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ANTECEDENTES

En México la leishmaniasis es un problema de salud publica, especialmente en los
estados de Chiapas, Tabasco, Oaxaca, Quintana Roo y Veracruz, registrandose

hasta 400 nuevos casos anualmente en las zonas altamente endémicas.

Leishmania mexicana es la especie responsable de la leishmaniasis cutanea y
México es uno de los pocos paisesa nivel mundial en el que se encuentran
pacientes con las dos formas clinicas de leishmaniasis cutanea, las cuales son:

leishmaniasis cutanea localizada y leishmaniasis cutanea diseminada.

La leishmaniasis cutanea localizada (LCL) O “Ulcera de los chicleros”, se
caracteriza por presentar una ulceraciéon en el sitio del piquete, pequefia y Unica,
de forma redonda, con bordes indurados e indolora, cursando el paciente con una
evolucion clinica relativamente benigna, con curacion en un periodo aproximado
de 6 meses a dos afios, debido a una respuesta inmune celular protectora. En el
polo opuesto se encuentran los pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada
(LCD) 6 leishmaniasis leproide; estos pacientes presentan diseminacion de los
parasitos desde el nddulo inicial a todo el tegumento debido a una anergia de la

respuesta celular hacia la leishmania.

Los pacientes con LCD se caracterizan por tener una carga importante de
parasitos, y generalmente mueren por invasion de las mucosas oro Yy

nasofaringeas, llevando al paciente a problemas de inanicion y asfixia.

Uno de los grande enigmas de la leishmaniasis es la causa de la diseminacion del

parasito; se piensa que el momento decisivo de la evolucion del padecimiento



tiene lugar en las primeras fases de la infeccion, en donde participa el sistema

inmune innato.

El reconocimiento de patdgenos por el sistema inmune innato esta mediado por un
sistema de receptores que reconocen patrones moleculares conservados,
asociados a patdégenos microbianos. Entre estos receptores se encuentran los
receptores Toll, los cuales fueron identificados originalmente en el sistema inmune
de la Drosophila y en 1997 fueron descubiertos también en células de mamiferos
por Janeway y Medzhitov (1). En los mamiferos, éstos receptores reciben el
nombre de TLR (Toll-like receptors) por ser muy semejantes a los receptores Toll,
lo cual revela que forman parte de un mecanismo de defensa ancestral,

conservado a lo largo de la evolucion.

El sistema inmune innato, utiliza receptores de la familia Toll para sefalar la
presencia del microorganismo al sistema inmune innato del huesped. Los
receptores TLR reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP)
especificos, los cuales generalmente se encuentran en estructuras cruciales para
la sobrevida del patégeno, por lo que tienden a ser compartidos por grandes

grupos de bacterias, virus u hongos y no estan sujetos a variabilidad antigénica.

En la actualidad se han descrito 10 distintos TLRs y se conocen los ligandos de
tres de ellos. El primer TRL descrito fue el TLR-4 y se ha encontrado que es
activado por LPS (componente de la pared celular de bacterias gram-negativas)
asi como por una proteina viral (4,5). TLR-5 es activado por flagelina (proteina de

bacterias flageladas como listeria.



Una vez activado el TLR se inicia una cascada de sefiales intracelulares que
eventualmente activan el factor de transcripcion NF-kB, el cual se encarga de
regular la actividad de genes que producen citocinas proinflamatorias como TNF-a
e IL-1. El receptor TLR-2 puede activar el factor nuclear NF-kB y adicionalmente
puede inducir apoptosis mediante la proteina asociada al dominio de muerte de
Fas (FADD) y caspasa 8 (7). Estos datos indican que TLR-2 ademas de ser un
receptor de las respuesta inmune innata que induce a la respuesta inmune
adaptativa, también es un novedoso receptor de la muerte que es capaz de activar

la maquinaria apoptética sin tener un dominio citoplasmatico propio de la muerte.

La habilidad del sistema inmune innato de producir citocinas proinflamatorias,
compuestos antimicrobianos y moléculas coestimuladoras de manera rapida es
crucialen la defensa del huesped, ya que la induccién de la respuesta inmune

adaptativa puede tardar dias a semanas en establecerse.

En mamiferos los TLRs se encuentran en leucocitos, principalmente macréfagos y
células dendriticas, asi como en epitelios intestinales y respiratorios. Otra célula
que pertenece al sistema inmune innato y que expresa TLRs son las células NK
(8). La participacion de las células Nk en la respuesta inmune innata es dual, ya
que participa como célula citotoxica y como célula productora de citocinas,
principalmente IFN-y y TNFa, ambas con la capacidad de inducir una respuesta

inmune tipo TH-1, la cual es crucial para la adecuada activacion del macrofago.

En la actualidad, se sabe poco sobre la participacion de las células NK en la

leishmaniasis; en modelos experimentales se ha demostrado que el IFN-y,



producido por las células NK es un mediador crucial para la resistencia innata
hacia la leishmaniasis. Laskay ha encontrado que la deplecion temprana de
células NK de ratones naturalmente resistentes los transforma en animales

altamente susceptibles a la leishmaniasis progresiva y mortal (9).

Recientemente se demostré en la unidad de medicina experimental, en el Hospital
General de México, que las células NK tienen receptores TLR-2, los cuales
reconocen al lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana, provocando la
activacion de la célula NK (10). Esta activacion lleva a la produccién de citocinas y
a una sobre-expresion del receptor TLR-2 por la célula. Esta demostracién de la
interaccion directa entre células NK y la Leishmania, abre un nuevo campo para
estudiar la participacion de éstas células en la fisiopatogenia de la leishmaniasis.
El analisis de la participacién de receptores y células de la respuesta inmune
innata posiblemente permitird entender la causa de la anergia hacia el parésito
encontrada en pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada, en la que se

encuentra la diseminacién incontrolada del parésito.

En el presente proyecto se analizara la participacion de células NK en la evolucion
de la leishmaniasis en modelos murinos susceptibles (BALB-c) y resistentes
(C57BL/6) a la leishmaniasis. Ademas se analizarda de manera comparativa la

participacion de receptores TLR-2 en la produccion de citocinas.



MARCO TEORICO

Recientemente se describié que células de la respuesta inmune innata tienen
receptores tipo TLR, los cuales filogenéticamente son ancestrales y compartidos
con plantas e insectos. Se encontré que dichos receptores reconocen patrones
moleculares compartidos entre varios microorganismos; dentro de éstos patrones
se encuentra la LPG de Leishmania. Sin embargo, en la actualidad, aun se
desconoce el papel que desempefian éstos receptores en cuanto a la evolucion de

la enfermedad.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconoce la causa de la diseminacion de Leishmania mexicana en pacientes
con leishmaniasis cutanea diseminada; se piensa que la respuesta inmune innata
determina el tipo de evolucién clinica, ya sea hacia la forma benigna
(leishmaniasis cutanea localizada) 6 hacia la maligna (leishmaniasis cutanea
diseminada). Recientemente se describid que las células NK pueden reconocer
directamente a Leishmania mexicana mediante receptores TLR-2, por lo que en el
presente proyecto se analizarda la participacion de células NK a través de
receptores TLR-2 en la evolucion clinica de ratones susceptibles (BALB/c) y

resistentes (C57) a la leishmaniasis.



JUSTIFICACION

Este estudio aportara datos novedosos sobre mecanismos de regulacion y evasion
que ejerce Leishmania sobre células del sistema inmune innato, principalmente
células NK, y permitira ampliar los conocimientos sobre la posible causa de la
susceptibilidad al parasito encontrada en ratones susceptibles (BALB/c) y en

pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar estudios comparativos de la produccién de citocinas y la expresion de
receptores TLR-2 en células NK de ratones de ambos sexos susceptibles

(BALBI/c) y resistentes (C57BL/6) a la leishmaniasis.

Objetivos particulares:

1. Obtener células NK a partir del bazo de ambos sexos y ambas cepas de
ratones (BALB/c y C57BL/6).

2. Analizar la expresion del mRNA de TLR-2 en células NK obtenidas de
ambos sexos y ambas cepas de ratones por RT-PCR en condiciones
basales y estimuladas por LPG de Leishmania mexicana.

3. Analizar la produccion de citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-10) por ELISA en

células NK estimuladas con LPG de Leishmania mexicana.



4. Infectar ratones BALB/c y C57BL/6 con Leishmania mexicanay repetir los
objetivos anteriores en distintas etapas de la evolucién clinica del
padecimiento (a los 3 y 6 meses de infeccion).

5. Realizar una cinética de la infeccion por medio de mediciones del grosor del

cojinete plantar infectado en ambos sexos y ambas cepas de raton.

HIPOTESIS

Existe una correlacion entre lasusceptibilidad a la Leishmania mexicana y una
disminucion en la expresion y funcionamiento de los receptores TLR-2 en

células NK.



MATERIAL Y METODOS
Obtencion de células NK a partir del bazo

se infectaron 160 ratones de cada cepa con 1 x 10° promastigotes de
Leishmania mexicana en el cojinete plantar inferior derecho. Se analiz6é la
evolucion clinica midiendo el incremento del grosor del cojinete mediante un
vernier. Se sacrificaron 10 animales de cada cepa al mes mediante dislocacion
cervical, se obtuvo el bazo de cada animal y posteriormente con un kit especial
de la marca MACS y mediante columnas magnéticas, por seleccion negativa,
se obtuvieron células NK purificadas. De manera comparativa se analizaron las
células NK entre las dos cepas de ratones infectados y adicionalmente se
compararon con células NK obtenidas de ratones sanos de ambas cepas. Se
incubaron 1 x 10° células NK de cada cepa de ratones con 10 pg/ml de LPG
purificado en 1 ml del medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 10% por 18
horas a 37° C y 5% de CO,. Los sobrenadantes fueron colectados para la
cuantificacion de citocinas y las células NK se congelaron en 1 ml de trizol a -

70°C.

Aislamiento del mMRNA y RT-PCR del TLR-2

Se extrajo el mMRNA de las células previamente congeladas en trizol,
posteriormente se llevd a cabo la retrotranscripcion con super script, se
cuantifico la cantidad de DNA obtenido para posteriormente hacer la reaccion

en cadena de la polimerasa utilizando platino Taq; se realizo la amplificacion



de oligonucleotidos especificos para TLR-2 de raton; el PCR se realiz6 con el
sistema Perkin EImer Gene Amp 2400. Una vez hecha la PCR se prosiguié a

correr el gel de agarosa al 1.5%.

ELISA para IFN-y, TNF-a e IL-10

A patrtir del sobrenadante obtenido de las células NK co-incubadas con LPG de
Leishmania mexicana, se determinaron las concentraciones de IFN-y, TNF-a e

IL-10 mediante la técnica ELISA sandwich utilizando un kit comercial.

DISENO

Estudio experimental comparativo y prospectivo. Permitira analizar el
funcionamiento de las células NK expuestas a Leishmania mexicana y
adicionalmente permitird analizar los cambios que ocurren en éstas células
durante distintas etapas de la infeccibn en animales genéticamente

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

POBLACION Y MUESTRA

Células NK obtenidas a partir del bazo de ratones de ambos sexos BALB/c y
C57BL/6 sanos (de 6 a 8 semanas de edad) e infectados a los 3 y 6 meses de

evolucion.



PLAN ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevd a cabo mediante la U de Mann Whitney.

ASPECTOS ETICOS

Se aplico la norma establecida por la A.M.C.A.L. (Asociacion mexicana de la

ciencia de los animales de laboratorio) para bioterios.



cm

RESULTADOS

Cinéticade lainfeccion:

Al realizar mediciones semanalmente del grosor de la pata infectada de ambas

cepas de raton, se obtuvieron los siguientes datos:
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P<0.0001

- C5/

semanas

Se observG que la cepa susceptible (BALB/c) desarrolld lesiones

significativamente mayores a las lesiones desarrolladas por la cepa resistente




(C57BL/6). No se observaron diferencias entre machos y hembras de ninguna

cepa.

Citocinas:

Al analizar las citocinas secretadas por las células NK por el método de ELISA en

ratones BALB/c se obtuvieron los siguientes resultados:

Ratones hembras sanas BALB/c

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 0 pg 136.9 pg 136.9 pg <0.05
IFN-y 54.7 pg 38.1 pg -16.6 pg <0.05
IL-10 250 pg 398.4 pg 148.4 pg <0.05

Ratones machos sanos BALB/c

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 0 pg 87.1 pg 87.1 pg <0.05
IFN-y 56.06 pg 27.63 pg -28.43 pg <0.05
IL-10 0 pg 250.2 pg 250.2 pg <0.05

En células NK de ratones BALB/c sanos estimuladas con LPG de Leishmania
mexicana se observo un incremento significativo tanto en TNF-a como en IL-10 y

una disminucion significativa de IFN-y en ambos sexos.



Ratones hembras BALB/c infectadas de 3 meses

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
IFN-y 83.6 pg 99.9 pg 16.3 pg <0.05
IL-10 281.6 pg 381.6 pg 100 pg <0.05
Ratones machos BALB/c infectados de 3 meses
BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
IFN-y 88.6 pg 62.4 pg -26.2 pg <0.05
IL-10 171.6 pg 295.4 pg 123.8 pg <0.05

A los tres meses de infeccion se observd, en células NK de ratones hembras
BALB/c, un incremento significativo tanto de IFN-y como de IL-10, pero en machos

se observé una disminucion de IFN-y y un aumento de IL-10.

Es notorio que el incremento de IL-10 es menor al observado anteriormente

(ratones sanos).

Ratones hembras BALB/c infectadas de 6 meses

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 76.7 pg 139.5 pg 62.8 pg <0.05
IFN-y 60.9 pg 0 pg -60.9 pg <0.05
IL-10 20 pg 82.7 pg 62.7 pg <0.05




Ratones machos BALB/c infectados de 6 meses

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 37.1 pg 65.7 pg 28.6 pg <0.05
IFN-y 118.7 pg 36.2 pg -82.5 pg <0.05
IL-10 60.1 pg 141.6 pg 81.5 pg <0.05

A los seis meses de infeccion se observo, en células NK de ratones BALB/c, un
incremento significativo tanto de TNF-a como de IL-10, asi como una disminucién

significativa de IFN-y en ambos sexos.

Es notorio que el incremento tanto de TNF-a como de IL-10 son menores a los
observados en las etapas anteriores de la infeccion (ratones sanos e infectados de
3 meses), lo que indica que conforme avanza la infeccion, la secrecion de

citocinas va disminuyendo gradualmente.

El incremento de IFN-y observado en las hembras a los tres meses de infeccion,
es un fendmeno transitorio, ya que a los seis meses de infeccion se intensifico la

inhibicion observada al inicio.

Al analizar por ELISA las citocinas (TNF-a, IFN-y e IL-10) en ratones C57 sanos,

infectados de 3 y 6 meses, se obtuvieron los siguientes resultados:

Ratones hembras C57 sanas

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 0 pg 41.7 pg 41.7 pg <0.05
IFN-y 37.5 pg 48.6 pg 11.1 pg <0.05
IL-10 39.4 pg 176.2 pg 136.8 pg <0.05




Ratones C57 machos sanos

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 0 pg 90.8 pg 90.8 pg <0.05
IFN-y 52.1 pg 128.7 pg 76.6 pg <0.05
IL-10 0 pg 70.6 pg 70.6 pg <0.05

En células NK de ratones C57 sanos, estimuladas con LPG de Leishmania

mexicana, se observé un incremento significativo de las tres citocinas en ambos

SEexos.
Ratones hembras C57 infectadas de 3 meses
BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
IFN-y 141.5 pg 246.5 pg 104.9 pg <0.05
IL-10 28.6 pg 49.1 pg 20.5 pg <0.05
Ratones machos C57 infectados de 3 meses
BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
IFN-y 195 pg 387.2 pg 192.2 pg <0.05
IL-10 60.9 pg 80.2 pg 19.3 pg <0.05

A los 3 meses de infeccion, en células NK de ratones C57, se observd un

incremento significativo tanto de IFN-y como de IL-10 en ambos sexos.




Es notorio que el grado de incremento del IFN-y es mayor al observado en ratones
sanos, sin embargo, el grado de incremento de IL-10 es menor al observado en

ratones sanos.

Ratones hembras C57 infectadas de 6 meses

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 37.1pg 98.4 pg 61.3 pg <0.05
IFN-y 134.8 pg 254.6 pg 119.8 pg <0.05
IL-10 75.5 pg 91.6 pg 16 pg <0.05

Ratones machos C57 infectados de 6 meses

BASAL ESTIMULADO | INCREMENTO P
TNF-a 53.3 pg 153.2 pg 99.9 pg <0.05
IFN-y 87.6 pg 261.8 pg 174.2 pg <0.05
IL-10 12.5 40.7 pg 28.2 pg <0.05

A los 6 meses de infeccion, en células NK de ratones C57, se observd un

incremento significativo de las tres citocinas en ambos sexos.

Es notorio que conforme avanza la infeccion, el grado de aumento tanto de TNF-a
como de IFNy es mayor y el de IL-10 es menor, lo que supone que en ésta cepa,
conforme avanza la infeccion, se incrementa gradualmente la secrecion de TNF-a

e IFN-y y se disminuye gradualmente la secrecién de IL-10.



RT-PCR

Al realizar RT-PCR de ambas cepas de ratdn, se observaron los siguientes

cambios en cuanto a la expresion de TLR-2:

Carril 1: pesos moleculares

Carril 2: células NK de ratones BALB/c en estado basal

Carril 3: células NK de ratones BALB/c estimuladas con LPG

Carril 4: células NK de ratones C57 es estado basal

Carril 5: células NK de ratones C57 estimuladas con LPG

Se observé que la expresion del receptor TLR-2 en células NK en estado basal es

mayor en la cepa resistente que en la susceptible, y cuando las células son



estimuladas con LPG de Leishmania mexicana, la expresion del receptor TLR-2

aumenta significativamente en ambas cepas.

Se realizé la densitometria de las bandas obtenidas en el gel de agarosa, y los

resultados obtenidos fueron los siguientes:

60
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CONCLUSIONES

Existe una cepa murina susceptible (BALB/c) y una resistente (C57) a la
infeccion por Leishmania mexicana.
En la cepa susceptible (BALB/c) el tamafio de las lesiones fue
significativamente mayor que en la cepa resistente (C57).
Las células NK respondieron de manera opuesta al estimulo con LPG de
Leishmania mexicana entre las 2 cepas de raton:
Las células NK de ratones susceptibles (BALB/c) mostraron una
disminucién significativa en la secrecion de TNF-a e IFN-y, y en menor
grado de IL-10 a lo largo de la infeccién.
Las células NK de ratones resistentes (C57) mostraron un incremento
significativo en la secrecion de TNF-a e IFN-y, y en menor grado de IL-
10 a lo largo de la infeccion.
Existe una mayor expresion del receptor TLR-2 en la cepa resistente, tanto
en células NK en estado basal como en células NK estimuladas con LPG,
en comparacion con la expresion en la cepa susceptible.
Se correlaciona la susceptibilidad a la leishmaniasis del raton BALB/c con
una baja expresion de TLR-2 y baja produccion de TNF-a e IFN-y por las

células NK.



DISCUSION

El presente trabajo, es el primero que analiza la participacion de la respuesta
inmune innata, especificamente de células NK, en la evolucion de la leishmaniasis
en modelos murinos susceptibles y resistentes a la infeccidn por Leishmania
mexicana. El analisis de la célula NK es importante debido a que es una de las
primeras células de la respuesta inmune innata capaz de secretar TNF-a e IFN-y.
Estas citocinas son cruciales en la infeccion por Leishmania, ya que son las
encargadas de activar macréfagos, incrementando su capacidad leishmanicida, la
cual consiste en incrementar la produccién de radicales de oxigeno y 6xido nitrico.
Recientemente se demostré que la célula NK puede reconocer directamente a
patdgenos mediante receptores que reconocen patrones moleculares asociados a
patdgenos como son los TLRs. La demostracidon del reconocimiento directo de la
LPG de Leishmania mexicana por la célula NK mediante receptores TLR-2
realizada en humanos, arrojé una nueva interrogante sobre la posible participacion
de éstas células y éstos receptores en determinar el tipo de evolucion clinica, para
lo cual fue indispensable trabajar con modelos murinos susceptibles y resistentes

a la enfermedad.

Este trabajo, realizado en modelos murinos, nos permitié analizar la participacion
de la célula NK en determinar la susceptibilidad 6 la resistencia a la leishmaniasis.
Encontramos que las citocinas secretadas por células NK estimuladas con LPG

difieren entre la cepa susceptible y resistente a la leishmaniasis. Mientras que



células NK de la cepa resistente producen una mayor cantidad de citocinas
activadoras (TNF-a e IFN-y), las células NK de la cepa susceptible producen una
mayor cantidad de IL-10, citocina inhibitoria del macréfago que permite la
replicacion del parasito intracelular. Este hallazgo permite correlacionar de manera
directa las citocinas secretadas por células NK y la susceptibilidad o resistencia a

la leishmaniasis.

Otro hallazgo importante es la diferencia en la expresion de receptores TLR-2
entre células NK de ambos grupos de animales. En condiciones basales, la
expresion fue mayor en la cepa resistente; al estimular las células NK con LPG de
Leishmania mexicana, se observé un incremento en la expresion del TLR-2 en
ambas cepas de ratdon, aunque el incremento fue proporcionalmente mayor en la
cepa susceptible. Este hallazgo revela una discrepancia entre la secrecion de
citocinas y la expresion de TLR-2 en células NK estimuladas con LPG de ratones
BALB/c. El incremento en la expresion de TLR-2 asociado con la disminucién en la
produccion de citocinas, apunta a que posiblemente exista un defecto en el
funcionamiento de TLR-2 en células NK de ratones susceptibles. Este defecto
pudiera deberse a deficiencias en el reconocimiento de LPG, o bien, a problemas
en la transduccién de sefales del receptor, impidiendo finalmente la translocacién
al nucleo del factor de transcripcion NF-kB y la subsecuente sintesis de citocinas
como TNF-a. Por otro lado, la baja sintesis de IFN-y por células NK de animales
susceptibles, pudiera estar mediada por la baja produccién de TNF-a por éstas

células, lo cual reduce la estimulacion autocrina de la célula.



El haber encontrado diferencias en la expresion del receptor TLR-2 y en la
produccion de citocinas entre células NK provenientes de modelos animales
susceptibles y resistentes a la leishmaniasis, revela por primera vez que una de
las posibles causas de la susceptibilidad radica a nivel de células y receptores de
la respuesta inmune innata. Esto permitird en un futuro, realizar estudios a nivel
molecular sobre las posibles alteraciones de TLR-2 responsables de la baja
produccion de citocinas activadoras que predisponen al humano a padecer
leishmaniasis cutanea diseminada, la forma progresiva de la enfermedad. El poder
conocer mecanismos moleculares responsables de la deficiente respuesta inmune
ante la Leishmania, permitira el disefio racional de terapias preventivas y

curativas.
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