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RESUMEN

La leishmaniasis es producida por un parásito protozoario flagel ado. del género Leishmania,
que infecta macrófagos. Estudios en ratones machos DBN2 muestran que los machos son
más susceptibles a la infección subcutánea con L mexicana que las hembras, y que la
susceptibilidad depende fuertemente de los niveles hormonales, que a su vez regulan la
expresión de diferentes citocinas . En ratones hembras gonadectomizadas DBN2 disminuye la
resistencia a la infección por L mexicana . Sin embargo, los efectos protectores de los
estrógenos no son aplicables a todos los modelos experimentales con Leishmania. Se
desconoce el efecto del género en la infección de ratones BALB/c y C57BU6 con L
mexicana. En el presente trabajo se analizó el efecto del género sobre la producción de
citocinas y la expresión de TLR2 en rnacr ófagos, así como las características de
linfoproliferación de esplenocitos en ratones de distinto fondo genético como BALB/c y
C57BU6, estimulados con LPG de Leishmania mexicana.
En BALB/c, los machos presentaron lesiones mayores a las hembras, y en ratones C57BU6
ocurrió el efecto contrario, siendo las hembras mas susceptibles que los machos. El efecto de
la gonadectomía tuvo efectos contrarios en machos y en hembras. Mientras que los machos
gonadectomizados no presentaron cambios en la evolución del padecimiento, las hembras de
ambas cepas modificaron su susceptibilidad a Leishmania. La resistencia a la infección por
Leishmania de hembras BALB/c se correlacionó con un incremento en TNF-a., IL-12 Y
TLR2. La susceptibilidad en hembras C57BU6 se correlacionó con un aumento de IL-IO y
ausencia de producción de IL-12. Macrófagos de machos BALB/c, estimulados con LPG,
incrementan su expresión de TLR2, lo cual fue mayor en machos gonadectomizados. En
macrófagos de hembras BALB/c, el estímulo con LPG incrementó la expresión de TLR-2 , al
ser gonadectomizadas, disminuye significativamente la expresión de TLR2, tanto en estado
basal como estimuladas con LPG. Los ensayos de Iinfoproliferación de los esplenocitos
mostraron que los machos presentan mayor proliferación que las hembras de ambas cepas de
ratón, cuando son estimulados con LPG de Leishmania. Al ser gonadectomizados, los
machos y las hembra s disminuyeron su capacidad de proliferar. El estímulo del mitógeno
ConA indujo mayor proliferación en machos BALB/c que en hembras. Al ser
gonadectomizados, machos y hembras disminuyeron su índice proliferativo.
Dependiendo del fondo genético del hospedero, los estrógenos ejercen un efecto estimulante
(BALB/c) o inhibitorio (C57BU6) sobre células del sistema inmune innato, modificando la
evolución clínica de la infección con Leishmania mexicana. La testosterona no modifica la
evolución clínica en machos BALB/c y C57BU6. La resistencia significativa de las hembras
BALB/c a la infección por L mexicana se asocia con un incremento en la producción de
TNF-a, IL-12 y TLR2 por sus macrófagos. La susceptibilidad significativa de hembras
C57BU6 a la infección por L mexicana se asocia con un incremento de IL-l O y disminución
de IL-12 por sus macrófagos. La linfoproliferación de esplenocitos inducida por LPG
posiblemente corresponda a células NKT, que reconocen a glicolípidos presentados por
moléculas CD 1, Yque pueden producir tanto citocinas Th 1 como Th2 . Las hormonas sexuales
femeninas posiblemente modulen a las células NKT de manera distinta , dependiendo del
fondo genético.

I. INTRODUCCIÓN
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A. Leishmaniasis

a) Generalidades

La leishmaniasis es una enfermedad provocada por un organismo protozoario flagelado

perteneciente al género Leishmania (parásito intracelular obligatorio que infecta macrófagos),

cuyas distintas manifestaciones clínicas dependen tanto de la especie de Leishmania (Fig. 1)

que está infectando como de la respuesta inmune del hué sped . La tran smisión de la

enfermedad ocurre a través de la picadura de una mosca infectada con parásitos de

Leishmania.
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Fig.l.- Taxonomía de Leishmania. Tomado de www.ncbi.nlm.nih.gov
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B. Ciclo biológico

En la infección con Leishmania, es necesaria la presencia de un vector que en el caso del viejo

mundo son moscas pertenecientes al género Phlebotomus, y en el nuevo mundo son del

género Lutzomyia y también aunque no tan común, Psychodopygus; en ambos casos es la

hembra la portadora del parásito (Grevelink y Lemer, 1996).

Existen dos razones por las cuales se cree que es necesaria la presencia de la mosca y no otro

artrópodo para la transmisión de la Leishmania. En primer lugar es debido a que las

condiciones del tracto digestivo de la mosca tienen las características adecuadas para el

desarrollo de una fase del ciclo de vida del parásito, así como también debido a que ciertos

componentes de la saliva como un péptido vaso dilatador llamado Maxadilan, permiten el

desarrollo de la lesión por Leishmania. En la naturaleza, una mosca puede inducir una lesión

inoculando entre 10 Y 100 parásitos en el 75% de los casos, y entre 100 Y 1000 parásitos el

20%, así como entre 1000 Y 3000 en el porcentaje restante, además de la saliva (Warburg y

Schlein, 1986).

e '
Promasligoles lranslorm
inlo amastigolesW>side
maaophagcs A

J

Human Stages

o
Amaslílloles muliply in ceDs
(induding macro;¡hages) of

____"""..- yatious Iissucs A

e Sandlly Iakes a bIoccIrr.eaI.
("'VfllS ~inlec:Ied..""~".)

Sandfly Stages

O~fty Iakes a bIood mea!
{ir"jocb prornIIIlJ;OlO ...

_""' .....1
O OMde in midguland .--.~

\pr ~

A · InfectiveSlage

A· Diagnost:c Stage

Fig.2.- Ciclo de vida la Leishmania Tomado del Center for Disease Control
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El ciclo biológico de la Leishmania está vinculado íntimamente co n el cic lo de transmisión de

la infección, ya que requiere de un artrópodo como vector, en este caso la mosca hembra de

los géneros anteriormente mencionados y un reservorío zoonótico mamífero, donde se

incluyen mamíferos domésticos y silves tres dentro de los cuales se encuentran perezosos,

mapaches, tejones, tlacuaches, roedores, osos hormi gueros, zorros y perros, y donde el

hum ano es un hospedero accide ntal (Leza rna e Isaac, 1995).

El parásito tiene dos formas disti ntas durante su ciclo de vida, una forma extrace lular

flagelada llamada prornastigote y otra forma no flage lada, intracelular obligada, llamada

arnastigote. Durante la picadura, la mosca inyecta su saliva conteniendo la forma infectante

de la Leishmania, el promastigote. El prornastigote es fagocitado por los macrófagos, donde el

parásito res ide en el fago lisosoma, ahí se transforma en la form a redonda no flage lada llamada

amast igote y prol ifera por fisión binaria a pesa r de la presencia de enzimas lisosomales.

Cu ando otra mosca se alimenta de un hués ped infectado, los amastigotes presente s en los

macrófagos de la sangre son introducidos al tracto digestivo de la mosca en donde se

trans forma una vez más en promastigote, continuando así el ciclo (Greve link y Lerner, 1996).

C. Cuadros clínicos

Dependiendo de la especie o subespecie de Leishmania, así como de la respuesta inmune del

huésped, se puede producir una infección cutánea, mucotánea o visceral. La infecc ión

puede estar restringi da a la piel en la leishmaniasis cutánea, también limitada a la membrana

mucosa en la leishrnaniasis mucosa, o bien, dispersa sobre el sis tema reticu loendotelial como

en la leishmaniasis viscera l.

La leishrnaniasis cutánea es la forma más frecuente del padecimiento, puede presentarse en

cuatro formas clínicas de características inmunológicas y de pronósticos opuestos.

~ Leish maniasis Cután ea Localizad a (LCL) .

En México se le conoce como la "úlcera de los chic leros", afec ta principalmente las zonas

descubiertas del cuerpo como los brazos, el cuello y la cara . La leishmaniasis del nuevo

mundo se prese nta comúnmente con una lesió n solitaria ó lesio nes múltiples que tiende a

ulcerarse en forma redondeada y de bordes hipertróficos, su base es granulomatosa e indolora

y de bordes indurados, que aparece en promedio de una a semana a 3 meses después de la

incubación. Los pacientes con LCL ocasionalmente curan espontáneamente en un lapso de 6

10
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meses a dos años, excepto cuando la lesión se da en el pabellón auricular, donde es crónica y

muti lante. Este padecimiento es causado principalmente por L b. braziliensis, L b.

guyanensis, L b. panamen sis, L m mexicana, L m. amazonensis y L donovani chagasi

(Grevelink y Lerner, 1996).

~ Leishmaniasis Cutánea Difusa (LCD)

Es una variante anérgi ca de la leishmanisasis cutánea, ya que se caracteriza por la falta de

respue sta del sistema inmune celular hacia antígenos de Leishmania, permitiendo la

diseminación del parásito en toda la piel a través del desarrollo de lesiones nodulares llenas de

parásitos, (similar a lepra lepromatosa) con excepción del cuero cabelludo. En esta forma

clínica, el parásito se disemina lentamente por el líquido tisular, por la linfa o por la vía

sanguínea. La enfermedad no invade órganos internos y responde parcia lmente al tratamiento,

sin embargo frecuentemente se vuelve crónica; esta enfermedad es provocada por L

mexicana, L m. amazonensis y L m. pifanoi (Grevelink y Lerner , 1996).

~ Leishmaniasis Recidivans (LR)

La leishmaniasis recid ivans o leishmaniasis recurrente, se refiere al desarrollo de nuevas

lesiones en el centro o la periferia de una cicatriz de una les ión aguda de leishmaniasis ya

sanada que comúnmente presentan pápulas eritematosas . La activid ad de la enfermedad

está confinada a la cicatriz y áreas contiguas.

Las lesiones tienden a ser resistentes al tratamiento y convertirse en crónicas. El mecanismo

postulado para la enfermedad recurrente es la reactivación de organismos "latentes", con un

periodo de dormancia de entre 1 y 15 años (Grevelink y Lemer, 1996). Sin embargo se ha

encontrado que en 50% de los casos reportados de la enfermedad recurrente, la cepa

infectante es diferente de la cepa inicial, lo cual sugiere una reinfección exógena en la

reactivación de la enfermedad . Es originada princ ipalmente por L braziliensis (Grevelink y

Lerner, 1996).

~ Leishmaniasis mucocutánea (LMC)

El 50 % de los pacientes inicia n con lesiones mucocutáneas dentro de los 2 años de la lesión

cutánea inicial , y un 90% en 10 años . La leishmaniasis mucocutánea se presenta inicialmente

como una lesión cutánea que posteriormente se disemina. Se caracteriza por la aparición en el

septum nasal , el cual se inflama, se infiltra y sub secuen temente se perfora. La enfermedad

tiene una predilección por la parte distal del cartílago de la nariz, la invasión del tracto

11
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respiratorio, incluyendo la laringe, la traquea y los bronquiolos, donde pueden desencadenar

una respiración difícil, así como dificultad para pasar alimentos. De hecho la malnutrición

y neumonía aguda son las principales causas de muerte en pacientes con LMC. Los factores

que se encuentran asociados con el desarrollo de la infección son el género masculino,

grandes o múltiples lesiones primarias que pueden durar más de un año, así como un

inadecuado tratamiento de las lesiones primarias en la piel. Está reportada en el nuevo mundo

y es L braziliensis braziliensis su principal agente etiológico (Grevelink y Lerner, 1996).

~ Leishmanisis Visceral (LV)

También conocida como Kala -azar, es una enfermedad sistémica causada por la diseminación

de L donovani a través del sistema reticuloendotelial. Las principales señales y síntomas

incluyen fiebre, linfadenopatía, emaciación, pancitopenia e hipergamaglobulinemia (Velasco

el al, 1991).

La lesión primaria de la LV es una pequeña p ápula visible en piernas, hay oscurecimiento de

la piel por ello se la llama también enfermedad negra, aunque en pacientes mexicanos no se

ha reportado esta variante. La enfermedad no cura espontáneamente y lleva a la muerte si

no se trata adecuadamente, en caso contrario se recuperan entre el 95 y el 98% de los

pacientes con tratamiento adecuado (Grevelink y Lerner, 1996).

~ Leishmaniasis post-kala-azar cutanea (LPKAC)

Es causada principalmente por L donovani y es endémica de India y África, afecta diferentes

partes del cuerpo dependiendo de la región en la que se presente el caso, por ejemplo en

África se afectan principalmente la cara y las extremidades del cuerpo, en cambio en India se

presenta principalmente en partes de la cara, el tronco y los genitales y en menor medida en

las extremidades (Grevelink y Lerner, 1996).

D. Interacción del género y la Leishmania con el sistema inmune

La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades que despliegan un amplio rango de

manifestaciones clínicas en humanos, dependiendo en parte de la especie de parásito que

inicia la infección así como varios factores relacionados a la salud en general y el componente

genético del huésped.

Se han hecho varios modelos experimentales con ratones resistentes y susceptibles. El

término resistencia se ha aplicado a ratones que pueden controlar el desarrollo progresivo de

12
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la lesión ya sea que de hecho se curen o simplemente se reduzca la carga parasitaria con el

tiempo. En el caso de la susceptibilidad, se refiere a la inhabilidad de responder

adecuadamente a la infección.

La eliminación eficaz de los parásitos de Leishmania intracelulares requiere de la

participación de células y citocinas de la respuesta inmune innata y adaptativa. Las lesiones

que sanan espontáneamente están asociadas con una respuesta antígeno-específica positiva en

células T. Las enfermedades cutáneas difusas y viscerales se asocian con la respuesta

negativa de las células T y la enfermedad mucocutánea con una hiperrespuesta de las células

T (Grevelink y Lemer, 1996) .

El macrófago y las células de Langerhans en la piel son las primeras que entran en contacto

con la Leishmania. A pesar de una efectiva fagocitosis de la Leishmania, esto no activa al

rnacrófago y su habilidad para producir interleucina 12 (IL-12) en respuesta a un fuerte

estímulo pro-inflamatorio (Reiner, el al. 1994).

El macrófago activado desempeña una triple función : célula hospedera, presentadora de

antígenos y célula efectora, con capacidad de eliminar el parásito principalmente mediante la

producción de óxido nítrico (NO). Los macrófagos fagocitan al parásito mediante receptores

que reconocen estructuras moleculares asociadas a organismos patógenos (PAMPs). En la

Leishmania, el más importante es el lipofosfoglicano (LPG) (Fig, 3), que consiste de un

anclaje de membrana de un glucosil fosfatidilinositol (GPI) tipo 2 (motivo Manal-3Manal

4GIcNal-6PI) (Ferguson, 1999), que se adhiere a un largo dominio de dísacaridos

fosforilados repetidos, que contiene modificaciones especie-específicas y es complementado

por un oligosac árido neutral (Becker el al. 2003). La característica sobresaliente del LPG,

(Fig . 3) es la región repetida de dísacaridos fosforilados que contiene en su estructura

múltiples unidades de P04-6Gal (P 1,4)Man(al) unidos por medio de un centro de

fosfosacáridos a un anclaje I-O-alkil-2-lyso-fosfatidil(myo)inositol (Becker el al. 2003). Los

receptores que participan durante esta fase incluyen los receptores fagocíticos. Los receptores

TLR-2 (receptor tipo TolI 2) también reconocen LPG y activan genes de citocinas

proinflamatorias (TNF-a, IL-12 e IL-I) (Becker el al. 2003).
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Fig. 3.- Estructura esquemati zada del LPG de promastigotes de Leishmani. Tomado de Turco

y Descoteaux, 1992.

E, Receptores tipo TolI

El descub rimiento de la famili a de los TLRs comienza con la ident ificación del receptor TolI,

un receptor que es expresado por insectos y fue encontrado por ser esencial para el

establecimiento del eje dorso-ventral durante la embriogénesis en Drosophila. Si algún

componente está ausente durante este proceso gené tico, no se desarrollan los tipos celulares

laterales o ventrales. Estudios subsecuentes revelaron que TolI también tiene un papel

ese ncial en la respuesta inmune innata de los insectos contra infeccio nes fúngicas en etapas

adultas . El papel de TolI en la señalización de la respuesta inmune de Drosophila es inducir

una respuesta co ntra infecciones microbianas y una de ellas es la inducción transcripcional de

una serie de genes codificadores de p éptidos antimicrobianos, que incluyen elementos lCB . y

sugieren que proteínas como NF-KBlRel podrían ser activadores de la respuesta inmune en

insectos . Dorsal, Dif y Relish son proteínas nucleares en Drosophila , que regulan la

transcripci ón a través de sitios lCB. por lo que se consideran proteína s activadoras en respue sta

a infecciones. Experimentos subsecuentes mostraron que proteínas como : Spat zle, Toll, Pelle,

Tube y Cactu s son requeridas para la rápida inducción transcripcional de la codificación de

genes para un p éptido antimicrobiano, Drosomicina, en respuesta a infecciones. (Akira, S.

2003).
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Los TLR (TolI-like receptor) son receptores celulares iniciadores de respuestas inflamatorias

contra patógenos (Fig.4). Hasta la fecha han sido identificados once receptores tipo toll en

mamíferos. Estos receptores fueron relacionados con la señalización hacia el factor de

transcripción KB (NF-KB) que regula la transcripción de varios genes envueltos en la

respuesta inmune, por esto son considerados importantes reguladores de la inmunidad. Se

demostró la función de Jos TLRs como receptores de reconocimiento ante diversos patógenos

y ligandos virales , así como el control de numerosos aspectos de la respuesta inmunes innata

y adaptativa. (Lernaitre , B. 2004).

Lipoproteins
Peptidoglycan Doubl

Zyrnosan e-

!
stranded

RNA
+

Imidazoquinolines
(anli viral compounds)

! BacterialDNA
(CpG DNA)...

Clrnlnt Opinion in Immlnllogy

TLR2+
TLRX

TLR3 TLR4 TLRS TLR7 TLR9

Fig. 4.- Ligandos reconocidos por TLRs. Tomado de Lernaitre, 2004.

Los receptores TLR son glicoproteínas integrales de membrana tipo 1 con pesos moleculares

de entre 90 y 115 KDa. Algunos son localizados sobre la superficie celular como el TLR-2,1,

4 Y6 mientras que, otros como el TLR-7 y 9 se encuentran secuestrados en compartimentos

intracelulares.

A excepción del TLR-8 y 10, ya han sido identificados ligandos específicos para los

diferentes receptores tipo toll, por ejemplo: Iipoproteínas triaciladas para el TLR-I,

peptidoglicanos, en su mayoría componentes de pared en bacterias Gram-positivas para TLR

2, ARN de doble cadena, el cual se generado en el ciclo de vida de virus de ARN, para TLR

3. Lipopolisacáridos (LPS), componente de la pared de bacterias Grarn-negativas, son

Iigandos para TLR-4; f1agelina, un componente del flagelo bacterial, para TLR-5;

Iipoproteínas diaciladas para TLR-6; imidazoquinolina, una droga antiviral y su derivado R

848, para TLR7 y CpG de ADN no metilado bacteriano para TLR9. (Akira, S. 2003).
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Los TLRs reconocen sustancias patogénicas a través de sus ectodominios (ECDs), los cuales

comprenden de 19 a 25 copias en tandem de un motivo conocido como regiones ricas en

leucina (LRR) (Figura 5). Esta característica de los ECDs llama la atención en los TLRs,

dado que las LRR se caracterizan por estructuras amino y carboxilo terminal que median el

reconocimiento de PAMPs y dependiendo de los cambios en estas regiones , se les atribuye el

reconocimiento de Iigandos específicos a cada uno de los receptores TLR. Algunos ECD de

los TLRs pueden tener su cara al exterior de la célula o en el lumen de un compart imiento

intracelular donde estos pueden reconocer al patógeno.

... LRR aminoterminal

\ ~ P Insercionesen la posicion 10... . I
~\J Región no identificad al

Inserciones en la posicion15

." LRR carboxilo terminal

Flg, 5 Receptor tipo toll (TLR) Tomado de Bell, el al. 2003

Se ha sugerido que los TLRs están formados por un esqueleto básico en forma de herradura

solenoide que contiene hojas ~-plegadas sobre su superficie, así como numerosas inserciones

de unión a ligandos (Figura 5). Estas inserciones junto con las hojas ~-plegadas podrían

propiciar una superficie de unión que está 10 veces más plegada en área que las superficies de

unión en otro tipo de receptores.

Además de las regiones LRR, los TLRs se caracterizan por la presencia de una región

intracelular o citoplasm ática denominada Toll/IL-I receptor family (TIR), dado este nombre

por la homología que esta región tiene con el receptor de IL-I.
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La estimulación de los TLRs por estos ligandos activa una cascada de señalización, la cual

culmina en la producción de citocinas pro-inflamatorias y la subsecuente respuesta inmune.

La cascada de señalización río abajo de TLR es generada por su dominio TIR. (Akira, S.

2003) .

F. TLR-2

Particularmente TLR-2 reconoce diversos componentes microbianos, incluyendo

peptidoglicanos de bacterias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, lipoproteínas,

lipoarabinomananos de Mycobacterium tuberculosis, lipopéptidos de bacterias, anclajes de

fosfatidilinositol de Trypanosoma cruzi, porinas de Neisseria meningitides,

lipofosfatidilserina de S. mansoni , componentes de la pared celular de levaduras como el

zymosan y lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania major. (Becker et al. 2003).

Se ha sugerido que el reconocimiento de diversos PAMPs por este receptor sea gracias a la

formación de heterodímeros entre TLR-2 y otros TLRs como TLR-I y TLR-6 que reconocen

las diferencias estructurales entre lipopéptidos bacterianos y lipopéptidos de hongos . Los

peptidoglicanos pueden ser reconocidos por un homodímero de TLR-2 o un heterodímero de

TLR-2 y un TLR desconocido (Figura 6). (Yamamoto, et al. 2003) .

Bacteriallipopeplide (Pam3CSK4)
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lipopeptideB8derial
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Os
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Fig. 6 Reconocimiento de ligandos vía TLR2 por la formación de heterodímeros con TLRI y

TLR6. Tomado de Yamamoto , et al. 2003.

En macrófagos, la activación de TLR-2, envía una señal de transducción a componentes de la

cascada de señalización como MyD88, IRAK Y TRAF6, entre otros, que resulta en la

producción de IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y NO (Arbibe , et al. 2000). El
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temprano reconocimiento de patógenos por las células capaces de sintetizar IL-12 y TNF-a. es

crucial para el adecuado control de patógenos intracelulares como L major (Sacks y Noben

Trauth, 2002) .

G. Activación del macrófago.

El análisis de las citocinas en tres diferentes formas clínicas de LC sugiere que el sistema

inmune del huésped juega un papel inmunoregulatorio en la expresión de la enfermedad.

En la LCL la citocina importante es la IL-12 así como interferón gamma (IFN-y), mientras

que en la LMC y la LCD, las citocinas que predominan son IL-4 e IL-IO (Grevelink y Lemer,

1996).. Estos datos se relacionan con estudios de leishmaniasis en modelos murinos en

donde la producción de IL-12 e IFN-y median la curación de la enfermedad mientras que IL-4

e IL-IO están asociadas con la progresión y diseminación de la enfermedad (Grevelink y

Lemer, 1996). Se ha encontrado también que la LPG induce en el macrófago la producción de

grandes cantidades de IL-IO y suprime la producción de IL-12, al igual que en enfermedades

crónicas (Sacks y Noben-Trauth, 2002) .

Luego del contacto con los antígenos expresados en la membrana del macrófago infectado

con el parásito , y dependiendo del tipo de célula presentadora de antígeno, de los niveles de

citocinas endógenas y de la naturaleza del antígeno reconocido, las células T ayudadoras

CD4+ proliferan y secretan un patrón de citocinas definidas que las diferencia en

subpoblaciones de células Thl y Th2. Cada una de ellas tiene funciones efectoras diferentes

(Scott, 1991; Rossi-Bergmann el al. 1993). Se sabe que la cantidad de antígeno o la forma

de presentación de éste y el tipo de célula presentadora pueden definir el tipo de respuesta

inmune . Sin embargo aún se desconocen los factores exactos que dirigen o determinan la

expansión de una u otra subpoblación de células T ayudadoras (Th).

El subtipo de células, llamadas células T ayudadoras tipo I (Thl), producen IL-12 (que inhibe

la respuesta Th2 temprana), IFN-y y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.) que participan en

la regulación del granuloma y aumentan la respuesta inmune mediada por células. Además

del TNF-a, receptores como IFN-yR, factores de transcripción como T-bet y STAT4 o

moléculas co-estimuladoras (CD40-CD40L), promueven la curación de la lesión . Alguna

falla en esta respuesta, ya sea en la expresión del receptor de IL-12 o porque el parásito se

disemina por tejidos que preferentemente desarrollan una respuesta Th2, la respuesta Th2 se
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mantiene y dom ina la evolución clínica de la enfermedad, aunque también ayudan la

presencia de citocinas de tipo Th2 como la IL- 10, que es lo que marca la susceptibilidad a L

major en ratones BALB/c (Sacks y Noben-Trauth,. 2002).

En contraste, las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-1O e IL-13 (Cox y Liew,

1992) las cuales aumentan la respuesta humoral e inhiben algunas respuestas mediadas por

células, resultando en la diseminación de la enfermedad.

Es común que en humanos, las células de tipo Th2 predominen durante la etapa temprana de

la infección, mientras que las células de tipo Th I son más importantes en la fase de curación.

Esto podría indicar que la inmunidad protectora en contra de la Leishmania es dependiente de

la citocina IL-12, así como de lFN-y que proporciona protección al estimular la expresión de

la óxido nítrico sintasa inflamatoria (NOS2) y producción de óxido nítrico (NO) en

macrófagos (Solbach y Laskay, 2000).

Se conoce que las moléculas de superóx ido producidas por los macrófagos son importantes

para la respuesta del huésped a la Leishmania, y se sabe que la forma inducible de NO

sintetasa (iNOS) está asociada con la resistencia a la infección por Leishmania en ratones y

que el NO mismo es leishmanicida. Algunos estudios mencionan el papel que juega una

respuesta Th2 y la producción de IL-4 en la inhib ición de la producción de INF-y, así como

IL-1O y TGF-~ . La inhabilidad de generar una respuesta Th 1 resulta en una susceptib ilidad a

la enfermedad (Solbach y Laskay, 2000).

H. Género y respuesta inmune a la infección por Leishmania

Estudios epidemiológicos indican que la leishmaniasis ocurre más frecuentemente entre el

género masculino que en el género femenino (Armijos, el al. 1997; Jones, el al. 1987). Por lo

general, el hombre está reportado que adquiere leishmaniasis cutánea o visceral mas

frecuentemente que las mujeres (Magill, 1995), es decir que el género puede influir en el

curso de la infección con especies de Leishmania y que tanto las hormonas femeninas como

masculinas pueden mediar la resistencia o susceptibilidad a la infección, indicando una

modulación en la respuesta Th 1-Th2 influenciada por las hormonas sexuales masculinas y

femeninas. Se ha encontrado que las hormonas influencian la función de todas las células del

sistema inmune , como por ejemplo los eosinófilos, macrófagos, células dendríticas y células

NK (Craig, el al. 2(01).
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Resulta interesante el efecto que poseen los esteroides sexuales como la testosterona en

infecciones parasitarias, por ejemplo en machos prevalece la mayoría de las infecciones

provocadas por Leishmania con respecto a las hembras (Craig, et al. 2001).

En modelos de ratones y hámsters, se ha encontrado que los machos son más susceptibles que

las hembras a la infección por Leishmania. También se ha reportado que la testosterona

tiene un efecto inhibidor sobre la producción de INF-y, la cual es requerida para la activación

del macrófago y la subsecuente curación de la infección por Leishmania (Grevelink y Lemer,

1996).

Por otra parte, las funciones efectoras en macrófagos influenciadas por estrógenos incluyen a

la fagocitosis, la cual es estimulada por esta hormona así como la producción de

intermediarios reactivos de oxigeno, al contrario de intermediarios de nitrógeno, los cuales

son desregulados.

Los macrófagos como células procesadoras o presentadoras de antígenos, juegan un papel

muy importante en el sistema inmune y se piensa que son responsables del dimorfismo

relacionado a las hormonas sexuales en la respuesta inmune, como células blanco de los

esteroides sexuales (Unanue y Allen 1987).

Hay experimentos en los que macrófagos de grupos tratados con testosterona mostraron un

incremento en la fagocitos is del parásito L donovani y tuvo mayores niveles de infección que

los controles no tratados (Zhang, el al. 2001) . Sin embargo estudios previos muestran pocos o

ningún receptor para testosterona en los macrófagos (Gulshan el al. 1990; Benten el al. 1997),

por lo que se creía que la testosterona podría unirse a receptores de membrana no

convencionales de los macrófagos (Benten el al. 1997,1999) , lo cual ha sido demostrado al

encontrarse que los macrófagos responden a receptores de membrana para testosterona (RMT

ó mAR en inglés), los cuales están acoplados a la fosfolipasa C por medio de proteínas G

sensibles a la toxina pertussis (PTX). La testosterona hace que las células respondan con un

rápido incremento en las concentraciones de calcio inducido [Ca2+](i) (Wunderlich, el al.

2002; Benten, el al. 2004).

Esto apoya la idea de que la testosterona ejerce un efecto directo sobre el macrófago para

modular su infección por L donovani y no por el efecto directo de la L donovani sobre el

macrófago (Zhang, el al. 2001) .

También se ha encontrado que los macrófagos murinos después de ser estimulados con LPS y

tratados con 17~-estradiol . han mostrado menor producción de IL-I a, IL-6 Y TNF-a,

mientras que IL-IO e IL-12, así como la producción de proteínas proinflamatorias en
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macrófagos, fue inalterada. Estos efectos se cree, están asociados con un decremento en la

unión de NF1CB inducido por LPS (Craig , el al. 2(01).

Hay evidencias que indican que los estrógenos inhiben la producción de las citocinas

proinflamatorias Th1, tales como IL-12, TNF-alfa e lFN -gamma, mientras que estimulan la

producción Th2 de las citocinas antiinflamatorias, tales como IL-IO, IL-4, Y TGF-beta

(Salem,2004).

Ratones DBN2 machos mostraron una mayor susceptibilidad a la infección subcutánea con

L mexicana que las hembras (Alexander, 1988). Otros estud ios muestran que la

susceptibilidad a L majar o L mexicana depende fuertemente de los niveles hormonales que

a su vez regulan la expresión de diferentes citocinas (Alexander y Stimson, 1988; Krishnan, el

al. 1996; Satoskar, el al. 1998). La resistencia relativa de las hembras a L mexicana

comparada con los machos se relaciona con la sobreexpresión de interferón gamma (INF-y)

(Satoskar, el al. 1998).

En ratones DBN2 hembras ganadectomizadas se encontró que se incrementa la

susceptibilidad a la infección por L mexicana, la cual puede ser suprimida por un

reemplazamiento hormonal. Sin embargo los efectos protectores de los estrógenos no aplican

a todos los modelos experimentales con Leishmania (Alexander, y Stimson. 1988).

En hámsters se ha encontrado que los machos son más susceptibles a la infección con

Leishmania (viannia) que las hembras (Travi, el al. 2002).

También, se encontró que existe un papel promotor de la testosterona en el desarrollo de la

infección al comparar la lesión entre hámsters juveniles (pre-púberes) y adultos, en cambio el

papel de los estrógenos fue menos claro, ya que no se encontró diferencia significativa entre

hembras juveniles (pre-púberes) y adultas (Travi, el al. 2(02).

Estos antecedentes muestran que la presencia de altos niveles de andrógenos más que bajos

niveles de estrógenos, son los responsables de una enfermedad más severa en los animales

machos. También se encontró que la severidad de la lesión en hámsters machos no se debe al

decremento en la expresión de INF-y, sino con una sobreexpresión de las citocinas

contraprotectivas IL-4, IL-10 YTGF-~ (Travi, el al. 2002).

A pesar de que se ha encontrado una mayor susceptibilidad a la leishmaniasis asociada al

género masculino, aun se sabe muy poco sobre las alteraciones de la respuesta inmune innata

asociada al género en ratones susceptibles y resistentes a la infección Leishmania mexicana.
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11. HIPÓTESIS

Los ratones machos son más susceptibles a la infección por Leishmania mexicana que las

hembras por lo que la producción de citocinas proinflamatorias y la expresió n de TLR-2

posiblemente estén disminuid os cuando sus macrófagos son estimulados con lipofosfoglicano

del parásito.

111. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participación del género en la respuesta inmune innata a la infección por

Leishmania mexicana en ratones resistentes (C57BU6) y susceptibles (BALBtc).

B. OBJETIVOS PARTICULARES

~ Gonadectomizar a un grupo de ratones machos y hembras BALBtc y C57BU6 a las 4

semanas de edad.

~ Real izar una cinética del tamaño de la lesión en ratones BALBtc y C57BU6, machos

y hembras, normales y gonactomizados, infectados con Leishmania mexicana.

~ Estimular a macrófagos peritoneales obtenidos de los distinto s grupos de ratones con

lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana.

~ Analizar la producción de las citocinas TNF-a, IL-12 p-40 e IL-1O en sobrenadantes

de macrófagos peritoneales obtenidos de los distintos grupos de ratones .

~ Analizar la expresión de TLR-2 de macrófagos peritone ales obtenidos de los distintos

grupos de ratones .

~ Analizar el efecto que ejerce LPG sobre la proli feración de esplenocitos obtenidos de

los distintos grupos de ratones .
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS

A. Animales: Se utilizaron 3 grupos de ratones machos y hembras de las cepas BALBJc y

C57BU6. Un grupo de 4 semanas de edad, fue gonadectomizado. Otro grupo fue el

testigo no gonadectomizado, los ratones fueron sacrificados a los 7 meses post-infección.

Ambos grupos fueron infectados a las 8 semanas de edad. Un tercer grupo se utilizó como

testigo no infectado.

B. Gonadectomía: Ratones recién destetados machos y hembras de las cepas BALBJc y

C57BU6, de 4 semanas de edad, fueron sometidos a una gonadectomía. Fueron

aneste siados con Pent obarbital a una dilución de 1:10, la cual fue suministrada con una

inyección por vía intraperitoneal a dosis de entre 80 - 100 ,.11 por ratón. Una vez

anestesiado el ratón, se proced ió a la gonadectomía, después de la cual se suturó con hilo

CATGUT reabsorbible y después se dejaron 2 semanas en convalecencia.

C. Infección: Se utili zaron promastigotes metacíclicos de L mexicana, crecidos en medio

NNN además de medio Schneider complementado con suero fetal bovino al 5%. Los

promastigotes (106
) fueron lavados 3 vece s en PBS , e inoculados intradérmicamente en el

cojinete plantar de ratone s machos y hembras de las cepas BALBJc y C57BU6

gonadectomizados y no gonadectomizados de 8 semanas de edad. Se inoculó Ixl 06

promastigotes de L mexicana en 20111 de PBS y se analizó el tamaño de la lesión

mediante la medición del coj inete plantar por un vernier durante 28 semanas de infección.

D. Obtención de células: Se inyectaron 10ml de PBS frío estéril en la cavidad peritoneal

dando un masaje suave para desprender las células peritoneales. Con la misma jeringa se

extrajo el PBS nuevamente, obteniendo así las células. Se centrifugaron a 1200-1400rpm

dur ante 10 min a 4° C. El botón conteniendo las células se resuspendió en medio RPMI

enriquecido con suero fetal bovino al 10%. Se colocaron Ixl 06 células suspendidas en I

mI en cajas de Petri tratadas y se incubaron a 37°C con 5% de CO 2 durante 24 hrs.

Posteriormente se desprendieron las células y se lavaron con PBS, centrifugando a 1200

1400rpm durante 10 min a 4° C. Se resuspendieron las células a una concentración de

Ixl06 c éls/ml de RPMI y se utilizaron para los ensayos de estimulación con LPG y LPS .
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E. Ensayos de estimulación: Para los ensayos de estimulación se incubaron Ixl 06 de células

adherentes con l Oug/rnl de LPG de Leishmania mexicana suspendido en ImI de RPMI

durante 24 hrs a 37°C con S% de COz., un segundo grupo de células adherentes fueron

estimuladas con 100 ng/ml de LPS y un tercer grupo no recibió estimulo.

~ M~

~ M~+LPG

~ M~+LPS

Posteriormente se centrifugaron las células a 4000 rpm por S min y se congeló el

sobrenadante en tubos Eppendorf estériles a -70°C. El botón celular se resuspendió en

Trizol y se congeló a -700C.

F. Producción de citocinas: Se analizó la secreción de las citocinas en el sobrenadante

TNF-alfa, IL-IO e IL-12p40 mediante ELISA tipo sándwich con un kit comercial. Se

utilizan las siguientes concentraciones dependiendo de la citocina, TNF-a [4JlI 1 mI] en

amortiguador de unión a pH 6, IL-IO [2.SJlII mI] e IL-12 [1JlII mI] en amortiguador de

unión a pH 9, en un volumen de SO ul/pozo y se deja durante un día a 4°C, la placa se

lava 4 veces con una solución de PBS- Tween 80 al 0.01%, después la placa se bloquea

con una solución IN de NaOH y Sg de caseína colocando 200 ul/pozo a temperatura

ambiente durante 30 mino Al termino la placa es lavada 3 veces y se coloca en la placa la

curva estándar y las muestras problema agregando 100 ul/pozo dejándose un día a 4°C ó

2 hr a temperatura ambiente, la placa se lava una vez más 4 veces y se coloca el

anticuerpo de detección colocando las siguientes concentraciones según la citocina TNFa

[4JlI 1 ml], IL-IO [1JlI 1 mI] e IL-12 [O.SJlI 1 mI] diluido en Albúmina Bovina al 1%,

colocando 100 ul/pozo y se deja I hr a temperatura ambiente, después la placa es lavada 6

veces y se coloca estreptavidina fosfatasa alcalina a una dilución 1:2000 en Albúmina al

1%, en 100 ul/pozo durante 30m in. Se lava la placa 8 veces para retirar el exceso de

estreptavidina fosfatasa alcalina y se coloca por último la solución reveladora compuesta

por buffer de sustrato (dietanolarnina, H20 y MgCIz O.IM a pH 9.8) Y p-nitrofenil fosfato

(pNPP) en una relación de una pastilla de Smg de pNPP 1Sml de Buffer de Sustrato. La

placa es leída por un lector de ELISA (312e BIO-TEK Instruments) a una longitud de

onda de 40S nm.
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G. Expresión de TLR-2: De los macrófagos congelados en Trizol, se extrajo ARN total , y se

realizó un RT-PCR, para obtener ADNc. Este ADNc fue amplificado con primers

específicos para TLR-2, primer Y CTGCAAGAGCTCTATATITCC 3', 3'

AACCAGGATITGAGCCAGAGC Y. Se corrió en un gel de agarosa a 1.5% con TBE , se

analizó la expresión del TLR-2 por medio de un análisis de la densidad de las bandas por

densitometría.

H. Ensayo de proliferación de esplenocitos: Para la obtención de esplenocitos se extrajo el

bazo se colocó en una placa de Petri en 3-4 mi de RPMI completo (suplementado con

suero fetal bovino 10%, descomplementado a 56°C/30 min.). Se prefundió el bazo con 5

mI de RPMI y se obtuvieron las células. Se utilizaron 20 x 106 células/4ml los cuales se

colocaron en placas de 96 a una concentración de 5xleY células por pozo.

Para el análisis de la proliferación con el estímulo de LPG se agregó 3~1 de LPG de L

mexicana a una concentración de lug/ml que se ajustó a 100 ~I con de RPMI completo.

El análisis se realizó por triplicado y se incluyeron 3 pozos con RPMI completo como

control. Después de 5 días de cultivo se pulsaron las células con [3H]-timidina

(Amersham pharmacia) durante 16-18 horas antes de la cosecha .

Para el análisis del estímulo con mitógenos se agregaron 5~g de ConA en loo~g de

medio , por triplicado a los esplenocitos. Se incubaron a 37°C a 5% de C02 en atmósfera

húmeda durante 3 días. Después de 2 días se pulsaron las células con [3H]-timidina en

iguales condiciones durante 16-18 horas antes de ser cosechadas.

La cosecha de las células se realizó sobre papel Wattman que se dejó secar cubierto con

papel aluminio. Se cortaron en círculos y se depositaron en viales con 5ml de líquido de

centelleo. Se cuantificó la incorporación de timidina en un contador beta.

1. Estadística: Se realizó un análisis estadístico de los datos obtenidos, mediante la prueba

U de Mann-Whitney p<0.05

v. RESULTADOS
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G. Expresión de TLR-2: De los macrófagos congelados en Trizol, se extrajo ARN total, y se

realizó un RT-PCR , para obtener ADNc. Este ADNc fue amplificado con primers

específicos para TI...R-2, primer 5' CTGCAAGAGCTCTATATTTCC 3', 3'

AACCAGGATTTGAGCCAGAGC 5'. Se corrió en un gel de agarosa a 1.5% con TBE, se

analizó la expresión del TLR-2 por medio de un análisis de la densidad de las bandas por

densitometría.

H. Ensayo de proliferación de esplenocitos: Para la obtención de esplenocitos se extrajo el

bazo se colocó en una placa de Petri en 3-4 mI de RPMI completo (suplementado con

suero fetal bovino 10%, descomplementado a 56°C/30 min .). Se prefundió el bazo con 5

mI de RPMI y se obtuvieron las células. Se utilizaron 20 x 106 células/4ml los cuales se

colocaron en placas de 96 a una concentración de 5x 105 células por pozo.

Para el análisis de la proliferación con el estímulo de LPG se agregó 3~1 de LPG de L

mexicana a una concentración de lug/ml que se ajustó a lOO ~I con de RPMI completo.

El análisis se realizó por triplicado y se incluyeron 3 pozos con RPMI completo como

control. Después de 5 días de cultivo se pulsaron las células con [3H]-timidina

(Amersham pharmacia) durante 16-18 horas antes de la cosecha.

Para el análisis del estímulo con mitógenos se agregaron 5~g de ConA en loo~g de

medio, por triplicado a los esplenocitos. Se incubaron a 37°C a 5% de C02 en atmósfera

húmeda durante 3 días. Después de 2 días se pulsaron las células con [3H]-timidina en

iguales condiciones durante 16-18 horas antes de ser cosechadas.

La cosecha de las células se realizó sobre papel Wattman que se dejó secar cubierto con

papel aluminio . Se cortaron en círculos y se depositaron en viales con 5ml de líquido de

centelleo. Se cuantificó la incorporación de timidina en un contador beta.

l. Estadística: Se realizó un análisis estadístico de los datos obtenidos, mediante la prueba

U de Mann- Whitney p<0.05

v. RESULTADOS
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Se analizó el desarrollo de la infección, la producción de citocinas TNF-alfa, IL-IO e IL

12p40, la expresión de TLR-2 y la respuesta linfoproliferativa, en macrófagos peritoneales de

ratones a los 7 meses de infección con Leishmania mexicana. Ser analizaron

comparativamente a ratones machos y hembras, normales y gonadectomizados de cepas

resistentes (C57BU6) y susceptibles (BALB/c) a la leishmaniasis. El análisis se realizó en

condiciones basales y en células estimuladas con LPG .

A. Tamaño de la lesión.

Se encontró que los animales se podían diferenciar en 2 grupos, según el tamaño promedio de

sus lesiones.

El primer grupo comprendió a animales que tenían las lesiones más grandes, entre los cuales

se encuentran (en orden del tamaño de la lesión):

l .-machos BALB/c

2.-machos BALB/c gonadectomizados

3.-hembras BALB/c gonadectomizadas

4.-hembras C57BU6

El segundo grupo de animales presentó lesiones menos grandes que los animales del grupo 1,

aunque muy parecidos entre si. Este segundo grupo estaba formado por:

5.-hembras BALB/c

6.-machos C57BU6

7.-machos C57BU6 gonadectomizados

S.-hembras C57BU6 gonadectomizadas
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GROSOR DEL COJINETE PLANTAR EN RATONES HEMBRAS YMACHOS
BALBIc Y C57BL16DURANTE SU INFECCIÓN CON L. MEXICANA

4DJ,-- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ---,

350

1DJ

050

ODJ+-_+__t___t-t___+__+_+---1~+__+__t___t-t___+__+_+-t__+___t__+__t-+__+__t___t-t___J
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 D D 24 25 J6 V 28

Tiempo de infección (sem:m:lS)

Machos Gonade_s BAI.Bfc 2 --Machos BAI.Bfc 1
Hembns Gonadedollliudu BAI.Bfc 3 --Hembras BAI.Bfc S

- - - Machos Gonade_ . C57Bl16 7 --Macho. C57Bl16 6
HembruOonadedollliuduC57Bl16 8 --H....bruC57Bl16 4

Fig. 7.- Evolución de las lesiones en el cojinete plantar de los 8 grupos de ratones a lo largo

de 28 semanas de infección.
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INCREl\lENTO DEL GROSOR DEL COJINETE PLANTAR EN R-tTONES
HEl\ffiR·\S y l\UCHOS B.-\LB/c Y C57BL/6 A LOS i MESES DE INFECCIÓN

CON L. 11I0;irmlO
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Fig. 8.- Incremento en el grosor del cojinete plantar tamaño de lesión. *p<O.OS

INDICE SIGNIFICATIVO DEL

INCREMENTO

BALBlc

MACHOS (1) VS HEMBRAS (5)

C57BU6

HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)

BALBJc VS C57BU6

MACHOS (1) VS MACHOS (6)

MACHOS G. (2) VS MACHOS G. (7)

HEMBRAS G. (3) VS HEMBRAS G. (8)

Tabla 1.- Análisis estadístico entre los distintos grupos de animales. *p<O.OS

En resumen se encontró que hay diferencias en el tamaño de las lesiones asociadas al fondo

genético de los ratones, ya que por lo general las lesiones de los ratones susceptibles BALBJc

son mayores que las de los ratones C57BLJ6, que son resistentes a la leishmaniasis. Además

del fondo genético, el género femenino participa de manera determinante en la evolución del

padecimiento . Por un lado, las hembras BALBJc son significativamente mas resistentes que

los machos BALBJc y por otro lado las hembras C57BU6 son mas significativamente mas
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suscep tibles que los machos C57BU6. Ambos fenómenos son abolidos con la gonadectomía

de las hembras, lo cual revela que hormonas sexuales femeninas ejercen efectos sobre la

resistencia o susceptibilidad. dependiendo del fondo genético del ratón.

B. Análisis de citocinas

a) TNF a.

En el caso de TNF-a. se encontró que los machos gonadectomizados y no gonadectomizados

en BALB/c no presentaron niveles de producción distintos entre si.

Los macrófagos de machos BALB/c y C57BU6 producen significativamente más TNF-a. que

las hembras de ambas cepas de ratón, tanto en estado basal como en estimulados con LPG.

Esta relación se mantiene aún en los gonadectomizados.

Los macrófagos de las hembras en BALB/c y C57BU6 al ser estimuladas con LPG, tuvieron

un incremento significativamente mayor en la producción de TNF-a. que los machos.

Al gonadectomizar las hembras de ambas cepas de ratón, observamos que macrófagos de

hembras C57BU6 producen significativamente más TNF-a., tanto en estado basal como en

estimulado con LPG, que hembras BALB/c . Esto concuerda con los datos observados con el

tamaño de la lesión ya que las hembras gonadectomizadas BALB/c son más susceptibles que

las hembras gonadectomiz adas C57BU6.

Prom.

Desv, Est,

- BALBI

TNF a (pglml)

M ACHOS HEMBRAS

NORMALES GONADECroMIZADOS NORMALES GONADEcroMIZADOS

Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG

1693.64 1944.30 1535.33 2023.46 110.54 941.67 57.77 110.54

1720.03 1917.92 1759.60 1456.18 163.31 994.44 84.15 374.39

1548.52 1192.32 1601.29 1693.64 268.85 862.51 97.34 532.70

1654.06 1684.85 1632.08 1724.42 18O.QO 932.87 79.75 339.21

92.35 426.74 115.26 284.89 80.61 6640 201 5 21327

Tabla 2.-Datos de la producción de TNF-a. en la cepa BALB/c .
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Prom .

Dcsv . Est.

C57BU6

TN F a(pglml)

MAC HOS HEMBRA S

NORMALES GO NADECTOMIZADOS NORMALES GONA DECTOMIZA DOS

Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG

2669.40 2196.48 290323 2883.05 92.68 705.47 1656.96 1835.10

2747.41 2261.60 299220 298035 88.04 696.50 1687.5 1 1864.73

798.32 695.56 847.88 830.15 233.64 408 .91 600 .62 657.74

2071.71 1717.88 224777 2231.18 13812 60363 131503 - . 1452"52-

110347 88595 1213.16 121431 82.75 16869 61889 68846---

Tabla 3.-Datos de la producción de TNF-a en la cepa CS7BU6.

PRODUCCIÓN DE INI" IX DE MACRÓFAGOS PERITONEALES A LOS 7 MESES DE IlQ'ECCIÓN
EN RATONES IlQ'ECTADOS CON L ...¡.,.,... BALBlc Y C57l1Ll1i MACHOS Y HEMBRAS

BALBI~ C57BU6
4500

IIACIIOS -.u .... cnos RDIBRAS

4000

3500

3000

¡ 2500.e
'ij" ~

~ 2000
~

\500

\000

500

A B A B A B A B A B A B A B A B

3 6 8

n =3

Fig. 9.- Producción de TNF-a por macrófagos peritoneales a los 7 meses de infección con L.

mexicana en ratones resistentes y susceptibles, normales y gonadectomizados, tanto hembras

como machos. *p<O.OS
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PRODUCCIÓN DE TNF a

BALB/c

MACHOS (1A) VS HEMBRAS (S")

MACHOS (1B) VS HEMBRAS (SB)

MACHOS G. (2A) VS HEMBRAS G. (3A)

MACHOS G. (2B) VS HEMBRAS G. (3B)

HEMBRAS (SB) VS HEMBRAS (S")

HEMBRAS G. (3B) VS HEMBRAS G. (3A)

C57BLl6

MACHOS (6A) VS HEMBRAS (4")

HEMBRAS (4B) VS HEMBRAS (4")

BALB/c VS C57BLl6

HEMBRAS (SB) VS HEMBRAS (4B)

HEMBRAS G. (8A) VS HEMBRAS G. (3A)

HEMBRAS G. (8B) VS HEMBRAS G. (3B)

Tabla 4.-Análisis estadístico de las variables significativas en la producción de TNF-a

* p<O.05

INDICE DE PRODUCCIÓN DE TNF-a

BALB/c

HEMBRAS (S) VS MACHOS (1)

HEMBRAS G. (3) VS MACHOS G. (2)

C57BLl6

HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)

HEMBRAS G. (8) VS MACHOS G. (7)

HEMBRAS (4) VS HEMBRAS (8)

BALB/c VS C57BLl6

HEMBRAS G.(3) VS HEMBRAS G. (8)

Tabla 5.- Índice de incremento en la producción de TNF-a, así como el análisis estadístico de

las variables *p<O.05
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BALB/c
M I MG H HG

ITNF-a + I + ++++ ++
Protección

C57/BL6
M I MG H HG

- I - +++ +
Infección

Tabla 6.- Resumen del incremento en la producción de TNF-a.

En resumen se encontró que la producción basal de TNF-a por macrófagos de machos

BALBIc y C57BU6 es significativamente mayor que la de las hembras de ambas cepas

(Tabla 4). Sin embargo, al ser estimulados con LPG, los macrófagos de hembras BALB/c y de

hembras C57BU6, normales y gonadectomizadas, presentan un incremento

significativamente mayor de TNF-a que los machos de ambas cepas (Tabla 5). Estos datos

revelan que el TNF-a posiblemente no participe en la resistencia, ya que hembras de ambas

cepas se comportaron igual con respecto a la producción de esta citocina y sin embargo la

hembra BALB/c es más resistente a la leishmaniasis que la hembra C57BU6. Sin embargo.

llama la atención que en la cepa C57BU6 las hormonas sexuales femeninas aparentemente

inhiben la producción de TNF-a en mayor grado que en ratones BALB/c (Tabla 6), ya que la

gonadectomía incrementó la producción de esta citocina significativamente mas en hembras

C57BU6 que en hembras BALB/c. Interesantemente, los niveles elevados de TNF-a en

hembras C57BU6 gonadectomizadas aparentemente si tienen un efecto protector, ya que

estos anim ales presentaban lesiones significativamente menores que las hembras BALB/c

gonadectomizadas. Por otro lado. la testosterona no parece tener efecto sobre la producción de

esta citocina en ninguna de las cepas de ratón.

b) IL -12p40

Los macrófagos de ratones BALB/c machos no producen IL-) 2p40 en estado basal ni

estimulados con LPG. Sin embargo, la gonadectomía incrementa su producción

significativamente, tanto en condiciones basales como en estimulados con LPG. Así mismo,

las hembras BALB/c producen significativamente más IL-) 2p40 que los machos, tanto en

condiciones basales como estimulados con LPG. Sin embargo, cuando son gonadectomizadas

las hembras BALB/c, sus macrófagos dejan de sintetizar IL-) 2p40 . La producción de IL

12p40 en ratones BALB/c correlaciona con la resistencia, ya que las hembras producen más

IL-12p40 que los machos. En esta cepa de ratón, las hormonas sexuales femeninas inducen la

producci ón de IL-) 2p40 mientras que la testosterona inhibe su producción. Al eliminar las
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hormonas sexuales femeninas en hembras gonadectomizadas, se reduce significativamente la

producción de IL-12p40 y por otro lado al eliminar la testosterona, se incrementa

significativamente la producción de IL-12p40 en los machos gonadectomizados.

En macrófagos de ratones C57BU6 machos normales observamos un incremento

significativo en su producción de IL-12p40 al ser estimulados con LPG. Al ser

gonadectomizados, incrementa significativamente la producción de IL-12p40, tanto en estado

basal como estimulados con LPG. También en esta cepa de ratón , la testosterona parece

ejercer una acción inhibitoria sobre la producción de IL-12p40, ya que al gonadectomizar los

machos, se incrementa significativamente la producción de IL-12 p40 por sus macrófagos.

En macrófagos de hembras C57BU6 no se registró la producción de IL-12p40, tanto en

condiciones basales, como en estimulados con LPG.

Los macrófagos de machos C57BU6 producen más IL-12p40 que en machos BALB/c tanto

en condiciones basales como en estimulados y este fenómeno persiste después de la

gonadectomía. La resistencia a la leishmaniasis observada en ratones machos C57BU6 parece

correlacionarse con su capacidad de producir IL-12p40, ya que es significativamente mayor

que la de los machos BALB/c y asimismo sus lesiones son significativamente menores que las

de los machos BALB/c. Al eliminar la testosterona con la gonadectomía se incrementa la

producción de IL-12 p40 en los machos C57BU6 y así mismo se reduce significativamente el

tamaño de las lesiones.

Las hembras BALB/c producen significativamente más IL-12p40 que las hembras C57BU6,

e interesantemente las hembras BALB/c también son mas resistentes a la leishrnaniasis, que

las hembras C57BU6. Al eliminar el estímulo que ejercen las hormonas sexuales femeninas

sobre la producción de IL-12 p40 en hembras BALB/c gonadectornizadas, también se hacen

más susceptibles a la leishmaniasis.

IL-12p40 (pg/ml)

MACHOS HEMBRAS

NORMALES GONADECTOMIZADOS NORMALES GONADECTOMIZADOS

Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG

15.00 15.00 123.14 96.80 101.45 120.82 15.00 15.00

15.00 15.00 133.98 73.57 68.92 145.60 15.00 15.00

15.00 15.00 37.94 71.24 90.61 136.31 15.00 15.00

Prom.

Desv. Est.

15.00 15.00 ! 98.35 . 80.54 86.99 13-l.Z4 15.00 15 00

0.00 : 0.00 ; 52.60 14.13 16.56 12.52 0.00 0.00
• I

Tabla 7.-Datos de la producción de IL-12p40 en la cepa BALB/c .
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Prom.

Desv, Est,

C57BU6

1I...12p40 (pg/ml)

MACIl OS IIEMB RAS

NORMALES GONAOECTOMIZADOS NORMA LES GONAOECTOMIZADOS

1.10 LPG Mo I.PG 1.10 LPG Mo LPG

174.72 426.66 778.20 1000.8-1 15.00 15.llO 15.00 15.00

69.26 280.18 8192 1 942.25 15.00 15.00 15.00 15.00

75.12 321.20 1018.42 90 1.24 15.00 15.00 15.00 15.00

106 37 34268 87194 ..• - 948 11" - - 15.00 ' 15 00 15.00' . 1500 ·- .

5927 7556 128 50 5006 000 0.00 0.00 0.00

Tabla 8.-Datos de la producción de IL-12p40 en la cepa C57BU6.

PRODUCCIÓN DE IL-llp40 DE MACRÓFAGOS PERITONEALES A LOS 7 MESES DE INFECCIÓN
EN RATONES INFECTADOS CON 1..~ BALB/< Y CS7BL16 MACHOS y HEMBRAS

BALBIc: C57BLl6
1200

llAalOS IIDIBRAS MACIIOS .. IIDIBRAS

lOSO I

' }

960

840
:=t

~ 720
.e.
ff 600

::!
480
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240
•

120 .. .. ' } "/
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n =3

Fig. IO.-Producción de IL-12p40 por macrófagos peritoneales a los 7 meses de infección con

L. mexicana en ratones resistentes y susceptibles normales y gonadectomizados, tanto

hembras como machos. *p<o.05
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PRODUCCION DE IL-12p40

BALB/c

MACHOS G. (2A) VS MACHOS (lA)

MACHOS G. (2B) VS MACHOS (1B)

HEMBRAS (5A) VS MACHOS (1A)

HEMBRAS (5B) VS MACHOS (1 B)

MACHOS G. (2A) VS HEMBRAS G. (3A)

MACHOS G. (2B) VS HEMBRAS G. (3B)

HEMBRAS (5B) VS HEMBRAS (5A)

HEMBRAS (5A) VS HEMBRAS G. (3A)

HEMBRAS (5B) VS HEMBRAS G. (3B)

C57BLl6

MACHOS (6B) VS MACHOS (6A)

MACHOS G. (7A) VS MACHOS (6A)

MACHOS G. (7B) VS MACHOS (6B)

MACHOS (6A) VS HEMBRAS (4A)

MACHOS (6B) VS HEMBRAS (4B)

MACHOS G. (7A) VS HEMBRAS G. (8A)

MACHOS G. (7B) VS HEMBRAS G. (8B)

BALB/c VS C57BLl6

MACHOS (6A) VS MACHOS (1A)

MACHOS (6B) VS MACHOS (1B)

MACHOS G. (7A) VS MACHOS G. (2A)

MACHOS G. (7B) VS MACHOS G. (2B)

HEMBRAS (5A) VS HEMBRAS (4A)

HEMBRAS (5B) VS HEMBRAS (4B)

Tabla 9.-Análi sis estadístico de las variables signific ativas en la producción de IL-12p40 **
p<O.05
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INDICE DE PRODUCCIÓN DE IL -12p40

BALB/c

HEMBRAS(5) VS MACHOS (1)

HEMBRAS(5) VS HEMBRAS G. (3)

C57BLl6

MACHOS(7) VS MACHOS G. (6)

MACHOS(6) VS HEMBRAS (4)

BALB/c VS C57BLl6

MACHOS(6) VS MACHOS (1)

HEMBRAS (5) VS HEMBRAS (4)

Tab la 10.- Índice de increme nto en la producción de IL-12p40, así como el análisis estadístico

de las variables *p<O.OS

BALB/c
M I MG H HG

IIL-12 - I - + -
Protección

C57IBL6
M I MG H HG
++ I + - -

Infección

Tabla 11.- Resumen del incremento en la producción de IL-12.

En resumen, se observa que la producción de IL-12 p40 es inducida por hormonas sexua les

femeninas en ratones con fondo genético BALB/c e inhibidas por testosterona y la

gonadectomía es determinante para la producción de IL-12p40 en machos al contrario de las

hembras (Tabla 11). La producción de IL-] 2p40 parece correlacionarse a la resistencia a la

leishmaniasis observada en hembras BA LB/c y machos CS7BU 6.

c) IL-IO

En macrófagos de ratones BALB/c no se detectó la producción de IL-] O en machos ni en

hembras.

Por otro lado, en macrófagos de ratones CS7BU6 machos, observamos que la producción de

IL-I° es significativamente mayor en macrófagos de gonadectomizados sobre machos

normales. En ratones con fondo genético CS7BU6 la testosterona inhibe significativamente

la producción de IL-IO, ya que ratones machos gonadectomizados produce n

significativamente más IL- )0, que machos norma les.
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La producción de IL- lOes mayor en hembras CS7BU6 normales estimuladas que en hembras

gonadectomizadas estimuladas. Adicionalmente la producción de IL- lOen CS7BU6 es

significativamente mayor en machos gonadectomizados que en hembras gonadectomizadas

bajo condiciones basales y estimuladas con LPG. En ratones con fondo genético CS7BU6,

los estrógenos inducen la producción de IL- IO.

Prom.

Desv. E~1.

~ BALBI

IL-IO (pg/ml)

MACHOS HEMBRAS

NORMALES GONADECTOMIZADOS NORMALES GONADECTOMIZADOS

Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG

15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 189.98 15.00

15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 114.86 15.00 15.00

15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00

15.00 15.00 1500 15.00 15.00 48.29 73.33 15.00

0.00 0.00 000 0.00 000 57.66 101.03 000

Tabla 12.-Datos de la producción de IL-IQ en la cepa BALB/c.

IL-IO (pg/ml)

MACHOS HEMBRAS

NORMALES GONADECTOMIZADOS NORMALES GONADECTOMIZADOS

Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG

15.00 15.00 359.76 814.30 587.03 132.48 15.00 284.00

15.00 15.00 1193.09 15.00 15.00 662.79 284.00 15.00

15.00 15.00 359.76 738.55 15.00 1950.67 284.00 15.00

Prom.

Desv . E..t.

15.00 15.00 637.54 ' 522.62 205.68 915.31 194.33 104 67

0.00 ' 0.00 481.13 I 441.24 330.26 935.03 15531 155.31

Tabla 13.-Datos de la producción de IL-IQ en la cepa CS7BU6.

INDlCE DE PRODUCCION DE IL·I0

No hubo datos significativos

Tabla 14.- Índice de incremento en la producción de IL- IO, así como el análisis estadístico de

las variables *p<O.OS
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PRODUCCIÓN DE ll.-lO DE MACRÓFAGOS PERITONEALES A LOS 7 MESES DE INFECCIÓN EN
RATONES INFECTADOS CON 1.. maictzna BALBlr Y C57BL16 MACHOS Y HEMBRAS

BALB/c C57BIJ6
2000

IlACHOS IIDIIIRAS IlACHOS IIDIIIRAS

1BOO

1600

1400
1

t 1200 1

~ 1000
~

~ BOO

600

400

200
7

A B A 8 A B

2 3 6 7 4

n=3

Fig. I l.-Producción de IL-I O por macrófagos peritoneales a los 7 meses de infección con L.

mexicana en ratones resistentes y susceptibles normales y gonadectomizados tanto hembras

como machos. *p<O.OS

PRODUCCIÓN DE IL-IO

BALB/c

C57BU6

MACHOS G. (7A) VS MACHOS (6A)

MACHOS G. (7A) VS HEMBRAS G. (8A)

MACHOS G. (7B) VS HEMBRAS G. (8B)

BALB/c VS C57BU6

MACHOS G. (7A) VS MACHOS G. (2A)

HEMBRAS (4B) VS HEMBRAS (5B)

Tabla IS.-Análisis estadístico de las variables significativas en la producción de IL-IO *

p<O.OS

BALB/c
M I MG H HG

IIL-IO - I - - -
Protección

C571BL6
M I MG H HG
- I - ++ -

Infección

Tabla 16.- Resumen del incremento en la producción de IL-IO.
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En resumen, la producción de IL-IO por macrófagos de las hembras C57BU6 se correlaciona

con la susceptibilidad a la leishmaniasis, ya que tienen significativamente mayor producción

que las hembras BALB/c a adicionalmente lesiones de mayor tamaño (Tabla 16). Asimismo,

la gonadectomía de las hembras C57BLl6 reduce la producción de IL-IO y adicionalmente

reduce el tamaño de las lesiones.

C. TLR-2

En los macrófagos de ratones BALB/c machos normales hubo mayor expresión de TLR-2 que

en los machos gonadectomizados. En ambos casos, el estímulo con LPG incrementó la

expresión de TLR-2. Los macrófagos de hembras BALB/c expresaron el doble de TLR-2 que

los macrófagos de hembras gonadectomizadas. El estímulo con LPG incrementó la expresión

de TLR-2 en ambos grupos de hembras.

.:!!
Lo<1> ,

11
~ ,

¡
I

I
I

\00

90

80

70 -

MACHOS

A B
2

BALB/c

A

HEMBRAS

5
A-M.
B-M.+LPC
c.~.....
M . HD

n =3

Fig.12.-Expresión de TLR-2 en ratones BALB/c machos y hembras normales y

gonadectomizados, estimulados y no estimulados.

Se encontró que la expresión de TLR-2 en ratones BALB/c machos es menor que en las

hembras, sin embargo al someter a ratones de ambos géneros a la gonadectomía ocurren
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fenómenos contrarios entre los géneros. Mientras que en machos incrementa la expresión de

TLR2, tanto en estado basal como estimulado, en hembras la gonadectomía disminuye su

expresión. Sin embargo en todos los casos al ser estimulados con LPG hay un incremento en

la expresión de TLR-2, siendo similar el incremento en machos gonadectomizados y hembras

normales lo cual muestra un fenómeno nunca antes reportado en el cual se demuestra, que en

ratones BALB/c, la presencia de hormonas sexuales femeninas y la ausencia de hormonas

sexuales masculinas incrementa o favorece la expresión de TLR-2 y por el contrario la

ausencia de hormonas sexuales femeninas disminuye la expresión de TLR-2.

En resumen, aparentemente las hormonas sexuales femeninas inducen la expresión de TLR-2,

mientras que la testosterona la inhibe. Adicionalmente se correlaciona la resistencia de las

hembras con la expresión aumentada de TLR-2.

D. Proliferación de células de bazo.

En este trabajo, utilizando los grupos de ratones antes mencionados, se analizó la

proliferación de esplenocitos ante un estímulo específico (LPG) y uno inespecífico (ConA),

para ver si el género determinaba las características proliferativas de esplenocitos y la

existencia de alguna relación entre la proliferación de esplenocitos con el desarrollo de la

infección.

a) Estímulo específico con LPG

Ante un estímulo específico (LPG) se observó mayor proliferación de esplenocitos en ratones

C57BU6 que en BALB/c.

En ratones BALB/c hubo mayor proliferación de esplenocitos en machos que en hembras

tanto normales como gonadectomizados.

En ratones C57BU6 normales se observó un incremento significativo en la Iinfoproliferación

de esplenocitos de las hembras sobre los machos, lo cual se revierte con la gonadectomía de

ambos, ya que en los machos gonadectomizados hubo mayor proliferación que en los

normales, y en las hembras no hubo diferencias en la proliferación de esplenocitos entre

gonadectomizadas y normales.
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PROLIFERACIÓN DE cíL. DE BAZO DE RATONES MACHOS YHEl\mRAS
BALB/c Y C57BLl6 INFECTADOS CON L mrxiuuw ESTIMULADAS CON LPG

C57

4000 -f--- ---------- - --t--- ------------ --I

3500

3000

2500

52000

1500

1000

500

o

n =3

Fig. 13.-Proliferación de células de bazo estimuladas con lipofosfoglicano (LPG) de L.

Mexicana. *p<O.OS

PROLlFERACION DE ESPLE NOCITOS

ESTIMULADOS CON LPG

BALBlc

MACHOS (1) VS HEMBRAS (5)

MACHOS G. (2) VS HEMBRAS G. (3)

C57BIJ6

HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)

MACHOS G. (7) VS HEMBRAS G. (8)

BALB/c VS C57BIJ6

MACHOS G. (7) VS MACHOS G. (2)

HEMBRAS (4) VS HEMBRAS (5)

HEMBRAS G. (8) VS HEMBRAS G. (3)

Tabla.-I7. Análisis estadístico de la proliferación de esplenocitos est imulados con LPG entre

los distintos grupos de animales *p<O.OS

En resumen se puede decir que la linfoproliferación se asocia de manera directa con la

susceptibilidad la leishmaniasis en ratones BALB/c.

41Neevia docConverter 5.1



b) Estímulo ínespecífico con ConA

Ante un estímulo inespecífico (ConA), al contrario de LPG, se observó mayor proliferación

de esplenocitos en ratones BALB/c que en C57BU6.Los ratones machos gonadectomizados,

tanto en BALB/c como C57BU6 , presentan menor proliferación de esplenoc itos que los

machos normales.

Las hembras BALB/c normales presentan mayor proliferación de esplenocitos que las

hembras gonadectomizadas. Las hembras C57BU6 gonadectomizadas tienen mayor

proliferación de esplenocitos que las hembras normales.

PROLIFERACIÓN DE CÉL. DE BAZO DE RATONES MACHOS Y HEl'dBRAS
BALB/c: Y C57BU6 INFECTADOS CON L. mexícana ESTIMULADAS CON

CONCANAVALINA A

lWJIfC CS7

140000

120000
.,. .,.

+ *'*' t
100000 *' +

o
;;; 80000 o

"" +u
60000 o

o

40000

20000

o -- Mar_ _..- H_ _N_ - _ N_ lit_

O..... ClaaMIoctoIaiul o ' ,
0....._

n =3 2 s 3 6 7 4 8

Fíg. 14.- Proliferación de células de bazo de ratones resistentes y susceptibles tanto machos

como hembras normales y gonadectomizados infectados con L. Mexicana estimuladas con

ConA. *p<O.05
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PROLIFERACIÚN DE ESPLENOCITOS

ESTIMULADOS CON ConA

BALB/c

MACHOS(1) VS MACHO G.(2)

HEMBRASG. (3) VS MACHOS G. (2)

HEMBRAS(5) VS HEMBRAS G. (3)

C57BL/6

HEMBRAS(4) VS MACHOS (6)

HEMBRASG. (8) VS MACHOS G. (7)

HEMBRASG. (8) VS HEMBRAS (4)

BALB/c VS C57BL/6

MACHOS (1) VS MACHOS (6)

MACHOSG. (2) VS MACHOS G. (7)

HEMBRAS(5) VS HEMBRAS (4)

HEMBRASG. (3) VS HEMBRAS G. (8)

Tabla.-18. Análisis estadístico de la proliferación de esplenocitos estimulados con ConA

entre los distintos grupos de animales *p<0.05

Se encontró que la proliferación de esplenocitos ante un estímulo inespecífico como es el caso

ConA es mayor en la cepa BALB/c que en la cepa C57BU6. Cabe resaltar, que en estas cepas

la respuesta ante Con A es contraria a la presentada ante LPG.

En machos gonadectomizados tanto BALB/c como C57BU6 hay un decremento en la

proliferación de esplenocitos. En BALB/c al ser gonadectomizadas tienen un decremento en

la proliferación celular. Por su parte en C57BU6 las hembras gonadectomizadas tienen un

incremento en su proliferación celular.

VI. DISCUSIÓN

A. Lesión

Se ha encontrado que las hormonas influyen sobre la función de las células del sistema

inmune, como por ejemplo los eosinófilos, macrófagos, células dendríticas y células NK

(Craig, et al. 2001) Y se ha encontrado que en algunas enfermedades hay susceptibilidad

variable, dependiendo del fondo genético. En la leishmaniasis, se ha observado que el hombre
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PROLlFERACION DE ESPLENOClTOS

ESTIMULADOS CON ConA

BALB/c

MACHOS (1) VS MACHO G.(2)

HEMBRAS G. (3) VS MACHOS G. (2)

HEMBRAS (5) VS HEMBRAS G. (3)

C57BLl6

HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)

HEMBRAS G. (8) VS MACHOS G. (7)

HEMBRAS G. (8) VS HEMBRAS (4)

BALB/c VS C57BLl6

MACHOS (1) VS MACHOS (6)

MACHOS G. (2) VS MACHOS G. (7)

HEMBRAS (5) VS HEMBRAS (4)

HEMBRAS G. (3) VS HEMBRAS G. (8)

Tabla.-18. Análisis estadístico de la proliferación de esplenocitos est imulados con ConA

entre los distintos grupos de animales *p<O.OS

Se encontró que la proliferación de esplenocitos ante un estímulo inespecífico como es el caso

ConA es mayor en la cepa BALB/c que en la cepa CS7BU6. Cabe resaltar, que en estas cepas

la respuesta ante Con A es contraria a la presentada ante LPG.

En machos gonadectomizados tanto BALB/c como CS7BU6 hay un decremento en la

proliferación de esplenocitos. En BALB/c al ser gonadectomizadas tienen un decremento en

la proliferación celular. Por su parte en CS7BU6 las hembras gonadectomizadas tienen un

incremento en su proliferación celular.

VI. DISCUSIÓN

A. Lesión

Se ha encontrado que las hormonas influyen sobre la función de las células del sistema

inmune, como por ejemplo los eosin6fi1os, macrófagos, células dendríticas y células NK

(Craig, el al . 2001) y se ha encontrado que en algunas enfermedades hay susceptibilidad

variable, dependiendo del fondo genético. En la leishmaniasis, se ha observado que el hombre
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adquiere leishmaniasis cutánea o visceral más frecuentemente que las mujeres (Magill, 1995).

Esta observación se ha podido reproducir en modelos animales. En ratones DBN2 y BALB/c

se encontró que las hembras, al contrario de los machos, no desarrollan lesiones al ser

inoculados en forma subcutánea con L mexicana. (Alexander, 1988). Al realizar un

reemplazo hormonal usando ratones gonadectomizados e implantes subcutáneos de

estrógenos o testosterona, se demostró que la resistencia de ratones DBN2 a L mexicana es

estrógeno dependiente (Alexander, el al. 1988). La presencia de estrógenos se asocia con un

incremento en la expresión de IFN-l' en hembras DBN2 (Satoskar, 1995,1998) . IFN-l' induce

la secreción de TNF-a e IL-12, y su modulación por los estrógenos ocurre mediante la

regulación del gen Sc/-2 en la región del cromosoma 4 de la cepa DBN2, que es homologa a

la región de Janus tyrosine kinases 1 y 2 (Jak l y Jak2 kinasas) en humanos (Roberts, el al.

1990). Estas kinasas fosforilan a STATI , que se inserta en el gen promotor. Este efecto

posiblemente esté mediado por receptores intracelulares a estrógenos, como los receptores de

estrógeno ERa y ER~ (Lambert, el al. 2004).

Hasta la fecha no hay reportes del efecto que ejercen hormonas sexuales masculinas y

femeninas sobre receptores de células del sistema inmune innato estimuladas con moléculas

de Leishmania. En el presente estudio se analizó el papel del género en la producción de

citocinas y en la expresión de TLR-2 de macrófagos estimulados con LPG de Leishmania

mexicana. Se analizó este efecto en macr ófagos de ratones susceptibles (BALB/c) y

resistentes (C57BU6) a la leishmaniasis.

Inicialmente logramos reproducir los modelos reportados en la literatura, encontrando que los

machos BALB/c, normales y gonadectomizados, son más susceptibles a la leishmaniasis que

las hembras BALBIc, y que la gonadectomía de las hembras las hace más susceptibles. Hasta

la fecha no existen reportes acera del papel del género en la resistencia de ratones C57BU6.

Nuestros datos revelaron que las hembras de ratones C57BU6 son más susceptibles a la

infección que los machos y al gonadectomizarlas, su susceptibilidad disminuye. Este es el

primer reporte sobre la incrementada susceptibilidad de la hembra C57BU6 sobre el macho,

lo cual es contrario a lo establecido en otras cepas de ratón, como es el DBN2 y BALB/c, en

los cuales el macho es más susceptible . En resumen, en este trabajo observamos que hay

diferencias en el tamaño de las lesiones dependientes del fondo genético de los ratones, ya

que por lo general las lesiones de los ratones susceptibles BALB/c son mayores que las de los

ratones C57BU6, que son resistentes a la leishmaniasis. Adicionalmente encontramos que

además del fondo genético, el género femenino participa de manera determinante en la

evolución del padecimiento. Por un lado las hembras BALB/c son significativamente más
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resistentes que los machos BALB/c y por otro lado las hembras C57BUó son

significativamente más susceptibles que los machos C57BUó. Ambos fenómenos son

abolidos con la gonadectomía de las hembras, lo cual revela que hormonas sexuales

femeninas ejercen efectos sobre la resistencia o susceptibilidad, dependiendo del fondo

genético del ratón. Sin embargo, se desconocen los mecanismos que participan en el

desarrollo de la enfermedad.

Una manera mediante la cual las hormonas sexuales podrían estar interviniendo en el

desarrollo de la lesión es mediante la modulación de la producción del factor inhibidor de la

migración de macrófagos (MIF). MIF induce un incremento en la inflamación y la infiltración

de células proinflamatorias. En ratones BALB/c se ha reportado que los estrógenos modulan

la curación de lesiones cutáneas al inhibir de manera local la expresión de MIF (Ashcroft, et

al 2003) y este fenómeno es reversible al gonadectomizar a las hembras. Lo anterior

concuerda con los datos obtenidos en este trabajo, ya que las hembras BALB/c presentaron

menor tamaño de lesión que las hembras BALB/c gonadectomizadas.

En el caso de las hembras C57BUó, aun se desconocen los factores responsables de la

susceptibilidad. En el presente trabajo analizamos citocinas y receptores TLR-2 en

macrófagos de ratones de distinto fondo genético y género, para analizar si estos factores

influyen la inmunomodulación ejercida por LPG de Leishmania.

B. Citocinas

El análisis de la citocina TNF-a reveló que la producción basal por macrófagos de machos

BALB/c y C57BUó es significativamente mayor que la de las hembras de ambas cepas. Sin

embargo, las hembras de ambas cepas responden más intensamente al estímulo con LPG,

incrementando su producción de TNF-a a niveles significativamente mayores que los machos

de ambas cepas. Dado que las hembras de ambas cepas de ratón produjeron la misma cantidad

de esta citocina, pensamos que TNF-a posiblemente no participe en la resistencia a la

leishmaniasis, ya que las hembras C57BUó son más susceptible a la leishmaniasis que las

hembras BALB/c a pesar de que ambas producen la misma cantidad de TNF-a. Llama la

atención que en la cepa C57BLló, las hormonas sexuales femeninas aparentemente inhiben la

producción de TNF-a en mayor grado que en ratones BALB/c, ya que la gonadectomía

incrementó la producción de esta citocina significativamente más en hembras C57BUó que

en hembras BALB/c. Al gonadectomizar a la hembras C57BU6, el efecto inhibitorio es

elim inado y los niveles de TNF-a incrementan mucho, induciendo un efecto protector ya que

hembras C57BU6 gonadectomizadas presentaban lesiones significativamente menores que
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las hembras BALB/c gonadectomizadas. Aparentemente los niveles incrementados de TNF-a

en hembras C57BU6 gonadectomizadas se asocian con la protección de estos animales. En

resumen, hormonas sexuales femeninas inhiben la producción de TNF-a por macrófagos, y

esta inhibición es mas intensa en hembras C57BU6 y posiblemente sea la causa de la

susceptibilidad aumentada a la leishmaniasis. La gonadectomía elimina a las hormonas

sexuales, incrementa la producción de TNF-a y reduce la susceptibilidad del ratón a la

leishmaniasis.

A diferencia de esto, el análisis de IL-12 p40 reveló que esta citocina es inducida por

hormonas sexuales femeninas en ratones con fondo genético BALB/c. Es inhibida por

testosterona, ya que la gonadectomía de los machos incrementó la producción de IL-12 p40.

La producción de IL-12 p40 parece correlacionarse con la resistencia a la leishmaniasis

observada en hembras BALB/c y machos C57BU6.

Por otro lado, la incrementada producción de IL-IO por macrófagos de las hembras C57BU6

se correlaciona con su susceptibilidad a la leishmaniasis, ya que tienen significativamente

mayor producción que las hembras BALB/c, aunado a lesiones de mayor tamaño.

Aparentemente en hembras C57BU6 las hormonas sexuales femeninas estimulan la

producción de IL-IO ya que la gonadectomía de las hembras C57BU6 reduce la producción

de IL-I OYadicionalmente reduce el tamaño de las lesiones .

c. TLR-2

El análisis de TLR-2 reveló que aparentemente hormonas sexuales femeninas inducen la

expresión de TLR-2 en hembras BALB/c, ya que la gonadectomía de las hembras inhibe su

expresión. Por otro lado, la testosterona inhibe la expresión de TLR-2 y la gonadectomía de

los machos estimula su expresión, igualándola a la de las hembras. En resumen,

aparentemente las hormonas sexuales femeninas inducen la expresión de TLR-2 en ratones

hembras BALB/c, lo cual se correlaciona con su resistencia mientras que testosterona inhibe

la expresión de TLR-2, lo cual se correlaciona directamente con la susceptibilidad de los

machos BALB/c a la leishmaniasis. Será interesante analizar estos receptores en la cepa

resistente C57BU6.

Receptores de reconocimiento de patrones moleculares, como los receptores tipo Toll (TLRs)

en vertebrados, están íntimamente relacionados en la mediación de la respuesta inmune innata

del hospedero (Klein, et al. 2004). También se relacionan con la infección y sirven como un

puente entre la inmunidad innata y la adquirida. Hasta la fecha no existen reportes sobre la

expres ión de TLR-2 en ambos géneros así como el efecto que ejerce el género sobre la
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expresión. Se ha postulado su posible influencia de la respuesta dimórfica observada en esta

infección (Klein, el al. 2004).

En este estudio se observó que la estimulación de TLR-2 con LPG incrementa su expresión,

lo cual concuerda con datos reportados en la literatura (Becker, el al. 2003). Sin embargo, el

presente trabajo permitió ampliar los conocimientos en este campo, ya que encontramos que

hormonas sexuales femeninas participan en la inducción de la expresión. Adicionalmente

encontramos que la expresión incrementada de TLR-2 en hembras BALB/c se correlaciona

con la mayor producción de IL-12p40 y una mayor resistencia a la infección por Leishmania.

Se ha descrito que la activación de TLR-2 desencadena una cascada de señalización que

provoca la fosforilación de factores de transcripción como NFl(-B lo cual promueve la

transcripción de citocinas proinflamatorias. Seria importante analizar si las diferencias en la

expresión de TLR-2 asociada a las hormonas sexuales también se asocian a alteraciones en la

vía de señalización. Todo parece indicar que los estrógenos son el factor determinante en la

modulación de la expresión de TLR-2. Interesantemente, en los machos gonadectomizados la

expresión de TLR-2 aumenta con respecto a machos normales y esto correlaciona con un

incremento en la producción de IL-12p40 y con una mayor resistencia a la infección.

D. Linfoproliferación

En este trabajo, adicionalmente se analizó la proliferación de esplenocitos para ver si el

género determinaba las características proliferativas de esplenocitos, así como la existencia de

alguna relación entre la proliferación de esplenocitos y el desarrollo de la infección.

Se ha sugerido que las hormonas esteroides sexuales juegan un papel importante en la

respuesta inmune regulando la proliferación y/o activación linfocitaria a través de receptores

nucleares, lo que depende del tipo, el número de receptores expresados y la estabilidad de su

unión al ligando (Johnson, el al. 1997, Verthelyi, 2001).

Nuestros resultados mostraron que en la cepa BALB/c, la proliferación de esplenocitos fue

mayor en machos que en hembras al ser estimulados con un estímulo específico. En el caso de

C57BU6 no se observa una respue sta diferenciada entre hembras y machos. La

linfoproliferación inducida por LPG posiblemente esté asociada con las células CD4+ NKT,

que pueden reconocer glicoIípidos presentados por moléculas CDI a través de sus receptores

Tyo. Se ha observado que las células NKT son esenciales para la protección contra la

infección a L majar en ratones genéticamente resistentes DBN2 y C57BU6 (Ishikawa, el al.

2000 ). Las moléculas CD 1d son las únicas moléculas en ratón descritas hasta el momento

capaces de presentar lípidos (Amprey, el al. 2004). Estas moléculas se encuentran en células
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dendríticas y en menor medida en macrófagos y cé lulas B (Park y Bendelac 2000). Existen

reportes del reconocimiento por parte de las molécu las CD Id de LPG de Leishmania

donovani en hígado de ratón de hembras BALB /c y C57BU6 (Arnprey, el al. 2004). La

activación de las células NKT inducen la producción de IFN-y, esto produciría una respuesta

antile ishmania de tipo Thl en las cepas infectadas (Amprey, el al. 2004). Esto concuerda con

los resultados obtenidos en la cepa C57BU6, ya que presenta altos niveles de proliferación

celular, que posiblemente son células NKT . En BALB/c se sabe que las células NKT inducen

el progreso de la infección, al menos en L major mediante la secreción de IL-4, lo que

induciría una respuesta Th2 (lshikawa . el al. 2(00). En nuestro estudio la proliferación celular

fue mayor en machos, los cuales fueron más susceptibles. Queda por explorarse si la

linfoproliferación observada en machos BALB/c está asociada con una mayor secreción de

IL-4.

Otra característica importante de las célu las NKT es la producc ión de la proteína Heat-Shock

de 65 kDa (HSP65), cuya mayor expresión es esencia l para la resistencia de las cepas DBAl2

y C57BU6 (lshikawa, el al. 2000). Se sabe que varias proteínas Heat -Shock pueden inducir la

activación de TLR-2 (Akira, 2003). En BALB/c esta proteína se expresa a bajos niveles. En

macrófagos esta proteína es esencial para iniciar una inmunidad protectora contra patógenos

intracelulares como L major previniendo la apoptósis de los macrófagos infectados

(Ishikawa, el al. 2000). Esto también podría ser un factor modulador en la respuesta a la

infección.

Con los datos obtenidos en este trabajo podemos llegar a las siguientes conclusiones:
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VII. CONCLUSIONES

~ Depend iendo del fondo genético del hospedero, los estrógenos pueden ejercer un

efecto estimulante (BALB/c) o inhibitorio (C57BU6) sobre células del sistema

inmune innato, modificando la evolución clínica de ratones infectados con Leishmania

mexicana.

~ La testosterona no modifica la evolución clínica en machos de ambas cepas de ratón

(BALB/c y C57BU6).

~ La resistencia significativa de las hembras BALB/c a la infección por L mexicana se

asocia con un incremento significativo en la producción de IL-12p40 y TLR2 por sus

macrófagos.

~ La susceptibilidad significativa de hembras C57BU6 a la infección por L mexicana se

asocia con un incremento de IL-IO y disminución de IL-12p40 por sus macrófagos.

~ La resistencia de hembras C57BU6 gonadectomizadas se asocia con un incremento

significati vo de TNF-a y disminución de IL-IO.

~ La Iinfoproliferación de esplenocitos inducida por LPG posiblemente corresponda a

células NKT, que reconocen a glicolípidos presentados por moléculas CDI , y que

pueden producir tanto citoc inas Thl como Th2 .

~ Las hormonas sexuales femen inas posiblemente modulen a las células NKT de manera

distinta, dependiendo del fondo genético.
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