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RESUMEN

La leishmaniasis es producida por un parésito protozoario flagelado, del género Leishmania,
que infecta macréfagos. Estudios en ratones machos DBA/2 muestran que los machos son
mds susceptibles a la infeccién subcutdnea con L. mexicana que las hembras, y que la
susceptibilidad depende fuertemente de los niveles hormonales, que a su vez regulan la
expresion de diferentes citocinas. En ratones hembras gonadectomizadas DBA/2 disminuye la
resistencia a la infeccién por L. mexicana. Sin embargo, los efectos protectores de los
estrogenos no son aplicables a todos los modelos experimentales con Leishmania. Se
desconoce el efecto del género en la infeccién de ratones BALB/c y C57BL/6 con L.
mexicana. En el presente trabajo se analizé el efecto del género sobre la produccién de
citocinas y la expresion de TLR2 en macr6fagos, asi como las caracteristicas de
linfoproliferacién de esplenocitos en ratones de distinto fondo genético como BALB/c y
C57BL/6, estimulados con LPG de Leishmania mexicana.

En BALB/c, los machos presentaron lesiones mayores a las hembras, y en ratones C57BL/6
ocurrié el efecto contrario, siendo las hembras mas susceptibles que los machos. El efecto de
la gonadectomia tuvo efectos contrarios en machos y en hembras. Mientras que los machos
gonadectomizados no presentaron cambios en la evolucién del padecimiento, las hembras de
ambas cepas modificaron su susceptibilidad a Leishmania. La resistencia a la infeccién por
Leishmania de hembras BALB/c se correlacioné con un incremento en TNF-a, IL-12 y
TLR2. La susceptibilidad en hembras C57BL/6 se correlacioné con un aumento de IL-10 y
ausencia de produccién de IL-12. Macréfagos de machos BALB/c, estimulados con LPG,
incrementan su expresién de TLR2, lo cual fue mayor en machos gonadectomizados. En
macréfagos de hembras BALB/c, el estimulo con LPG increment6 la expresién de TLR-2, al
ser gonadectomizadas, disminuye significativamente la expresiéon de TLR2, tanto en estado
basal como estimuladas con LPG. Los ensayos de linfoproliferacién de los esplenocitos
mostraron que los machos presentan mayor proliferacién que las hembras de ambas cepas de
ratén, cuando son estimulados con LPG de Leishmania. Al ser gonadectomizados, los
machos y las hembras disminuyeron su capacidad de proliferar. El estimulo del mit6geno
ConA indujo mayor proliferacion en machos BALB/c que en hembras. Al ser
gonadectomizados, machos y hembras disminuyeron su indice proliferativo.

Dependiendo del fondo genético del hospedero, los estrégenos ejercen un efecto estimulante
(BALB/c) o inhibitorio (C57BL/6) sobre células del sistema inmune innato, modificando la
evolucién clinica de la infeccién con Leishmania mexicana. La testosterona no modifica la
evolucién clinica en machos BALB/c y C57BL/6. La resistencia significativa de las hembras
BALB/c a la infeccién por L. mexicana se asocia con un incremento en la produccién de
TNF-a, IL-12 y TLR2 por sus macréfagos. La susceptibilidad significativa de hembras
C57BL/6 a la infeccién por L. mexicana se asocia con un incremento de IL-10 y disminucién
de IL-12 por sus macréfagos. La linfoproliferacion de esplenocitos inducida por LPG
posiblemente corresponda a células NKT, que reconocen a glicolipidos presentados por
moléculas CD1, y que pueden producir tanto citocinas Th1 como Th2. Las hormonas sexuales
femeninas posiblemente modulen a las células NKT de manera distinta, dependiendo del
fondo genético.

1. INTRODUCCION



A. Leishmaniasis

a) Generalidades

La leishmaniasis es una enfermedad provocada por un organismo protozoario flagelado
perteneciente al género Leishmania (pardsito intracelular obligatorio que infecta macréfagos),
cuyas distintas manifestaciones clinicas dependen tanto de la especie de Leishmania (Fig. 1)
que estd infectando como de la respuesta inmune del huésped. La transmisién de la

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

Leishmania.
SUPEREINO: Eukaryota GRUPO ESPECIE
Euglenozos
ORDEN: Kinetoplastida (" Leishmania acthiopi {¢
Leishmania donovani { Leishmania donovani
Leishmania infantum { Leishmania infantum
SUBGENERO
T Leishmania major
GENERO Leishmania { datshonisis oy Leishmania cf. major
SUBESPECIE
[ Blastocrithidia Leishmania amazonensis
T Leishmania enriertii Leishmania mexicana mexicana
Leishmania mexicana T
Leishmania mexicana
Crithidia Leishmania pifanoi Leishmania mexicana venezuelensis
\_ Leishmania iropica { Leishmania iropica
Endotrypanum
Leishmania adleri
Leishmania de Teiahosa e
Herpetomonas Iguanas Leishmania hoogsiraali
FAMILIA Leishmania tarentolae Leishmania braziliensis
Leishmania colombiensis
s - TR 5
Leishmania peruviana
Leishmania garnhami
Lepiomonas
Leishmania guyanensis
— T — AR 5
Trypanosoma Leishmania shawi
Leishmania lainsoni o Leishmania lainsoni
Wallaceina
\_ Leishmania naiffi o Leishmania naiffi
\ Trypanosomatidae Leishmania arabica
k g A o f
Leishmania gerbilli
Leishmania guliki
Leishmania herreri
Leishmania hertigi
Leishmania killicki
Leishmania turanica
Leishmania sp.
Leishmania sp. AM-2004
Leishmania sp. MHOM/MQ2/MAR]

\ Leishmania sp. SA-2000

Fig.1.- Taxonomia de Leishmania. Tomado de www.ncbi.nlm.nih.gov



B. Ciclo biolégico

En la infeccion 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 comin, Psychodopygus; en ambos casos es la
hembra la portadora del parasito (Grevelink y Lerner, 1996).

Existen dos razones por las cuales se cree que es necesaria la presencia de la mosca y no otro
artropodo para la transmision de la Leishmania. En primer lugar es debido a que las
condiciones del tracto digestivo de la mosca tienen las caracteristicas adecuadas para el
desarrollo de una fase del ciclo de vida del parasito, asi como también debido a que ciertos
componentes de la saliva como un péptido vaso dilatador llamado Maxadilan, permiten el
desarrollo de la lesion por Leishmania. En la naturaleza, una mosca puede inducir una lesion
inoculando entre 10 y 100 parasitos en el 75% de los casos, y entre 100 y 1000 parasitos el
20%, asi como entre 1000 y 3000 en el porcentaje restante, ademas de la saliva (Warburg y
Schlein, 1986).

: ~_‘d
epuuiizedeel

A\ = intective Stage
£\ = Diagnostic Stage

Fig.2.- Ciclo de vida la Leishmania. Tomado del Center for Disease Control



El ciclo biolégico de la Leishmania esta vinculado intimamente con el ciclo de transmisién de
la infeccién, ya que requiere de un artrépodo como vector, en este caso la mosca hembra de
los géneros anteriormente mencionados y un reservorio zoonético mamifero, donde se
incluyen mamiferos domésticos y silvestres dentro de los cuales se encuentran perezosos,
mapaches, tejones, tlacuaches, roedores, osos hormigueros, zorros y perros, y donde el

humano es un hospedero accidental (Lezama e Isaac, 1995).

El pardsito tiene dos formas distintas durante su ciclo de vida, una forma extracelular
flagelada llamada promastigote y otra forma no flagelada, intracelular obligada, llamada
amastigote. Durante la picadura, la mosca inyecta su saliva conteniendo la forma infectante
de la Leishmania, el promastigote. El promastigote es fagocitado por los macréfagos, donde el
pardsito reside en el fagolisosoma, ahi se transforma en la forma redonda no flagelada llamada
amastigote y prolifera por fisién binaria a pesar de la presencia de enzimas lisosomales.

Cuando otra mosca se alimenta de un huésped infectado, los amastigotes presentes en los
macréfagos de la sangre son introducidos al tracto digestivo de la mosca en donde se

transforma una vez mds en promastigote, continuando asi el ciclo (Grevelink y Lerner, 1996).

C. Cuadros clinicos

Dependiendo de la especie o subespecie de Leishmania, asi como de la respuesta inmune del
huésped, se puede producir una infeccién cutidnea, mucotdnea o visceral. La infeccién
puede estar restringida a la piel en la leishmaniasis cutdnea, también limitada a la membrana
mucosa en la leishmaniasis mucosa, o bien, dispersa sobre el sistema reticuloendotelial como
en la leishmaniasis visceral.

La leishmaniasis cutdnea es la forma mas frecuente del padecimiento, puede presentarse en

cuatro formas clinicas de caracteristicas inmunolégicas y de pronésticos opuestos.

» Leishmaniasis Cutinea Localizada (LCL).

En México se le conoce como la “dlcera de los chicleros”, afecta principalmente las zonas
descubiertas del cuerpo como los brazos, el cuello y la cara. La leishmaniasis del nuevo
mundo se presenta cominmente con una lesién solitaria 6 lesiones miiltiples que tiende a
ulcerarse en forma redondeada y de bordes hipertréficos, su base es granulomatosa e indolora
y de bordes indurados, que aparece en promedio de una a semana a 3 meses después de la

incubacién. Los pacientes con LCL ocasionalmente curan espontdneamente en un lapso de 6



meses a dos afios, excepto cuando la lesién se da en el pabell6én auricular, donde es crénica y
mutilante. Este padecimiento es causado principalmente por L. b. braziliensis, L. b.
guyanensis, L. b. panamensis, L. m. mexicana, L. m. amazonensis y L. donovani chagasi

(Grevelink y Lerner, 1996).

» Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD)

Es una variante anérgica de la leishmanisasis cutdnea, ya que se caracteriza por la falta de
respuesta del sistema inmune celular hacia antigenos de Leishmania, permitiendo la
diseminacién del pardsito en toda la piel a través del desarrollo de lesiones nodulares llenas de
pardsitos, (similar a lepra lepromatosa) con excepcién del cuero cabelludo. En esta forma
clinica, el parésito se disemina lentamente por el liquido tisular, por la linfa o por la via
sanguinea. La enfermedad no invade érganos internos y responde parcialmente al tratamiento,
sin embargo frecuentemente se vuelve crénica; esta enfermedad es provocada por L.

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

» Leishmaniasis Recidivans (LR)

La leishmaniasis recidivans o leishmaniasis recurrente, se refiere al desarrollo de nuevas
lesiones en el centro o la periferia de una cicatriz de una lesién aguda de leishmaniasis ya
sanada que cominmente presentan pipulas eritematosas. La actividad de la enfermedad
estd confinada a la cicatriz y 4reas contiguas.

Las lesiones tienden a ser resistentes al tratamiento y convertirse en crénicas. El mecanismo
postulado para la enfermedad recurrente es la reactivacién de organismos “latentes”, con un
periodo de dormancia de entre 1 y 15 afios (Grevelink y Lerner, 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 reinfeccién exégena en la
reactivacion de la enfermedad.  Es originada principalmente por L. braziliensis (Grevelink y

Lerner, 1996).

» Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

El 50 % de los pacientes inician con lesiones mucocutdneas dentro de los 2 afios de la lesion
cutdnea inicial, y un 90% en 10 afios. La leishmaniasis mucocutinea se presenta inicialmente
como una lesién cutdnea que posteriormente se disemina. Se caracteriza por la aparicién en el
septum nasal, el cual se inflama, se infiltra y subsecuentemente se perfora. La enfermedad

tiene una predileccién por la parte distal del cartilago de la nariz, la invasién del tracto



respiratorio, incluyendo la laringe, la traquea y los bronquiolos, donde pueden desencadenar
una respiracién dificil, asi como dificultad para pasar alimentos. ~ De hecho la malnutricién
y neumonia aguda son las principales causas de muerte en pacientes con LMC. Los factores
que se encuentran asociados con el desarrollo de la infeccién son el género masculino,
grandes o miiltiples lesiones primarias que pueden durar mds de un afio, asi como un
inadecuado tratamiento de las lesiones primarias en la piel. Estd reportada en el nuevo mundo

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

» Leishmanisis Visceral (LV)

También conocida como Kala-azar, es una enfermedad sistémica causada por la diseminacién
de L. donovani a través del sistema reticuloendotelial. Las principales sefales y sintomas
incluyen fiebre, linfadenopatia, emaciacion, pancitopenia e hipergamaglobulinemia (Velasco
et al, 1991).

La lesi6én primaria de la LV es una pequeiia papula 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 espontineamente 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 Africa, afecta diferentes
partes del cuerpo dependiendo de la regién en la que se presente el caso, por ejemplo en
Africa 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. Interaccién del género y la Leishmania con el sistema inmune

La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades que despliegan un amplio rango de
manifestaciones clinicas en humanos, dependiendo en parte de la especie de parésito que
inicia la infeccién asi 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



la lesién 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 infeccién.

La eliminacién eficaz de los pardsitos de Leishmania intracelulares requiere de la
participacién de células y citocinas de la respuesta inmune innata y adaptativa. Las lesiones
que sanan espontidneamente estdn asociadas con una respuesta antigeno-especifica positiva en
células T. Las enfermedades cutdneas difusas y viscerales se asocian con la respuesta
negativa de las células T y la enfermedad mucocutdnea con una hiperrespuesta de las células

T (Grevelink y Lerner, 1996).

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

estimulo pro-inflamatorio (Reiner, et al. 1994).

El macréfago activado desempefia una triple funcién: célula hospedera, presentadora de
antigenos y célula efectora, con capacidad de eliminar el parésito principalmente mediante la
produccién de 6xido nitrico (NO). Los macréfagos fagocitan al pardsito mediante receptores
que reconocen estructuras moleculares asociadas a organismos pat6genos (PAMPs). En la
Leishmania, €l mas importante es el lipofosfoglicano (LPG) (Fig. 3), que consiste de un
anclaje de membrana de un glucosil fosfatidilinositol (GPI) tipo 2 (motivo Manoal-3Manaol -
4GlcNal-6PI) (Ferguson, 1999), que se adhiere a un largo dominio de disacaridos
fosforilados repetidos, que contiene modificaciones especie-especificas y es complementado
por un oligosacdrido neutral (Becker et al. 2003).  La caracteristica sobresaliente del LPG,
(Fig. 3) es la regién repetida de disacaridos fosforilados que contiene en su estructura
multiples unidades de PO4-6Gal (B1,4)Man(al) unidos por medio de un centro de
fosfosacdridos a un anclaje 1-0O-alkil-2-lyso-fosfatidil(myo)inositol (Becker et al. 2003). Los
receptores que participan durante esta fase incluyen los receptores fagociticos. Los receptores
TLR-2 (receptor tipo Toll 2) también reconocen LPG y activan genes de citocinas

proinflamatorias (TNF-o, IL-12 e IL-1) (Becker et al. 2003).
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Fig. 3.- Estructura esquematizada del LPG de promastigotes de Leishmani. Tomado de Turco

y Descoteaux, 1992.

E. Receptores tipo Toll

El descubrimiento de la familia de los TLRs comienza con la identificacién del receptor Toll,
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 algin
componente estd ausente durante este proceso genético, no se desarrollan los tipos celulares
laterales o ventrales. Estudios subsecuentes revelaron que Toll también tiene un papel
esencial en la respuesta inmune innata de los insectos contra infecciones fiingicas en etapas
adultas. El papel de Toll en la sefializacién de la respuesta inmune de Drosophila es inducir
una respuesta contra infecciones microbianas y una de ellas es la induccién transcripcional de
una serie de genes codificadores de péptidos antimicrobianos, que incluyen elementos xB, y
sugieren que proteinas como NF-xB/Rel podrian ser activadores de la respuesta inmune en
insectos. Dorsal, Dif y Relish son proteinas nucleares en Drosophila, que regulan la
transcripcion a través de sitios kB, por lo que se consideran proteinas activadoras en respuesta
a infecciones. Experimentos subsecuentes mostraron que proteinas como: Spitzle, Toll, Pelle,
Tube y Cactus son requeridas para la rdpida induccién transcripcional de la codificacién de
genes para un péptido antimicrobiano, Drosomicina, en respuesta a infecciones. (Akira, S.

2003).
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Los TLR (Toll-like receptor) son receptores celulares iniciadores de respuestas inflamatorias
contra patégenos (Fig.4). Hasta la fecha han sido identificados once receptores tipo toll en
mamiferos. Estos receptores fueron relacionados con la sefializacién hacia el factor de
transcripcién xB (NF-xB) que regula la transcripcién de varios genes envueltos en la
respuesta inmune, por esto son considerados importantes reguladores de la inmunidad. Se
demostré la funcién de los TLRs como receptores de reconocimiento ante diversos patégenos
y ligandos virales, asf como el control de numerosos aspectos de la respuesta inmunes innata

y adaptativa. (Lemaitre, B. 2004).

Lipoproteins LPS Imidazoquinolines
Peptidoglycan HSPs (anti viral compounds)
Zymosan Double- - Tayq) Bacterial DNA
randed Flageliin (CpG DNA)
RNA l v

TLR2 + TLR TLR4 TLR5 TLR7 TLR9
TLRX Current Opinion in Immunoclogy

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

Los receptores TLR son glicoproteinas 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 y 6 mientras que, otros como el TLR-7 y 9 se encuentran secuestrados en compartimentos

intracelulares.

A excepcién del TLR-8 y 10, ya han sido identificados ligandos especificos para los
diferentes receptores tipo toll, por ejemplo: lipoproteinas triaciladas para el TLR-1,
peptidoglicanos, en su mayoria componentes de pared en bacterias Gram-positivas para TLR-
2, ARN de doble cadena, €l cual se generado en el ciclo de vida de virus de ARN, para TLR-
3. Lipopolisacdridos (LPS), componente de la pared de bacterias Gram-negativas, son
ligandos para TLR-4; flagelina, un componente del flagelo bacterial, para TLR-5;
lipoproteinas 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 caracteristica de los ECDs llama la atenci6n 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 ligandos especificos 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 compartimiento

intracelular donde estos pueden reconocer al patégeno.

- LRR amino terminal
)
Exiraceliular ‘; Inserciones en la posicion 10

%_u Regién no identificadal |

Inserciones en la posicion 15
’ LRR carboxilo terminal

TRENDE W FoRgy

Fig. 5 Receptor tipo toll (TLR) Tomado de Bell, ez al. 2003

Se ha sugerido que los TLRs estdn formados por un esqueleto bésico en forma de herradura
solenoide que contiene hojas B-plegadas sobre su superficie, asi como numerosas inserciones
de unién a ligandos (Figura 5). Estas inserciones junto con las hojas B-plegadas podrian
propiciar una superficie de unién que esta 10 veces més plegada en drea que las superficies de
unién en otro tipo de receptores.

Ademids de las regiones LRR, los TLRs se caracterizan por la presencia de una regi6n
intracelular o citoplasmética denominada Toll/IL-1 receptor family (TIR), dado este nombre

por la homologia que esta region tiene con el receptor de IL-1.
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La estimulacién de los TLRs por estos ligandos activa una cascada de sefializacion, la cual
culmina en la produccién de citocinas pro-inflamatorias y la subsecuente respuesta inmune.
La cascada de sefializacién rio 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, lipoproteinas,
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
formacién de heterodimeros entre TLR-2 y otros TLRs como TLR-1 y TLR-6 que reconocen
las diferencias estructurales entre lipopéptidos bacterianos y lipopéptidos de hongos. Los
peptidoglicanos pueden ser reconocidos por un homodimero de TLR-2 o un heterodimero de

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

Bacterial lipopeptide (Pam3CSK4)
o %? Epopeptide '
g @ o
MMA)OLO TLR?
RS EE gﬁ
3
e 1 CNCIRERE :
"o Current Opiion In Immunoiogy

Fig. 6 Reconocimiento de ligandos via TLR2 por la formacién de heterodimeros con TLR1 y
TLR6. Tomado de Yamamoto, et al. 2003.

En macréfagos, la activacién de TLR-2, envia una sefial de transduccién a componentes de la
cascada de sefializacién como MyD88, IRAK y TRAF®6, entre otros, que resulta en la

produccién de IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-ct) y NO (Arbibe, et al. 2000). El
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temprano reconocimiento de patégenos por las células capaces de sintetizar IL-12 y TNF-a es
crucial para el adecuado control de patégenos intracelulares como L. major (Sacks y Noben-
Trauth, 2002).

G. Activacion del macroéfago.

El andlisis de las citocinas en tres diferentes formas clinicas de LC sugiere que el sistema
inmune del huésped juega un papel inmunoregulatorio en la expresién de la enfermedad.
En la LCL la citocina importante es la IL-12 asi como interferén gamma (IFN-7y), mientras
que en la LMC y la LCD, las citocinas que predominan son IL-4 e IL-10 (Grevelink y Lerner,
1996).. Estos datos se relacionan con estudios de leishmaniasis en modelos murinos en
donde la produccién de IL-12 e IFN-y median la curacién de la enfermedad mientras que IL-4
e IL-10 estén asociadas con la progresién y diseminacién de la enfermedad (Grevelink y
Lerner, 1996). Se ha encontrado también que la LPG induce en el macréfago la produccién de
grandes cantidades de IL-10 y suprime la produccién de IL-12, al igual que en enfermedades
crénicas (Sacks y Noben-Trauth, 2002).

Luego del contacto con los antigenos expresados en la membrana del macréfago infectado
con el parésito, y dependiendo del tipo de célula presentadora de antigeno, de los niveles de
citocinas endégenas y de la naturaleza del antigeno reconocido, las células T ayudadoras
CD4+ proliferan y secretan un patrén 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 er al. 1993).  Se sabe que la cantidad de antigeno o la forma
de presentacién de éste y el tipo de célula presentadora pueden definir el tipo de respuesta
inmune. Sin embargo atin se desconocen los factores exactos que dirigen o determinan la

expansién de una u otra subpoblacién de células T ayudadoras (Th).

El subtipo de células, llamadas células T ayudadoras tipo 1 (Th1), producen IL-12 (que inhibe
la respuesta Ty,2 temprana), IFN-y y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) que participan en
la regulaci6n del granuloma y aumentan la respuesta inmune mediada por células. Ademés
del TNF-o, receptores como IFN-yR, factores de transcripcion como T-bet y STAT4 o
moléculas co-estimuladoras (CD40-CD40L), promueven la curacién de la lesién. Alguna
falla en esta respuesta, ya sea en la expresion del receptor de IL-12 o porque el pardsito se

disemina por tejidos que preferentemente desarrollan una respuesta Ty2, la respuesta Ty2 se
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mantiene y domina la evolucién clinica de la enfermedad, aunque también ayudan la
presencia de citocinas de tipo T2 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-10 e IL-13 (Cox y Liew,
1992) las cuales aumentan la respuesta humoral e inhiben algunas respuestas mediadas por
células, resultando en la diseminacién de la enfermedad.

Es comiin que en humanos, las células de tipo Th2 predominen durante la etapa temprana de
la infeccién, mientras que las células de tipo Th1 son més importantes en la fase de curacién.
Esto podria indicar que la inmunidad protectora en contra de la Leishmania es dependiente de
la citocina IL-12, asi como de IFN-y que proporciona proteccién al estimular la expresién de
la 6xido nitrico sintasa inflamatoria (NOS2) y produccién de 6xido nitrico (NO) en
macréfagos (Solbach y Laskay, 2000).

Se conoce que las moléculas de superéxido producidas por los macréfagos son importantes
para la respuesta del huésped a la Leishmania, y se sabe que la forma inducible de NO
sintetasa (iNOS) estd asociada con la resistencia a la infeccién por Leishmania en ratones y
que el NO mismo es leishmanicida. ~ Algunos estudios mencionan el papel que juega una
respuesta Th2 y la produccién de IL-4 en la inhibicién de la produccién de INF-y, asi como
IL-10 y TGF-B. La inhabilidad de generar una respuesta Th1 resulta en una susceptibilidad a
la enfermedad (Solbach y Laskay, 2000).

H. Género y respuesta inmune a la infeccion por Leishmania

Estudios epidemiol6gicos indican que la leishmaniasis ocurre més frecuentemente entre el
género masculino que en el género femenino (Armijos, e al. 1997; Jones, et al. 1987). Por lo
general, el hombre estd reportado que adquiere leishmaniasis cutdnea o visceral mas
frecuentemente que las mujeres (Magill, 1995), es decir que el género puede influir en el
curso de la infeccién con especies de Leishmania y que tanto las hormonas femeninas como
masculinas pueden mediar la resistencia o susceptibilidad a la infeccién, indicando una
modulacién en la respuesta Th1-Th2 influenciada por las hormonas sexuales masculinas y
femeninas. Se ha encontrado que las hormonas influencian la funcién de todas las células del
sistema inmune, como por ejemplo los eosindfilos, macréfagos, células dendriticas y células
NK (Craig, et al. 2001).
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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 mayoria de las infecciones
provocadas por Leishmania con respecto a las hembras (Craig, et al. 2001).

En modelos de ratones y hdmsters, se ha encontrado que los machos son més susceptibles que
las hembras a la infeccién por Leishmania. ~ También se ha reportado que la testosterona
tiene un efecto inhibidor sobre la produccién de INF-v, la cual es requerida para la activacién
del macréfago y la subsecuente curacién de la infeccién por Leishmania (Grevelink y Lerner,
1996).

Por otra parte, las funciones efectoras en macréfagos influenciadas por estrégenos incluyen a
la fagocitosis, la cual es estimulada por esta hormona asi como la produccién de
intermediarios reactivos de oxigeno, al contrario de intermediarios de nitrégeno, los cuales
son desregulados.

Los macréfagos como células procesadoras o presentadoras de antigenos, 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 macréfagos de grupos tratados con testosterona mostraron un
incremento en la fagocitosis del pardsito L. donovani y tuvo mayores niveles de infeccién que
los controles no tratados (Zhang, et al. 2001). Sin embargo estudios previos muestran pocos o
ningun receptor para testosterona en los macréfagos (Gulshan er al. 1990; Benten ez al. 1997),
por lo que se crefia que la testosterona podria unirse a receptores de membrana no
convencionales de los macréfagos (Benten et al. 1997,1999), lo cual ha sido demostrado al
encontrarse que los macréfagos responden a receptores de membrana para testosterona (RMT
6 mAR en inglés), los cuales estdn acoplados a la fosfolipasa C por medio de proteinas G
sensibles a la toxina pertussis (PTX). La testosterona hace que las células respondan con un
rdpido incremento en las concentraciones de calcio inducido [Caz"](i) (Wunderlich, et al.
2002; Benten, et al. 2004).

Esto apoya la idea de que la testosterona ejerce un efecto directo sobre el macréfago para
modular su infeccién por L. donovani y no por el efecto directo de la L. donovani sobre el
macréfago (Zhang, et al. 2001).

También se ha encontrado que los macréfagos murinos después de ser estimulados con LPS y
tratados con 17B-estradiol, han mostrado menor produccién de IL-la, IL-6 y TNF-q,

mientras que IL-10 e IL-12, asi como la produccién de proteinas proinflamatorias en
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macréfagos, fue inalterada. Estos efectos se cree, estdn asociados con un decremento en la
unién de NFxB inducido por LPS (Craig, et al. 2001).

Hay evidencias que indican que los estr6genos inhiben la produccién de las citocinas
proinflamatorias Thl, tales como IL-12, TNF-alfa e IFN-gamma, mientras que estimulan la
produccién Th2 de las citocinas antiinflamatorias, tales como IL-10, IL-4, y TGF-beta
(Salem, 2004).

Ratones DBA/2 machos mostraron una mayor susceptibilidad a la infeccién subcutdnea con
L. mexicana que las hembras (Alexander, 1988). Otros estudios muestran que la
susceptibilidad a L. major o L. mexicana depende fuertemente de los niveles hormonales que
a su vez regulan la expresién de diferentes citocinas (Alexander y Stimson, 1988; Krishnan, ez
al. 1996; Satoskar, et al. 1998). La resistencia relativa de las hembras a L. mexicana
comparada con los machos se relaciona con la sobreexpresién de interferén gamma (INF-7)
(Satoskar, et al. 1998).

En ratones DBA/2 hembras ganadectomizadas se encontr6 que se incrementa la
susceptibilidad a la infeccién por L. mexicana, la cual puede ser suprimida por un
reemplazamiento hormonal. Sin embargo los efectos protectores de los estrégenos no aplican

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

En hdmsters se ha encontrado que los machos son mds susceptibles a la infeccién con
Leishmania (viannia) que las hembras (Travi, et al. 2002).

También, se encontré que existe un papel promotor de la testosterona en el desarrollo de la
infeccién al comparar la lesién entre hdmsters juveniles (pre-piberes) y adultos, en cambio el
papel de los estrégenos fue menos claro, ya que no se encontr6 diferencia significativa entre
hembras juveniles (pre-puberes) y adultas (Travi, et al. 2002).

Estos antecedentes muestran que la presencia de altos niveles de andrégenos mds que bajos
niveles de estrégenos, son los responsables de una enfermedad més severa en los animales
machos. También se encontré que la severidad de la lesién en hdmsters machos no se debe al
decremento en la expresion de INF-y, sino con una sobreexpresién de las citocinas
contraprotectivas IL-4, IL-10 y TGF-f (Travi, et 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 infeccién Leishmania mexicana.
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IL.

HIPOTESIS

Los ratones machos son més susceptibles a la infeccién por Leishmania mexicana que las

hembras por lo que la produccién de citocinas proinflamatorias y la expresién de TLR-2

posiblemente estén disminuidos cuando sus macréfagos son estimulados con lipofosfoglicano

del parisito.

III. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacién del género en la respuesta inmune innata a la infeccién por

Leishmania mexicana en ratones resistentes (C57BL/6) y susceptibles (BALB/c).

B. OBJETIVOS PARTICULARES

Gonadectomizar a un grupo de ratones machos y hembras BALB/c y C57BL/6 a las 4

semanas de edad.

Realizar una cinética del tamaiio de la lesién en ratones BALB/c y C57BL/6, machos

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

Estimular a macréfagos peritoneales obtenidos de los distintos grupos de ratones con

lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana.

Analizar la produccién de las citocinas TNF-a, IL-12 p-40 e IL-10 en sobrenadantes

de macréfagos peritoneales obtenidos de los distintos grupos de ratones.

Analizar la expresién de TLR-2 de macréfagos peritoneales obtenidos de los distintos
grupos de ratones.
Analizar el efecto que ejerce LPG sobre la proliferacién de esplenocitos obtenidos de

los distintos grupos de ratones.
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IV. MATERIALES Y METODOS

A. Animales: Se utilizaron 3 grupos de ratones machos y hembras de las cepas BALB/c y
C57BL/6. 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-infeccién.
Ambos grupos fueron infectados a las 8 semanas de edad. Un tercer grupo se utiliz6 como

testigo no infectado.

B. Gonadectomia: Ratones recién destetados machos y hembras de las cepas BALB/c y
C57BL/6, de 4 semanas de edad, fueron sometidos a una gonadectomia. Fueron
anestesiados con Pentobarbital a una dilucién de 1:10, la cual fue suministrada con una
inyeccién por via intraperitoneal a dosis de entre 80 — 100 pl por ratén. Una vez
anestesiado el ratén, se procedi6 a la gonadectomia, después de la cual se suturé con hilo

CATGUT reabsorbible y después se dejaron 2 semanas en convalecencia.

C. Infeccién: Se utilizaron promastigotes metaciclicos de L. mexicana, crecidos en medio
NNN ademds de medio Schneider complementado con suero fetal bovino al 5%. Los
promastigotes (10°) fueron lavados 3 veces en PBS, e inoculados intradérmicamente en el
cojinete plantar de ratones machos y hembras de las cepas BALB/c y C57BL/6
gonadectomizados y no gonadectomizados de 8 semanas de edad. Se inoculé 1x10°
promastigotes de L. mexicana en 20ul de PBS y se analiz6 el tamafio de la lesi6n

mediante 1a medicién del cojinete plantar por un vernier durante 28 semanas de infeccién.

D. Obtencién de células: Se inyectaron 10ml de PBS frio estéril en la cavidad peritoneal
dando un masaje suave para desprender las células peritoneales. Con la misma jeringa se
extrajo el PBS nuevamente, obteniendo asf las células. Se centrifugaron a 1200-1400rpm
durante 10 min a 4° C. El botén conteniendo las células se resuspendié en medio RPMI
enriquecido con suero fetal bovino al 10%. Se colocaron 1x108 células suspendidas en 1
ml en cajas de Petri tratadas y se incubaron a 37°C con 5% de CO; 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 concentracién de

1x10° céls/ml de RPMI y se utilizaron para los ensayos de estimulacién con LPG y LPS.
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E. Ensayos de estimulacién: Para los ensayos de estimulaci6n se incubaron 1x10° de células
adherentes con 10ug/ml de LPG de Leishmania mexicana suspendido en 1ml de RPMI
durante 24 hrs a 37°C con 5% de CO,, un segundo grupo de células adherentes fueron

estimuladas con 100 ng/ml de LPS y un tercer grupo no recibi6 estimulo.

> Mg
» Mg +LPG
> Mg +LPS

Posteriormente se centrifugaron las células a 4000 rpm por 5 min y se congel6 el
sobrenadante en tubos Eppendorf estériles a -70°C. EI botén celular se resuspendié en

Trizol y se congel6 a -70°C.

F. Produccién de citocinas: Se analiz6 la secrecién de las citocinas en el sobrenadante
TNF-alfa, IL-10 e IL-12p40 mediante ELISA tipo sdndwich con un kit comercial. Se
utilizan las siguientes concentraciones dependiendo de la citocina, TNF-o. [4pl / ml] en
amortiguador de unién a pH 6, IL-10 [2.5u] / ml] e IL-12 [1pd / ml] en amortiguador de
unién a pH 9, en un volumen de 50 pl/pozo y se deja durante un dia a 4°C, la placa se
lava 4 veces con una solucién de PBS-Tween 80 al 0.01%, después la placa se bloquea
con una solucién 1IN de NaOH y 5g de caseina colocando 200 pl/pozo a temperatura
ambiente durante 30 min. Al termino la placa es lavada 3 veces y se coloca en la placa la
curva estdndar y las muestras problema agregando 100 pl/pozo dejandose un dia a 4°C 6
2 hr a temperatura ambiente, la placa se lava una vez mis 4 veces y se coloca el
anticuerpo de deteccién colocando las siguientes concentraciones segtin la citocina TNFa
[4pd / ml], IL-10 [1pul / ml] e IL-12 [0.5ul / ml] diluido en Albimina Bovina al 1%,
colocando 100 pl/pozo y se deja 1 hr a temperatura ambiente, después la placa es lavada 6
veces y se coloca estreptavidina fosfatasa alcalina a una dilucién 1:2000 en Albtiimina al
1%, en 100 pl/pozo durante 30min. Se lava la placa 8 veces para retirar el exceso de
estreptavidina fosfatasa alcalina y se coloca por iltimo la solucién reveladora compuesta
por buffer de sustrato (dietanolamina, H,O y MgCl, 0.1M a pH 9.8) y p-nitrofenil fosfato
(pNPP) en una relacién de una pastilla de 5mg de pNPP / 5ml de Buffer de Sustrato. La
placa es leida por un lector de ELISA (312e BIO-TEK Instruments) a una longifud de
onda de 405 nm.
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G. Expresion de TLR-2: De los macréfagos congelados en Trizol, se extrajo ARN total, y se
realiz6 un RT-PCR, para obtener ADNc. Este ADNc fue amplificado con primers
especificos para TLR-2, primer 5" CTGCAAGAGCTCTATATTTCC 37, 3°
AACCAGGATTTGAGCCAGAGC 5°. Se corri6 en un gel de agarosa a 1.5% con TBE, se
analiz6 la expresién del TLR-2 por medio de un andlisis de la densidad de las bandas por

densitometria.

H. Ensayo de proliferacion de esplenocitos: Para la obtencién de esplenocitos se extrajo el
bazo se colocé en una placa de Petri en 3-4 ml de RPMI completo (suplementado con
suero fetal bovino 10%, descomplementado a 56°C/30 min.). Se prefundié el bazo con 5
ml de RPMI y se obtuvieron las células. Se utilizaron 20 x10°® células/4ml los cuales se
colocaron en placas de 96 a una concentracién de 5x10° células por pozo.

Para el andlisis de la proliferacién con el estimulo de LPG se agregé 3ul de LPG de L
mexicana a una concentracién de 1pug/ml que se ajusté a 100 pl con de RPMI completo.
El andlisis se realizé por triplicado y se incluyeron 3 pozos con RPMI completo como
control. Después de 5 dias de cultivo se pulsaron las células con [3H]-timidina
(Amersham pharmacia) durante 16-18 horas antes de la cosecha.

Para el andlisis del estimulo con mitégenos se agregaron 5ug de ConA en 100ug de
medio, por triplicado a los esplenocitos. Se incubaron a 37°C a 5% de CO2 en atmésfera
himeda durante 3 dfas. Después de 2 dias se pulsaron las células con [3H]-timidina en
iguales condiciones durante 16-18 horas antes de ser cosechadas.

La cosecha de las células se realizé sobre papel Wattman que se dej6 secar cubierto con
papel aluminio. Se cortaron en circulos y se depositaron en viales con Sml de liquido de

centelleo. Se cuantificé la incorporacién de timidina en un contador beta.

I. Estadistica: Se realizé un anilisis estadistico de los datos obtenidos, mediante la prueba

U de Mann-Whitney p<0.05

V. RESULTADOS
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G. Expresion de TLR-2: De los macréfagos congelados en Trizol, se extrajo ARN total, y se
realiz6 un RT-PCR, para obtener ADNc. Este ADNc fue amplificado con primers
especificos para TLR-2, primer 5" CTGCAAGAGCTCTATATTTCC 3%, 3°
AACCAGGATTTGAGCCAGAGC 5°. Se corri6 en un gel de agarosa a 1.5% con TBE, se
analiz6 la expresién del TLR-2 por medio de un anélisis de la densidad de las bandas por

densitometria.

H. Ensayo de proliferacion de esplenocitos: Para la obtencién de esplenocitos se extrajo el
bazo se colocé en una placa de Petri en 3-4 ml de RPMI completo (suplementado con
suero fetal bovino 10%, descomplementado a 56°C/30 min.). Se prefundi6 el bazo con 5
ml de RPMI y se obtuvieron las células. Se utilizaron 20 x10° células/4ml los cuales se
colocaron en placas de 96 a una concentracién de 5x10° células por pozo.

Para el anélisis de la proliferacién con el estimulo de LPG se agreg6 3ul de LPG de L
mexicana a una concentracién de 1pg/ml que se ajusté a 100 pl con de RPMI completo.
El andlisis se realizé por triplicado y se incluyeron 3 pozos con RPMI completo como
control. Después de 5 dias de cultivo se pulsaron las células con [3H]-timidina
(Amersham pharmacia) durante 16-18 horas antes de la cosecha.

Para el andlisis del estimulo con mitégenos se agregaron 5ug de ConA en 100pg de
medio, por triplicado a los esplenocitos. Se incubaron a 37°C a 5% de CO2 en atmésfera
himeda durante 3 dfas. Después de 2 dias se pulsaron las células con [3H]-timidina en
iguales condiciones durante 16-18 horas antes de ser cosechadas.

La cosecha de las células se realizé sobre papel Wattman que se dejé secar cubierto con
papel aluminio. Se cortaron en circulos y se depositaron en viales con Sml de liquido de

centelleo. Se cuantific6 la incorporacién de timidina en un contador beta.

I. Estadistica: Se realiz6 un anilisis estadistico de los datos obtenidos, mediante la prueba

U de Mann-Whitney p<0.05

V. RESULTADOS
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Se analiz6 el desarrollo de la infeccién, la produccién de citocinas TNF-alfa, IL-10 e IL-
12p40, la expresién de TLR-2 y la respuesta linfoproliferativa, en macréfagos peritoneales de
ratones a los 7 meses de infeccibn con Leishmania mexicana. Ser analizaron
comparativamente a ratones machos y hembras, normales y gonadectomizados de cepas
resistentes (C57BL/6) y susceptibles (BALB/c) a la leishmaniasis. El anilisis se realiz6 en

condiciones basales y en células estimuladas con LPG.

A. Tamarfio de la lesion.

Se encontr6 que los animales se podian diferenciar en 2 grupos, segtin el tamafio promedio de
sus lesiones.
El primer grupo comprendi6 a animales que tenian las lesiones mds grandes, entre los cuales

se encuentran (en orden del tamafio de la lesién):

1.-machos BALB/c

2.-machos BALB/c gonadectomizados
3.-hembras BALB/c gonadectomizadas
4.-hembras C57BL/6

El segundo grupo de animales present6 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 C57BL/6
7.-machos C57BL/6 gonadectomizados
8.-hembras C57BL/6 gonadectomizadas
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GROSOR DEL COJINETE PLANTAR EN RATONES HEMBRAS Y MACHOS
BALB/c Y CS7BL/6 DURANTE SU INFECCION CON L. MEXFCANA

400

350 +

g

B

Grosor del cojinete plantar (mm)
8

100 4
050 4
000 +—+ + t e e = — + + + t t (sl U t + e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 13 19 20 21 2 23 24 25 26 27 B
Tiempo de infeccion (semanas)
~— — Machos Gonadectomizados BALB/c 2 ~————Machos BALB/c |
Hembras Gonadectomizadas BALB/c 3 ————Hembras BALB/c 5
~— = =Machos Gonadectomizados C57BL/6 7 ~————Machos CS7BL/6 6
Hembras Gonadectomizadas CS7BL/6 8 ~———Hembras C5TBL/6 4

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

de 28 semanas de infeccion.
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INCREMENTO DEL GROSOR DEL COJINETE PLANTAR EN RATONES
HEMBRAS Y MACHOS BALB/c Y C57BL/6 A LOS 7 MESES DE INFECCION
CON L. mexicana

BALB/(

Incremento en el grosor del cojinete plantar (mm)

*
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Gonadectomizadas
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Fig. 8.- Incremento en el grosor del cojinete plantar tamafio de lesion. *p<0.05

INDICE SIGNIFICATIVO DEL
INCREMENTO

BALB/c

MACHOS (1) VS HEMBRAS (5)

C57BL/6

HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)

BALB/c VS C57BL/6

MACHOS (1) VS MACHOS (6)
MACHOS G. (2) VS MACHOS G. (7)
HEMBRAS G. (3) VS HEMBRAS G. (8)

Tabla 1.- Andlisis estadistico entre los distintos grupos de animales. *p<0.05

En resumen se encontr6 que hay diferencias en el tamafio de las lesiones asociadas al 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 C57BL/6, que son resistentes a la leishmaniasis. Ademas

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

padecimiento. Por un lado, las hembras BALB/c son significativamente mas resistentes que

los machos BALB/c y por otro lado las hembras C57BL/6 son mas significativamente mas
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susceptibles que los machos C57BL/6. Ambos fenémenos son abolidos con la gonadectomia
de las hembras, lo cual revela que hormonas sexuales femeninas ejercen efectos sobre la

resistencia o susceptibilidad, dependiendo del fondo genético del ratén.

B. Analisis de citocinas

a) TNF a

En el caso de TNF-a se encontré que los machos gonadectomizados y no gonadectomizados
en BALB/c no presentaron niveles de produccién distintos entre si.

Los macréfagos de machos BALB/c y C57BL/6 producen significativamente mds TNF-o que
las hembras de ambas cepas de ratén, tanto en estado basal como en estimulados con LPG.
Esta relacién se mantiene atin en los gonadectomizados.

Los macréfagos de las hembras en BALB/c y C57BL/6 al ser estimuladas con LPG, tuvieron
un incremento significativamente mayor en la produccién de TNF-a que los machos.

Al gonadectomizar las hembras de ambas cepas de rat6n, observamos que macréfagos de
hembras C57BL/6 producen significativamente mds TNF-q, tanto en estado basal como en
estimulado con LPG, que hembras BALB/c. Esto concuerda con los datos observados con el
tamaiio de la lesién ya que las hembras gonadectomizadas BALB/c son mds susceptibles que

las hembras gonadectomizadas C57BL/6.

TNF a (pg/ml)
MACHOS HEMBRAS
NORMALES GONADECTOMIZADOS NORMALES GONADECTOMIZADOS
Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG
1693.64 194430 153533 202346 11054 94167 5777 110.54
1720.03 1917.92 1759.60 1456.18 16331 994.44 84.15 374.39
1548.52 1192.32 1601.29 1693.64 268.85 862.51 97.34 532.70

Prom. 1654.06 1684.85 1632.08 1724.42 180.90
Desv. Est. 92.35 426.74 115.26 284.89 80.61

Tabla 2.-Datos de la produccién de TNF-o. en la cepa BALB/c.
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C57BL/6
TNF a (pg/ml)
MACHOS HEMBRAS
NORMALES GONADECTOMIZADOS NORMALES GONADECTOMIZADOS
Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG
2669.40 2196.48 2903.23 2883.05 92.68 70547 1656.96 1835.10
274741 2261.60 299220 2980.35 88.04 696.50 1687.51 1864.73
798.32 695.56 847.88 830.15 233.64 40891 600.62 657.74
Prom
Desv. Est.

Tabla 3.-Datos de la produccién de TNF-a en la cepa C57BL/6.

PRODUCCION DE TNF & DE MACROFAGOS PERITONFALES A LOS 7 MESES DE INFECCION
EN RATONES INFECTADOS CON L. mexicama BALB/c Y CSTBL/6 MACHOS Y HEMBRAS

BALB/c CS7BL/6

1
MACHOS :
1

|TNF ] (pg/ml)

g g

8

o

A - Mo
[B - Mo + LPG 1 2 E] 3 6 7 4 8

Gonadectomirades
ME 10

n=3

Fig. 9.- Produccion de TNF-a por macréfagos peritoneales a los 7 meses de infeccion con L.
mexicana en ratones resistentes y susceptibles, normales y gonadectomizados, tanto hembras

como machos. *p<0.05

30



Tabla 4.-Anélisis estadistico de las variables significativas en la produccién de TNF-o

* p<0.05

PRODUCCION DE TNF o

BALB/c

MACHOS (1A) VS HEMBRAS (5%)
MACHOS (1B) VS HEMBRAS (5B)
MACHOS G. (2A) VS HEMBRAS G. (3A)
MACHOS G. (2B) VS HEMBRAS G. (3B)
HEMBRAS (5B) VS HEMBRAS (5%)
HEMBRAS G. (3B) VS HEMBRAS G. (3A)

C57BL/6

MACHOS (6A) VS HEMBRAS (4%)
HEMBRAS (4B) VS HEMBRAS (4%)

BALB/c VS C57BL/6

HEMBRAS (5B) VS HEMBRAS (4B)
HEMBRAS G. (8A) VS HEMBRAS G. (3A)

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

INDICE DE PRODUCCION DE TNF-o.

BALB/c

HEMBRAS (5) VS MACHOS (1)
HEMBRAS G. (3) VS MACHOS G. (2)

C57BL/6

HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)
HEMBRAS G. (8) VS MACHOS G. (7)
HEMBRAS (4) VS HEMBRAS (8)

BALB/c VS C57BL/6

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

Tabla 5.- Indice de incremento en la produccién de TNF-q,, asi como el andlisis estadistico de

las variables *p<0.05
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BALB/c C57/BL6
M MG H HG M MG H HG
TNF-o + + ++++ ++ - - R s +
Proteccion Infeccién

Tabla 6.- Resumen del incremento en la produccién de TNF-q.

En resumen se encontré que la produccién basal de TNF-o por macréfagos de machos
BALB/c y C57BL/6 es significativamente mayor que la de las hembras de ambas cepas
(Tabla 4). Sin embargo, al ser estimulados con LPG, los macr6fagos de hembras BALB/c y de
hembras CS57BL/6, 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 produccién de esta citocina y sin embargo la
hembra BALB/c es mds resistente a la leishmaniasis que la hembra C57BL/6. Sin embargo,
llama la atencién que en la cepa C57BL/6 las hormonas sexuales femeninas aparentemente
inhiben la produccién de TNF-o en mayor grado que en ratones BALB/c (Tabla 6), ya que la
gonadectomia increment6 la produccién de esta citocina significativamente mas en hembras
C57BL/6 que en hembras BALB/c. Interesantemente, los niveles elevados de TNF-o en
hembras C57BL/6 gonadectomizadas aparentemente si tienen un efecto protector, ya que
estos animales presentaban lesiones significativamente menores que las hembras BALB/c
gonadectomizadas. Por otro lado, la testosterona no parece tener efecto sobre la produccién de

esta citocina en ninguna de las cepas de ratén.

b) IL-12p40

Los macréfagos de ratones BALB/c machos no producen IL-12p40 en estado basal ni
estimulados con LPG. Sin embargo, la gonadectomia incrementa su produccién
significativamente, tanto en condiciones basales como en estimulados con LPG. Asi mismo,
las hembras BALB/c producen significativamente més IL-12p40 que los machos, tanto en
condiciones basales como estimulados con LPG. Sin embargo, cuando son gonadectomizadas
las hembras BALB/c, sus macr6fagos dejan de sintetizar IL-12p40. La produccién de IL-
12p40 en ratones BALB/c correlaciona con la resistencia, ya que las hembras producen més
IL-12p40 que los machos. En esta cepa de ratén, las hormonas sexuales femeninas inducen la

produccién de IL-12p40 mientras que la testosterona inhibe su produccién. Al eliminar las
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hormonas sexuales femeninas en hembras gonadectomizadas, se reduce significativamente la
produccién de IL-12p40 y por otro lado al eliminar la testosterona, se incrementa

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

En macréfagos de ratones CS57BL/6 machos normales observamos un incremento
significativo en su produccién de IL-12p40 al ser estimulados con LPG. Al ser
gonadectomizados, incrementa significativamente la produccién de IL-12p40, tanto en estado
basal como estimulados con LPG. También en esta cepa de ratén, la testosterona parece
ejercer una accién inhibitoria sobre la produccién de IL-12p40, ya que al gonadectomizar los
machos, se incrementa significativamente la produccién de IL-12 p40 por sus macréfagos.

En macréfagos de hembras C57BL/6 no se registr6 la produccién de IL-12p40, tanto en
condiciones basales, como en estimulados con LPG.

Los macréfagos de machos C57BL/6 producen mds IL-12p40 que en machos BALB/c tanto
en condiciones basales como en estimulados y este fenémeno persiste después de la
gonadectomia. La resistencia a la leishmaniasis observada en ratones machos C57BL/6 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 gonadectomia se incrementa la
produccién de IL-12 p40 en los machos C57BL/6 y asi mismo se reduce significativamente el
tamaflo de las lesiones.

Las hembras BALB/c producen significativamente mas IL-12p40 que las hembras C57BL/6,
e interesantemente las hembras BALB/c también son mas resistentes a la leishmaniasis, que
las hembras C57BL/6. Al eliminar el estimulo que ejercen las hormonas sexuales femeninas
sobre la produccién de IL-12 p40 en hembras BALB/c gonadectomizadas, también se hacen

mas 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.

Tabla 7.-Datos de la produccién de IL-12p40 en la cepa BALB/c.
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C57BLI6
IL-12p40 (pg/ml)
MACHOS HEMBRAS
NORMALES GONADECTOMIZADOS NORMALES GONADECTOMIZADOS
Mo LPG Mo LPG Mo LPG Mo LPG
17472 426.66 778.20 1000.84 15.00 15.00 15.00 15.00
69.26 280.18 81921 942.25 15.00 15.00 15.00 15.00
75.12 32120 101842 901.24 15.00 15.00 15.00 15.00

Tabla 8.-Datos de la produccion de IL-12p40 en la cepa C57BL/6.

PRODUCCION DE IL-12p40 DE MACROFAGOS PERITONEALES A LOS 7 MESES DE INFECCION
EN RATONES INFECTADOS CON L. mexicana BALB/c Y CS7TBL/6 MACHOS Y HEMBRAS

1200
1080 A
960 4
840

720

IL-12p40) (pg/ml)
8

Fig. 10.-Produccién de IL-12p40 por macrofagos peritoneales a los 7 meses de infeccion con
L. mexicana en ratones resistentes y susceptibles normales y gonadectomizados, tanto

hembras como machos. *p<0.05
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PRODUCCION DE IL-12p40

BALB/c
MACHOS G. (2A) VS MACHOS (1A)
MACHOS G. (2B) VS MACHOS (1B)
HEMBRAS (5A) VS MACHOS (1A)
HEMBRAS (5B) VS MACHOS (1B)
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)
C57BL/6
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 C57BL/6
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.-Andlisis estadistico de las variables significativas en la produccién de IL-12p40 **
p<0.05
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INDICE DE PRODUCCION DE IL-12p40

BALB/c

HEMBRAS (5) VS MACHOS (1)

HEMBRAS (5) VS HEMBRAS G. (3)

C57BL/6

MACHOS (7) VS MACHOS G. (6)

MACHOS (6) VS HEMBRAS (4)

BALB/c VS C57BL/6
MACHOS (6) VS MACHOS (1)
HEMBRAS (5) VS HEMBRAS (4)

Tabla 10.- indice de incremento en la produccién de IL-12p40, asi como el anlisis estadistico

de las variables *p<0.05

BALB/c C57/BL6
M MG H HG M MG H HG
[1IL-12 - - + - ++ + - -
Proteccién Infeccién

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

En resumen, se observa que la produccién de IL-12 p40 es inducida por hormonas sexuales
femeninas en ratones con fondo genético BALB/c e inhibidas por testosterona y la
gonadectomfia es determinante para la produccién de IL-12p40 en machos al contrario de las
hembras (Tabla 11). La produccién de IL-12p40 parece correlacionarse a la resistencia a la
leishmaniasis observada en hembras BALB/c y machos C57BL/6.

c) IL-10

En macréfagos de ratones BALB/c no se detect6 la produccién de IL-10 en machos ni en
hembras.

Por otro lado, en macréfagos de ratones C57BL/6 machos, observamos que la produccién de
IL-10 es significativamente mayor en macréfagos de gonadectomizados sobre machos
normales. En ratones con fondo genético C57BL/6 la testosterona inhibe significativamente
la produccién de IL-10, ya que ratones machos gonadectomizados producen

significativamente mds IL-10, que machos normales.
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La produccién de IL-10 es mayor en hembras C57BL/6 normales estimuladas que en hembras

gonadectomizadas estimuladas. Adicionalmente la produccién de IL-10 en C57BL/6 es

significativamente mayor en machos gonadectomizados que en hembras gonadectomizadas

bajo condiciones basales y estimuladas con LPG. En ratones con fondo genético C57BL/6,

los estr6genos inducen la produccién de IL-10.

IL-10 (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
Prom. 73.33
Desv. Est.

Tabla 12.-Datos de la produccién de IL-10 en la cepa BALB/c.

101.03

IL-10 (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. 205.68 91531
Desv. Est. 330.26

935.03

Tabla 13.-Datos de la produccién de IL-10 en la cepa C57BL/6.

INDICE DE PRODUCCION DE IL-10

No hubo datos significativos

Tabla 14.- Indice de incremento en la produccién de IL-10, asi como el andlisis estadistico de

las variables *p<0.05
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PRODUCCION DE IL-10 DE MACROFAGOS PERITONEALES A LOS 7 MESES DE INFECCION EN

RATONES INFECTADOS CON L. mexicana BALB/c Y CS7TBL/6 MACHOS Y HEMBRAS
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Fig. 11.-Produccién de IL-10 por macréfagos peritoneales a los 7 meses de infeccion con L.

mexicana en ratones resistentes y susceptibles normales y gonadectomizados tanto hembras

como machos. *p<0.05

PRODUCCION DE IL-10

BALB/c

CS57BL/6

MACHOS G. (7A) VS MACHOS (6A)
MACHOS G. (7A) VS HEMBRAS G. (8A)
MACHOS G. (7B) VS HEMBRAS G. (8B)

BALB/c VS C57BL/6

MACHOS G. (7A) VS MACHOS G. (2A)
HEMBRAS (4B) VS HEMBRAS (5B)

Tabla 15.-Analisis estadistico de las variables significativas en la producciéon de IL-10 *

p<0.05
BALB/c C57/BL6
M MG H HG M MG H HG
[1L-10 - - - - % - ++ -
Proteccion Infeccion

Tabla 16.- Resumen del incremento en la produccion de IL-10.
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En resumen, la produccién de IL-10 por macrofagos de las hembras C57BL/6 se correlaciona
con la susceptibilidad a la leishmaniasis, ya que tienen significativamente mayor produccién
que las hembras BALB/c a adicionalmente lesiones de mayor tamaiio (Tabla 16). Asimismo,
la gonadectomia de las hembras C57BL/6 reduce la produccion de IL-10 y adicionalmente

reduce el tamafio de las lesiones.

C. TLR-2

En los macrofagos de ratones BALB/c machos normales hubo mayor expresion de TLR-2 que
en los machos gonadectomizados. En ambos casos, el estimulo con LPG incrementd la
expresion de TLR-2. Los macréfagos de hembras BALB/c expresaron el doble de TLR-2 que
los macréfagos de hembras gonadectomizadas. El estimulo con LPG increment6 la expresion

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

gonadectomizados, estimulados y no estimulados.

Se encontré que la expresion 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 gonadectomia ocurren
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fenémenos contrarios entre los géneros. Mientras que en machos incrementa la expresién de
TLR2, tanto en estado basal como estimulado, en hembras la gonadectomia disminuye su
expresion. Sin embargo en todos los casos al ser estimulados con LPG hay un incremento en
la expresién de TLR-2, siendo similar el incremento en machos gonadectomizados y hembras
normales lo cual muestra un fenémeno 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 expresién de TLR-2 y por el contrario la
ausencia de hormonas sexuales femeninas disminuye la expresién de TLR-2.

En resumen, aparentemente las hormonas sexuales femeninas inducen la expresién de TLR-2,
mientras que la testosterona la inhibe. Adicionalmente se correlaciona la resistencia de las

hembras con la expresiéon aumentada de TLR-2.

D. Proliferacion de células de bazo.

En este trabajo, utilizando los grupos de ratones antes mencionados, se analizé la
proliferacién de esplenocitos ante un estimulo especifico (LPG) y uno inespecifico (ConA),
para ver si el género determinaba las caracteristicas proliferativas de esplenocitos y la
existencia de alguna relacién entre la proliferacién de esplenocitos con el desarrollo de la

infeccién.

a) Estimulo especifico con LPG

Ante un estimulo especifico (LPG) se observé mayor proliferacién de esplenocitos en ratones
C57BL/6 que en BALB/c.

En ratones BALB/c hubo mayor proliferacién de esplenocitos en machos que en hembras
tanto normales como gonadectomizados.

En ratones C57BL/6 normales se observé un incremento significativo en la linfoproliferacién
de esplenocitos de las hembras sobre los machos, lo cual se revierte con la gonadectomia de
ambos, ya que en los machos gonadectomizados hubo mayor proliferacién que en los
normales, y en las hembras no hubo diferencias en la proliferacién de esplenocitos entre

gonadectomizadas y normales.
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PROLIFERACION DE CEL. DE BAZO DE RATONES MACHOS Y HEMBRAS
BALB/c Y CSTBL/6 INFECTADOS CON L. mevicana ESTIMULADAS CON LPG
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Fig. 13.-Proliferacion de células de bazo estimuladas con lipofosfoglicano (LPG) de L.
Mexicana. *p<0.05

PROLIFERACION DE ESPLENOCITOS
ESTIMULADOS CON LPG

BALB/c
MACHOS (1) VS HEMBRAS (5)
MACHOS G. (2) VS HEMBRAS G. (3)
C57BL/6
HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)
MACHOS G. (7) VS HEMBRAS G. (8)
BALB/c VS C57BL/6
MACHOS G. (7) VS MACHOS G. (2)
HEMBRAS (4) VS HEMBRAS (5)
HEMBRAS G. (8) VS HEMBRAS G. (3)

Tabla.-17. Anélisis estadistico de la proliferacion de esplenocitos estimulados con LPG entre

los distintos grupos de animales *p<0.05

En resumen se puede decir que la linfoproliferacion se asocia de manera directa con la
susceptibilidad la leishmaniasis en ratones BALB/c.
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b) Estimulo inespecifico con ConA

Ante un estimulo inespecifico (ConA), al contrario de LPG, se observé mayor proliferacion
de esplenocitos en ratones BALB/c que en C57BL/6.Los ratones machos gonadectomizados,
tanto en BALB/c como C57BL/6, presentan menor proliferacion de esplenocitos que los

machos normales.

Las hembras BALB/c normales presentan mayor proliferacion de esplenocitos que las
hembras gonadectomizadas. Las hembras C57BL/6 gonadectomizadas tienen mayor

proliferacién de esplenocitos que las hembras normales.

PROLIFERACION DE CEL. DE BAZO DE RATONES MACHOS Y HEMBRAS
BALB/c Y CSTBL/6 INFECTADOS CON L. mexicana ESTIMULADAS CON
CONCANAVALINA A
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Fig. 14.- Proliferacion de células de bazo de ratones resistentes y susceptibles tanto machos
como hembras normales y gonadectomizados infectados con L. Mexicana estimuladas con
ConA. *p<0.05
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PROLIFERACION DE ESPLENOCITOS
ESTIMULADOS CON ConA

BALB/c
MACHOS (1) VS MACHO G.(2)
HEMBRAS G. (3) VS MACHOS G. (2)
HEMBRAS (5) VS HEMBRAS G. (3)
C57BL/6
HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)
HEMBRAS G. (8) VS MACHOS G. (7)
HEMBRAS G. (8) VS HEMBRAS (4)
BALB/c VS C57BL/6
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. Andlisis estadistico de la proliferacién de esplenocitos estimulados con ConA

entre los distintos grupos de animales *p<0.05

Se encontré que la proliferacién de esplenocitos ante un estimulo inespecifico como es el caso
ConA es mayor en la cepa BALB/c que en la cepa C57BL/6. 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 C57BL/6 hay un decremento en la
proliferacién de esplenocitos. En BALB/c al ser gonadectomizadas tienen un decremento en
la proliferacién celular. Por su parte en C57BL/6 las hembras gonadectomizadas tienen un

incremento en su proliferacién celular.

V1. DISCUSION

A. Lesion

Se ha encontrado que las hormonas influyen sobre la funcién de las células del sistema
inmune, como por ejemplo los eosinéfilos, macréfagos, células dendriticas 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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PROLIFERACION DE ESPLENOCITOS
ESTIMULADOS CON ConA

BALB/c
MACHOS (1) VS MACHO G.(2)
HEMBRAS G. (3) VS MACHOS G. (2)
HEMBRAS (5) VS HEMBRAS G. (3)
C57BL/6
HEMBRAS (4) VS MACHOS (6)
HEMBRAS G. (8) VS MACHOS G. (7)
HEMBRAS G. (8) VS HEMBRAS (4)
BALB/c VS C57BL/6
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. Anilisis estadistico de la proliferacién de esplenocitos estimulados con ConA

entre los distintos grupos de animales *p<0.05

Se encontré que la proliferacién de esplenocitos ante un estimulo inespecifico como es el caso
ConA es mayor en la cepa BALB/c que en la cepa C57BL/6. 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 C57BL/6 hay un decremento en la
proliferacién de esplenocitos. En BALB/c al ser gonadectomizadas tienen un decremento en
la proliferacién celular. Por su parte en C57BL/6 las hembras gonadectomizadas tienen un

incremento en su proliferacién celular.

VI. DISCUSION

A. Lesién

Se ha encontrado que las hormonas influyen sobre la funcién de las células del sistema
inmune, como por ejemplo los eosindfilos, macréfagos, células dendriticas 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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adquiere leishmaniasis cutdnea o visceral més frecuentemente que las mujeres (Magill, 1995).
Esta observaci6n se ha podido reproducir en modelos animales. En ratones DBA/2 y BALB/c
se encontré6 que las hembras, al contrario de los machos, no desarrollan lesiones al ser
inoculados en forma subcutidnea con L. mexicana. (Alexander, 1988). Al realizar un
reemplazo hormonal usando ratones gonadectomizados e implantes subcutineos de
estrégenos o testosterona, se demostré que la resistencia de ratones DBA/2 a L. mexicana es
estrégeno dependiente (Alexander, et al. 1988). La presencia de estrégenos se asocia con un
incremento en la expresion de IFN-y en hembras DBA/2 (Satoskar, 1995,1998). IFN-y induce
la secrecién de TNF-o e IL-12, y su modulacién por los estrégenos ocurre mediante la
regulacién del gen Scl-2 en la regién del cromosoma 4 de la cepa DBA/2, que es homologa a
la regién de Janus tyrosine kinases 1 y 2 (Jakl y Jak2 kinasas) en humanos (Roberts, et al.
1990). Estas kinasas fosforilan a STATI, que se inserta en el gen promotor. Este efecto
posiblemente esté mediado por receptores intracelulares a estrégenos, como los receptores de
estrégeno ERa. y ERf (Lambert, ez 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 analizé el papel del género en la produccién de
citocinas y en la expresién de TLR-2 de macréfagos estimulados con LPG de Leishmania
mexicana. Se analiz6 este efecto en macréfagos de ratones susceptibles (BALB/c) y
resistentes (C57BL/6) a la leishmaniasis.

Inicialmente logramos reproducir los modelos reportados en la literatura, encontrando que los
machos BALB/c, normales y gonadectomizados, son més susceptibles a la leishmaniasis que
las hembras BALB/c, y que la gonadectomia de las hembras las hace més susceptibles. Hasta
la fecha no existen reportes acera del papel del género en la resistencia de ratones C57BL/6.
Nuestros datos revelaron que las hembras de ratones C57BL/6 son més susceptibles a la
infeccién que los machos y al gonadectomizarlas, su susceptibilidad disminuye. Este es el
primer reporte sobre la incrementada susceptibilidad de la hembra C57BL/6 sobre el macho,
lo cual es contrario a lo establecido en otras cepas de ratén, como es el DBA/2 y BALB/c, en
los cuales el macho es mds susceptible. En resumen, en este trabajo observamos que hay
diferencias en el tamaifio 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 C57BL/6, que son resistentes a la leishmaniasis. Adicionalmente encontramos que
ademds del fondo genético, el género femenino participa de manera determinante en la

evolucién del padecimiento. Por un lado las hembras BALB/c son significativamente més



resistentes que los machos BALB/c y por otro lado las hembras C57BL/6 son
significativamente més susceptibles que los machos C57BL/6. Ambos fenémenos son
abolidos con la gonadectomia de las hembras, lo cual revela que hormonas sexuales
femeninas ejercen efectos sobre la resistencia o susceptibilidad, dependiendo del fondo
genético del rat6én. Sin embargo, se desconocen los mecanismos que participan en el
desarrollo de la enfermedad.

Una manera mediante la cual las hormonas sexuales podrian estar interviniendo en el
desarrollo de la lesion es mediante la modulacién de la produccién del factor inhibidor de la
migracién de macréfagos (MIF). MIF induce un incremento en la inflamacién y la infiltracién
de células proinflamatorias. En ratones BALB/c se ha reportado que los estrégenos modulan
la curacién de lesiones cutdneas al inhibir de manera local la expresién de MIF (Ashcroft, et
al 2003) y este fenémeno 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 tamafio de lesién que las hembras BALB/c gonadectomizadas.

En el caso de las hembras C57BL/6, aun se desconocen los factores responsables de la
susceptibilidad. En el presente trabajo analizamos citocinas y receptores TLR-2 en
macréfagos de ratones de distinto fondo genético y género, para analizar si estos factores

influyen la inmunomodulacién ejercida por LPG de Leishmania.

B. Citocinas

El anilisis de la citocina TNF-a revel6 que la produccién basal por macréfagos de machos
BALB/c y C57BL/6 es significativamente mayor que la de las hembras de ambas cepas. Sin
embargo, las hembras de ambas cepas responden mds intensamente al estimulo con LPG,
incrementando su produccién de TNF-a a niveles significativamente mayores que los machos
de ambas cepas. Dado que las hembras de ambas cepas de ratén produjeron la misma cantidad
de esta citocina, pensamos que TNF-a posiblemente no participe en la resistencia a la
leishmaniasis, ya que las hembras C57BL/6 son mds susceptible a la leishmaniasis que las
hembras BALB/c a pesar de que ambas producen la misma cantidad de TNF-o. Llama la
atencién que en la cepa C57BL/6, las hormonas sexuales femeninas aparentemente inhiben la
produccién de TNF-o. en mayor grado que en ratones BALB/c, ya que la gonadectomia
incrementd la produccién de esta citocina significativamente mas en hembras C57BL/6 que
en hembras BALB/c. Al gonadectomizar a la hembras C57BL/6, el efecto inhibitorio es
eliminado y los niveles de TNF-o incrementan mucho, induciendo un efecto protector ya que

hembras C57BL/6 gonadectomizadas presentaban lesiones significativamente menores que
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las hembras BALB/c gonadectomizadas. Aparentemente los niveles incrementados de TNF-o.
en hembras C57BL/6 gonadectomizadas se asocian con la proteccién de estos animales. En
resumen, hormonas sexuales femeninas inhiben la produccién de TNF-o por macréfagos, y
esta inhibicién es mas intensa en hembras C57BL/6 y posiblemente sea la causa de la
susceptibilidad aumentada a la leishmaniasis. La gonadectomia elimina a las hormonas
sexuales, incrementa la produccién de TNF-o y reduce la susceptibilidad del ratén a la
leishmaniasis.

A diferencia de esto, el andlisis de IL-12 p40 revel6 que esta citocina es inducida por
hormonas sexuales femeninas en ratones con fondo genético BALB/c. Es inhibida por
testosterona, ya que la gonadectomia de los machos increment6 la produccién de IL-12 p40.
La produccién de IL-12 p40 parece correlacionarse con la resistencia a la leishmaniasis
observada en hembras BALB/c y machos C57BL/6.

Por otro lado, la incrementada produccién de IL-10 por macréfagos de las hembras C57BL/6
se correlaciona con su susceptibilidad a la leishmaniasis, ya que tienen significativamente
mayor produccién que las hembras BALB/c, aunado a lesiones de mayor tamafio.
Aparentemente en hembras C57BL/6 las hormonas sexuales femeninas estimulan la
produccién de IL-10 ya que la gonadectomia de las hembras C57BL/6 reduce la produccién

de IL-10 y adicionalmente reduce el tamafio de las lesiones.

C. TLR-2

El andlisis de TLR-2 revelé que aparentemente hormonas sexuales femeninas inducen la
expresién de TLR-2 en hembras BALB/c, ya que la gonadectomia de las hembras inhibe su
expresién. Por otro lado, la testosterona inhibe la expresién de TLR-2 y la gonadectomia de
los machos estimula su expresién, igualindola a la de las hembras. En resumen,
aparentemente las hormonas sexuales femeninas inducen la expresién de TLR-2 en ratones
hembras BALB/c, lo cual se correlaciona con su resistencia mientras que testosterona inhibe
la expresién de TLR-2, lo cual se correlaciona directamente con la susceptibilidad de los
machos BALB/c a la leishmaniasis. Serd interesante analizar estos receptores en la cepa
resistente C57BL/6.

Receptores de reconocimiento de patrones moleculares, como los receptores tipo Toll (TLRs)
en vertebrados, estdn intimamente relacionados en la mediacién de la respuesta inmune innata
del hospedero (Klein, ez al. 2004). También se relacionan con la infeccién y sirven como un
puente entre la inmunidad innata y la adquirida. Hasta la fecha no existen reportes sobre la

expresién de TLR-2 en ambos géneros asi como el efecto que ejerce el género sobre la
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expresién. Se ha postulado su posible influencia de la respuesta dimérfica observada en esta
infeccién (Klein, et al. 2004).

En este estudio se observé que la estimulacién de TLR-2 con LPG incrementa su expresion,
lo cual concuerda con datos reportados en la literatura (Becker, et al. 2003). Sin embargo, el
presente trabajo permiti6 ampliar los conocimientos en este campo, ya que encontramos que
hormonas sexuales femeninas participan en la induccién de la expresién. Adicionalmente
encontramos que la expresién incrementada de TLR-2 en hembras BALB/c se correlaciona
con la mayor produccién de IL-12p40 y una mayor resistencia a la infeccién por Leishmania.
Se ha descrito que la activacién de TLR-2 desencadena una cascada de sefializacién que
provoca la fosforilacién de factores de transcripcién como NFk-B lo cual promueve la
transcripcién de citocinas proinflamatorias. Seria importante analizar si las diferencias en la
expresion de TLR-2 asociada a las hormonas sexuales también se asocian a alteraciones en la
via de sefalizacién. Todo parece indicar que los estrégenos son el factor determinante en la
modulacién de la expresién de TLR-2. Interesantemente, en los machos gonadectomizados la
expresién de TLR-2 aumenta con respecto a machos normales y esto correlaciona con un

incremento en la produccién de IL-12p40 y con una mayor resistencia a la infecci6n.

D. Linfoproliferacion

En este trabajo, adicionalmente se analiz6 la proliferacién de esplenocitos para ver si el
género determinaba las caracteristicas proliferativas de esplenocitos, asi como la existencia de
alguna relacién entre la proliferacién de esplenocitos y el desarrollo de la infeccién.

Se ha sugerido que las hormonas esteroides sexuales juegan un papel importante en la
respuesta inmune regulando la proliferacién y/o activacién linfocitaria a través de receptores
nucleares, lo que depende del tipo, el niimero de receptores expresados y la estabilidad de su
unién al ligando (Johnson, ez al. 1997, Verthelyi, 2001).

Nuestros resultados mostraron que en la cepa BALB/c, la proliferacién de esplenocitos fue
mayor en machos que en hembras al ser estimulados con un estimulo especifico. En el caso de
C57BL/6 no se observa una respuesta diferenciada entre hembras y machos. La
linfoproliferacién inducida por LPG posiblemente esté asociada con las células CD4+ NKT,
que pueden reconocer glicolipidos presentados por moléculas CD1 a través de sus receptores
Tyd. Se ha observado que las células NKT son esenciales para la proteccién contra la
infeccién a L. major en ratones genéticamente resistentes DBA/2 y C57BL/6 (Ishikawa, er al.
2000). Las moléculas CD1d son las tinicas moléculas en ratén descritas hasta el momento

capaces de presentar lipidos (Amprey, et al. 2004). Estas moléculas se encuentran en cé€lulas
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dendriticas y en menor medida en macréfagos y células B (Park y Bendelac 2000). Existen
reportes del reconocimiento por parte de las moléculas CD1d de LPG de Leishmania
donovani en higado de ratén de hembras BALB/c y C57BL/6 (Amprey, et al. 2004). La
activacién de las células NKT inducen la produccién de IFN-y, esto produciria una respuesta
antileishmania de tipo Th1 en las cepas infectadas (Amprey, ez al. 2004). Esto concuerda con
los resultados obtenidos en la cepa C57BL/6, ya que presenta altos niveles de proliferacién
celular, que posiblemente son células NKT. En BALB/c se sabe que las células NKT inducen
el progreso de la infeccién, al menos en L. major mediante la secrecién de IL-4, lo que
inducirfa una respuesta Th2 (Ishikawa. ez al. 2000). En nuestro estudio la proliferacién celular
fue mayor en machos, los cuales fueron més susceptibles. Queda por explorarse si la
linfoproliferacién observada en machos BALB/c est4 asociada con una mayor secrecién de
IL-4.

Otra caracteristica importante de las células NKT es la produccién de la proteina Heat-Shock
de 65 kDa (HSP65), cuya mayor expresién es esencial para la resistencia de las cepas DBA/2
y C57BL/6 (Ishikawa, et al. 2000). Se sabe que varias proteinas Heat-Shock pueden inducir la
activacién de TLR-2 (Akira, 2003). En BALB/c esta proteina se expresa a bajos niveles. En
macré6fagos esta proteina es esencial para iniciar una inmunidad protectora contra patGgenos
intracelulares como L. major previniendo la apoptésis de los macréfagos infectados
(Ishikawa, er al. 2000). Esto también podria ser un factor modulador en la respuesta a la
infeccién.

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

CONCLUSIONES

Dependiendo del fondo genético del hospedero, los estr6genos pueden ejercer un
efecto estimulante (BALB/c) o inhibitorio (C57BL/6) sobre células del sistema
inmune innato, modificando la evolucién clinica de ratones infectados con Leishmania

mexicana.

La testosterona no modifica la evolucién clinica en machos de ambas cepas de rat6n

(BALB/c y C57BLY6).

La resistencia significativa de las hembras BALB/c a la infeccién por L. mexicana se
asocia con un incremento significativo en la produccién de IL-12p40 y TLR2 por sus

macréfagos.

La susceptibilidad significativa de hembras C57BL/6 a la infeccién por L. mexicana se

asocia con un incremento de IL-10 y disminucién de IL-12p40 por sus macréfagos.

La resistencia de hembras C57BL/6 gonadectomizadas se asocia con un incremento

significativo de TNF-a y disminucién de IL-10.
La linfoproliferacién de esplenocitos inducida por LPG posiblemente corresponda a
células NKT, que reconocen a glicolipidos presentados por moléculas CDI1, y que

pueden producir tanto citocinas Th1 como Th2.

Las hormonas sexuales femeninas posiblemente modulen a las células NKT de manera

distinta, dependiendo del fondo genético.
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