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Resumen

El catabolismo extrahepático del L-triptófano (Trp) es regulado por la indolamina

2,3-dioxigenasa (IDO) para producir quinureninas (Kyn). Las Kyn inducen diferencia-

ción de células T reguladoras y supresión de células inflamatorias, lo cual puede inhibir

mecanismos microbicidas. Leishmania induce la expresión de IDO como un mecanis-

mo de supervivencia dentro de su célula hospedera. Asimismo, la inhibición de IDO

mediante 1-L-metil-Trp (L-1-MT) ha sido probada como tratamiento en enfermeda-

des causadas por parásitos intracelulares, ya que inhibe los efectos inmunosupresores

de la enzima. En este trabajo se analizó el efecto de la suplementación con Trp en

el desarrollo de la infección por L. mexicana y si la inhibición de su catabolismo por

L-1-MT funcionaba como tratamiento contra el parásito. Para analizar el efecto del

Trp en el desarrollo de la enfermedad, se infectaron ratones BALB/c con promasti-

gotes en la almohadilla plantar y se suplementaron con 1.224-19.585 mM de Trp por

43 días. Para analizar el efecto de L-1-MT, se administró el inhibidor (2 mg/mL) por

10 días. Posteriormente, se cuantificó la producción de citocinas: IFN-γ, TNF, IL-2,

IL-4, IL-5 e IL-10, en células de ganglio drenante. En ambos experimentos, se cuan-

tificó el tamaño de la lesión y la carga parasitaria. Los resultados mostraron que la

suplementación con Trp aumentó la inflamación y la carga parasitaria, mientras que

L-1-MT no produjo cambios. Además, la administración de Trp + L-1-MT aumentó

la carga parasitaria y la producción de citocinas, con predominancia de IL-10. En con-

clusión, el Trp promueve el crecimiento del parásito, mientras que la administración

de L-1-MT no contribuye con resolución de la infección.
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Abstract

L-tryptophan (Trp) is an immunomodulator metabolized by Indoleamine 2,3-

dioxygenase (IDO), an extrahepatic enzyme that generates kynurenines (Kyn). Kyn

induces differentiation of regulatory T cells and the suppression of inflammatory cells

which could inhibit microbicidal mechanisms. Leishmania induces IDO activity as a

mechanism of self-survival within its host cell. Furthermore, IDO inhibition through 1-

L-methyl-Trp (L-1-MT) has been used against intracellular parasitic diseases because

L-1-MT inhibits immunosuppressive effects of IDO. This work analyzed the effect of

Trp supplementation in L. mexicana infection and Trp catabolism inhibition through

L-1-MT as a treatment against the parasite. BALB/c mice were infected with 1x106

parasites and were supplemented with 1.224-19.585 mM of Trp for 43 days. For the

analysis of IDO inhibition in infected mice, L-1-MT was dispensed for ten days after

26 days of infection. Thereafter, the production of anti and proinflammatory cytoki-

nes (IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10) by cells from the draining lymph node were

measured. In both experiments, the lesion sizes and number of parasites within le-

sions were analyzed. The results showed that Trp supplementation enhanced footpad

swelling, as well as parasite loads, whereas L-1-MT supplementation did not induce

changes in disease evolution. When the supplementation with Trp + L-1-MT was

used, an increased parasite burden and increased anti and proinflammatory cytokine

production were evidenced, most importantly of IL-10. In conclusion, Trp supplemen-

tation exacerbates L. mexicana infection, and IDO inhibition through L-1-MT does

not resolve the infection.
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Capítulo 1

Introducción

1.1. Leishmaniasis

Las leishmaniasis comprenden un amplio espectro de enfermedades tropicales des-

atendidas causadas por la infección intracelular de protozoarios del género Leishmania

[1]. En América estas enfermedades son transmitidas a mamíferos, como el humano,

por la mordedura de un vector del género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae: Phlebo-

tominae) [2].

La severidad de las manifestaciones clínicas de las leishmaniasis depende de la

especie del agente causal y las características del hospedero. La forma más grave de-

sarrolla manifestaciones viscerales (LV), letales en el 100% de los casos si no se recibe

tratamiento, pues afecta órganos internos como hígado y bazo (Fig. 1.1 A). También

hay lesiones mucocutáneas (LMC) caracterizadas por la invasión y destrucción de la

mucosa nasofaríngea (Fig. 1.1 B); hasta las lesiones cutáneas (LC) autocurables, pero

desfigurantes y estigmatizantes, caracterizadas por la presencia de úlceras o nódulos

en la piel y que se presentan en dos formas clínicas con características inmunológicas

opuestas: la leishmaniasis cutánea localizada (LCL) (Fig. 1.1 C) y la leishmaniasis

cutánea difusa (LCD) (Fig. 1.1 D) [1, 3].
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Figura 1.1: Cuadros clínicos de la leishmaniasis.A) Leishmaniasis visceral. Foto-
grafía recuperada de JML Costa, WHO [7].B) Leishmaniasis mucocutánea. Fotografía
recuperada de Velez et al. (2013) [8]. C) Leishmaniasis cutánea localizada. Fotogra-
fía recuperada de C. Black, WHO [9]. D) Leishmaniasis cutánea difusa. Fotografía
recuperada de Mokni (2016) [10].

En México existe evidencia de la coexistencia de múltiples especies de Leishmania

[4], por lo que en el país se pueden encontrar las tres formas clínicas [4, 5]; sin embargo

la LC tiene la mayor prevalencia y L. mexicana es la principal especie responsable de

las infecciones con 2131 casos presentados entre 2017 y 2019 [6].

1.2. Ciclo de vida de Leishmania

La infección por Leishmania comienza con la mordedura de un díptero hembra

que durante su alimentación inyecta promastigotes metacíclicos en la dermis del ma-

mífero [11, 12]. Posteriormente, las sustancias de la saliva del insecto inducen una

rápida infiltración de neutrófilos y el reclutamiento de fagocitos. Los parásitos son

reconocidos por fagocitos, principalmente macrófagos, mediante sus moléculas de su-

perficie como lipofosfoglicano (LPG) y la glicoproteína de 63 kDa (GP63), tras lo cual

son internalizados mediante fagocitosis [12, 3].

Dentro de la célula, los promastigotes se mantienen en la vacuola parasitófora y

se transforman en amastigotes los cuales se replican en este organelo. Después de una

intensa multiplicación, la membrana del macrófago se lisa liberando a los amastigotes
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en el tejido con la capacidad de invadir nuevas células o con la probabilidad de ser

ingeridos por un nuevo díptero [12].

En el díptero, la sangre con macrófagos infectados o con amastigotes libres es

digerida en el intestino medio abdominal y ahí los amastigotes se transforman en su

forma replicativa llamada promastigotes procíclicos. Posteriormente, los parásitos son

liberados en el epitelio del intestino medio, se replican y se unen a las microvellosidades

del epitelio [12, 11]. Los parásitos comienzan a producir un gel y a transformarse a

su estadio infectivo: promastigote metacíclico. Luego, con cambios en la composición

de LPG y con la secreción del gel, los parásitos se liberan del epitelio hacia regiones

anteriores del sistema digestivo para finalmente provocar daño al sistema que facilita:

su regurgitación durante la alimentación del insecto, la llegada a la región anterior y

la infección a un nuevo hospedero mamífero, cerrando así el ciclo de vida (Fig.1.2)

[3, 12].
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Figura 1.2: Ciclo de vida de Leishmania . 1) Infección del hospedero mamífero.
2) Fagocitosis del parásito. 3) Formación de la vacuola parasitófora y diferenciación a
amastigotes. 4) Proliferación del parásito. 5) Liberación de los amastigotes. 6) Rein-
fección de células sanas o infección del díptero. 7) El díptero se alimenta del hospedero
mamífero e ingiere amastigotes. 8) Diferenciación a promastigotes procíclicos en el
intestino del vector. 9) Proliferación de promastigotes procíclicos. 10) Diferenciación
a promastigotes metacíclicos. [12, 11]. Elaboración propia.
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1.3. La respuesta inmune en la leishmaniasis

1.3.1. Respuesta inmune innata

El éxito de la defensa contra Leishmania requiere de un papel crítico de ambas

respuestas inmunológicas: la respuesta inmune innata (RII) y la respuesta inmune

adaptativa (RIA) [13]. Con la detección de promastigotes en la dermis, el sistema de

complemento, uno de los componentes que actúa en la fase temprana de la infección,

se activa y promueve la fagocitosis por opsonización y la lisis de Leishmania mediante

el complejo de ataque a membrana (MAC) que conduce a la eliminación eficaz de más

del 90% de los parásitos inoculados [14, 15]. Sin embargo, el pequeño porcentaje de

parásitos viables es capaz de permanecer y desarrollar la infección [15].

La rápida infiltración y reclutamiento al sitio de infección de fagocitos, como ma-

crófagos, neutrófilos y células dendríticas (CD) [16, 15], induce la fagocitosis mediada

por los receptores tipo Toll (TLR) que reconocen al patógeno a través de sus mo-

léculas de superficie como LPG, GP63 y glicosilfosfatidilinositol (GPI) [16, 17]. La

internalización del parásito le confiere protección a los efectos líticos del complemen-

to, lo que favorece su establecimiento, proliferación y diferenciación hacia amastigote

[14, 12].

Las células infectadas activan a las células naturales asesinas (NK), a través de la

producción de interleucina 12 (IL-12) [16, 14], para inducir la producción de citoci-

nas proinflamatorias como interferón gamma (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral

(TNF) [16, 14]. Estas citocinas actúan sinérgicamente para activar los mecanismos

leishmanicidas de las células infectadas: la producción de especies reactivas de oxí-

geno (ROS), como el superóxido (O−
2 ) mediado por la NADPH oxidasa 2 (NOX2), y

especies reactivas de nitrógeno (RNS), como óxido nítrico (NO) mediado por la óxido

nítrico sintasa inducible (iNOS) [16, 14, 18].

Los neutrófilos representan un arma de doble filo en la infección [18]. Por un lado,

producen trampas extracelulares de neutrófilos (NETs), redes compuestas de DNA

asociadas a proteínas antimicrobianas como elastasas, histonas y gránulos tóxicos
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[14] que eliminan al parásito. Mientras que la captación de neutrófilos apoptóticos,

por células fagocíticas, provoca la secreción de citocinas antiinflamatorias, como IL-10

y TGF-β, que generan un ambiente idóneo para la supervivencia de Leishmania al

inhibir algunos mecanismos microbicidas, en las células infectadas, y la activación de

la respuesta inmune celular [16, 18].

1.3.2. Respuesta inmune adaptativa

La RIA, caracterizada por la presencia de células B y T, es crucial en la determi-

nación del curso de la infección por Leishmania y las manifestaciones clínicas de la

enfermedad [15], aunque su papel protector depende del estado inmune del hospedero

y de la cepa o especie del parásito [16]. La infección de células fagocíticas, la presen-

tación antigénica y el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos

(PAMPs), promueven el desarrollo de la RIA y la producción de citocinas [14, 15].

Los PAMPs, como LPG, son reconocidos por receptores de reconocimiento de

patrones (PRRs) [14], de los cuales los TLRs son de los más estudiados durante la

infección, debido a que están involucrados en la coordinación de la respuesta inmune

contra el parásito [15]. El TLR-2 juega un papel protector al reconocer LPG y mejorar

la producción de IL-12, TNF, ROS, NO y la activación de células NK, además de

conducir a las células T CD4+ hacia un perfil Th1 necesario para la eliminación del

patógeno [15].

En la LC se ha observado que las células T CD4+ son importantes para la pro-

tección contra Leishmania. De acuerdo con el ambiente de citocinas en el sitio de

infección, estas células pueden diferenciarse hacia diferentes subgrupos, pero los más

estudiados son los linfocitos cooperadores tipo 1 (Th1) y tipo 2 (Th2), cuyo papel

en la evolución de la enfermedad ha sido definido en el modelo murino C57BL/6 y

BALB/c, respectivamente, durante la infección por L. major [16].

La respuesta Th1, activada por IL-12, es caracterizada por la producción de IFN-

γ y TNF que inducen la alta producción de ROS y RNS en el macrófago infectado,

promoviendo la resistencia contra el parásito (Fig. 1.3). Mientras que la respuesta

Th2, activada por IL-4, está caracterizada por la producción de citocinas como IL-4



CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 7

e IL-13 que inducen el metabolismo de la L-arginasa con producción de poliaminas,

lo que favorece la replicación del parásito (Fig. 1.3) [16, 19, 20]. No obstante, en la

infección por L. mexicana el modelo murino C57BL/6 no resuelve la infección, pero

sus lesiones son menos graves que las presentes en el modelo murino BALB/c [21].

Figura 1.3:Dicotomía de la respuesta Th1 y Th2 en la infección por L. major
en el modelo murino. El reconocimiento de LPG por TLR-2 estimula la producción
de citocinas y la diferenciación de células T CD4+. De manera que, la producción de
IL-12 por la célula infectada conduce a la diferenciación celular de linfocitos T CD4+
tipo Th1, respuesta característica del modelo murino C57BL/6 durante la infección
por L. major, en donde se promueve la producción de IFN-γ y TNF, que conducen a
la producción de ROS mediante la NOX2 y RNS a través de la iNOS para eliminar
al parásito. Mientras que la producción de IL-4 conduce a la diferenciación de células
T CD4+ tipo Th2, característica del modelo murino BALB/c, misma que induce la
secreción de poliaminas a través de la L-arginasa, lo que disminuye los niveles de
IFN-γ y favorece la replicación del parásito. [16, 19, 20]. Elaboración propia.

La actividad de los linfocitos T CD8+, o citotóxicos, es mediada por la producción

de moléculas citolíticas como perforinas y granzimas que activan la muerte celular

por apoptosis en los macrófagos infectados, además son una fuente de producción de

IFN-γ y TNF; sin embargo, el papel de estas células en el curso de la infección es

controversial [16], ya que se ha reportado en algunos modelos que la toxicidad mata
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a la célula infectada liberando al parásito sin inducir su muerte lo que conduce a una

inflamación severa [18], además se han observado células T CD8+ productoras de

citocinas reguladoras [22].

El papel protector de las células T CD8+ se ha observado en pacientes con LCL

infectados con L. mexicana, en donde las células CD8+ eliminan a la célula infectada a

través de la actividad citolítica y la activación de mecanismos leishmanicidas mediados

por la producción de IFN-γ [23]. Contrariamente, en pacientes con LCL infectados

con L. guyanensis se ha observado que las células T CD8+ producen IL-10 que inhibe

la producción de RNS y con ello la eliminación del parásito [22]. Aún queda mucho

por estudiar, pues la exacerbación de su papel citotóxico podría ocasionar problemas

severos en la piel [24].

De la misma manera, existe un papel controversial de las células B en la leishma-

niasis. Durante el curso de la infección por L. amazonensis en ratones deficientes de

células B, se observó una reducción en la producción de IFN-γ e IL-10, disminución

de necrosis tisular, menor tamaño de las lesiones y un inicio tardío del desarrollo de

la enfermedad [25]. Mientras que otros estudios afirman que la gravedad de la enfer-

medad se debe al papel de las células B como reguladoras y a su producción de IL-10

[26]; sin embargo, también se ha observado que la ausencia de células B conduce a

una disminución del reclutamiento y activación de células T CD4+ necesarias para la

eliminación del parásito [25]. Por lo que es claro que se necesita seguir investigando

el papel de estas células en la enfermedad.

1.4. Mecanismos de evasión de la respuesta inmune

por Leishmania

La evasión del sistema inmune, como la regulación de los mecanismos microbi-

cidas o la modulación de la producción de citocinas [13], se debe principalmente a

la interacción de los componentes del sistema inmune con los factores de virulencia

presentes en la superficie del parásito, como LPG y GP63, los cuales son expresados
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y modificados a lo largo del ciclo de vida [27].

Al entrar al hospedero, los parásitos necesitan escapar de la actividad citolítica

del sistema de complemento, por lo que LPG interfiere con la cascada de activación

y con la inserción del MAC al fosforilar los componentes C3, C5 y C9 [2, 28]. Simul-

táneamente, GP63 transforma la proteína C3b del complemento a su forma inactiva

iC3b, que evita la formación del MAC, pero permite que el parásito sea opsonizado

mediante los receptores del complemento 1 (CR1) y 3 (CR3), que a su vez evita la

activación de la producción de ROS y RNS dentro del fagocito [27].

En el fagocito, el parásito es capaz de escapar del ambiente ácido y la acción

microbicida de RNS y ROS gracias a la actividad de LPG y GP63 [2]. LPG inhibe la

fusión del fagosoma con los lisosomas y endosomas [27, 15], mientras que GP63 inhibe

la expresión de iNOs; inactiva los factores de transcripción proinflamatorios Ap-1 y

NF-κβ y promueve la escisión de los receptores de proteínas solubles de fijación a

membrana (SNARE), que inhiben la fusión o translocación de vesículas, por lo que

el complejo NADPH oxidasa no es capaz de ensamblarse. Además, con la escisión de

las proteínas SNARE, las moléculas de MHC-II no pueden trasladarse a la membrana

del fagocito por lo que la presentación antigénica y la activación de células T se ven

interrumpidas [27, 2].

Otro mecanismo de evasión del sistema inmune se lleva a cabo a través de la secre-

ción de exosomas que son liberados por los macrófagos infectados. En la infección por

L. mexicana, estas vesículas contienen factores de virulencia del parásito como GP63

y la proteína fosfatasa 2C (PP2C) [29, 30]. Soto-Serna et al. (2020), observaron que

en macrófagos infectados con L. mexicana y estimulados con exosomas, provenientes

de amastigotes de cultivo axénico, hay una reducción en la expresión de MHC-I, dis-

minución de la expresión de moléculas coestimuladoras como CD86 y una reducción

de la producción de NO, lo que favorece la supervivencia del parásito en su célula

hospedera [29].

La supervivencia de Leishmania también requiere de minerales y aminoácidos.

Se sabe que el protozoario puede sintetizar algunos aminoácidos de novo, pero es

auxótrofo para muchos otros como el L-triptófano (Trp) [31], lo cual sugiere que la



CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 10

restricción del aminoácido podría contribuir con la eliminación del patógeno. Además,

el Trp puede regular negativamente la respuesta inmune a través de la generación

de metabolitos inmunosupresores, de manera que se ha visto que Leishmania se ve

beneficiada por esta actividad inmunosupresora para persistir en su hospedero [32].

1.5. Metabolismo del L-triptófano

1.5.1. Metabolismo del L-triptófano en Leishmania

Leishmania es capaz de oxidar diversos sustratos, como aminoácidos y ácidos

grasos, durante todo su ciclo de vida. En el intestino del díptero, el parásito obtiene sus

nutrientes esencialmente de proteínas y aminoácidos que provienen de la sangre [33].

Además, se sabe que para compensar la escasez de energía y nutrientes, los parásitos

poseen vías catabólicas que les permiten utilizar aminoácidos como combustible [34,

33].

El catabolismo de aminoácidos es crucial en los tripanosomátidos y tiene lugar en

dos pasos: el paso inicial implica una reacción reversible conocida como transamina-

ción, en la cual se transfiere el grupo amino de un aminoácido aromático a un cetoáci-

do, este último al adquirir el grupo amino se convierte en su respectivo aminoácido. En

el segundo paso, el aminoácido desaminado es reducido por la enzima deshidrogenasa

y finalmente es excretado [34]. Las enzimas implicadas en el intercambio y eliminación

del nitrógeno amínico son las aminotransferasas y han sido reportadas en amastigotes

y promastigotes de L. mexicana [33]. El Trp es un aminoácido, aromático (Fig. 1.4),

esencial para el crecimiento de promastigotes de Leishmania que sirve como fuente de

energía de carbono [33]. La tirosina aminotransferasa (TAT), la aminotransferasa de

amplia especificidad y la L-2-hidroxiácido deshidrogenasa aromática, son algunas de

las enzimas que utilizan al Trp como sustrato para producir lactatos aromáticos en

L. mexicana [34, 35, 36]. Conforme a lo documentado, la TAT, es una proteína que

juega un papel crucial en la supervivencia y patogenicidad de L. donovani, además,

también es capaz de transaminar a 2-ceto-3-metil-valerato para producir el aminoá-
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cido valina, el cual se ha visto que es requerido para la supervivencia de L. tarentolae

en el ciclo dimórfico [34].

1.5.2. Metabolismo del L-triptófano en mamíferos

El Trp (Fig. 1.4), uno de los nueve aminoácidos esenciales en mamíferos, es pre-

cursor de la síntesis de serotonina, quinureninas, triptamina y proteínas [37]. Una

pequeña fracción de ∼5-10%, es usada en la síntesis de proteínas y la producción de

neurotransmisores, mientras que el ∼95% de Trp libre es sustrato en la vía de las

quinureninas (Fig. 1.5) (KP) [38].

Figura 1.4: Estructura química del L-Triptófano y su anillo indol

La KP existe principalmente en el hígado, donde se degrada un 90% de Trp

en condiciones fisiológicas regulares por la enzima triptófano 2,3-dioxigenasa (TDO),

mientras que el 10% restante se degrada vía extrahepática por la actividad de la

indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) [39], expresada en células del sistema inmune, como

células presentadoras de antígeno, principalmente en macrófagos y dendríticas [39, 40].

1.5.3. Vía de las quinureninas

El metabolismo del Trp inicia con la oxidación del anillo indol (Véase en Fig. 1.4)

mediado por IDO. En este primer paso se requiere de la reducción del grupo hemo co-
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mo ión férrico (Fe3+) hacia ion ferroso (Fe2+) para facilitar la unión de su sustrato Trp

y el cosustrato O2 al sitio activo de la enzima y producir N-formilquinurenina (NFK)

[39, 41]. Posteriormente, con ayuda de la enzima NFK formamidasa se transforma a

L-quinurenina (L-Kyn) (Fig. 1.5) [39, 42].

La L-Kyn puede dar paso a otras quinureninas mediante la acción de tres impor-

tantes enzimas como kinureninasa A (KYNU-A), que genera ácido antranílico (AA);

quinurenina aminotransferasa (KAT), que produce ácido quinurénico (KA), un me-

tabolito con actividad inmunomoduladora y neuroprotectora [39, 43]; y quinurenina

3-monoxigenasa (KMO) que genera un metabolito supresor del sistema inmune y

generador de radicales libres: 3-hidroxiquinurenina (3-HK) (Fig. 1.5) [42, 44, 45].

La 3-HK es metabolizada por la kinureninasa B (KYNU-B) y genera ácido 3-

hidroxiantranílico (3-HAA), otro productor de radicales libres e inmunosupresor [42,

44, 45]. 3-HAA es metabolizado a partir de 3-hidroxiantranílico 3,4-dioxigenasa (3-

HAAO) a 2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehído (ACMS), que posteriormente,

por una reacción no enzimática, produce el compuesto inmunosupresor y neurotóxico

ácido quinolínico (QA) precursor de NAD+ [42, 46]. ACMS a través de 2-amino-3-

carboximuconato-6-semialdehído descarboxilasa (ACMSD) produce 2-aminomuconato-

6-semialdehído (AMS) que produce ácido picolínico (PA) (Fig. 1.5), un agente con

propiedades antimicrobianas debido a que mejora las funciones microbicidas del ma-

crófago [42, 47].
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Figura 1.5: Metabolismo del L-triptófano mediante la vía de las quinure-
ninas. El Trp es esencial para la biosíntesis de proteínas y precursor de serotonina,
melatonina, triptamina y quinureninas. La vía de las quinureninas se inicia con la
enzima TDO e IDO, mientras la TDO muestra una alta especificidad por el L-Trp,
la IDO es capaz de degradar el anillo indol de varios sustratos como L-Trp, seroto-
nina, triptamina y melatonina, lo cual produce compuestos como L-Kyn, KA, 3-HK,
3-HAA, QA, que en conjunto se conocen como quinureninas [39, 43]. Elaboración
propia.
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1.6. Expresión de IDO

El gen de IDO (ido1 ) pertenece a un grupo de genes estimulados por interferón

(ISGs), que posee sitios de unión a factores de transcripción: las secuencias activadas

gamma (GAS) y dos secuencias conocidas como elementos reguladores estimulados

por interferón (ISRE) [48]. La expresión de IDO es inducida principalmente por IFN-γ

a través de la vía JAK/STAT1α y los factores reguladores de interferón 1 y 8 [49, 50].

Se han descrito otros mecanismos de inducción de la expresión de IDO como la

activación de la vía de NF-κβ por LPS [51, 52]; la activación del factor de transcripción

receptor de hidrocarburo de Arilo (AhR) por Kyn [53]; la unión de moléculas de la

familia B7 con CTLA-4 [54]; la interacción de PD1 con PDL-1 [55]; y la unión de

CD28 con moléculas de la familia B7 [56].

Ante una infección intracelular, las células del sistema inmune se activan y liberan

una gran cantidad de componentes inflamatorios como IFN-γ, TNF e IL-1 para la

activación de mecanismos microbicidas [57]. En los últimos años, diversos estudios

han confirmado que los patógenos intracelulares se ven beneficiados de esta respuesta

inflamatoria para evadir estos mecanismos a través de la inducción de la expresión

de IDO [32]. De acuerdo con la literatura, algunas especies de Leishmania podrían

inducir la expresión de la enzima a través de distintas vías, por ejemplo, durante la

infección con Leishmania se induce la interacción de CTLA-4 con B7 [58]. Asimismo,

durante la infección por L. major en células dendríticas humanas se activan los fac-

tores de transcripción IFR-1, IFR-8 y STAT1α [59]. También, se ha observado que el

protozoario estimula la producción de TNF en macrófagos infectados y esta citocina

es capaz de inducir la expresión de IDO a través de la vía no canónica de NF-κβ

[60, 61].
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1.7. Las quinureninas y su interacción con el sistema

inmune

La IDO puede inducir la supresión de los linfocitos T por distintos mecanismos,

uno de ellos es a través del agotamiento del Trp, el cual es necesario para el crecimiento

celular y su ausencia puede inducir muerte celular por autofagia o apoptosis (Fig. 1.6)

[62]. Las células T requieren de ciclos celulares sucesivos para adquirir sus funciones

efectoras [63], se ha comprobado que en los linfocitos T activados la deficiencia de Trp

induce el arresto del ciclo celular en la transición de la fase G1/S [64], dicho arresto

puede revertirse si se reestablece la disponibilidad del aminoácido (Fig. 1.6) [65].

La ausencia de Trp induce la activación de la enzima cinasa de control general no

represiva 2 (GCN2), una proteína que funciona como sensor de nutrientes [62]. Esta

enzima desencadena una repuesta de estrés integrada (ISR), donde moléculas de tRNA

sin carga de Trp se acumulan y se unen al dominio His-RS de GCN2, desencadenando

la inhibición del factor de iniciación de la traducción eucariota (eIF2α) mediante su

fosforilación, lo cual conduce a la reducción de la traducción del mRNA y la síntesis

de proteínas, comprometiendo el ciclo celular y finalmente induciendo apoptosis o

autofagia [62, 66]. Adicionalmente se ha reportado que la activación de GCN2 induce

la producción de TGF-β e IL-10, sugiriendo su participación en la inducción de células

T reguladoras (Tregs) (Fig. 1.6) [67].

Las Kyn 3-HAA, KA y L-Kyn son agonistas del AhR [68], un factor de trans-

cripción citoplasmático que promueve la secreción de más Kyn y TGF-β en células

dendríticas [69, 53, 70]. En linfocitos T se ha reportado que las Kyn ingresan al cito-

plasma a través del transportador de aminoácidos SLC7A5 (LAT1) [71, 70] en donde

activan al AhR, induciendo la diferenciación de los linfocitos T naïve hacia células

Tregs (Fig. 1.6) [53].

Las Kyn además de inducir el cambio fenotípico hacia Tregs, también pueden

ejercer otros efectos supresores sobre el sistema inmune. Se sabe que QA junto con

3-HAA inducen apoptosis en las células T del Timo y selectivamente en las células
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Th1, mediante la activación de la caspasa 8 y la liberación del citocromo c por la

mitocondria (Fig. 1.6), sugiriendo que las Kyn QA y 3-HAA cambian el equilibrio

Th1/Th2 a favor de Th2 [44].
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Figura 1.6: Mecanismos reguladores del agotamiento del L-Trp sobre las
células inmunes. El catabolismo de Trp por IDO conduce al agotamiento del ami-
noácido, 1) este agotamiento activa el sensor GCN2, desencadenando una ISR, lo cual
provoca la fosforilación de eIF2-α y 2) la traducción del factor de transcripción ATF4,
que a su vez induce la transcripción del gen del factor de transcripción CHOP. CHOP
y el heterodímero CHOP/ATF4 inducen la expresión de genes relacionados con la au-
tofagia y apoptosis [72, 73]. 3) Otro efecto de la ISR es la reducción de la traducción
del mRNA y la síntesis de proteínas, lo que conduce al arresto del ciclo celular en
la transición de la fase G1/S [64]. 4) La activación de GCN2 también incrementa la
producción de TGF-β [67]. 5) Producción de Kyn a través del catabolismo del L-Trp
mediante IDO. 6) Las Kn se unen a AhR induciendo su translocación nuclear. 7)
AhR induce la expresión del gen de IDO. 8) Las Kyn como 3-HAA y QA ingresan al
citoplasma celular a través de LAT1 [71], induciendo la activación de caspasa 8 rela-
cionada con la liberación del citocromo C. Esto facilita el ensamblaje del apoptosoma
y la activación de las caspasas 9 y 3 [44, 74] . 9) Las Kyn ingresan a las células T
naïve para unirse a AhR y junto con TGF-β inducen la diferenciación de células Tregs
por la transcripción de Foxp3.[75]. 10) TGF-β induce la fosforilación de SMAD2 y
SMAD3 que forman un complejo trimérico con SMAD4, el cual se transloca al núcleo
para inducir la expresión de Foxp3 [76, 77]. Elaboración propia.
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1.8. 1-Metiltriptófano: un inhibidor competitivo de

IDO

El 1-Metil-triptófano (1-MT), análogo del Trp, es un inhibidor competitivo de

IDO [78] de baja toxicidad, buena absorción intestinal y baja unión a las proteínas

plasmáticas [79]. Este inhibidor ha sido probado como tratamiento contra infecciones

por protozoarios como L. major [32], Plasmodium [80] y Toxoplasma gondii [81].

Existen dos estereoisómeros de 1-MT: 1-Metil-L-triptófano (L-1-MT) y 1-Metil-D-

Triptófano (D-1-MT) (Fig. 1.7), ambos estudiados de manera independiente o en

conjunto en ensayos in vivo e in vitro [79], aunque algunos estudios afirman que el

estereoisómero L-1-MT es capaz de inhibir la actividad de IDO con mayor eficiencia

que D-1-MT [82].

Figura 1.7: Estructura química de los estereoisómeros del 1-Metil-triptófano

Divanovic et al. (2012) demostraron que ambos estereoisómeros, D-1-MT y L-1-

MT, son capaces de disminuir el tamaño de las lesiones generadas por la infección de

L. major en ratones C57BL/6 [83]. Otros estudios mostraron que durante la infección

con L. major en ratones IDO-KO o tratados con D-1-MT, hay una reducción de la

inflamación local de las lesiones de los ratones, una disminución del 60% de la carga

parasitaria y de la producción de IL-10. Sin embargo, no se observó un aumento en
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la producción de IFN-γ, necesario para resolver la infección [32].

En contraste con lo anterior, en otros tripanosomátidos, como Trypanosoma cruzi,

se observó que la administración de D-1-MT aumentaba significativamente la repli-

cación de parásitos intracelulares y disminuía significativamente la producción de

IL-12 y TNF. Sin embargo, cuando el inhibidor D-1-MT se administraba junto con

la quinurenina 3-HK, un importante generador de radicales libres altamente tóxicos

para T. cruzi, la replicación parasitaria reducía significativamente y se restablecía la

producción de IL-12 [84].

Adicionalmente, se ha registrado que el tratamiento con L-1-MT inhibe la capta-

ción de Trp a través de la inhibición de un transportador altamente específico, que

capta al aminoácido en concentraciones nanomolares y es inducido por IFN-γ y la

interacción de Kyn con AhR [85, 86]. Lo anterior indicaría que la administración de

L-1-MT, además de inhibir la actividad de IDO, también estaría limitando la dispo-

nibilidad de Trp para el parásito.



Capítulo 2

Justificación

Los antecedentes indican que Leishmania requiere del Trp para sobrevivir y crecer

en su hospedero al mismo tiempo que el parásito induce la expresión de IDO en su

célula hospedera estimulando su actividad inmunosupresora [32, 58]. Del mismo modo,

se ha demostrado que el L-1-MT es un fármaco potencial para el tratamiento de la

leishmaniasis en la infección con L. major [32]. Sin embargo, no hay registros en la

literatura sobre el efecto que pueda presentar la administración de Trp y de L-1-MT

en la infección con L. mexicana, principal agente causal de la leishmaniasis cutánea en

México. Por tanto, en este trabajo se propone analizar el efecto de la suplementación

con Trp en el desarrollo de la infección por L. mexicana y llevar a cabo la inhibición

del metabolismo del Trp con L-1-MT con el fin de desarrollar estrategias terapéuticas.
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Hipótesis

La suplementación con L-triptófano exacerba la infección por Leishmania mexi-

cana disminuyendo la producción de citocinas inflamatorias TNF e IFN-γ en ratones

BALB/c infectados. Asimismo, el tratamiento con 1-metil-L-Triptófano aumenta la

producción de TNF e IFN-γ, disminuyendo la carga parasitaria.
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Capítulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

Analizar el efecto de la suplementación con L-triptófano en el desarrollo de la

infección por Leishmania mexicana y si la inhibición de su catabolismo contribuye a

la resolución de la enfermedad.

4.1.1. Objetivos particulares

1. Analizar la sobrevida de L. mexicana en macrófagos infectados suplementados

con distintas concentraciones de L-triptófano in vitro.

2. Analizar el desarrollo de las lesiones y la carga parasitaria de ratones BALB/c

infectados con L. mexicana suplementados con L-triptófano.

3. Analizar el desarrollo de las lesiones y la carga parasitaria de ratones BALB/c

infectados con L. mexicana tratados con L-1-MT y Trp.

4. Analizar la producción de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias: IFN-γ,

TNF, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10, producidas por células del ganglio linfático de ra-

tones BALB/c infectados con L. mexicana tratados con L-1-MT, Trp y Trp+L-

1-MT.
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Animales de experimentación

Se trabajó con hembras Mus musculus de la cepa BALB/c de 8-10 semanas, pro-

porcionados por el bioterio de la Unidad de Investigación de Medicina Experimental

de la Facultad de Medicina, UNAM. Fueron manejados siguiendo los lineamientos

establecidos para los animales de laboratorio de acuerdo con la NOM-062-ZOO-1999

y bajo la aprobación del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Labo-

ratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la UNAM, con número de registro

063-2020/022-CIC-2020.
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Materiales y métodos

Aislamiento de Leishmania mexicana

Se utilizaron parásitos de L. mexicana de la cepa MHOM/MX/2011 Lacandona,

aislados de una paciente mexicana diagnosticada con LCL, luego de que viajó a la

selva Lacandona en Chiapas. La paciente presentaba una úlcera en la piel, de la cual se

aislaron amastigotes que, posteriormente, se mantuvieron en la almohadilla plantar de

ratones BALB/c. Para el aislamiento de los parásitos, los ratones fueron anestesiados

por la inhalación con Isoflurano (Sofloran ®) y eutanasiados por dislocación cervical.

Luego, los amastigotes fueron aspirados con jeringa de insulina de calibre 31 G con

PBS y antibiótico al 1%, 100 U/mL de penicilina G y 100 mg/mL de estreptomicina

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

La virulencia del patógeno se mantuvo inoculando de 5 − 10x105 amastigotes en

la almohadilla plantar de ratones BALB/c. Luego, los parásitos fueron aislados de

las lesiones y se mantuvieron en botellas de 25 cm2, a 33°C, con 10 mL de medio

Grace’s Insect (Sigma-Aldrich). El medio Grace’s Insect fue suplementado al 20%

de SFB (GIBCO by Life Technologies) inactivado por calor, a 56°C, por 30 minutos;

con antibiótico al 1%, 100 U/mL penicilina G y 100 mg/mL estreptomicina; 2 mM

L-glutamina y 0.35 g/L de bicarbonato de sodio. El medio fue ajustado a pH 5.5. Para

mantener el cultivo de parásitos, se transfirieron 5x105 amastigotes a botellas de 25

24
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cm2 con medio de cultivo fresco cada 3-4 días (pase de parásitos) durante la fase lo-

garítmica del crecimiento, con un máximo de cinco pases por aislado. Posteriormente,

los amastigotes se inocularon nuevamente en la almohadilla plantar de ratones.

Cultivo axénico de promastigotes de L. mexicana

Los amastigotes, provenientes del aspirado de la almohadilla plantar de ratones

BALB/c, fueron cultivados y diferenciados a promastigotes, a 26°C, en botellas de 25

cm2 con 10 mL de medio M199 (GIBCO by Life Technologies, Inc. Grand Island, NY).

El medio M199 fue suplementado al 10% de SFB inactivado por calor con antibiótico

al 1%, 100 U/mL de penicilina G y 100 mg/mL de estreptomicina, y fue ajustado a

pH 7.4. Los promastigotes metacíclicos fueron cosechados en la fase estacionaria de

su crecimiento (día 5) [87].

Diferenciación de macrófagos murinos de médula ósea

Los macrófagos fueron diferenciados a partir de células de médula ósea de ratones

BALB/c. Los ratones fueron anestesiados por la inhalación de Isoflurano, eutanasiados

por dislocación cervical y se bañaron en etanol al 70% para desinfectarlos. Con ayuda

de material de disección estéril, se retiró la piel y el músculo de las extremidades

posteriores (fémur y tibia), posteriormente, se retiró el resto de tejido utilizando gasas

estériles, cuidando de no fisurar ninguno de los huesos. El fémur y la tibia se colocaron

en etanol al 70% durante 3 minutos para su desinfección, luego, se colocaron en PBS

con antibiótico al 2%, 100 U/mL de penicilina G y 100 mg/mL de estreptomicina. En

campana de flujo laminar, se cortó la epífisis de cada hueso, después, con jeringa de

10 mL, aguja de calibre 25 G, se inyectaron de 3-5 mL de PBS para colectar la médula

ósea en tubos cónicos estériles de 15 mL. Posteriormente, las células se centrifugaron

a 1500 rpm durante 15 minutos, a 20°C, y se resuspendieron en medio RPMI-1640

(GIBCO by Life Technologies). Las células se contaron con cámara de Neubauer y se

utilizó azul de tripán para excluir las células muertas (Gibco Invitrogen Corporation,

Carlsbad, CA, USA).

Para la diferenciación a macrófagos, se sembraron 2x106 de células de médula ósea
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en cajas de Petri bacteriológicas de 100 mm (Corning, Life Sciences, NY, USA) con

10 mL de medio RPMI-1640 durante 7 días, a 37°C, con 5% de CO2. El medio RPMI-

1640 fue suplementado con SFB inactivado por calor al 20%; factor estimulante de

colonias de macrófagos (M-CSF) de la línea celular L929 al 20% y contenía antibiótico

al 1%, 100 U/mL de penicilina G y 100 mg/mL de estreptomicina [88]. Luego, se

retiró el medio de cultivo y los macrófagos adherentes fueron desprendidos, mediante

la acción mecánica del pipeteo, con PBS frío y se colectaron en un tubo cónico de 15

mL, el cual se mantuvo en una cama de hielo. Después, las células se centrifugaron

a 1500 rpm durante 15 minutos a 4°C y se resuspendieron en medio RPMI-1640

suplementado con SFB inactivado por calor al 10%.

Ensayo de sobrevida de L. mexicana en macrófagos murinos infectados y

suplementados con distintas concentraciones de Trp in vitro

En una placa de cultivo celular de 96 pozos (Corning, Life Sciences, NY, USA),

se sembraron 2.5x105 macrófagos murinos, por condición, en medio RPMI-1640 en

un volumen final del 200 µL y se incubaron a 37° C durante 24 h. El medio fue su-

plementado al 10% con SFB inactivado por calor y antibiótico al 1%, 100 U/mL de

penicilina G y 100 mg/mL de estreptomicina. Posteriormente, las células se infectaron

con promastigotes de L. mexicana en un radio de infección 1:10 (célula/parásitos).

Para sincronizar la infección, y poner en contacto células con los parásitos, la placa

se centrifugo a 1200 rpm durante 3 minutos y se dejó reposar durante 2 h a 26°C.

Después, se retiró el sobrenadante; los pozos se lavaron con PBS, con el fin de eli-

minar los parásitos no fagocitados; se agregó medio RPMI-1640 en un volumen final

de 200 µL y se dejaron incubando a 37°C con 5% de CO2 durante toda la noche.

Posteriormente, se desechó el sobrenadante y las células se estimularon con L-Trp

(Sigma-Aldrich) a una concentración de 25 nM, 100 nM, 150 nM, 250 nM, 1 µM o

100 µM, resuspendido en medio RPMI-1640 en un volumen final de 200 µL. Adicio-

nalmente, se consideraron macrófagos sin estímulo de Trp. Las células se incubaron a

37°C con 5% de CO2 en presencia de los estímulos durante 24h, se desechó el sobre-

nadante y se lavaron los pozos con PBS. Luego, se agregó medio M199 suplementado



CAPÍTULO 6. MATERIALES Y MÉTODOS 27

al 10% con SFB inactivado por calor y antibiótico al 1%, 100 U/mL de penicilina G

y 100 mg/mL de estreptomicina y se incubaron a 26°C durante 72 h para provocar la

liberación de los parásitos. Los parásitos liberados al medio de cultivo fueron fijados

con glutaraldehido al 0.1% y se contaron utilizando cámara de Neubauer.

Infección de ratones BALB/c con promastigotes de L. mexicana

A partir del cultivo axénico, los parásitos se cosecharon en la fase estacionaria; se

centrifugaron a 3500 rpm por 15 minutos; se lavaron dos veces con PBS y se ajustaron

a 1x106 promastigotes por cada 10 µL de PBS mediante conteo en cámara de Neu-

bauer. La infección con L. mexicana se llevó a cabo inoculando 1x106 promastigotes,

resuspendidos en 10 µL de PBS, con jeringa de insulina de calibre 31 G en la dermis

de la almohadilla plantar de ratones BALB/c, previamente desinfectada con etanol

al 70%. La progresión de la infección fue evaluada a través del aumento del tamaño

de almohadilla plantar, la cual se midió de una a dos veces por semana con vernier

digital (resolución: ± 0.01 mm) (Thomas scientific).

Suplementación con Trp en el transcurso de la infección por L. mexicana

Los ratones BALB/c infectados con L. mexicana fueron suplementados con Trp a

una concentración de 1.224 mM, 2.448 mM, 4.896 mM, 9.792 mM o 19.585 mM. El

Trp fue diluido en agua potable estéril y administrado ad libitum, con un cambio de

agua cada tercer día desde el inicio de la infección durante 43 días. Adicionalmente,

se contempló un grupo control sin tratamiento. Todos los ratones fueron pesados una

vez a la semana durante el experimento y se midió el consumo de agua para asegurar

que su estado nutricional no resultara afectado por la administración del aminoácido.

Administración de L-1-MT, L-Trp y Trp + L-1-MT en el transcurso de la

infección in vivo por L. mexicana

Los ratones BALB/c infectados con L. mexicana fueron suplementados con: L-1-

MT a una concentración de 2 mg/mL (Sigma-Aldrich); L-Trp a una concentración
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de 19.585 mM; o Trp + L-1-MT a una concentración de 19.585 mM y 2 mg/mL,

respectivamente.

El inhibidor L-1-MT fue diluido en 10 mL de solución de NAOH al 0.1 N, luego,

se ajustó a pH 7.4, como lo indica Murakami et al., (2012) [81], y se aforó a 100 mL

con agua potable estéril. El vehículo (Veh) consitió en 10 mL de solución de NAOH

al 0.1 N, que se ajustó a pH 7.4 y se aforó a 100 mL con agua potable estéril.

Los tratamientos se administraron ad libitum durante 10 días, iniciando en el día

26 de la infección. Adicionalmente, se consideró un grupo que no recibió tratamiento

y un grupo que recibió el Veh. Todos los ratones fueron pesados una vez a la semana

durante el experimento.

Cuantificación de la carga parasitaria en ratones BALB/c infectados con

L. mexicana y tratados con Trp y L-1-MT

Al finalizar los experimentos de la suplementación con Trp y L-1-MT, los ratones

fueron eutanasiados en cámara de CO2 y se bañaron en etanol al 70% para su de-

sinfección. Luego, se cortaron las almohadillas infectadas y se colocaron en etanol al

70% durante 2 minutos, posteriormente, se colocaron en agua estéril desionizada y se

dejaron secar. Las almohadillas se colocaron en tubos cónicos de 50 mL con 3 mL de

PBS y antibiótico al 2%, 100 U/mL de penicilina G y 100 mg/mL de estreptomicina.

Las almohadillas se maceraron con 4 mL de PBS en malla de alambre de poro de 100

µm y émbolos metálicos, siguiendo los métodos propuestos por Lezama-Dávila et al.

(1992) [89]. Las muestras fueron colectadas en tubos cónicos de 15 mL y posterior-

mente se aforaron a un volumen final de 8 mL con PBS. Posteriormente, se agregó

paraformaldheído al 1% a todas las muestras y se centrifugaron a 3500 rpm por 10

min a 10°C, se les retiró el sobrenadante y se resuspendieron en 10 mL PBS. A las 24

h, los amastigotes obtenidos se disgregaron pasando la muestra por jeringa de insulina

siete veces y se realizó un conteo con cámara de Neubauer.
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Cuantificación de citocinas producidas en el tratamiento con L-1-MT, Trp

o Trp + L-1MT

Con ayuda de material de disección, y en condiciones de esterilidad, se aisló el

ganglio poplíteo más cercano a la infección de los ratones suplementados con L-1-MT,

Trp (19.585 mM), Trp + L-1-MT y los controles. Los ganglios se mantuvieron en PBS,

en cama de hielo, con antibiótico al 1%, 100 U/mL de penicilina G y 100 mg/mL

de estreptomicina. Los nódulos se maceraron con 1 mL de PBS en malla de poro de

100 µm y émbolos metálicos estériles. Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm por

15 min a 20°C, se retiró el sobrenadante y se resuspendieron en 1 mL de medio de

cultivo celular RPMI-1640. Después, en una placa de cultivo de 96 pozos se sembraron

1x106 células por muestra y se estimularon con antígeno total de L. mexicana a una

concentración de 10 µg/mL, para inducir la presentación antigénica a los linfocitos T.

El antígeno total de L. mexicana fue obtenido mediante tres ciclos de congelación a

-70°C y 10 min de sonicación entre cada uno de ellos. Las muestras se incubaron por

7 días a 37°C con 5% de CO2. Luego del tiempo transcurrido, la placa se centrifugó

a 3500 rpm por 15 min a 20°C, el sobrenadante se cosechó y se mantuvo en una cama

de hielo para la cuantificación de citocinas: IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10,

usando el panel LEGENDplexTM MU Th1 / Th2 (8 plex) con FP V03 (BioLengend,

USA). Los datos fueron cuantificados por citometría de flujo FACSCanto II (BD,

Becton Dickson, San José, CA, USA) y analizados con el software de análisis de

datos LEGENDplexTM V8.0 (www.biolegend.com/legendplex) (BioLegend, USA).

Análisis estadístico

Los resultados fueron analizados utilizando la prueba no paramétrica de U de

Mann-Whitney para la comparación de los grupos experimentales contra el grupo

control. Todo el análisis estadístico y las figuras se realizaron en el software GraphPad

Prism 6 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA), consideran-

do un valor significativo cuando p≤0.05.

(www.biolegend.com/legendplex)


Capítulo 7

Resultados

Ensayo de sobrevida de L. mexicana en macrófagos murinos infectados

suplementados con distintas concentraciones de Trp in vitro

La suplementación in vitro con diferentes concentraciones de Trp a macrófagos

infectados con L. mexicana, no indujo cambios significativos en la sobrevida del pa-

rásito, con respecto al grupo sin tratamiento. Sin embargo, se pudo observar una

tendencia: una mayor liberación de promastigotes en las condiciones con mayor con-

centración de Trp (Fig. 7.1). Cabe mencionar que las concentraciones empleadas no

presentan un efecto tóxico para las células hospederas (Anexo, Fig. 11.1)
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Figura 7.1: Efecto del Trp en la sobrevida de L. mexicana . Ensayo de sobrevida
del parásito en macrófagos suplementados con diferentes concentraciones de Trp du-
rante 24 h. La línea horizontal representa la media del número de parásitos liberados
± la desviación estándar de 3 experimentos independientes (n=3).
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Efecto de la suplementación con Trp en el transcurso de la infección por

L. mexicana

La suplementación con triptófano en ratones BALB/c infectados con L. mexicana

mostró que el aminoácido tiene un papel importante en la exacerbación de la infección.

A partir del día nueve del experimento se comenzó a observar un aumento significativo,

con respecto al grupo sin tratamiento (p ≤ 0.05), en el tamaño de la lesión de ratones

suplementados con 2.448, 4.896, 9.792 y 19.585 mM de Trp. Al final del experimento,

todos los ratones suplementados con Trp presentaron un aumento en el tamaño de

la lesión, con respecto al grupo sin tratamiento, en un efecto dosis dependiente. Los

ratones suplementados con 9.792 y 19.585 mM de Trp, presentaron las lesiones más

exacerbadas con un aumento significativo, con respecto al grupo sin tratamiento (p

≤ 0.05), del 33.54 y 28.95%, respectivamente (Fig. 7.2A). Además, estas lesiones se

percibieron con mayor enrojecimiento y con principios de ulceración (Imágenes no

mostradas).

En cuanto a la carga parasitaria por lesión, la suplementación con 2.448, 4.896,

9.792 y 19.585 mM de Trp presentaron un aumento significativo de parásitos, con

respecto al grupo sin tratamiento (p ≤ 0.05). La suplementación con 2.448 mM de

Trp mostró un 111.13% de aumento significativo de la carga parasitaria, mientras que

la dosis más alta de 19.585 mM mostró un aumento significativo del 233.4%, ambos

con respecto al grupo sin tratamiento (Fig. 7.2B).

No se observaron descompensaciones significativas en el peso de los ratones durante

la suplementación con Trp, lo que sugiere que el tratamiento no interfiere con el estado

nutricional de los animales (Anexo, Fig. 11.2).
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Figura 7.2: Progresión de la infección en ratones BALB/c infectados con L.
mexicana suplementados con Trp. A) Medición del cojinete plantar de ratones
infectados con L. mexicana suplementados con 1.224 mM, 2.448 mM, 4.896 mM, 9.792
mM o 19.585 mM de Trp por 43 días. Los puntos representan la media del tamaño
de la lesión ± la desviación estándar de 5 ratones infectados. B) Carga parasitaria
total por lesión, al final del experimento. La línea horizontal representa la media del
número de parásitos por lesión ± la desviación estándar de 5 ratones infectados. Los
asteriscos representan la diferencia significativa (p ≤ 0.05) de cada condición con
respecto al grupo sin tratamiento.
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Efecto de la inhibición del metabolismo del Trp mediante L-1-MT en el

transcurso de la infección por L. mexicana

El tratamiento con el inhibidor de IDO no mostró un efecto significativo en la

infección con L. mexicana; sin embargo, tiende a disminuir un 7.65% del tamaño de

la lesión y un 37.94% de la carga parasitaria, con respecto al grupo sin tratamiento.

Adicionalmente se consideró un grupo que fue suplementado con 19.585 mM de Trp.

Los resultados mostraron un aumento del 8.93% en el tamaño de las lesiones y un

aumento del 36.71% de la carga parasitaria por lesión, ambos no significativos con

respecto al grupo sin tratamiento (Fig. 7.3).

Por otro lado, para conocer el papel Trp en el restablecimiento de la respuesta

inmune en la inhibición de IDO, se consideró administrar Trp + L-1-MT; no obstante,

se observó que el tratamiento tiende a exacerbar la infección, pues hubo un aumento no

significativo del 8.67% en el tamaño de la lesión y un 144.8% de aumento significativo

en la carga parasitaria, ambos datos con respecto al grupo sin tratamiento (p ≤ 0.05)

(Fig. 7.3).

No se observaron descompensaciones significativas en el peso de los ratones durante

el tratamiento con L-1-MT, Trp o Trp + L-1-MT, lo que sugiere que el tratamiento

no interfiere con el estado nutricional de los animales (Anexo, Fig. 11.3).
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Figura 7.3: Progresión de la infección en ratones BALB/c infectados con L.
mexicana suplementados con L-1-MT, Trp o Trp + L-1-MT. A) Medición
del cojinete plantar de ratones infectados con L. mexicana suplementados con L-
1-MT (2 mg/mL), Trp (19.585 mM) o Trp + L-1-MT (2 mg/mL y 19.585 mM,
respectivamente), a partir del día 26 de la infección durante 10 días. Los puntos
representan la media del tamaño de la lesión ± la desviación estándar de 5 ratones
infectados. B) Carga parasitaria total en el tejido infectado de ratones BALB/c. La
línea horizontal representa la media del número de parásitos por lesión ± la desviación
estándar de 5 ratones infectados. Los asteriscos representan la diferencia significativa
(p ≤ 0.05) de cada condición con respecto al grupo sin tratamiento.
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Citocinas inflamatorias y antiinflamatorias producidas por ratones BALB/c

infectados con L. mexicana y tratados con L-1-MT, Trp o Trp + L-1-MT

Para evaluar el efecto de la inhibición de IDO en la producción de citocinas anti

y proinflamatorias, se cuantificaron los niveles de citocinas en el nódulo linfático más

cercano a la infección: IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10. De acuerdo con los re-

sultados, la inhibición de IDO por L-1-MT no tiene un efecto sobre la producción de

citocinas. Asimismo, el grupo suplementado con Trp no mostró diferencias significa-

tivas con respecto al grupo sin tratamiento (p ≤ 0.05). Mientras que el tratamiento

con Trp + L-1-MT mejoró significativamente (p ≤ 0.05) la producción de IFN-γ, 34

veces más; TNF, 4 veces más; IL-2, 6 veces más; IL-4, 5 veces más; IL-5, 12 veces

más; e IL-10, 3.5 veces más, todas con respecto al grupo sin tratamiento (n=5). Los

resultados demuestran que la citocina más predominante en el tratamiento con Trp +

L-1-MT fue la IL-10, debido a que se observó la producción más alta de esta citocina

(4.22 ng/mL) con respecto a las concentraciones basales presentes en ratones sanos y

con respecto al resto de las citocinas cuyas concentraciones estuvieron por debajo de

1.5 ng/mL (Fig. 7.4).
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Figura 7.4: Producción de citocinas en el nódulo linfático poplíteo de rato-
nes BALB/c infectados con L. mexicana y tratados con L-1-MT, Trp o Trp
+ L-1-MT. Se cuantificaron los niveles de: A. IFN-γ, B. TNF, C. IL-2, D. IL-4, E.
IL-5 e F. IL-10. La línea horizontal representa la media de las concentraciones de cito-
cinas de cuatro experimentos independientes. Los asteriscos representan la diferencia
significativa (p ≤ 0.05) de cada condición con respecto al grupo sin tratamiento
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Capítulo 8

Discusión

El Trp es un aminoácido esencial para el crecimiento y proliferación de las células

del sistema inmune y parásitos como Leishmania [62, 31], por lo tanto, la deficiencia

de este aminoácido puede conducir a la muerte de las células del sistema inmune

y la eliminación de patógenos [44, 62, 83]. La IDO es una enzima que degrada y

agota al Trp a nivel local y sistémico como un efecto antimicrobiano [83, 70, 90];

sin embargo, el catabolismo del Trp a través de IDO también es capaz de inducir el

estado tolerogénico mediante la formación de Kyn [44, 70]. Por lo que, en este trabajo

se propuso analizar el efecto de la suplementación con Trp en el desarrollo de la

infección por L. mexicana y si la inhibición de su catabolismo por L-1-MT contribuía

a la resolución de la enfermedad.

Durante todo su ciclo de vida, Leishmania es capaz de oxidar aminoácidos con

anillo indol como el Trp, debido a que su catabolismo es necesario para una serie

de funciones celulares vitales como la síntesis de proteínas; la osmorregulación; la

producción de energía y la biosíntesis de poliaminas, necesarias para el control redox

del microambiente dentro de la célula hospedera [33]. De acuerdo con los resultados,

la suplementación con Trp tiende a aumentar la sobrevida de L. mexicana en su célula

hospedera en condiciones in vitro. Esto podría deberse a que una de las vías de la

degradación del Trp en el parásito puede producir metabolitos con efecto antioxidante

38
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[35, 91].

Westrop et al. (2015), observaron que L. mexicana transforma al Trp a indol-

3-lactato, como principal producto final del catabolismo del aminoácido. La vía del

indol-3-lactato genera NAD+, un metabolito capaz de reducir la producción de ROS

en macrófagos que podría funcionar como un medio para mantener la homeostasis

redox en la célula hospedera [35, 91]. Además, se ha reportado que L. major, L. do-

novani y L. mexicana, difieren en el consumo de Trp y en la producción de metabolitos

como el indol-3-lactato, lo que sugiere que el parásito cataboliza al Trp por diferentes

vías metabólicas y con propósitos metabólicos particulares de cada especie [33]. En

otros tripanosomátidos, como T. cruzi, también se ha observado que los productos

de la oxidación de aminoácidos aromáticos se relacionan con la patogenicidad de los

protozoarios y con la reoxidación de NADH [92].

En relación con lo anterior, se sugiere que durante la suplementación in vitro con

Trp, el amastigote intracelular podría metabolizar al aminoácido para contrarrestar

los mecanismos microbicidas, al mismo tiempo que agota el Trp local que compromete

la viabilidad de su célula hospedera. Tomando en cuenta lo anterior, también se puede

sugerir que el consumo de Trp por el parásito podría conducir a la supresión de la

respuesta inmune, ya que la ausencia de este aminoácido induce el arresto del ciclo

celular, la autofagia o apoptosis de células inmunes [62, 66]. Sin embargo, para probar

esta idea se necesitaría analizar la suplementación con Trp durante la infección por

L. mexicana en presencia de otros componentes inmunológicos.

Con el fin de demostrar que los amastigotes podían inducir la supresión de la res-

puesta inmunológica mediante el agotamiento del Trp, se infectaron ratones BALB/c

con L. mexicana y se suplementaron con Trp. Los resultados muestran que la suple-

mentación con Trp exacerba la inflamación y la carga parasitaria en un efecto dosis

dependiente, lo cual sugiere que L. mexicana se favorece de la producción del efecto

inmunosupresor, provocado por el agotamiento del Trp, que le permite sobrevivir en

su hospedero. Como se mencionó anteriormente, L. mexicana podría estar consumien-

do el Trp del medio para limitar a su célula hospedera del aminoácido, o bien, para

transformarlo en metabolitos que le permitan sobrevivir a los efectos microbicidas
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[35].

Otra vía del catabolismo del Trp, por la cual se podría beneficiar el parásito,

es a través de la degradación del aminoácido por la enzima IDO, misma que se ha

relacionado con la exacerbación de infecciones por protozoarios como Leishmania,

Plasmodium y Giardia [32, 93, 94]. En las infecciones con L. major, L. donovani y

L. guyanensis, se ha demostrado que el parásito es capaz de inducir la expresión de

IDO para favorecerse de sus actividades inmunosupresoras y persistir en su hospedero

[32, 58, 95]. Asimismo, en el modelo murino se ha observado que la actividad de IDO

en la infección por L. major disminuyó la proliferación de las células T CD4+ y T

CD8+ [32]. Mientras que en la infección por L. guyanensis los niveles de mRNA de

IDO se correlacionaron con los niveles de mRNA de Foxp3 [95]. Los datos anteriores

podrían estar relacionados con la degradación del Trp por IDO que podría haber

promovido la supresión de la respuesta inmune y la exacerbación de la infección.

Tomando en cuenta todo lo anterior, se condujo a probar la administración de

L-1-MT como inhibidor de IDO. Los resultados de la evaluación del efecto de la

suplementación del inhibidor en el transcurso de la infección por L. mexicana demos-

traron aparentemente que el L-1-MT no es relevante en la resolución de la enfermedad,

pues la inhibición de IDO no mostró tener un efecto significativo en la disminución del

tamaño de las lesiones y la carga parasitaria en ratones infectados. Adicionalmente, el

tratamiento de la inhibición de IDO no logra incrementar la producción de citocinas

inflamatorias que se esperaría para resolver la infección.

Un punto por considerar es que para que un inhibidor de IDO sea potente, este

debe alcanzar niveles similares o superiores al Trp en el tejido de interés, por lo tanto,

una falta de la inhibición eficaz de L-1-MT podría deberse a que la concentración del

inhibidor fuera demasiado baja para inhibir la actividad de IDO in vivo [96]. También

podría sugerirse que L-1-MT solo logró inhibir un pequeño porcentaje de la actividad

de la enzima, que explicaría la reducción no significativa de la carga parasitaria y el

tamaño de las lesiones.

Por otro lado, en este trabajo el inhibidor fue administrado al modelo murino

susceptible (BALB/c) reportado para la infección por L. mexicana [20]. Acorde a la
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literatura, el modelo murino BALB/c al no poder montar una respuesta Th1 protec-

tora contra Leishmania, experimenta lesiones mayores, la diseminación del parásito

y una alta producción de IL-4 e IL-10 inducida por la infección, lo que finalmente

conduce a la muerte de los ratones [97, 98]. Tomando en cuenta que el destino na-

tural del modelo murino no es resolver la infección debido a la escasa producción de

citocinas proinflamatorias como IFN-γ, posiblemente la administración de L-1-MT

no contribuye a mejorar la respuesta inmune en los niveles necesarios para lograr la

resolución de la infección.

Ahora bien, en la infección por L. major, Divanovic et al. (2012) observaron que

la administración de L-1-MT reduce el tamaño de la lesión en ratones C57BL/6

[83]; sin embargo, es importante recordar que las respuestas inmunes curativas contra

L. major dependen de una respuesta inmune inflamatoria Th1 y se sabe que los

ratones C57BL/6 son capaces de desarrollar este tipo de respuesta [97]. De manera

que, se esperaría que este modelo murino resolviera la infección aun en la ausencia

del inhibidor. Por lo que se propone que el papel de L-1-MT en el transcurso de la

infección por L. mexicana podría estar sujeto a las características inmunológicas del

hospedero.

Como se mencionó anteriormente, la administración de L-1-MT no fue capaz de

incrementar la producción de citocinas inflamatorias, que podrían reflejar la inhibición

del efecto supresor de IDO. Por otro lado, se demostró que la suplementación de Trp +

L-1-MT aumenta la producción de IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10 en las células

del ganglio drenante. Lo anterior podría sugerir que luego de una administración extra

de Trp, los niveles del aminoácido son suficientes para ser consumidos tanto por el

parásito como por las células del sistema inmune, por tanto, observamos una alta

producción de citocinas, pero a su vez una exacerbación de la infección. Por lo que

estos datos en conjunto podrían explicar porque la administración del inhibidor no es

suficiente para aumentar la actividad inflamatoria necesaria para la eliminación del

patógeno, ya que se necesita de mayores niveles de Trp disponible para una adecuada

actividad de las células inmunes.

En este trabajo se demostró que la infección por L. mexicana induce la producción
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de IL-10 en las células de ganglio de ratones BALB/c. Del mismo modo, se ha docu-

mentado que la infección por Leishmania en humanos y ratones es capaz de inducir

la producción de IL-10 [99]. Además, las formas no curativas de las leishmaniasis en

humanos se asocian con la alta producción de IL-10 y la ausencia de esta citocina

conduce a la resolución de la infección en el modelo murino [100]. De acuerdo con los

resultados de este trabajo, el tratamiento con Trp + L-1-MT indujo la producción de

IL-10 a una concentración de 4.22 ng/mL, una concentración elevada respecto a lo

observado en ratones sanos y 3.5 veces más que lo observado en el grupo sin trata-

miento. Por lo que, lo anterior podría explicar la severidad de la infección en el grupo

tratado con Trp + L-1-MT.

Los resultados de la administración de Trp + L-1-MT también mostraron un

aumento significativo de IFN-γ, el cual alcanzó niveles de 1.31 ng/mL, 34 veces más

que el grupo sin tratamiento. Debido a que la producción de IFN-γ es crucial en la

activación de los mecanismos microbicidas en la célula hospedera [18, 14, 16], con esta

elevada producción se esperaba una reducción de la carga parasitaria; sin embargo, se

ha documentado que un ambiente altamente inflamatorio, y en ausencia de Tregs, se

impulsa a las células Th1 a producir IL-10 para minimizar el daño tisular ocasionado

por la inflamación exacerbada [100]. Además, se sabe que la interacción de las células

Th1 productoras de IL-10 con las células Th2 contribuyen con la exacerbación de la

infección [100].

De acuerdo con lo reportado, en ratones BALB/c infectados con L. (Viannia)

panamensis la inhibición de IDO por D-1-MT provocó un aumento de 100 veces la

carga parasitaria con lesiones significativamente más grandes respecto al grupo sin

tratamiento, debido a la disminución de la producción de Tregs, además de observarse

un aumento en la producción de citocinas: IFN-γ, IL-10, IL-13 e IL-17 [101].

Poco se sabe del papel de las Tregs en la infección por L. mexicana; no obstante,

en la infección por L. amazonensis se ha documentado que después de la transferencia

de Tregs a ratones C57BL/6, estos mostraron una progresión tardía de la enfermedad,

desarrollando lesiones significativamente más pequeñas con menos parásitos, con res-

pecto al grupo sin tratamiento. Además, la trasferencia de Tregs indujo la reducción
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de IFN-γ, IL-4 e IL-2 [102].

Aunque en este trabajo no se realizaron ensayos de tipificación celular, se sugiere

que durante el tratamiento con Trp + L-1-MT, la administración de L-1-MT podría

inducir la disminución de Tregs, mientras que la suplementación con Trp estaría

mejorando la actividad productora de citocinas inflamatorias, por lo cual, las células

podrían adquirir un fenotipo regulador para evitar el daño tisular que ocasionaría la

inflamación exacerbada.

En este estudio se demostró la importancia de la suplementación del Trp en el

crecimiento y buen funcionamiento de las células del sistema inmune y el parásito. Sin

embargo, los experimentos de la administración de L-1-MT no permitieron dilucidar el

papel de L-1-MT durante la infección por L. mexicana, por lo que se sugiere revaluar

el papel de la inhibición de IDO tomando en cuenta las perspectivas del trabajo.
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Figura 8.1: Modelo teórico del papel del Trp y de la inhibición de su meta-
bolismo a través de L-1-MT durante la infección por L. mexicana . A) El
papel del Trp durante la infección de L. mexicana. 1) Leishmania estimula la produc-
ción de TNF en su célula hospedera, lo cual induce la expresión de IDO [60, 61]. 2) La
producción de IFN-γ necesaria para la eliminación del parásito induce la expresión
de IDO [57, 49, 50]. 3) Con la alta expresión de IDO, el Trp del medio es consumido
para la producción de Kyn [39, 40]. 4) El Trp deja de estar disponible para las células
del sistema inmune y para el crecimiento de L. mexicana [62]. 5) Las Kyn inducen la
muerte celular de células inflamatorias al mismo tiempo que [44] 6) inducen el cambio
fenotípico de células T naïve hacia Tregs [53]. B) Papel del L-1-MT y del Trp durante
la infección por L. mexicana. 1) Producción de TNF por células infectadas, lo cual
induce la expresión de IDO[60, 61]. 2) Producción de IFN-γ induce la expresión de
IDO [57, 49, 50]. 3) Inhibición de IDO mediante L-1-MT. 4) Con la inhibición de
IDO, el Trp del medio queda disponible para las células del sistema inmune y para L.
mexicana, lo que favorece su proliferación. 5) La ausencia de células Tregs podría estar
induciendo el cambio fenotípico de células inflamatorias hacia un fenotipo regulador
caracterizado por la alta producción de IL-10 [100]. Elaboración propia.
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Conclusiones

En este trabajo se concluyó que la suplementación con Trp exacerba la infección

por L. mexicana, posiblemente debido a que la suplementación favorece el crecimiento

del parásito, al mismo tiempo que se ve beneficiado de la actividad inmunosupreso-

ra del catabolismo del aminoácido. Asimismo, la suplementación con Trp no induce

cambios en el aumento de la producción de citocinas inflamatorias como TNF e IFN-

γ. La administración de L-1-MT no contribuyó a resolver la infección ni aumenta

la producción de citocinas inflamatorias como TNF e IFN-γ. Mientras que la suple-

mentación de Trp + L-1-MT si logra incrementar la producción de citocinas anti y

proinflamatorias, pero exacerba la infección. Aunque en este trabajo no se realizaron

ensayos de tipificación de células inmunes, podría ser que la inhibición de IDO más

la suplementación con Trp conduzca a la reducción de Tregs y con ello al aumento

significativo de IL-10 producido por células Th1 bajo un fenotipo regulador. Estos

resultados resaltan la importancia del estudio del papel del catabolismo del Trp y el

posible papel de las Tregs en la infección por L. mexicana y su contemplación para

el diseño de una alternativa terapéutica contra la leishmaniasis.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten un acercamiento inicial del

papel del Trp en la infección por L. mexicana. Asimismo, también resalta la impor-

tancia de seguir evaluando el papel de IDO durante el desarrollo de la enfermedad.

Por tanto, se propone:

1. Cuantificar la expresión de IDO en el sitio de infección.

2. Analizar la actividad de IDO durante la infección de L. mexicana a través de

la cuantificación de la relación de los niveles Kyn/Trp en el suero de ratones

infectados mediante HPLC.

3. Considerar un control positivo de la inhibición de la enzima, por ejemplo, ratones

KO deficientes de IDO.

4. Evaluar el papel de IDO en la infección por L. mexicana en el modelo murino

C57BL/6.

5. Cuantificar y tipificar las células T CD4+, T CD8+ y Tregs en ratones sumple-

mentados con Trp; L-1-MT y Trp + L-1-MT.

46
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Además, se propone continuar investigando el efecto del 1-MT durante la infección

por L. mexicana tomando en cuenta las siguientes propuestas:

1. Tiempo de administración. Se propone prolongar el tiempo de consumo del

inhibidor.

2. Modificar la dosis. Se propone aumentar la concentración del inhibidor consi-

derando no exceder la administración de 10 mg por día.

3. Evaluar el papel de L-1-MT en el modelo C57BL/6. Analizar el efecto de la

administración del inhibidor en un modelo murino C57BL/6 con el fin de eva-

luar si la inhibición de la actividad inmunosupresora de IDO contribuye con la

respuesta inflamatoria que es capaz de montar el modelo de manera regular.

4. Combinar la administración de los estereoisómeros de 1-MT.

5. Modificar el inhibidor. Considerar otro inhibidor análogo de Trp que no tenga

un efecto tóxico sobre las células hospederas.
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Capítulo 11

Anexos

11.1. Materiales y métodos

Determinación del efecto de la suplementación del Trp sobre la viabilidad

de macrófagos murinos derivados de medula ósea

En una placa de 96 pozos se incubaron 2.5x105 macrófagos murinos derivados de

médula ósea con las siguientes concentraciones de Trp: 25 nM, 100 nM, 150 nM, 250

nM, 1 µM y 100 µM en medio RPMI-1640 suplementado al 10% de SFB inactivado por

calor y antibiótico al 1%, 100 U/mL penicilina G y 100 mg/mL estreptomicina, a 37°C

y con 5% de CO 2, durante toda la noche. Como control negativo se añadieron células

sin estimular. Como control positivo se consideraron células tratadas con Perm/Wash

1x. La viabilidad de los macrófagos postratamiento se evaluó tiñendo las células con

DAPI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 3.6 mM como marcador de viabilidad.

Los datos fueron cuantificados por citometría de flujo FACSCanto II (BD, Becton

Dickson, San José, CA, USA). Se utilizó el programa FlowJo™ (Treestar, Ashland,

OR, USA) para el análisis de los datos.
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11.2. Figuras

Efecto de la suplementación del Trp sobre la viabilidad de macrófagos

murinos derivados de medula ósea

La suplementación con Trp en macrófagos murinos derivados de médula ósea no

mostró ningún efecto negativo en la viabilidad de estas células. Por el contrario, el

porcentaje de células viables se mantuvo por arriba del 99% en cada una de las

condiciones. Estos datos indican que el estímulo con Trp en las concentraciones de 25

nM, 100 nM, 150 nM, 250 nM, 1 µM y 100 µM no son tóxicas para la célula hospedera

de L. mexicana (Fig. 11.1).
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Figura 11.1: Viabilidad de macrófagos murinos derivados de medula ósea
estimulados con Trp La viabilidad de los macrófagos murinos fue evaluada a través
del marcador DAPI luego de ser estimulados con 25 nM, 100 nM, 150 nM, 250 nM,
1 µM y 100 µM de Trp durante toda la noche. El porcentaje de células muertas está
indicado en cada una de las condiciones.
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Peso de ratones BALB/c infectados con L. mexicana y suplementados con

Trp.

Para asegurar que la suplementación con Trp no afectaba el estado nutricional de

los ratones, se pesaron durante todo el experimento. Los datos indican que los ratones

no presentaron ninguna descompensación de su peso (Fig. 11.2).

Figura 11.2: Peso de ratones BALB/c infectados con L. mexicana y su-
plementados con Trp. No se observa alguna pérdida significativa del peso de los
ratones, dentro de cada grupo, durante el tratamiento con Trp.
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Porcentaje del peso de ratones BALB/c infectados con L. mexicana y

suplementados con L-1-MT, Trp o Trp + L-1-MT

Los ratones infectados con L. mexicana y suplementados con L-1-MT, Trp o Trp

+ L-1-MT no presentaron ninguna descompensación de su peso (Fig. 11.3).

Figura 11.3: Peso de ratones BALB/c infectados con L. mexicana y suple-
mentados con L-1-MT, Trp o Trp + L-1-MT. No se observa alguna pérdida
significativa del peso de los ratones, dentro de cada grupo, durante el tratamiento.
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