica. IL-15 interviene en el desarrollo
y maduracion de células NK en médula 6sea. Las células LAK (lymphokine-activated
killer) fueron descritas algunos anos atras como células efectoras capaces de lisar una
gran variedad de células malignas pero no normales (56). Sin embargo estudios
recientes indican que LAK son células (CD3" CD56"), inducidas por citocinas (57). El
proceso de activacion seguido por la produccion de citocinas, la sobreregulacién de la
funcion citolitica y proliferacion subsecuente es iniciada cuando la célula NK interactua
con varios ligandos, incluyendo citocinas a través de los receptores expresados sobre la

superficie de la célula.

Las células NK responden intensamente a 1L-2 (entre otras citocinas) porque
estas expresan el receptor de afinidad intermediaria para IL-2 (IL-2R) y sobreregulan la

alta afinidad de IL-2R en presencia de IL-2 (58).

Las células NK producen citocinas como IFN-y y TNF-a asi como quimiocinas
tales como IL-8 y MIP-la (proteina inflamatoria del macréfago), proteinas
quimiotdcticas para los neutrdfilos y macréfagos, respectivamente. Adicionalmente
producen las citocinas GM-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrdfagos), M-CSF (factor estimulador de macrdfagos), IL-3 (55) e IL-10 (59).

Se sabe poco sobre la participacion de células NK en leishmaniasis a pesar de
que estas células son potencialmente decisivas en la evolucién del padecimiento por su
produccion temprana de las citocinas IFN-y y TNF-a, activadofas de macr6fagos. Se ha

demostrado que IFN-y es un mediador crucial de la resistencia innata a infecciones
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tempranas por Leishmania, y en modelos animales se detecté que la fuente temprana de
IFN-y son las células NK (60). Adicionalmente se encontr6 que las células NK
participan en la cura de pacientes con leishmaniasis cutdnea infectados con L.
aethiopica (61). En nuestro laboratorio encontramos que las células NK poseen
receptores TLR-2 que pueden reconocer directamente a LPG de Leishmania, lo cual
lleva a su activacion y produccion de IFN-y y TNF-a (62). De esta manera, la célula NK
participa como un puente entre la respuesta inmune innata y la adaptativa. Su poder de
interactuar directamente con patégenos y producir citocinas pro-inflamatorias en las
fases tempranas de la infeccion con patogenos intracelulares, la transforma en una
célula critica en la respuesta inmune contra leishmania. Sin embargo, aun se desconoce
si las células NK también participan como células citotoxicas en la leishmaniasis.

La actividad citotéxica de las células NK es mediada principalmente por
perforina, que es liberada de los granulos en forma de mondmeros que se insertan en la
membrana plasmatica de las células blanco y se polimerizan para formar agregados
formadores de poros. Esto permite que granzimas penetren a la célula e induzcan la
muerte de la célula blanco mediante apoptosis, por activacion de la caspasa 8 (55). Otras
moléculas de las células NK que participan en la citotoxicidad son Fas (CD95) y TNF-
o.. Ambas moléculas se unen a sus receptores Fas-L' y TNF-R1 en la célula blanco e
inducen la muerte por apoptosis (63).

Se ha descrito que durante la exocitosis de granulos por las células NK
participan las vias de PKC y proteinas G (64). Se encontr6 que la union de células NK a
células tumorales resultaba en una rapida activacion de fosfolipasa C, lo cual a su vez
llevaba a la produccién de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicereol (DAG) como
segundos mensajeros. Esto incrementa el calcio intracelular libre y activa a PKC. La

activacion de PKC puede ser inducida por DAG o bien por PMA. PKC activado regula
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la produccion de LTB4, la cual es una molécula critica para la actividad citotoxica de
células NK (65). La LTB4 se produce mediante la peroxidacion lipidica de la via de la
lipoxigenasa del metabolismo del 4cido araquidénico (66, 67, 68). Durante la
produccion de LTB4 estimulada por PKC, se incrementa la exocitosis de los granulos
responsables de la actividad citotoxica y durante este proceso se generan radicales
hidroxilo (OH") (69). La inhibicion de la via de la lipoxigenasa inhibe también la
actividad citotéxica de la célula NK (70). Adicionalmente, se ha reportado que los
inhibidores de radicales hidroxilos también inhiben la actividad citotoxica de células
NK (71), mientras que la catalasa, que inhibe H,O, no tienen efecto inhibitorio sobre la
actividad citotoxica de células NK (72).

La formacion de los radicales hidroxilo ocurre mediante la reaccion de Haber-

Weiss H.

H>O; +°0;7 —» 0, +OH™ + 'OH (reaccion de Haber Weiss) (73) .
La generacion de radicales hidroxilo producido durante el metabolismo de las
lipoxigenasas puede ser analizada mediante quimioluminiscencia amplificada por
luminol (74). Adicionalmente se ha reportado que la generacion de productos de la
oxidacion del 4cido araquidénico generados por la lipoxigenasa, son esenciales para la
funcién de las LAK (75).

El andlisis cuantitativo de la quimioluminiscencia de células NK activadas por
PMA permite analizar si las diferencias encontradas en la actividad citotoxica de células
NK de pacientes con LCL y LCD, coincubadas con L. mexicana, se deben a distinto
grado de activacion de las PKC en las células NK.

Aunque en ensayos en modelos murinos se ha encontrado que la presencia de
células NK al inicio de la infeccién es indispensable para la proteccion adecuada contra

la leishmaniasis, no existen estudios sobre la participacion de células NK en pacientes
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con distintas formas clinicas de leishmaniasis. Uno de los grandes enigmas que persiste
en la leishmaniasis, es la causa de la diseminacion del parasito en pacientes con
leishmaniasis cutanea difusa. Siendo las células NK una de las primeras células de la
respuesta inmune innata que entran en contacto con el pardsito, resulta muy interesante
analizar el papel que desempefian estas células en pacientes con cuadros de
leishmaniasis de distinta severidad como son pacientes con LCL y LCD. El estudiar de
manera comparativa el efecto que ejerce L. mexicana sobre los mecanismos efectores
de las células NK de estos pacientes, tanto en su capacidad de producir IFN-y como en
su capacidad citotoxica, posiblemente permitirda entender mejor la causa de la

diseminacion del padecimiento.
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4 HIPOTESIS

L. mexicana ejerce un efecto modulador sobre la produccion de IFN-y y la
capacidad citotoxica de células NK humanas. Este efecto se correlaciona con la

severidad del cuadro clinico en pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa.

5 OBJETIVO GENERAL

Analizar de manera comparativa el efecto que ejerce L. mexicana sobre la

capacidad efectora de células NK de sujetos control y de pacientes con LCL y LCD.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

1 Investigar el efecto que ejerce L. mexicana sobre la produccion de IFN-y en células
NK.

2 Determinar el efecto que ejerce L. mexicana sobre la capacidad citotoxica de células
NK sobre células tumorales K-562 .

3 Estudiar el efecto que ejerce L. mexicana sobre la produccion IFN-y de células NK
activadas por IL-2 (LAK).

4 Investigar el efecto que ejerce L. mexicana sobre la capacidad citotéxica que tienen
las células NK activadas por IL-2 (LAK) sobre células tumorales K-562.

5 Analizar la magnitud de produccion de radicales hidroxilo en células NK de sujetos

control y pacientes con LCL y LCD, estimulados con PMA.
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7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Purificacién de células NK

Se obtuvieron 25 ml de sangre periférica de pacientes con LCL, LCD y sujetos
control. para aislar células mononucleares mediante un gradiente de densidad con
Ficoll-Hypaque 1.007 (Sigma). La sangre se diluyé con PBS estéril pH 7.4 en una
relacion 1:3 y se colocaron 7 ml de la sangre diluida sobre 3 ml de Ficoll-Hypaque. Se
centrifugé a 2000 revoluciones por min (rpm). durante 20 min a 20°C. Se aspir6 la
interfase y se lavd dos veces con 30 ml de PBS estéril. El precipitado se resuspendié en
10 ml de RPMI 1640 (Sigma) con 10% de suero fetal bovino (Gibco). Se realizo6 la
cuenta celular en una cdmara de Neubauer y se calculé el nimero de células por ml: #
de células x factor de dilucion x 10,000 x volumen.

Para la purificacion de células NK se eliminaron los monocitos mediante
adhesion a placas de petri tratadas de polystyrene(Corning) durante 24 h a 37 "C. De las
células no adherentes se purificaron las células NK empleando un kit con
inmunomagnetos (Miltenyi Biotec) que incluye un sistema de marcaje indirecto usando
un coctel primario de anticuerpos monoclonales conjugados con haptenos y un
anticuerpo antihapteno acoplados a los MACS (magnetic cell sorting) para la deplecién
de células T, células B, baséfilos y células dendriticas. Las células con marcadores
CD3, CD4, CD19, y CD33 se eliminaron mediante adhesion a la columna magnética y
las células NK se obtuvieron por seleccion negativa. Para el andlisis de pureza se realizé
una tincién inmunocitoquimica con un anticuerpo anti-CD56, obteniéndose una pureza

del 85-90 %.
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7.2 Analisis de la produccion de IFN-y por células NK

Se cuantificé la produccion de IFN-y de células NK de 4 sujetos control, 7
pacientes con LCL y 3 pacientes con LCD, tanto en condiciones basales como en
presencia de promastigotes de L. mexicana en relacion 1:10 (células/parasitos).
Inicialmente se incubaron durante 3 h a 28 °C en 1 ml de RPMI. Posteriormente se
incubaron a 37 °C con 5 % CO, durante 15 h para favorecer la sobrevida de los
parasitos, ya que son sensibles a la temperatura de 37 °C. Se analiz6 la produccion de
IFN-y en los sobrenadantes de cultivo mediante ELISA empleando un Kit comercial
Quantikine (R&D systems). Para la técnica de ELISA se colocaron 200 pl del
sobrenadante sobre una placa de 96 pozos con fondo plano recubierta con el antigeno
especifico para IFN vy, y se incubaron durante 2.5 h a temperatura ambiente (TA), se
lavaron 3 veces con PBS y se le agregaron 200 pl del anticuerpo policlonal contra IFN-y
conjugado a peroxidasa. Se incubarcn durante dos horas a TA y se lavaron 3 veces con
PBS. Se agregaron 200 pl del sustrato, se incubaron 20 min. y posteriormente se
agregaron 50 ul de 4acido sulfiirico 2N para detener la reaccién. Se leyeron en un lector
de ELISA a 450 nm y se obtuvieron los valores en pg/ml utilizando una curva estandar.
Se calcularon las concentraciones de las citocinas mediante un analisis de regresion de
los valores promedios de la absorbancia de 3 lecturas por muestra. Se analizaron los
resultados estadisticamente mediante la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney

y los valores de P<0.05 se consideraron significativos.

Adicionalmente se analiz6 el efecto que ejerce L. mexicana sobre células NK
activadas con IL-2, transformandolas en células LAK obtenidas por preincubacion de

las células NK con rlL-2 (12,000 U/ml) (Interleukine) durante 3 h a 37 °C. Estas células
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activadas posteriormente se incubaron con promastigotes de L. mexicana y se repitio el

ensayo descrito anteriormente.

7.3 Ensayos de citotoxicidad
Preparacion de células efectoras:

Se purificaron células NK de sangre periférica de 20 sujetos sanos, 5 pacientes
con LCL y 3 pacientes con LCD segun la metodologia descrita anteriormente. Las
células NK se incubaron con L. mexicana disueltos en RPMI una relacion 1:10
(células/parésitos) durante 3 h a 28 "C y luégo durante 15 h a 37 °C con 5 % CO,. Otro
grupo de células NK fueron pre-estimuladas con rIL-2 (12,000 U/ml) (LAK) disuelta en
RPMI durante 3 h a 37 °C con 5 % de CO, previo a la incubacién con L. mexicana y
posteriormente se incubaron con L. mexicana durante 3ha28°Cy 12ha 37 °C.

El ensayo de citotoxicidad se llevo a cabo en placas de 96 pozos con fondo
redondo. Inicialmente se colocaron 100 ul de RPMI en cada pozo. Posteriormente se
colocaron 2x10° células NK lavadas, disueltas en 100 pl de RPMI en la primera hilera
de pozos (12 pozos), de manera que en estos pozos quedaron 2x10° células NK disueltas
en 200 pl de RPMI. Estas células NK se diluyeron 1:2 en 4 diluciones sucesivas. Para
lograr esto, se tomaron alicuotas de 100 pl de la primera hilera de pozos, los cuales se
depositaron en la segunda hilera de la placa que contenia 100 ul de RPMI. Con esto, la
primera hilera quedé con 1x10° células NK disueltas en 100 pul de RPMI. La segunda
hilera recibié 1x10° células NK en 100 pl, quedando un volumen final de 200 pl. De
esta segunda hilera nuevamente se tomé una alicuota de 100 ul conteniendo 5x10°
células que fueron depositadas a la tercer hilera de pozos. Este procedimiento se repitid
en total 4 veces, obteniéndose asi 4 hileras de 12 pozos que contenian 1x10°, 0.5x106,

0.25x10° y 0.125x10° células NK, respectivamente, disueltas en 100 pl de RPMI.
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El ensayo de citotoxicidad se realizo con una linea tumoral eritromieloide
humana K562 que es sensible a la lisis por células NK. Las células K562 se pre-
marcaron durante 1 h con 100 uCi de Na’'CrO; (Cr’') (Du Pont NEN) y se lavaron
extensamente. Se agregaron 1x10* células K562 marcadas disueltas en 100 ul de RPMI
a cada uno de los 96 pozos de la placa que contenia las células NK diluidas
previamente.

Por triplicado se colocaron:
1) Células NK + K562
2) Células NK incubadas con L. mexicana + K562
3) Células NK estimuladas con IL-2 (12,000 U/ml) + K562 -
4) Células NK estimuladas con 1L-2 e incubadas con L. mexicana + K562
5) Células K562 como control negativo para medir liberacion espontanea de células

K562
6) Células K562 incubadas con 100 pl de SDS (duodecil sulfato de sodio).al 5%

como control positivo con liberacion total.

Para el control de liberacién espontinea se emplearon 1x10* células K562
marcadas con Cr’' en RPMI. Para el control de liberacion total se incubaron 1x10*
células K562 marcadas con Cr’' con 100 pl de SDS.al 5 %

Para el ensayo de citotoxicidad, el tiempo de incubacion fue de 4 h a 37 °C con
5% CO, Para cuantificar la citotoxicidad se midi6 Cr’' liberado por las células
lisadas. Se centrifugaron las placas a 500 r.p.m durante 5 min y se aspiraron 100 pl
del sobrenadante, evitando entrar en contacto con las células. Para cuantificar el Cr'
liberado al sobrenadante por las células K562, que lisadas por células NK, mediante
un contador gama. El porcentaje de lisis especifica se calculd de la siguiente

mancra.
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% de lisis especifica = liberacion experimental (cpm)- liberacién espontanea (cpm)

liberacion total (cpm)- liberacion espontanea (cpm)
cpm= cuentas por minuto

Se analizaron los resultados estadisticamente mediante la prueba no paramétrica

de U de Mann-Whitney y los valores de P<0.05 se consideraron significativos.

7.4 Ensayos de quimioluminiscencia

Los ensayos de quimioluminiscencia se realizaron de acuerdo al método descrito

por Frankenburg (76).

La produccion de metabolitos reactivos de oxigeno fue analizado mediante la
quimioluminiscencia, utilizando un luminémetro (Labsystem Finlandia) controlado a
37° C. Se analiz6 la liberacion de radicales hidroxilo de células NK suspendidas en 40
ul de RPMI enriquecido con 10 % de suero fetal bovino. Los ensayos se realizaron en
presencia y ausencia de parasitos utilizando una relacion de 1:10 (1X10° de células NK
y 10x10° promastigotes de L. mexicana obtenidos en fase logaritmica a los 4 dias de
cultivo). La liberacion de radicales libres se indujo con 60 pl de PMA (10 pg/ml) y 210
pl de luminol (1Img/ml) (Sigma). La quimioluminiscencia fue registrada en miliVolts
(mV). Se utilizaron células NK de sujetos control y de pacientes con las distintas formas
clinicas de leishmaniasis (LCL, LCD). Dicho analisis se realizo6 a diferentes tiempos (0,

30, 60 y 90 min).
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Para determinar el indice de inhibicion en la generacién de radicales hidroxilo

por L. mexicana sobre células NK, se empled la siguiente ecuacion:

indice de radicales libres = Experimental (mV)

Control (mV)

El experimental estd dado por la lectura en mV obtenida por las NK en presencia
de L. mexicana entre el valor del control obtenido de NK en ausencia del parasito. Para

el estudio estadistico se emple6 la prueba estadistica U de Mann-Whitney.
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8 RESULTADOS
8.1 Produccion de IFN-y.

El promedio de produccion basal de IFN-y por células NK de 4 sujetos control fue
de 21.47 pg/ml. La incubacion de estas células con L. mexicana aumento su produccion de
IFN-y a un promedio de 38 pg/ml. Este aumento no fue estadisticamente significativo
(P<0.312) (Tabla 1). Las LAK normales tuvieron una producciéon basal de IFN-y de 218
pg/ml. La incubacion de estas células con L. mexicana también increment6 su produccion
de IFN-y a 460 pg/ml. Este incremento tampoco fue significativo (P<0.553) (Tabla 2).

La produccion basal de IFN-y por células NK de los 7 pacientes con LCL fue de un
promedio de 5.9 pg/ml, el intervalo de esta citocina fue de 3.9 como minimo a 16.8 pg/ml
como maximo, sin embargo la tendencia de los valores en estado basal de esta citocina fue
de 3.9 pg/ml. La incubacién con L. mexicana increment6 la produccién promedio a 46.6
pg/ml (P<0.898) (Tabla 1). El intervalo en este grupo de pacientes tuvo 3.9 pg/ml como
minimo y 313 pg/ml como maximo. La tendencia hacia el incremento en la produccion de
IFN-y solo se observ6 en 2 de 7 pacientes con LCL Las LAK de pacientes con LCL
tuvieron una produccion basal de IFN-y a un promedio de 170 pg/ml (P<0.018). La
incubacion de estas células activadas con L. mexicana increment6 su produccién promedio
de IFN-y a 197 pg/ml (P<0.668) (Tabla 2).

Por otro lado, la produccién basal promedio de IFN-y por células NK purificadas de
3 pacientes con LCD fue de 3.9 pg/ml y la coincubacion de estas células con L. mexicana
no modificé su produccion de IFN-y, quedandose en un promedio de 3.9 pg/m (Tabla 1).
Las LAK de pacientes con LCD incrementaron su produccion basal de IFN-y a un

promedio de 54 pg/ml. La coincubacién con L. mexicana de las células NK activadas
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incrementd ligeramente la produccion de la citocina a 63 pg/ml (P<1.0) (Tabla 2, Fig. 9y
9.1)

En la tabla 3 se resume el factor promedio de estimulacion en la produccion de IFN-
y por células NK estimuladas por L. mexicana en los 3 grupos de pacientes. En sujetos
control se observo un factor de estimulacion de 1.7 y en pacientes con LCL fue de 7.8. A
diferencia de esto, en pacientes con LCD no hubo produccion basal ni hubo respuesta al
estimulo con L. mexicana.

Las LAK de sujetos control aumentaron su produccion basal de IFN-y 10 veces, de
21 pg/ml a 218 pg/ml (P<0.193). En estas condiciones de activacion, las células LAK de
sujetos control también fueron susceptibles a ser activadas por el parasito con un factor de
2.1. La preincubacion de células NK de pacientes con LCL con IL-2 incrementd su
produccion basal de IFN-y 28.9 veces, de 5.9 pg/ml a 170 pg/ml (P<0.018). Las células
LAK de pacientes con LCL incrementaron su produccion de IFN-y por un factor de 1.16
cuando fueron incubadas con L. mexicana. Interesantemente, la preincubacion de células
NK de pacientes con LCD con IL-2 logré incrementar su produccion basal de IFN-y 20
veces, de 3.9 pg/ml a 54 pg/ml. En estas condiciones de activacion, las células LAK de
pacientes con LCD respondieron al estimulo con L. mexicana incrementando en promedio
su produccion de IFN-y 1.17 veces, de 54 pg/ml a 63 pg/ml (el intervalo de los valores de
esta citocina es de 3.9 como minimo a 178.2 pg/ml como maximo).

En conclusion, las células NK de sujetos control y de algunos pacientes con LCL
respondieron al estimulo con L. mexicana incrementando en promedio su produccion de
[FN-y. Por el contrario las células NK de pacientes con LCD no respondieron al estimulo

con L. mexicana, y inicamente su preactivacion con IL-2 las hizo ligeramente responsivas
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al estimulo del parasito. Esta falta de respuesta de células NK de pacientes con LCD
contrasta fuertemente con la respuesta que presentan pacientes con LCL. Posiblemente la
falta de produccion de IFN-y por células NK de pacientes con LCD pudiera participar como

factor contribuyente a la diseminacién del parasito en estos pacientes.

8.2 Actividad citotéxica de células NK

El andlisis de la actividad citotoxica de las células NK y las LAK de sujetos control
y de pacientes con distintos cuadros clinicos de leishmaniasis cutanea revelo que las células
NK de 20 sujetos control presentaron un promedio de actividad citotoxica del 26.77 %. La
presencia de L. mexicana redujo significativamente la actividad citotoxica de estas células
a 12.27 % ( P<0.015) (Tabla 4, Fig. 10).

La preactivacion de células NK de 20 sujetos control con IL-2 incrementé
significativamente (P<0.00001) (Fig. 10) su promedio de actividad citotoxica a 79.99 %
con respecto a células no activadas. También en estas células LAK, la coincubacion con L.
mexicana disminuy¢ significativamente su actividad citotoxica en todos los sujetos con un
promedio de 43.28 % (P<0.000035).

El promedio de actividad citotoxica de las células NK de 5 pacientes con LCL fue
de 19.37 % y la coincubacion con el parasito disminuyo significativamente dicha actividad
citotéxica a un promedio de 5.72 % (P<0.047) (Tabla 4, Fig. 10).

La preactivacion de las células NK con IL-2 de pacientes con LCL incremento
significativamente (P<0.016) su promedio de actividad citotoxica a 79.84 % con respecto al

valor de células no estimuladas con IL-2. La coincubacion de estas células activadas (LAK)
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con L. mexicana disminuy® significativament en todos los individuos su actividad
citotoxica a un promedio de 33.46 % (P<0.047) (Tabla 4).

El promedio de actividad citotoxica de células NK de 3 pacientes con LCD fue de
24.7 % y la coincubacion con L. mexicana redujo significativamente dicha actividad
citotoxica a un promedio de 2.71 % (P<0.049) (Tabla 4, Fig. 10).

La preactivacion de las células NK de pacientes con LCD con IL-2 incremento su
citotoxicidad a un promedio de 87.31 % (P<0.126) con respecto a células no estimuladas
con IL-2. La coincubacion de estas células LAK con L. mexicana disminuy¢ su actividad
citotoxica a un promedio de 32.63 % (P<0.126) (Tabla 4, Fig. 10).

El anélisis del factor de inhibicion de actividad citotéxica que ejerce L. mexicana
sobre células NK de los 3 grupos analizados revelé que la inhibicion se correlacionaba
directamente con la severidad del cuadro clinico. El factor de inhibicién sobre células NK
de sujetos control fue de 2.2, mientras que sobre células NK de pacientes con LCL fue de
3.4 y en pacientes con LCD fue de 9.1. La activacién previa de células NK con IL-2,
transformandolas en células LAK, redujo el efecto inhibitorio que ejerce L. mexicana sobre
su actividad citotoxica. Sin embargo, aun en células LAK se observo que persiste una
inhibicién de la actividad citotoxica que se correlaciona con la severidad del cuadro clinico,

ya que en sujetos control el factor de inhibicion fue de 1.8, en pacientes con LCL fue de 2.4

y en pacientes con LCD fue de 2.7 (Tabla 5).
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8.3 Produccion de radicales libres

Se cuantificé la generacion de radicales libres por células NK de sujetos control,
pacientes con LCL y LCD estimulados con PMA en ausencia y presencia de L. mexicana
en relacion 1:10 (célula:parasito). Para este analisis se realizo una cinética de tiempo de
coincubacion de L. mexicana con células NK que incluyeron los tiempos: 0, 30, 60 y 90
min.

Se encontré que al tiempo 0, las células NK de sujetos control presentaron una
quimioluminiscencia promedio de 16 mV y la coincubacion con Leishmania redujo la
magnitud de la quimioluminiscencia a 13 mV (P<0.362). Pacientes con LCL presentaron
un valor basal de 52 mV y la incubacion con L. mexicana no redujo significativamente el
valor a 49 mV (P<0.752). Células NK de pacientes con LCD presentaron un valor basal
minimo de 1.2 mV y la incubacién con L. mexicana redujo este valor aun mas a un valor de
0.9 mV (P<0.4) (Tabla 6, Fig. 11). La disminucion de la magnitud de quimioluminiscencia
basal de células NK de pacientes con LCD con respecto a sujetos control fue altamente
significativo (P<0.0026), asimismo la diferencia entre los valores basales de pacientes con
LCD y LCL fue muy significativo (P <0.0052). La quimioluminiscencia generada por
células NK de pacientes con LCD incubadas con L. mexicana también fue
significativamente menor que la de las células NK de pacientes con LCL y de sujetos
control incubadas con L. mexicana (P<0.0093 y P<0.0031).

La Figura 11 muestra que la coincubacion de células NK de sujetos control y
pacientes con LCL durante 30, 60 y 90 min. con L. mexicana invierte la respuesta de las
células con respecto a lo observado al tiempo 0, ya que se observa un ligero efecto
activador, el cual no es estadisticamente significativo. Esto contrasta con los datos de

pacientes con LCD, ya que las células de éstos pacientes no responden al estimulo con L.
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mexicana en ninguno de los tiempos estudiados. Las diferencias en la magnitud de
estimulacion de células NK de pacientes con LCL y LCD estimuladas con L. mexicana fue
altamente significativo durante los 30 y 60 min (P<0.0357, P< 0.01), respectivamente
(Tablas 7, 8).

La cinética adicionalmente mostrd6 que la magnitud de los valores de
quimioluminiscencia de sujetos control y de pacientes con LCL tienden a disminuir con el
tiempo, tanto en condiciones basales como estimulados con L. mexicana. (Figura 11, Tablas
6, 7, 8, 9 y 10). El analisis del promedio de los 4 tiempos de coincubacion (Tabla 11, Fig.12
) reveld que en sujetos control el parasito disminuy6 la quimioluminiscencia de células NK
de 13 mV a 11 mV (P<0.52), mientras que en pacientes con LCL hubo un incremento en el
valor promedio de 28 mV a 34 mV (P<0.64). Las células NK de pacientes con LCD no
respondieron en ninguno de los tiempos estudiados. Los valores basales de células NK de
sujetos control y de pacientes con LCL fueron significativamente mayores que los de
pacientes con LCD (P<0.000001, P< 0.000109). Asimismo, los valores de
quimioluminiscencia obtenidos en células NK estimuladas con L. mexicana fueron
significativamente mayores en sujetos control (P < 0.000001) y pacientes con LCL
(P<0.000003) que en pacientes con LCD.

En resumen, mientras que en pacientes con LCL y en sujetos control las células NK
reaccionan a PMA en estado basal generando una sefial de quimioluminiscencia, las células
NK de pacientes con LCD no responden a PMA. La coincubacion de células NK de sujetos
control con Leishmania disminuy6 ligeramente la quimioluminiscencia inducida con PMA,
mientras que en pacientes con LCL Leishmania increment6 ligeramente los valores de
quimioluminiscencia de células NK aunque las células NK de pacientes con LCD

practicamente no respondieron al estimulo con PMA, esta minima respuesta también fue
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inhibida por L. mexicana en todos los tiempos estudiados. Como muestra la tabla 12 en
sujetos controles y pacientes con LCD, L. mexicana inhibié la generacion de radicales
hidroxilo, siendo el factor promedio de la inhibicion 1.2 y 1.4, respectivamente Gnicamente
en pacientes con LCL se detecto una tendencia hacia la estimulacion de la

quimioluminiscencia cuando se incuban las células NK con L. mexicana.
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Sujetos control

NK NK + Leishmania

1 3.9 3.9

2 18 44 .8

3 38 28.6

4 26 74.2

b3 85.9 151.5

X 21.47 37.87
DS 14.312 29.483

1 2

Pacientes con LCL

NK NK + Leishmania
1 3.9 3.9
2 5.2 313.7
3 16.8 12
4 3.9 3.9
5 3.9 3.9
6 3.9 3.9
7 39 39
) 41.5 345.20
X 59 46.57
DS 4.82 117.88
3 4
Pacientes con LCD
NK NK + Leishmania
1 39 39
2 3.9 3.9
3 3.9 3.9
by 11.7 11.7
X 3.9 39
DS 0 0
5 6

Tabla 1. Produccion de IFN-y (pg/ml) por células NK incubadas con L. mexicana



Sujetos control

NK + IL-2 NK + IL-2 + Leishmania

1 3.9 10.72
2 784 802
S 44 8 28.6
4 338.8 1000
> 1171.5 1841.32
X 217.87 460.33
DS 359.796 515.274
7 8
Pacientes con LCL
NK +IL-2 NK +IL-2 + Leishmania
1 22.8 1.3
2 500 972
3 352 121.8
4 26.4 15.6
5 3.9 3.9
6 118.6 58.4
z 1022.7 1183
X 170.45 197.16
DS 207.59 382.53
9 10
Pacientes con LCD
NK +IL-2 NK +IL-2 + Leishmania
1 3.9 3.9
2 14 .1 8.5
3 144 .8 178.2
z 167.80 190.6
X 54.26 63.53
DS 79.823 100.502

11 12

Tabla 2. Produccion de IFN-y (pg/ml) por células NK pre-estimuladas con IL-2 (12,000
U/ml) e incubadas con L. mexicana.
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Figura 9. Produccion de IFN-y por células NK. (A) en presencia de
L. mexicana. (B) L. mexicana + 1L-2 (12,000 U/ml). '
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Figura 9.1. Produccion de IFN-y por células NK. (A) en presencia de
Leishmania mexicana. (B) Leishmania mexicana + 1L-2 (12,000
U/ml).
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Tabla 3. Factor Promedio de estimulacién de IFN-y.

P<0.05
NK NK NK NK + IL-2 NK + IL-2 NK + IL-2
LCL LCD LCL LCD
1.7 7.8 1 2.1 1.16 1.17
P=0.312 P=0.898 P=1.0 P=0.553 P=0.068 P=1.0

El factor promedio de estimulaciéon fue calculado dividiendo el promedio de los
valores (pg/ml) de los experimentales, de los sujetos control, pacientes con LCL y LCD
entre los controles de estos mismos grupos.

P=Es la comparacion entre NK (control) y NK incubadas con L. mexicana (experimental).
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Tabla 4. Porcentaje de citotoxicidad de células NK en condiciones basales en presencia de
L mexicana de sujetos control y pacientes con la formas clinicas de LCL y LCD

Sujetos control LCL LCD
NEK NK+ Leishmania NK NK + Leishmania NK NK+Leishmania
11.38 11.38 12 5.45 44.66 3.76
43.18 8.86 4466 376 52 2.19
27.66 21 27.04 13.85 2434 2.18
35.71 16.27 7.7 21
428 20.26 5.53 3.48
14.16 8
21.23 13.99
39.11 21
7.9 23
3 1.3
823 £ ]
6.57 5.44
11.54 19
18.18 9.71
69.77 11.36
6.9 1.83
10.74 2.98
32.82 11.5
75.73 43.65
48.89 30.97
z 5355 2454 96.93 28.64 74.2 8.13
X 26.77 12.27 19.37 5.72 24.7 2.71
DS 21.178 10.33 16.43 4.694 19.73 0.909
1 2 3 4 5 6

Tabla de datos de porcentajes de citotoxicidad de células NK estimuladas con IL-2 (12,000
U/ml) y en presencia de L.mexicana de sujetos control y pacientes con las formas clinicas de

LCL y LCD.
Sujetos control LCL LCD
NK NK+ Leishmania NK NK + Leishmania NK NK+Leishmania
77.5 27.28 86.96 24.59 84.34 75.93
76.62 40.04 84.34 75.93 28.31 13.83
96.82 91.29 61.76 34.18 149.3 8.13
87.91 71.81 33.49 22.04
87.38 73.91 13267 10.56
99.69 37.45
44.77 29.93
90.47 56.98
48.09 22.62
89.87 31.93
82.95 19.23
46.9 11.25
90.23 26.64
55.91 47.92
85.43 49.42
91.54 48.26
66.45 34.96
66.2 40.19
89.24 27.63
125.15 76.8
Z 1599.8 865.6 399.2 167.3 261.93 97.89
X 79.99 43.28 79.84 33.46 87.31 32.63
DS 20.14 21.37 36.53 2519 6.54 37.6
7 8 9 10 11 12
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Figura 10. Porcentaje de citototoxicidad de células NK sobre K562. (A)

coincubadas con L. mexicana. (B) L. mexicana + 1L.-2 (12,000 U/ml).
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Tabla 5. Factor promedio de inhibicion de citotoxicidad.

P<0.05
NK NK NK NK +IL-2 | NK+IL-2 | NK+IL-2
LCL LCD LCL LCD
2.2 3.4 9.1 1.8 2.4 2:7
P=0.015 P=0.047 P=0.049 P=0.00003 P=0.047 P=0.126

El factor promedio de inhibicion de citotoxicidad fue calculado dividiendo el
promedio delos valores pg/ml del control de sujetos control, pacientes con LCL y LCD
entre el experimental de estos mismos grupos.
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Suietos control LEL LCD
Control Experimental Control Experimental Control  Experimental
5.23 5.562 160.8 154.7 0.947 0.525
1.61 0.62 57.74 58.44 0.515 0.167
0.35 0.19 6.2 3.08 0.245 0.26
0.45 0.35 86.08 83.77 2.607 2.455
5.1 2.81 92.13 78.67 1.57 1.034
0.58 0.43 2.92 2.82 211 1.209
0.59 0.4 0.66 0.1 1.1589 0.651
35.58 26.94 13.55 14.58 1.16 1.07
5.41 4.83 0.93 1.06
4.35 4.45
15.81 12.21
14.29 6.46
85.75 65.16
24 .43 23.58
11.2 9.58
28.27 0.073
26.91 23.26
14.57 8.67
61.97 55.07
6.52 4.1
0.84 0.99
19.75 16.€
5.1 4.13
24 46 235
18.13 19.08
36.33 35.67
50.91 42.71
25.64 20.1
23.45 19.23
25 1.93
1.92 3.81
0.6 0.84
5.84 3.37
9.45 717
113 1.97
b 575.02 454.823 420.08 396.17 11.244 8.431
X 16.429 12.995 52.51 49.521 1.249 0.937
DS 19.419 16.072 57.645 54.987 0.745 0.682

1

2

3

4

5

6

Tabla 6. Milivolts (mV) registrados durante la liberacion de radicales libres en células NK
de sujetos control, pacientes con las formas clinicas de LCL y LCD incubadas con L.
mexicana (tiempo 0 minutos).
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Suietos control LCL LCD

Control  Experimental | Control Experimental | Control Experimental

3.43 5.09 117 121.1 0.595 0.696
1.71 1.74 37.47 36.76 0.556 0.205
0.26 0.34 4.66 5.28 0.125 0.115
0.35 0.28 13.46 20.97 1.69 1.314
2.52 1.56 62.84 77.58 0.86 0.357
0.36 0.29 0.58 0.26 1.657 0.678
25.84 21.57 0.31 0.276 1.4 1.12
5.93 4.35 10.87 13.47 0.96 1.05
3.58 3
22.41 14.32
26.65 41.58
22.58 14.56
0.637 0.126
28.26 0.16
14.72 13.07
43.58 277
49.67 33.33
30.38 18.88
2.53 2.31
2.55 3.58
0.6 0.46
8.19 8.17
8.02 7.4
z 306.797 230.646 247.19 275.696 7.843 5.535
X 12.783 9.610 30.899 34.462 0.980 0.692
DS 14.731 11.507 40.928 43.397 0.562 0.444
7 8 9 10 11 12

Tabla 7. Milivolts (mV) registrados durante la liberacion de radicales libres en
células NK de sujetos control, pacientes con las formas clinicas de LCL y LCD
incubadas con L. mexicana (tiempo de 30 minutos).



Suietos control LCL LCD
Control  Experimental | Control Experimental | Control Experimental
0.37 0.24 59.97 141.13 0.48 0.317
1.74 1.65 50.33 74.96 0.317 0.199
0.13 0.04 4 2.15 0.061 0.063
0.59 0.59 7.59 8.46 1.43 1.017
281 16.59 2.31 16.81 1.017 0.615
5.52 2.84 0.363 0.37 1.79 1.05
1.72 2.52 0.408 0.92 0.96 0.49
22.86 8.72 7.98 8.45
21.41 62.4
22.94 12.59
4.78 7.52
23.76 28.74
2.05 1.42
3.43 3.52
0.3 0.55
7.78 6.2
7.95 6.25
0.96 8.96
z 156.39 171.34 132.951 253.25 6.055 3.751
X 8.688 9.519 16.619 31.656 0.865 0.536
DS 10.009 15.039 24.092 50.640 0.619 0.385

13

14

15

16

17

18

Tabla 8. Milivolts (mV) registrados durante la liberacion de radicales
libres en células NK de sujetos control, pacientes con las formas clinicas
de LCL y LCD incubadas con L. mexicana (tiempo de 60 minutos).
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Suietos control LCL LCD
Control Experimental | Control Experimental | Control Experimental
0.25 0.13 62.01 77.89 0.1 0.062
1.07 0.97 12.61 34.65 1.31 0.669
0.19 0.09 1.82 2.58 1.261 0.826
24.22 23.88 0.37 1 1.32 1.21
4.34 3.9 0.81 15 0.76 1.18
0.21 0.6
z 30.07 28.97 80.13 122.19 4.751 3.947
X 6.014 5.794 11.447 17.456 0.950 0.789
DS 10.318 10.230 22.717 29.327 0.530 0.468
19 20 21 22 23 24

Tabla 9. Milivolts (mV) registrados durante la liberacion de radicales libres en células NK
de sujetos sanos, pacientes con las formas clinicas de LCL y LCD incubadas con L.

mexicana (tiempo 90 minutos).
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Figura 11. Milivolts (Mv) registrados durante la liberacion de radicales libres
en células NK.
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Tabla 10. Factor de inhibicion en la generacion de radicales libres generadas por células
NK estimuladas con PMA e incubadas con L. mexicana.

Tiempo: 0 minutos

P<0.05
NK NK NK
Sujetos LCL LCD
sanos
1.3 1.1 1.3
P=0.36 P=0.75 P=0.4
Tiempo: 30 minutos
NK NK NK
Sujetos LCL LCD
sanos
1.33 0.9 1.4
P=0.439 P=0.916 P=0.344
Tiempo: 60 minutos
NK NK NK
Sujetos LCL LCD
sanos
0.9 0.5 1.6
P=0.96 P=0.46 P=0.48
Tiempo: 90 minutos
NK NK NK
Sujetos LEL: LCD
control
1.03 0.7 1.2
P=0.46 P=0.4 P=0.25

El factor promedio de inhibicién de radicales libres fue calculado dividiendo el
promedio de los valores (mV) del control de sujetos control, pacientes con LCL y LCD
entre el experimental de estos mismos grupos.
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Suietos control LCL LCD

Control ~ Experimental| Control Experimental Control  Experimental
523 5.52 160.8 154.7 0.947 0.525
1.61 0.62 57.74 58.44 0.515 0.167
0.348 0.19 6.2 3.08 0.245 0.26

0.451 0.35 86.08 83.77 2.607 2.455

5.055 2.81 92.13 78.67 1.57 1.034
0.575 0.43 292 2.82 2111 1.209

0.592 0.4 0.66 0.11 1.159 0.651
35.58 26.94 13.55 14.58 1.16 1.07
541 4.83 17 1211 0.93 1.06
435 4.45 37.47 36.1 0.595 0.696
15.81 12.21 4.66 528 0.556 0.205
14.29 6.46 13.46 20.97 0.125 0.115

85.75 65.16 62.84 77.58 1.69 1.314

24 43 23.58 0.58 0.26 0.86 0.357
112 9.58 0.31 0.276 1.657 0.678

28.27 0.073 10.87 13.47 14 1.12

26.91 23.26 59.97 141.13 0.96 1.05
14.57 8.67 50.33 74.96 0.48 0.317

61.97 55.07 4 2.15 0.317 0.199
6.52 4.1 7.59 8.46 0.061 0.063
0.84 0.99 2.31 16.81 1.43 1.017
19.75 15.6 0.363 0.37 1.017 0.615

5.1 413 0.408 0.92 1.79 1.056

24.46 235 7.98 8.45 0.96 0.49
18.13 19.08 62.01 77.89 0.1 0.062

36.33 35.67 12.61 34.65 1.31 0.669
50.91 42.71 1.82 2.58 1.261 0.826

25.64 20.11 0.37 1 1.32 1.21

23.45 19.23 0.81 1.5 0.76 1.18
25 1.93 0.21 0.6
1.92 3.807 2:3 3.97
06 0.841
5.84 3.373
9.45 7.171
1.13 1.97
343 5.09
1.71 1.74

0.263 0.34
0.35 0.28
252 1.56

0.364 0.29

2584 21.57
5.93 4.35
3.58 3

2241 14.32

26.65 41.58

22.58 14.56

0.637 0.126




28.26 0.16

14,72 13.07
4358 27T
4967 33.33
30.38 18.88
253 2.31
2.55 3.58
0.6 0.46
8.19 8.17
8.02 7.4
2.04 6.78
0.037 0.24
1.74 1.65
0.13 0.04
0.59 0.59
28.1 16.59
5.52 2.84
1.72 2.52
22.86 8.72
21.41 62.4
22.94 12.59
4782 7.52
23.76 28.74
2.05 1.42
3.43 3.52
0.3 0.55
7.78 6.2
7.95 6.25
0.96 8.96
0.25 0.13
1.07 0.97
0.19 0.09
24.22 23.88
4.34 3.9
b 1067.904 885.781 880.351 1046.646 29.893 21.664
X 13.023 10.802 28.398 33.763 1.0308 0.747
DS 16.091 14.3 40.812 45219 0.620 0.519
1 2 3 4 5 6

Tabla 11. Valor promedio de los 4 tiempos de los Milivolts (Mv) registrados durante la
liberacion de radicales libres en célula NK de sujetos control y pacientes con LCL y LCD, solos
y en presencia de L. mexicana.
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Figura 12. Promedio de los cuatro tiempos de la produccion de radicales
libres en milivolts (mV) por células NK de sujetos control, pacientes con

LCL y LCD, solos y en presencia de L. mexicana
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P<0.05

NK NK NK
Sujetos LCL LCD
control

152 0.8 1.4
P=0.35 P=0.65 P=0.10

Tabla 12. Promedio de los cuatro tiempos (0, 30, 60 y 90 minutos) del factor de
inhibicién en la generacion de radicales libres generados por células NK estimuladas
con PMA
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P<0.05

1vs2 0.015 2vs9 0.017 4vs7 0.001 |6vs8 [0.006 |8Bvs9 0.029
lvs4 0.008 2vs 10 0.001 4vs8 0.001 |[6vs9 [0.025 [9vs 10 |0.047
lvs 6 0.008 2vs 11 0.011 4vs9 0.009 |6 vs 10 |0.025
lTvs7 0.000 |3wvs4 0.047 |4vs10 [0.016 [6vs11|0.049
lvs9 0005 |3wvs6 0.025 |4vs1l [0.025 |6vs12]|0.049
Tvsl1l 0.0045 |3vws7 0.001 Svs7 0.006 |7vs8 |[0.000
2vs7 0.000 Jus 8 0.025 6Gvss 0.049 |7 vs 10 [0.003
2vs 8 0.000 3vs9 0.016 6vs7 0.006 |7vs12]0.028
Estadistica de la tabla 4.
1vs5 [0.0026 4vs5 0.0093 9ws 11 0.046 14vs 17 0.0182
lvs6 [0.0007 Tvs 1l [0.0046 9vs 12 0.027 15vs 17 0.0372
2vs6 |0.0031 Tvs12 [0.00267 10vs 12 0.0357 15vs 18 0.0206
3vs5 |0.0052 8vs11l [0.0236 13vs17 0.027 16 vs 17 0.027
3vs6 [0.0028 8vs12 [0.0102 13vs 18 0.0092 16vs 18 0.010
Estadistica de las tablas 6, 7, 8 y 9.

1vs5 |0.000001 |3vs6 |0.000013

1vs6 |0.000 4vs5 |0.000021

2vs5 [0.000009 |4vs6 |0.000003

2vs6 |0.000001

3vws5 [0.000109

Estadistica de la tabla 11.
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9 DISCUSION Y CONCLUSION

En este estudio se analizo el efecto que ejerce L. mexicana sobre la produccion
de IFN-y y la capacidad citotoxica de células NK obtenidas de pacientes con

leishmaniasis cutanea de distinta severidad como son la leishmaniasis cutanea

localizada y difusa.

Las células NK son células de la respuesta inmune innata que tienen la
capacidad de producir citocinas tales como IFN-y y TNF-o durante las infecciones.
Desempefian un papel importante en la activacion del macréfago por su produccion de
IFN-y y adicionalmente poseen actividad citotéxica que les permite eliminar células
infectadas con virus, bacterias y células tumorales. En la leishmaniasis se ha reportado
que las células NK desempefian un papel decisivo durante las fases tempranas de la
infeccién experimental (77), sin embargo no hay estudios previos sobre su participacion
como célula citotoxica en la leishmaniasis y tampoco existen datos sobre células NK
obtenidas de pacientes de cuadros clinicos de distinta severidad.

Nuestros resultados muestran que L. mexicana induce un ligero estimulo en las
c€lulas NK llevando a un incremento en su produccion de IFN-y. Esto se observo en
células NK de sujetos control y de pacientes con LCL, mientras que células NK de
pacientes con LCD no responden al estimulo. En estado basal, las células NK de sujetos
control producen un promedio de 21 pg/ml, mientras que células NK de pacientes con
LCL unicamente producen 5.9 y pacientes con LCD no producen IFN-y. La co-
incubacién con L. mexicana incremento la produccion 1.7 veces de IFN-y por células
NK de sujetos control y 7.9 veces en pacientes con LCL. A diferencia de esto, las
c€lulas NK de pacientes con LCD no secretaron IFN-y en condiciones basales y

tampoco respondieron al estimulo con L. mexicana.
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Se activaron las células NK con IL-2 para transformarlas en células LAK y
poder analizar si las células NK de pacientes con LCD eran capaces de responder a
estimulos de citocinas. Encontramos que la estimulacion de células NK de sujetos
control con 1L-2 incrementd su produccion basal de IFN-y de 21 pg/ml a 218 pg/ml. La
incubacion de éstas células LAK con L. mexicana logré incrementar el estimulo 2.1
veces. En células NK de pacientes con LCL, el estimulo con IL-2 también incremento
su produccion basal de IFN-y de 5.9 pg/ml a 170 pg/ml y la incubacién con el parasito
inicamente estimuld la produccion de IFN-y 1.15 veces. Interesantemente, el estimulo
con IL-2 de las células NK de pacientes con LCD logro inducir una produccién basal de
IFN-y de 54 pg/ml, lo cual representa el 25-30 % de los valores obtenidos en células NK
de sujetos control y pacientes con LCL, respectivamente. En estas condiciones de pre-
estimulo, las células NK de pacientes con LCD pudieron responder a la presencia del
parésito con un ligero incremento en su produccion de IFN-y de 1.17 veces, llegando a
producir 63 pg/ml.

La preactivacion de las células NK con rIL-2 no anicamente incrementd la
produccion basal de céluas NK de sujetos control (10X) y de pacientes con LCL (29X),
sino que también indujo la respuesta basal de IFN-y (54 pg/ml) en células NK de
pacientes con LCD.

En resumen, mientras que las células NK de sujetos control y pacientes con LCL
producen IFN-y en estado basal y tienden a incrementar su produccion con L. mexicana,
las células NK de pacientes con LCD no producen IFN-y en estado basal y requieren de
un pre-estimulo con IL-2 para iniciar su produccion de IFN-y y responder a la presencia
del parasito. Esta falta de respuesta de las células NK de pacientes con LCD pudiera
deberse a miltiples factores que incluyen una posible disminucion en los receptores de

citocinas y/o fallas en la transduccion de sefiales de los receptores. Adicionalmente, la
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ausencia de respuesta en las células NK de pacientes con LCD al estimulo con L.
mexicana también sugiere una falta de reconocimiento del parasito por estas células. En
el laboratorio hemos descrito que LPG de L. mexicana es reconocido por receptores
TLR-2 en células NK (62). Este reconocimiento directo del parésito por células NK
incrementa su papel regulador en la leishmaniasis, generando un puente entre la
respuesta inmune innata y la adquirida.

El diferente grado de activacion observado en células NK de pacientes con LCL
y LCD posiblemente sea debido a diferencias en el nimero y/o funcion de estos
receptores en pacientes con LCD. La preincubacion de las células NK de estos pacientes
con IL-2 reestablece parcialmente su capacidad de responder al estimulo con L.
mexicana Seria interesante estudiar el efecto que ejerce 1L.-2 sobre receptores TLR-2.

A diferencia de lo observado con la produccion de citocinas, el efecto que ejerce
L. mexicana sobre la capacidad citotoxica de las células NK es radicalmente opuesta.
Encontramos que el pardsito inhibe significativamente la capacidad citotoxica en los 3
grupos estudiados En células NK de sujetos control, L. mexicana reduce la capacidad
citotoxica 2.2 veces (P=0.015), mientras en pacientes con LCL la reduce 3.4 (P=0.047)
y en pacientes con LCD la reduce 9.1 veces (P=0.049). Aunque la capacidad inhibitoria
fue significativa en los tres grupos de pacientes, llama la atencion la mayor sensibilidad
de las células NK de pacientes con LCD a ser inhibidas por el parasito. Para analizar si
esta susceptibilidad era reversible en células transformadas a LAK, se estimularon las
c€lulas NK de los 3 grupos de pacientes con IL-2. Encontramos que L. mexicana
conserva esta capacidad inhibitoria aiin sobre células NK activadas a LAK. L. mexicana
reduce la capacidad citotoxica de células LAK de sujetos control 1.8 veces
(£=0.00003), mientras que en pacientes con LCL la reduce 2.4 veces (P=0.047) y en

pacientes con LCD 2.7 veces (P=0.126). También las células LAK de pacientes con
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LCD son mas susceptibles a ser inhibidas que células de pacientes con LCL o de sujetos

control.

La actividad citotoxica ejercida por células NK se debe a la liberacion de
granulos que contienen granzimas y perforinas, las cuales inducen la muerte en la
células blanco por activaciéon de caspasa 8 por granzimas y la consecuente apoptosis de
la célula blanco (55). La liberacion de granulos citotoxicos es regulada por PKC,
activada por fosfolipasa C al entrar en contacto con la célula blanco. La regulacion de
PKC sobre LTB4 es directamente responsable de la exocitosis de granulos citotoxicos
que se asocia con la generacion de radicales hidroxilo (66). Se ha descrito que LPG de
Leishmania es capaz inhibir a PKC en macrofagos, llevando a una inhibicion del
estallido oxidativo en éstas células (18, 78). Adicionalmente, se ha identificado que
LPG inhibe directamente a PKC-a unida a la membrana celular (79). Recientemente
también se reportd que LPG puede unirse a TLR-2, activando a las células NK e
induciendo la produccion de citocinas como TNF-a e IFN-y (62).TLR-2 a su vez puedc
activar a PKC mediante la activacion de fosfatidilinositol-3 cinasa (Pl 3K), la cual
activa fosfolipasa C y ésta a su vez activa PKC (80) De esta manera, ademds de
incrementar la produccién de IFN-y por la activacion de NF-xB y la via de JAK/STAT,
la interaccion de los receptores TLR-2 de las células NK con LPG de Leishmania
puede activar a PKC llevando a un incremento en LTB4 con la liberacion de granulos
citotoxicos e induciendo la produccién de radicales hidroxilo.

La interaccion de LPG con PKC de la célula aparentemente representa un evento
central en la regulacion de la célula NK y sin embargo existen datos contradictorios
sobre el efecto ejercido. Por un lado, la interaccion de LPG con TLR-2 induce un efecto

activador sobre la célula y por otro lado su interaccion con PKC-a induce un efecto

inhibitorio sobre la célula (62, 79).

69



Adn no se ha definido si estos efectos contradictorios que ejerce LPG
Gnicamente dependen de la molécula con la cual se une en la célula banco: PKC-a vs
TLR-2 o si posiblemente pudieran deberse a que distintas regiones de LPG actien
especificamente sobre PKC-a o sobre TLR-2, induciendo efectos biologicamente
opuestos. El resultado final de los efectos ejercidos por ambos estimulos posiblemente
esta determinado por la magnitud del efecto ejercido individualmente por cada uno de
ellos. La cantidad de moléculas TLR-2 presentes en la membrana celular puede ser
variable, ya que este receptor es inducible. Uno de los estimulos que incrementa su
expresion en la membrana es la unién de LPG purificado de la fase metaciclica de
promastigotes de L. major (que contiene residuos de glucosa y arabinosa) a TLR-2 (62).
Por el contrario la LPG obtenida de promastigotes de la fase prociclica del parasito
contiene galactosa que sustituye a glucosa y a arabinosa, disminuye su efecto
estimulador sobre TLR-2 (62). Dadas las observaciones anteriores, se podria especular
que posiblemente el nimero de receptores TLR-2 presetites en la membrana de la célula
NK, sea un componente decisivo sobre el estado de activacion o inhibicion que pueda
ejercer LPG de Leishmania en una célula. Un tercer componente que pudiera participar
en los efectos contradictorios observados con el estimulo de LPG pudiera ser que las
isoformas de PKC asociadas a las vias de sefializacion de TLR-2 fueran diferentes a la
de PKC-o asociada a la membrana y que LPG tuviera distintos efecto sobre las
isoformas de PCK. Esto explicaria que el efecto de LPG sobre la actividad citotoxica no
necesariamente deba coincidir con su efecto sobre la produccion de citocinas o sobre la
generacion de radicales hidroxilo en una célula.

El estudio de la capacidad citotoxica de células NK de sujetos control y de pacientes
con LCL y LCD estimuladas con L. mexicana reveld que en sujetos control, L.

mexicana inhibe la capacidad citotoxica de la célula. Ademas se encontré que el
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parasito inhibe la produccion de radicales hidroxilo de células NK cuando son
estimuladas con PMA. Este hallazgo coincide con los datos reportados en la literatura
sobre la capacidad inhibitoria que ejerce LPG sobre PKC, y por lo tanto sobre la
capacidad citotdxica y sobre la generacion de radicales hidroxilo de la célula (67, 68).

A diferencia de esto, en células NK de pacientes con LCL encontramos una
aparente discrepancia ya que se observo una inhibicion significativa de la actividad
citotoxica ejercida por L. mexicana, y por otro lado un ligero incremento en la
generacion de radicales hidroxilo. Esta discrepancia pudiera deberse a que en las células
NK de estos pacientes, ademas de factores inhibitorios sobre PKC, también hay
potentes mecanismos activadores. Posiblemente en pacientes con LCL hay un
incremento de TLR-2 en células NK responsables de la activacion de algunas de las
isoformas de PKC por LPG, lo cual lleva al incremento en la produccién de IFN-y y al
ligero aumento en radicales hidroxilo. Sin embargo la inhibicién directa de LPG sobre
PKC-o en membrana pudiera ser la responsable de la inhibicion de la citotoxicidad. Esta
observacién especulativa implicaria distintas funciones para las distintas isoformas de
PKC y seria interesante profundizar en el anélisis sobre el efecto que ejerce LPG sobre
las distintas isoformas de PKC y sus repercusiones sobre la biologia celular.

En las células NK de pacientes con LCD se observd que hay una capacidad
citotoxica basal comparable a la de sujetos control y de pacientes con LCL, sin embargo
se encontr6é una mayor susceptibilidad de ser inhibida por L. mexicana. Por otro lado no
hay produccion basal de IFN-y y no hay produccién de radicales hidroxilo al ser
estimuladas con PMA. Esto podria deberse a una posible disminucién del namero de
receptores TLR-2 en membrana y/a defectos en las vias de sefializacion. Alteraciones
cuantitativas de TLR-2 o deficiencias en la via de sefializacion pudieran traducirse en

una disminucion en la produccion de citocinas y en la generacion de radicales hidroxilo.
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La citotoxicidad disminuida en pacientes con LCD posiblemente sea debida a la falta de
estimulaciéon por TLR-2 en estas células, las hace mas susceptibles al efecto inhibidor
de la actividad citotdxica ejercido por la interaccion LPG-PKC-a

En los pacientes con LCD, el parasito logra inmunomodular muy severamente a
las células NK, ya que por un lado inhibe su produccion de IFN-y y adicionalmente
inhibe mas severamente su actividad citotoxica. Ambos efectos favorecen la sobrevida
del parasito dentro de su célula hospedera, el macréfago. La falta de IFN-y en estadios
tempranos, aunado a la inhibicion de la citotoxicidad que las células NK pudieran tener
sobre macr6fagos autdlogos infectados, favorece la sobrevida y proliferacion del
parésito en estos pacientes.

En el presente trabajo demostramos que el efecto modulador que ejerce L.
mexicana sobre los mecanismos efectores de las células NK es mas severo en pacientes
con LCD que en pacientes con LCL o en sujetos control. Es posible que esta inhibicion
selectiva sobre 2 mecanismos importantes que tiene la célula NK para contender y
eliminar al parasito favorezca la progresion incontrolada de L. mexicana en pacientes
con LCD.

Este estudio no uUnicamente demostré el importante papel protector que
desempefia la célula NK en la respuesta inmune innata en contra de L. mexicana, sino
que también permitié encontrar una novedosa estrategia de evasion de la respuesta
inmune innata utilizada por el parasito. La inhibicion de la capacidad citotoxica de
células NK por L. mexicana no habia sido estudiada anteriormente.

Los datos encontrados en este trabajo sugieren que L. mexicana modula la
capacidad efectora de células NK y esta modulacion se correlaciona con la severidad del
cuadro clinico. El aumento a la leishmaniasis en pacientes con LCD pudiera deberse a

una disminucién en el nimero de receptores TLR-2 en las células NK o bien a un
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problema en la via de transduccion de sefiales. Sera interesante analizar el nimero de
receptores TLR-2 e intensificar el estudio de las vias de transduccion relacionadas con
estos receptores en pacientes con LCD.

Nuestros datos sugieren que L. mexicana posiblemente modula las funciones efectoras
de células NK a través de distintas vias y la intensidad de la modulacion correlaciona

con la severidad del cuadro clinico.
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