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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad tropical de amplia distribucién mundial. Esta
parasitosis es transmitida durante la picadura de un mosquito del género Lurzomyia y es
causada por el protozoario Leishmania, un parasito intracelular que reside principalmente
en fagocitos mononucleares del hospedero mamifero, tales como macrofagos (Mo) y
células dendriticas (DC).

Se ha estudiado exhaustivamente la respuesta inmune adquirida en la infeccion por
Leishmania. En modelos murinos de cepas susceptibles (BALB/c) vy resistentes (C57BL/6)
a la leishmaniasis se encontrd que la cura de esta enfermedad estd determinada por una
respuesta inmune tipo Thl, con la produccién de citocinas activadoras del M¢ tales como
IFN-y y TNF-a. Por otro lado, la progresion del padecimiento se asocid con una respuesta
tipo Th2, con produccion de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 que ejercen un efecto
inhibitorio sobre mecanismos leishmanicidas del Mé.

Aun se sabe poco sobre la participacion de la respuesta inmune innata en el
desarrollo del padecimiento. Se desconoce la participacion de DC y de Mo, asi como del
efecto que ejerce Leishmania major sobre la produccion de citocinas por estas células.
Debido a que ambas células pueden producir tanto IL-12 y TNF-a (inductoras de una
respuesta Th1) asi como [L-10 (inductora de una respuesta Th2), serd interesante analizar el
patrén de citocinas secretadas por estas células cuando estan en contacto con el parasito.

En este trabajo se aislaron DC y Md derivados de médula ¢sea de ratones
susceptibles (BALB/c) v resistentes (C57BL/6) a la leishmaniasis para observar si
Leishmania major era capaz de modular su secrecion de 1L-10, I11.-12 (p40) y TNF-a. Para
la diferenciacion hacia DC se incubaron las células de médula dsea durante 7 dias con GM-
CSF e IL-4 y para la diferenciacién hacia M¢ se utilizo M-CSF. Para el analisis del efecto
que ejerce el parasito sobre ambas células se incubaron 1x10% de DC o de Md con L. major
{1:10) y como controles positivos se incubaron las células con LPS (100 ng/ml), con LPS y
L. major y con Poly I:C (10 pg/ml) por un periodo de 24 hrs. Se cuantificé la produccién de
citocinas [L-10, IL-12 (p40) y TNF-« en los sobrenadantes de cultivo mediante la técnica

de ELISA.



Los resultados de las células de ratones BALB/c estimuladas con L. major
mostraron que las DC incrementaron su produccion de la citocina IL-12 (p40) (3X)
significativamente (P=0.006), de IL-10 (2.8X) y no secretaron TNF-a. Los M¢
incrementaron su produccion de IL-12 (p40) (2.2X), de TNF-a (2.3 X) y significativamente
de la citocina IL-10 (4.3 X) (P=0.03).

Las células de ratones C57BL/6 estimuladas con L. major mostraron que las DC no
secretaron 1L.-12 (p40), IL-10 ni TNF-a. Los M¢ no secretaron IL-12 (p40), pero
incrementaron su produccion de TNF-o (2.4X) y de IL-10 (4.6X) de manera significativa
(P=0.02).

En resumen, estos datos revelan que el parasito modula de manera diferente la
produccidn de citocinas en DC y en M¢ y adicionalmente, esta modulacién varia entre
cepas de ratones con fondo genético susceptible y resistente a la leishmaniasis. L. major
estimula una mayor produccion de IL-10 ¢ 1L-12 (p40) por DC de ratones susceptibles
BALB/c que por DC de ratones resistentes C57BL/6. Por otro lado, el pardsito induce una
mayor produccion de IL-10 y TNF-a por Mé en comparacién con DC y este efecto
estimulador sobre el M¢ es igual en ambas cepas de raton. La susceptibilidad a la
leishmaniasis de ratones BALB/c posiblemente se pueda correlacionar con la secrecidn
elevada de 1L-10 por sus DC estimuladas con L. major, que es mas del doble de la IL.-10
secretada por DC de ratones resistentes C57BL/6. Esta citocina secretada tempranamente
por DC de ratones susceptibles ejerce un efecto inhibitorio sobre el M¢ infectado,
permitiendo la replicacion intracelular incontrolada del parasito. Posiblemente, el efecto
inhibitorio ¢jercido por la IL-10 sobre el M¢ infectado sea mas fuerte que el estimulo
inducido por la IL-12 (p40) pues ambas son secretadas por las DC de ratones susceptibles.
[La presencia de IL-12 no parece ser relevante en conferir proteccion, ya que su ausencia en
ratones C57BL/6 no afecta la resistencia de esta cepa de raton a la leishmaniasis y por otro
lado, su presencia en ratones susceptibles BALB/c no garantiza que estos ratones se
protejan contra la infeccion con L. major.

Concluimos que la [L-10 producida por DC posiblemente sea el factor determinante
para el pronéstico del padecimiento y que el fondo genético del raton es determinante para
establecer si la DC responde a la infeccion con L. major con una elevada produccién de la

IL-10.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a tropical disease with a worldwide distribution. The disease is
transmitted by a sandfly Lutzomyia and caused by the protozoan parasite Leishmania, an
obligate intracellular parasite that infects mononuclear phagocytes, such as macrophages (Mg)
and dendritic cells (DC), in the mammalian host.

The acquired immune response has been extensively studied in the Leishmania
infection. Susceptible (BALB/c) and resistant (C57BL/6) mouse models of leishmaniasis have
shown that disease cure is mediated by an Thl immune response, with production of M¢
activating cytokines such as IFN-y and TNF-a. On the other hand, disease progression is
associated with a Th2 immune response and the production of IL-4, IL-5 and IL-10, which
have an inhibitory effect on the leishmanicidal mechanisms of M¢.

Little is known regarding the contribution of the innate immune response in the disease
outcome. The effect that Leishmania major exerts on the cytokine production of DC and M¢
has not been studied. Due to the fact that both cells produce IL-12 and TNF-a (Th1 inducers)
as well as IL-10 (Th2 inducer), it is tempting to analyze the cytokine pattern secreted by these
cells when they are exposed to the parasite.

In the present work we isolated DC and M¢ from bone marrow cultures of Leishmania

susceptible (BALB/c} and resistant (C57BL/6) mice, in order to analyze whether L. major was
capable of modulating the secretion of IL-10, IL-12 (p40) and TNF-u by these cells. The
differentiation of DC was achieved by culturing bone marrow cells with GM-CSF and IL-4
during 7 days and M¢ differentiation was achieved using M-CSF. In order to analyze the effect
that the parasite exerted on the cells, 1x10° DC or M¢ were incubated with 7. major (1:10) and
for positive controls, the cells were incubated with LPS (100 ng/ml), with LPS and L. major or
with Poly I:C (10 pg/ml). Production of cytokines IL-10, IL-12 (p40) and TNF-o was analyzed
in culture supernatants using ELISA.
The results of BALB/c mouse cells showed that stimulation of DC with L. major significantly
increased their production of IL-12 (p40) (3X) (P=0.006), of IL-10 (2.8X) whereas no
secretion of TNF-u was detected. In Mé, the parasite stimulation induced an increase of 1L-12
(p40) (2.2X), of TNF-u (2.3X) and additionally a significant increase of IL-10 (4.3X)
(P=0.03).

The results of C57BL/6 mouse cells showed that DC stimulated with L. major did not
secrete 1L-12 (p40), IL-10 nor TNF-a. In Mad, the parasite stimulation did not induce 11L-12

1t



(p40) secretion, yet it increased TNF-a (2.4X) and the I1.-10 production increased significantly
(4.6X) (P=0.02).

Taken together, these data show that the parasite modulates the cytokine production of
DC and M¢ differently and additionally, the modulation varies according to the genetic
background of Leishmania susceptible and resistant mouse strains. L. major stimulates a higher
production of IL-10 and IL-12 (p40) in DC of susceptible BALB/c mice as compared to DC of
resistant C37BL/6 mice. On the other hand, the parasite induces a higher production of IL-10
and TNF-o in M¢ as compared to DC, and this stimulatory effect is the same in both mouse
strains. The susceptibility of BALB/c mice towards leishmaniasis possible correlates with the
higher secretion of IL-10 by its DC, which is double as much as that of DC of resistant
C57BL/6 mice. The early secretion of this cytokine by DC in susceptible mice exerts an
inhibitory effect on infected Mé, permitting the uncontrolled intracellular replication of the
parasite. Possibly the inhibitory effect induced by 1L-10 on the infected M¢ is stronger than the
stimulatory effect induced by IL-12 (p40), which is also secreted by DC of the susceptible
mice. The presence of IL-12 does not seem to be relevant in conferring protection since its
absence in C57BL/6 mice does not affect the resistance of these mice towards the Leishmania
infection and on the other hand, its presence in susceptible BALB/c mice does not guarantee
the protection of these mice against the L. major infection.

We conclude that the IL-10 produced by DC possibly is the factor that determines the
disease outcome and that the genetic background of the mouse is determinant in establishing

whether DC respond to the infection of L. mgjor increasing their [L-10 production.
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I) INTRODUCCION

1) Leishmania, UN PROTOZOARIO QUE CAUSA LEISHMANIASIS

Los protozoarios son organismos cuya caracteristica fundamental es la de estar
formados por una sola célula, siendo la mayoria microscopicos con formas sumamente
variadas y un tamafio que oscila entre 10 um y 3 mm de longitud. Los protozoarios han
logrado explotar una gran diversidad de ambientes, hay solitarios o coloniales (dentro de las
colonias los organismos conservan su individualidad), cosmopolitas en aguas dulces,
marinas o terrestres y varios grupos son parasitos de invertebrados y de vertebrados
superiores. Actualmente se conocen aproximadamente 65,000 diferentes protozoarios. Al
hombre le han causado algunas de las enfermedades mds serias y con las mads altas
mortalidades, atn en la actualidad, como es el caso del paludismo, la disenteria amibiana, la
enfermedad de Chagas y la leishmaniasis (Martinez y Gutiérrez, 1985).

La leishmaniasis es una parasitosis que afecta a varias especies de mamiferos
incluido de manera importante el hombre. Esta enfermedad es causada por un protozoario
intracelular obligado del género Leishmania que infecta principalmente células del sistema
fagocitico mononuclear. Este protozoario presenta dentro de su ciclo de vida dos estadios
que son los de promastigote y amastigote. El promastigote (Figura 1) es la fase movil y mide
de 15 a 20 pm de largo por 1.5 a 4 pm de ancho, su forma es alargada, tiene un nucleo
central y un cuerpo basal por delante del cinetoplasto donde nace su flagelo. Esta fase habita
en el vector que es la hembra de un mosquito hematéfago del género Phleboromus, asi
conocido en el Viejo Mundo y en el Nuevo Mundo conocido como Lutzomyia (Figura 2). El

amastigote (Figura 3) representa la fase inmovil, es de forma redondeada u oval con



aproximadamente 2 a 5 um de diametro, con un nicleo excéntrico, un cinetoplasto y carente
de flagelo. Su citoplasma estd cubierto por una doble membrana. Este estadio se desarrolia
dentro de las células del sistema fagocitico mononuclear del mamifero hospedero (Lezama e

Isaac, 1995).

/1

Figura 1. Promastigotes de Leishmania sp.

Figura 3. Amastigotes de Leishmania sp. en el interior de un macréfago.



2) CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO Leishmania

REINO: Protista

PHYLUM: Sarcomastigophora
SUBPHYLUM: Mastigophora
CLASE: Zoomastigophora
ORDEN: Kinetoplastida
SUBORDEN: Trypanosomatida

FAMILIA

Trypanosomatidae

Tomado del National Center for Biotechnology Information (NCBI), 2001.

GENEROS
@Iaslocrirhidia
Crithidia
Endotrypanum

Herpetomonas

Leishmania

Leptomonas

Phytomonas

Trypanosama

Wallaceina

Trypanosomatidae

Qo clasificados

SUBGENEROS

/Leishmania

Leishmania
de iguanas

Viannia

Leishmania
no clasificadas

\

COMPLEJOS ESPECIES
/L. aethiopica { L. aethiopica
L. donovani { L. donovani
L. infantum { L. infantum
L. major { L. major
L. amazonensis
L. enriettii
L. mexicana L. mexicana
L. pifanoi
L. venezuelensis
v. tropica { L. tropica
P
L. adleri
>, L. gymnodactyli
L. hoogstraali
L. tarentolae
.

L
. braziliensis L
L
L.
L
. guyanensis L
L
lainsoni { L.
. naiffi { L
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. braziliensis
. colombiensis
. equatorensis

peruviana

. guvanensis

panamensis

. shawi

lainsoni

. naiffi

. arabica

. archibaldi
. deanei

. gerbilli

guliki
herreri
hertigi

. killicki

. luranica

sp



3) DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA LEISHMANIASIS

L.a leishmaniasis es una enfermedad de amplia distribucion geografica en el mundo,
se presenta de manera preferente en las zonas tropicales y subtropicales en todos los
continentes a excepcidn de Australia y la Antartida (OPS/OMS, 1994).

En México se extiende del lado del Atlantico, desde Coahuila y Tamaulipas hasta la
Peninsula de Yucatan v en el Pacifico, desde Nayarit hasta Chiapas (Velasco, 1987). En total
se ha identificado en 17 estados: Campeche, Chiapas, Coahuila, Guerrero, Jalisco,
Michoacdn, Morelos, Nayarit, Nuevo Leén, Qaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi,

Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Velasco et al., 1991b; OPS/OMS, 1994).

4) CICLO DE VIDA DE Leishmania sp.

El ciclo de vida de Leishmania se divide en dos fases en las que interviene por un
lado el vector o transmisor que es el mosquito hematéfago v por otro el hospedero
mamifero, donde se manifiesta la enfermedad. Ademas del hombre la leishmaniasis se ha
detectado en mamiferos domésticos y silvestres como perros, perezosos, 0sos hormigueros,
martuchas, mapaches, tejones, tepezcuintles, tlacuaches y ratones (Lezama e I[saac, 1995).

En el tracto digestivo del insecto, el parasito se presenta en la forma de promastigote
y una vez que el mosquito pica al mamifero para alimentarse de su sangre, inocula a los
promastigotes en su fase mas infectiva que es la metaciclica. Estos infectan a los macréfagos
y a las células dendriticas inmaduras o céluias de Langerhans principalmente. Una vez
dentro de las células, los promastigotes pierden sus flagelos, transformandose asi en

amastigotes (Lezama ¢ Isaac, 1995).

Los amastigotes se multiplican por fisién binaria hasta que la célula estalla, liberando

a los parasitos que infectan nuevas células. Cuando un mosquito pica a un organismo



infectado, adquiere a los amastigotes intracelulares que en su tracto digestivo se diferencian
a promastigotes y asi puede infectar nuevamente a otro individuo (Figura 4) (Killick-

Kendrick er al., 1974).

Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania sp.



5) CUADROS CLIiNICOS

Las caracteristicas de los cuadros clinicos dependen de varios factores que incluyen
la especie de Leishmania, la eficiencia en la respuesta inmune del hospedero que esta
influida por factores genéticos o bien por infecciones agregada por otros organismos
patogénicos. Cuando la infeccién esta restringida a la piel, se produce la leishmaniasis
cutanea localizada (LCL), la leishmaniasis cutanea difusa (LCD) y la leishmaniasis cutanea
pseudodifusa (LCPD) (Velasco, 1987). En la leishmaniasis mucocutanea (LMC) las lesiones
ocurren en mucosas y en la leishmaniasis visceral (LV) el parasito se encuentra en bazo e

higado (Velasco ef al., 1991a).

A) Leishmaniasis cutinea localizada (LCL)

Esta forma clinica puede ser causada por Leishmania major, en México es causada
por Leishmania mexicana mexicana v es conocida como “Glcera de los chicleros™, se
caracteriza por la presencia de uno o muitiples nédulos, dependiendo del nimero de veces
que el transmisor picé a la persona. La ulceracion aparece de 15 a 20 dias después de la
picadura y es generalmente redondeada de bordes indurados, fondo limpio e indolora
(Figura 5) (Velasco, 1991a). Con excepcion de las lesiones auriculares que son muy
destructivas, la tlcera puede curar espontaneamente en un plazo de 6 meses a 2 afios 0 con
quimioterapia con antimoniales (Becker ef /., 1999). La hipersensibilidad se desarrolla en
forma temprana y los pacientes son positivos a la intra dermorreaccion (IDR) con
leishmanina (prueba de Montenegro) (Castes ef al., 1983). En las lesiones de pacientes con
LCL se presenta un infiltrado intenso de células de Langerhans (células dendriticas

inmaduras) en la epidermis en un nimero de 363172 células y ocasionalmente se encuentran



en granulomas de la dermis papilar, ademis en los infiltrados de las lesiones se presentan
linfocitos T, en mayor mimero los T CD4" (663+137) que los T CD8" (580+100). Las
células NK se presentan en un niimero de 364170 y se distribuyen de manera uniforme en
las lesiones, por otro lado, la presencia de los macrdfagos es escasa (243+72) y muy pocos

estan parasitados (Salaiza-Suazo ef al., 1999).

Figura 5. Lesion caracteristica de una leishmaniasis cuténea localizada (LCL).

B) Leishmaniasis cutdnea difasa (LCD)

Esta manifestacion clinica puede ser causada por Leishmania aethiopica o por
Leishmania mexicana amazonensis y en México por Leishmania mexicana mexicana. La
LCD se inicia con un nddulo que no se ulcera y se disemina por via linfiitica, dando como
resuitado la formacién de mmiltiples n6dulos en todo el tegumento cutdneo (Figura 6) con
excepcidn de cucro cabelludo, palmas de las manos, plantas de los pies, regién axilar,
inguinal y genital, aunque en México es frecuente encontraria también en mucosas y
genitales. Estos pacientes son negativos a la IDR con leishmanina. A diferencia de Ia LCL,

la LCD es de dificil tratamiento y generalmente causa la muerte del individuo por invasién



del paridsito a las mucosas naso y orofaringeas, causando obstruccion de las vias respiratorias
y digestivas. Los macréfagos de los pacientes con LCD generahmente estin intensarmente
pmasitadosy‘mrcspucstammluhrscemwmmhﬂidamquehmspu&ﬂa
humoral estd aumentada, aunque sin ser protectora (W.H.O., 1984; Walton y Velasco, 1987;
Velasco ef al., 1989). En las lesiones de los sujetos con LCD bay una disminucion
importante en el mimero de células, las células de Langerhans estin en un nmimero de
155129 compactadas en la epidermis y sus dendritas estdn muy cortas, los linfocitos T CD4*
se presentan en un mimero de 266460 y hay 380482 de linfocitos T CD8". En las lesiones no
se observan gramulomas y las células estdn distribuidas de manera uniforme en el tejido
inflamatorio. El niimero de las células NK también disminuye y es de 222456, sin embargo,
el mimero de los macrofagos estd aumentado (577+103) y se encuentran altamente

parasitados (hasta 15 parssitos por célula) (Salaiza-Suazo et al., 1999).

Figura 6. Lesiones caracteristicas de una leishmaniasis cutdnea difusa (1.CD).



) Leishmaniasis cutinea esporotriciforme (LE)

La manifestacion de esta forma clinica se caracteriza por la presencia de pequefos
nédulos subcuténeos que se diseminan por via linfitica, generando un cuadro clinico similar
a las lesiones que ocasiona una micosis causada por Sporethrix shenckii, es por ello que se le
conoce con este nombre. Es causada por Leishmania aetiopica. En este caso la IDR es
positiva y la presencia de pardsitos en las biopsias es escasa (Gaafar ef al., 1994; James et
al., 1997).

D) Leishmaniasis cuténea psendodifasa (LCPD)

Las lesiones de este cuadro clnico son muy parecidas a las que se presentan en la
LE, son lesiones nodulares que siguen la trayectoria de los vasos linfiticos, o bien puede ser
un conjunto de lesiones nodulares afrededor de otra lesion nodular algunas veces ya ulcerada
(Figura 7). Los pacientes que tienen esta forma clinica son pegativos a la IDR con
leishmanina. Las lesiones poseen escasos pardsitos y al igual que las de la LCD, son
refractarias al tratamiento con medicamentos o por termoterapia. Esta forma clinica, hasta
ahora, solo ha sido descrita para México en la Chontalpa Tabasquefia (Velasco ef al., 1997).
Berzunza-Cruz y colaboradores (2000) demostraron diferencias entre los aislados de esta
forma clinica y otras cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas de pacientes con

LCL y LCD, mediante un estudio de RFLP del ADN del cinetoplasto.

Figura 7. Lesiones caracteristicas de una leishmaniasis cutdnea pseudodifusa (LCPD).



E) Leishmanizsis mucocutinea (LMC)

A esta manifestacidn se le conoce también como espundia y es causada por
Leishmania braziliensis braziliensis y probablemente también por Leishmania braziliensis
panamensis y Leishmania braziliensis guyanensis. La leishmaniasis mucocutinea se inicia
con una lesién cutdnea que posteriormente se disemina originando nuevos sitios de infeccidn
que se extienden hacia Ia cavidad oronasal y faringea (Figura 8) (Castes ef al., 1983). Esta
condicién no cura espontineamente, es de dificil tratamiento y resistente a la quimnioterapia.
El abultamiento de nariz y labios causa la caracteristica nariz de tapir y de manera cronica
puede presentarse una mutilacién severa con obstruccién en las vias repiratorias y los
pacientes presentan inanicién debido a la odinofagia, por ello hay desnutricién y se puede
originar la muerte. En los casos severos se presenia un incremento de células T en el sitio de
la lesion (Walton, 1984). En México ha sido observada en los estados de Chiapas, Oaxaca,
Tabasco y Veracruz (Velasco, 1987).

Figura 8. Lesiones caracteristicas de una leishmaniasis mucocutinea (LMC).
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F) Leishmaniasis visceral (LV)

El cuadro clinico que causa la leishmaniasis visceral también se conoce como kala-
azar o enfermedad negra y es causado por Leishmania donovani. Se caracteriza por la
presencia de fiebre, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, pérdida de peso importante, diarrea
e hipergamaglobulinemia, ademAs se presenta oscurecimiento de la piel, aunque esto no se
ha observado en pacientes mexicanos (Figura 9). Inmunolgicamente se observa pérdida de
la respuesta de hipersensibilidad cutdnea tardfa, asf como de la reactividad in vitro de los
linfocitos T a antigenos de Leishmania. Cuando la enfermedad se manifiesta no cura
espontineamente v lleva a ia muerte a menos que se trate adecuadamente (Haldar ef al.,

1983).

Figura 9. Cuadro clfnico de la leishmaniasis visceral (LV).
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6) ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE EN LA LEISHMANIASIS

Los parasitos del género Leishmania en sus diversas especies pueden causar un
amplio espectro de la enfermedad desde lesiones cutaneas que pueden curar
espontancamente hasta lesiones viscerales que pueden tener un desenlace fatal (Moll, 1993).

El perfil de la enfermedad ha sido estudiado ampliamente en un sistema experimental
murino por lo que el ratén ha llegado a ser un modelo excelente para el estudio de la
leishmaniasis, sobre todo para la leishmaniasis cutdnea pues la severidad de la enfermedad
puede ser medida por el tamafio de la lesion cuando el parasito es inoculado en el cojinete
plantar. Otra razon del estudio de la leishmaniasis en el modelo murino es debido a que
existen cepas de ratones susceptibles y resistentes a la infeccién y estas son la cepa BALB/c
y la C57BL/6 respectivamente. La infeccion de ratones con Leishmania major, causante de
la leishmaniasis cutdnea, ha sido uno de los primeros modelos in vivo para el estudio de la
respuesta inmune y los parametros que determinan que se presente una respuesta tipo Thl o
bien una respuesta tipo Th2. Los ratones C57BL/6, que presentan una respuesta Thl, se
caracterizan principalmente por la produccion de IFN-y, resolver sus lesiones y curar; por
otro lado, los ratones BALB/c, que presentan una respuesta tipo Th2, producen
principalmente I1.-4 y mueren por infecciones que no curan (Mentink y Mosser, 2000).

Una de las células de la inmunidad innata que juega un papel importante en la
leishmaniasis es el macréfago (M9), pues es una célula fagocitica y por lo tanto puede ser
infectada por Leishmania, ademas es una célula secretora de citocinas tales como TNF -0L,
IL-6, IL-10, 1L-12, IL-15 e IL.-18, que pueden activar a otras células del sistema inmune. Por
otro lado, es una célula presentadora de antigenos profesional y ademas es una célula

efectora pues presenta mecanismos como la produccion de oxido nitrico (NO) y el aumento
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de radicales de oxigeno con los que pueden destruir a los parisitos (Murray y Nathan, 1999).
En la respuesta tipo Thl, el IFN-y estimula a los M¢ infectados con Leishmania y se activan
sus mecanismos leishmanicidas con los que los parasitos son eliminados. Por otro lado, se
ha observado que en sujetos con LCD Leishmania usa estrategias de evasion de los procesos
microbicidas del M¢ como son la inhibiciéon de mediadores inflamatorios como el TNF-at y
la IL-12, impide ¢l estallido oxidativo, suprime la expresion de INOS (sintasa de 6xido
nitrico inducible) y la producciéon de NO y ademas baja la regulacion de los genes para
MHC-1 y MHC-1I (Stafford et al., 2002).

Otra de las células importantes en la leishmaniasis es la célula dendritica (DC) que
en estado inmaduro puede tomar antigenos y procesarlos, esto es la sefial de maduracion y se
da entonces la migracién hacia nodulos linfaticos y presenta el antigeno a linfocitos T pues
es una célula presentadora de antigenos profesional. La DC es una de las primeras células
con las que se encuentra el parasito en la piel, esta puede fagocitar leishmanias pero a pesar
de no tener mecanismos leishmanicidas como el M¢, su papel de centinela dentro dei
sistema inmune es muy importante, ya que por sus caracteristicas y funciones que seran
descritas posteriormente, es fundamental en el desarrollo de la leishmaniasis (Brandonisio ef
al., 2004). Una de sus principales caracteristicas es la produccién de IL-12, citocina pro-
inflamatoria muy importante en esta parasitosis pues va a estimular a las células NK en su
produccion de IFN-y y esta citocina estimulara a los M¢ para que destruyan a la Leishmania.
La DC es la principal fuente de IL-12 pues se ha observado que en infecciones con
Leishmania donovani es 1a DC y no el M¢ quien produce IL.-12 (Gorak et al. 1998).

Por otro lado, la regulacion de la [1.-12 se lleva a cabo por la IL-10, una citocina anti-

inflamatoria que desempefia un papel importante en la leishmaniasis, pues suprime la
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sintesis de IFN-y, reduce la produccién de NO, baja la expresion de las moléculas MHC-I y
MHC-II asi como de la molécula co-estimuladora B7 (Padigel et al.,, 2003). Se ha
demostrado que ratones BALB/c deficientes en la produccion de IL-10 pueden controlar la
infeccién con Leishmania major, 1o que sugiere que la IL-10 juega un papel critico en
mediar la susceptibilidad y patogénesis de la leishmaniasis cutanea (Mentink y Mosser,

2001).

7) LAS CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (DC) originalmente fueron identificadas por Steinman y Cohn
en 1973. Son células accesorias que desempefian funciones importantes en la induccion de
las respuestas inmunitarias. Estas células se identifican morfoldogicamente como células con
proyecciones membranosas o espinosas (Abbas et al., 1995).

Las DC presentan péptidos y proteinas a linfocitos T por lo que son conocidas como

células presentadoras de antigeno (APC) (Satthapomn y Eremin, 2001).

A) DESARROLLO DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Un avance importante en el estudio bioldgico de las DC es poderlas propagar in vitro
usando factores de crecimiento. Asi se ha encontrado que las DC son derivadas de la médula
Osea y tienen distintos linajes hematopoyéticos. A la fecha se han descrito DC que se pueden
desarrollar de un tnico progenitor por 3 distintas vias y dependiendo de las citocinas,
pueden presentar caracteristicas funcionales distintas (Satthaporn y Eremin, 2001).Varios
estudios sugieren que hay diferentes vias para la formacion de las DC maduras. Las vias

difieren en el progenitor, en los estados intermediarios, en los requerimientos de citocinas,



en la expresion de marcadores de superficie v en las funciones bioldgicas de las DC

(Satthaporn y Eremin, 2001).

i) Células dendriticas de origen linfoide

Inicialmente descritas en el raton, el término linfoide se refiere a varias
caracteristicas que sugieren a un precursor comun con las células T. Las DC de origen
linfoide carecen de caracteristicas presentes en las de origen mieloide, como son los
marcadores de superficie CD11b, CD13 y CD33. En sangre, los precursores linfoides
pueden ser CD4" CDI11". Existe evidencia de que en humanos existe un linaje linfoide
equivalente. Las DC linfoides pueden derivarse de progenitores que pueden madurar en
células T y células NK. Tales progenitores se localizan en el timo y en las dreas de células T
de tejidos linfoides secundarios por lo que las DC linfoides se localizan en 4reas ricas en
células T en el bazo y en los nddulos linfaticos (Satthaporn y Eremin, 2001). En el raton las
DC linfoides asi como las micloides expresan altos niveles de CD11¢, MHC-I1 y moléculas
co-estimuladoras CD86 y CD40. Las DC de origen linfoide expresan como homodimero al
CDB8u y expresan altos niveles de marcadores como el DEC-205 y el CD1d (Banchereau et
al., 2000).

A las DC linfoides se les ha atribuido una serie de funciones como son: promover
una seleccién negativa en el timo y ser co-estimuladoras para células T CD4" y CD8". Las
DC linfoides pueden producir altas concentraciones de I1.-12 y son menos fagociticas que
las DC de origen mieloide. La IL-12 secretada por DC linfoides y no mieloides induce
produccion de IFN-y. El precursor linfoide puede dar origen a células B, células NK, células

Ty DC (Lotze y Thomson, 1999 y Satthaporn y Eremin, 2001),
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ii) Células dendriticas de origen mieloide

Las DC de origen mieloide estan en zonas marginales del bazo, pero pueden migrar
bajo la influencia de sefiales proinflamatorias como lipopolisacarido (LPS) o extractos de
parasitos. En el ratén, las DC micloides asi como las linfoides expresan altos niveles de
CDl11c, MHC-II y moléculas co-estimuladoras CD86 y CD40. Cuando las DC mieloides se
enfrentan a LPS o son cultivadas in vitro, incrementan marcadores como el DEC-205 o
CD1d (Banchereau ef al., 2000).

Las células de Langerhans (CL) son ejemplo de DC de origen mieloide, son CD34",
tienen altos niveles de HLA-DR y HLA-DQ'". El precursor mieloide puede dar origen a

granulocitos, monocitos y DC (Lotze y Thomson, 1999 y Satthaporn y Eremin, 2001).

iii) Células dendriticas derivadas de monocitos

Hay evidencias de estudios donde se ve la relacion entre las DC vy las células del
linaje monocito/macréfago. Las células mononucleares de sangre periférica adherentes estan
enriquectdas de menocitos y estos pueden diferenciarse a CL si se cultivan en presencia de
suero fetal de ternera, presentan el marcador CDla cuando se cultivan con GM-CSF. Las
citocinas requeridas para la diferenciacion de DC in vitro a partir de células mononucleares
de sangre periférica adherentes fue documentada por Romani y colaboradores y por otro
lado por Sallusto y Lanzavecchia en 1994. Estos autores mencionan que se requiere de GM-
CSF e IL-4 para producir células CDla" CD14" con capacidad de incorporar y procesar

antigenos, caracteristicas tipicas de una DC inmadura (Satthaporn y Eremin, 2001).
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B) RECONOCIMIENTO Y CAPTURA DEL ANTIGENO POR LAS CELULAS
DENDRITICAS

Las DC migran desde la médula 6sea hasta tejidos periféricos donde persisten por
periodos de tiempo variables hasta el momento que son estimuladas por algiun antigeno
como la Leishmania. Las DC inmaduras o CL se acumulan rdpidamente (1 hr aprox.) en los
sittos donde se deposita el antigeno. Esta acumulacién representa reclutamiento de
precursores de DC circulantes, en respuesta a la produccion de quimiocinas en el sitio de
inflamacion donde se puede dar la interaccion con las células T ademas de la interaccion que
ocurre en los ganglios linfaticos. Una vez que las DC entran en contacto con el antigeno,
maduran y migran hacia ganglios linfaticos. Durante el proceso de reconocimiento del
antigeno y durante su migracion y maduracion, las DC presentan cambios en la expresion de
receptores (Janeway Jr. ef al., 2003; Hertz et al., 2001).

Las DC tienen la capacidad de capturar antigenos mediante varias vias como son: 1)
la macropinocitosis mediante la cual forman vesiculas pinociticas; 2) la endocitosis mediada
por receptores tipo lectina (Tabla 1) y receptores Fcy tipo II (CD32) y 3) la fagocitosis de
particulas como fragmentos celulares generados durante la necrosis o apoptosis, asi como de
virus, bacterias y parasitos intracelulares.

Las DC pueden capturar concentraciones picomolares o nanomolares del antigeno
mediante ]la macropinocitosis y la endocitosis, mientras que otras células presentadoras de
antigeno solo capturan concentraciones de antigenos mayores a esas.

Adicionalmente, las DC tienen receptores tipo Toll (TLRs), entre los cuales se
encuentran TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6 y TLR9, gue reconocen patrones moleculares

asociados a patogenos (PAMPs) como LPS, lipoproteinas de bacterias, peptidoglicanos y
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dinuclestidos CpG. Estos receptores no son fagociticos y unicamente participan en la

activacion celular induciendo su secrecion de citocinas (Figdor et al., 2002).

LECTINA TIPO-C TIPO | CELULA LIGANDO FUNCION

MMR (CD206) | DCY CL | Manosay fucosa Captura de antigeno

DEC-205 (CD203) I DCYCL ? Captura de antigeno

Dectina 1 11 DCY CL | B-glicanos Interaccion célula T

Dectina 2 I DCYCL ? Captura de antigeno

Langerina (CD207) I CL ? Formacion granulos

de Birbeck

DC-SIGN (CD209) I DC HIV-1 (gp120), Interaccion célula T,
mananas, ICAM-2, | captura de antigeno y
ICAM-3 migracion

BDCA-2 11 DC ? Captura de antigeno

plasmacit.
DCIR (LLIR) Il DC ? ?
CLEC-1 I DC ? ?

Tabla 1. Lectinas tipo-C presentes en células dendriticas (DC) y células de Langerhans (CL)




C) MIGRACION Y PRESENTACION DEL ANTIGENO POR LAS CELULAS
DENDRITICAS

La migracion y maduracién de las DC es critica para iniciar la respuesta inmune
celular en contra del antigeno. El antigeno induce la maduracion mediante cambios
fenotipicos y funcionales de la DC que culminan en la transicion de una célula dendritica
inmadura fagocitica a una célula dendritica madura presentadora de antigenos con capacidad
migratoria. Algunas moléculas involucradas en la transicion hacia APC son CD40, TNF-R ¢
IL-1R pues mediante la unién a sus ligandos se induce la maduracion de las DC que esta
mediada por varios procesos (Flores-Romo, 2001). La maduracion inicia cuando un antigeno
como Leishmania es introducido en la piel y se genera un proceso inflamatoric con
produccidén de TNF-a e IL-1 y acumulacidn de mas DC en ese sitio. En este momento MIP-
3o que se expresa en epitelios juega un papel importante al ser una quimiocina atrayente de
DC inmaduras o de sus precursores hacia los epitelios inflamados. Ademas hay aumento de
MHC-II intracelular en compartimentos [lamados MIICs, receptores para quimiocinas como
CCR1, CCR5, CCR6 (Tabla 2) y elevacion en la expresion de CD68. Por otro lado hay
niveles bajos de CCR7, CD34, CD58, CD80, CD86, CD40, CDR3 y no hay DC-LAMP

(Banchereau et af., 2000; Proudfoot, 2002).
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RECEPTOR LIGANDO

DC inmaduras

CCR1 MIP-1a, RANTES, MCP-3,
MIP-5

CCR2 MCPs

CCR4 TARC, MDC

CCRS MIP-1a, MIP-1B, RANTES

CCR6 (solo en CL) MIP-3a (LARC, Exodus-1)

CXCRI1 1L-8

CXCR4 SDF-1

DC maduras

CCR7 MIP-3pB, 6Ccina (SLC)

Tabla 2. Expresion de receptores para quimiocinas en células dendriticas (DC).

Una vez que las DC capturan el antigeno, los niveles de E-cadherina disminuyen y
mediante la elevada expresion celular de elastasas y colagenasas, pueden degradar varios
componentes de la matriz extracelular, con lo que se facilita la migracion de las DC a través
de la piel (Tang et al., 1993).

Cuando empieza la migracion de las DC, hay disminucién de los procesos de
endocitosis y fagocitosis y de la expresion de CCRI1, CCRS, CCR6, CD68 y MIP-3a.
Cuando esto ocurre, se incrementa la expresion de CD34, CD58, CD80, CD86, CD40,
CD83, DC-LAMP, p55 y CCR7. Las DC maduran durante su migracion desde los tejidos
inflamados a través de la via linfatica, con la participacion de la 6Ccina que se expresa en

vasos linfaticos. Las DC maduras entran al area paracortical de los nédulos linfaticos, en



respuesta a la produccion de MIP-383 y/o 6Ccina presente en la zona de células T. Las DC
pueden producir MIP-3f y 6Ccina con lo que se amplifica la sefial quimiotactica. Estas dos
quimiocinas también son quimioticticas para linfocitos T (Figura 10). Se requiere de
diversas moléculas de adhesiéon para que las DC maduras puedan interactuar con los
linfocitos T como son: ICAM-1, ICAM-2 y LFA-1, LFA-3 (Banchereau et al., 2000).

Las DC presentan antigenos endégenos mediante MHC-I, mientras que las moléculas
clase II se relacionan con la presentacion de antigenos exdgenos (Acolla ef al., 1995; Gielen

et al., 1988).

ViA MIP-3ec
" SANGUINEA /—i@‘\! TGF-BI
CCRE+ Epidermis ENTRADA
Progenitores conr- DEL PATOGENO
CD34+ CD1a+
MEDULA GSEA E-cadherina

DC~?IGN
‘i ICAM2
MIGRACION
Vaso linfatico
aferente

Figura 10. Migracién y maduracion de las células dendriticas (DC).
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8) CITOCINAS PRODUCIDAS POR LAS CELULAS DENDRITICAS

Las citocinas son proteinas solubles secretadas por diversos tipos celulares, entre
ellos las DC y se secretan como respuesta a diversos estimulos activadores. Las citocinas
median muchas de las funciones efectoras de las células que las producen y son los
principales mecanismos mediante los cuales varias poblaciones celulares inmunologicas e
inflamatorias se comunican entre si. Las citocinas se producen durante las fases efectoras de
la inmunidad innata y adquirida y sirven para mediar y regular las respuestas inmunolédgicas
e inflamatorias. (Abbas et al., 1995).

Existe una gran diversidad de citocinas que pueden llevar a cabo una o varias de las
siguientes funciones biologicas: como mediadores de la inmunidad innata, como reguladores
de la activacién, proliferacion y diferenciacion linfocitaria, como reguladores de la
inflamacién de origen inmunolégico y como estimuladores de la proliferacion vy

diferenciacion de los leucocitos inmaduros (Janeway Jr. ef al., 2003).

A) CITOCINAS DE LA INMUNIDAD INNATA

En la inmunidad innata, los productos microbicidas como el LPS y el LPG
(lipofosfoglicano), estimulan directamente a los fagocitos mononucleares para que secreten
sus citocinas. La inmunidad innata puede utilizar una gran variedad de mecanismos
efectores para eliminar la infeccion o de lo contrario contenerla hasta que el patogeno pueda
ser reconocido por el sistema inmune adaptativo. Las citocinas liberadas en esta fase
protegen contra infecclones virales e inician reacciones inflamatorias que protegen contra las
bacterias. Dentro de estas se encuentran los interferones (IFN) tipo I (IFN-a e IFN-B), el
factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6), la

interleucina-10 (IL-10), la interleucina-12 {IL-12) y las quimiocinas como la interleucina-8
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(IL-8), RANTES vy la proteina quimiotactica del monocito-1 (MCP-1) (Janeway Jr. ef al.,
2003).
Dentro de este grupo de citocinas, las que son producidas por las DC son IL-10, IL-

12 y TNF-a..

i) Interleucina-10 (IL-10)

La IL-10 es una citocina de 18 kD producida por el subgrupo Th2 de las células
cooperadoras CD4". Es un inhibidor potente de las respuestas inflamatorias e inmunes,
debido en parte a que inhibe la funcion de las células presentadoras de antigeno al suprimir
la expresidon de moléceulas clase 11 del MHC en DC y Mé. La IL-10 es un producto de las
células T CD8 y Th2 activadas, células B, queratinocitos, monocitos y DC activadas.
Originalmente se identificd debido a su capacidad para inhibir la produccién de citocinas en
células T activadas, actuando muy frecuentemente de forma sinérgica con TGF-. La IL-10
inhibe la preduccién de IL-2 ¢ IFN-y en las células Thl, favoreciendo asi las respuestas
dependientes de Th2. También inhibe la produccién de citocinas en las NK y las especies
reactivas de oxigeno, NO y las proteinas de adhesion en los M¢. Ademas de los efectos
inhibidores también tiene capacidad estimuladora sobre la produccion de anticuerpos de las

células B (Parslow erf al., 2002; Janeway Jr. et al., 2003).

ii) Interleucina-12 (I1L-12)
La IL-12 es un heterodimero de 70 kD que consta de dos cadenas polipeptidicas
unidas de forma covalente, una de 35 kD (p35) y otra de 40 kD (p40). La IL-12 es un

regulador esencial de la inmunidad tanto innata como adquirida. A través de su accion
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promotora selectiva de la diferenciacion de linfocitos Thl, la IL-12 potencia la inmunidad
celular, en tanto que suprime las funciones dependientes de Th2 como la produccién de IL-
4, IL-10 y anticuerpos IgE. La IL.-12 induce la proliferacién de células T y NK activadas,
induce la actividad litica de NK y células LAK v es el inductor mas potente de la produccion
de IFN-y en células T y NK activadas. Ademas la I1.-12 induce la produccién de GM-CSF,
TNF-a, IL-6 ¥ en menor grado de IL.-2 con la que actia de manera sinérgica para promover
las respuestas de las células NK. La IL-12 es producida por APC profesionales como son las
células B activadas, los M¢ y las DC. La sintesis de 1L-12 se controla en parte a través de un
mecanismo de retroalimentacion: los productos de las células Th2, 11.-4 e IL.-10 [a suprimen,
en tanto que IFN-y, citocina tipo Thl, es indispensable para su produccién sostenida

(Parslow er al., 2002; Trinchieri, 2003).

iii) Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

El TNF es una citocina que puede promover el crecimiento y diferenciacién de
células B, también activa neutrofilos y Mé, estimula la hematopoyesis y produce un amplio
rango de efectos sobre células no hematopoyéticas. También induce la expresion de otras
citocinas y de mediadores que promueven la inflamacion por lo que es una citocina pro-
inflamatoria. Su importancia principal en la inmunidad se basa en su capacidad para inducir
la activacion de linfocitos T cooperadores (Th) por medio de APC que pueden producir
TNF-a cuande entran en contacto con una célula Th. Posteriormente TNF-a actia de forma
autécrina para inducir o incrementar la expresion de moléculas de adhesion, receptores para
IFN-y y proteinas clase II del MHC localizados en la superficie de las APC y de esta manera

incrementar la eficiencia con la que las APC como las DC y los M¢ pueden unirse y activar
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a las células Th. El TNF-a puede actuar también de manera sinérgica con la IL-1 y la Il-6
con la finalidad de producir efectos aumentados. Esta citocina puede ser producida por DC,

Mé, NK, linfocitos T CD4 y T CD8 (Parslow et al., 2002).

B) CITOCINAS DE LA INMUNIDAD ADAPTATIVA

Las citocinas derivadas de las células T se produen como respuesta al conocimiento
especifico de antigenos extrafios. Durante la respuesta inicial de las células T‘CD4 naive al
antigeno en los tejidos linfoides periféricos, se produce la diferenciacion de estas células en
dos clases de células efectoras, las Th1 o Th2, ejerciendo un impacto crucial en el resultado
de la respuesta inmune adaptativa. Los mecanismos que controlan este paso en la
diferenciacion de las células CD4 todavia no estan definidos por completo, pero pueden
estar influenciados por las citocinas presentes durante la fase proliferativa inicial de la
activacion de las células T. Algunos experimentos han demostrado que las células T CD4
estimuladas inicialmente con IL-12 e IFN-y tienden a convertirse en células Thl, por el
contrario, las células T CD4 activadas en presencia de [L-4 y especialmente 1L-6 tienden a
diferenciarse en células Th2. Esto se debe a que la IL-4 y la IL-6 promueven Ia
diferenciacion de las células Th2, mientras que la 11.-4 o la IL-10 en combinacion o solas

inhiben la generacion de células Thl (Janeway Jr. er al., 2003).
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9) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

LLas citocinas IL-10 e IL-12 ¢jercen efectos antagdnicos durante la infeccidon con
Leishmania que pueden repercutir de manera determinante en la evolucion del padecimiento.
Por un lado, la 1L-12 tiene capacidad de estimular a las células NK para que estas a su vez
produzcan IFN-y y TNF-q, las cuales tienen la capacidad de activar a los mecanismos
leishmanicidas del M¢, como son la produccidén de NO y radicales de oxigeno.
Adicionalmente, la [L-12 es inductora de una respuesta inmune adquirida tipo Th1 en la que
se producen citocinas activadoras del Mé. Esta activacion es crucial para lograr la muerte
del parasito y el control del padecimiento.

Por otro lado, la IL-10 ejerce un efecto inhibitorio sobre ¢l M¢ infectado con
Leishmania, provocando una inactivacion de sus mecanismos leishmanicidas y permitiendo
la replicacion intracelular incontrolada del parasito. La presencia de IL-10 favorece una
respuesta tipo Th2 provocando la progresion del padecimiento.

Aun se desconoce que células y que mecanismos regulan la produccién de 1L-12 e
IL-10 en la leishmaniasis y siendo la DC una de las células de la respuesta inmune innata
que puede producir tanto IL-12 como 1L-10, resulta interesante analizar el efecto que ejerce
Leishmania major sobre su produccion de citocinas in vitre. Los datos obtenidos de este
estudio posiblemente ayuden a aclarar el enigma sobre las causas responsables de la
progresion incontrolada del padecimiento en pacientes con LCD. Para este estudio resulta
ideal utilizar el modelo murino de leishmaniasis, ya que el raton susceptible BALB/c es
parecido al paciente con LCD, mientras que el ratén resistente C57BL/6 presenta un

comportamiento inmune y caracteristicas de infeccion que son similares a pacientes con

LCL.
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11) HIPOTESIS
Leishmania major induce la secrecion de 1L-10 por células dendriticas de ratones

susceptibles BALB/c y la secrecion de 1L-12 (p40) y TNF-a en ratones resistentes C57BL/6.

11I) OBJETIVOS

1. Obtencién de células dendriticas a partir de precursores de médula 6sea de ratones
susceptibles (BALB/c) v resistentes (C57BL/6) a la leishmaniasis, cultivadas en
presencia de rGM-CSF e IL-4.

2. Analizar de manera comparativa el efecto que ejerce Leishmania major sobre la
produccion de IL-10, IL-12 (p40) y TNF-o en células dendriticas obtenidas de
ratones BALB/c y C57BL/6.

3. Obtencién de macrofagos a partir de precursores de médula 6sea de ratones BALB/c
y C57BL/6, cultivados en presencia de M-CSF.

4. Analizar de manera comparativa el efecto que ejerce Leishmania major sobre la
produccién de IL-10, IL-12 (p40) vy TNF-a en macréfagos de médula dsea obtenidos

de ratones BALB/c y C57BL/6.
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IV) DISENO EXPERIMENTAL

1) Animales de Iaboratorio

Se utilizaron dos cepas de ratén: BALB/c (susceptible a la leishmaniasis) y C57BL/6
(resistente a la leishmaniasis). Cuando los ratones BALB/c son infectados con Leishmania
en el cojinete plantar se desarrollan lesiones que generan un aumento en el grosor del
cojinete, sin embargo, cuando un ratén C57BL/6 es inoculado con el pardsito no desarrolla
lesidn. La edad de los ratones que se utilizaron para Ia obtencion de la médula 6sea fue de 8

semanas.

Figura 11. Cepas de ratones genéticamente susceptibles y resistentes a la leishmaniasis.
A) ratén BALB/c y B) ratén C57BL/6.

2) Cultivo de paridsitos
Se cultivaron promastigotes de Leishmania major a 25°C en RPMI 1640 con 10 %
de suero fetal bovino (SFB), descomplementado a 56°C durante 20 minutos. Los

promastigotes fueron contados en una cémara de Neubauer y cosechados mediante
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centrifugacion del medio de cultivo a 4000 rpm durante 10 min a 25°C. El célculo del
nimero de promastigotes se hizo mediante la siguiente férmula:

promastigotes/ml = # de promastigotes x 10,000 x factor de dilucién.

3) Extraccién de médula ésea

Se sacrificaron los ratones de ambas cepas de estudio (BALB/c y C57BL/6) por
dislocacion cervical v fueron bafiados en etanol al 70 %. En una campana de flujo laminar
horizontal, se corté la piel de las extremidades inferiores descubriendo el musculo para
después cortarlas y colocarlas en una caja de Petri con PBS y gentamicina al 0.2 %. Con
unas tijeras se elimind la mayor parte del musculo y posteriormente se utilizo una navaja de
bisturi para eliminar restos de musculos y tendones y asi dejar limpios el fémur y la tibia.
Estos se sumergieron en una nueva caja de Petri con PBS y gentamicina al 0.2 %.
Posteriormente se trasladaron los huesos a una campana de flujo laminar de bioseguridad
para extraer la médula. Se separd el fémur de la tibia con cuidado de que la médula no
quedara al descubierto, se tomaron los huesos por el centro con una pinza y con unas tijeras
se cortaron los extremos de los huesos (la diafisis y la epifisis). Usando una jeringa de 10 ml
con una aguja de insulina, se inyectaron 10 ml de PBS al interior del hueso para extraer la
médula. Las células de la médula se centrifugaron a 1200 rpm, 10 min a 4°C en un tubo de
50 ml. Posteriormente se cultivaron las células en presencia del factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) e IL-4 recombinantes de raton para
inducir su diferenciacién hacia DC y del factor estimulador de colonias de macrofagos (M-

CSF) para inducir su diferenciacion hacia Mg.
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4) Cultivo de células dendriticas derivadas de médula 6sea de rat6n

Se cultivaron las células precursores CD34" de la médula 6sea en presencia de GM-
CSF e IL-4 recombinantes de raton para diferenciarlas a DC. Una vez centrifugadas las
células obtenidas de las médulas, se resuspendieron en RPMI 1640 con 10 % de SFB
descomplementado vy se contaron en una camara de Neubauer. Se sembraron 1 x 10°
células/ml por pozo en cajas de 24 pozos, cultivando entre 250 x 10% a 300 x 10° por
experimento. El cultivo de las DC durd 7 dias a 37°C con 5 % de CO,, tomando como
primer dia el dia de la siembra de las células que provienen de la médula. Por cada 1 x 10°
células se agregd 1 ml de RPMI 1640 con 10 % de SFB, 1 X de 2-mercaptoetanol, 2 mM de
L-glutamina, 16 ng/ml de GM-CSF y 74 ng/ml de IL-4 recombinantes de ratén. El segundo
dia se retird cuidadosamente el 50 % del medio de cada pozo y se reemplazd por medio
nuevo adicionado con las citocinas recombinantes. Esto se hizo para eliminar los
granulocitos no adherentes y dejando unicamente los ciimulos de DC que se enconiraban
adheridos débilmente a los M¢ que estaban adheridos al plastico. En el cuarto dia también se
hizo un cambio del 50 % del medio de cultivo. El sexto dia se removié cuidadosamente el
contenido de cada uno de los pozos con una pipeta, procurando no desprender las células
adheridas en el fondo del pozo. Por otro lado, se prepararon columnas en tubos de 15 ml que
contenian 6 ml de RPMI 1640 con 50 % de suero de ternera descomplementado. En cada
columna se agregé el contenido de S pozos y se dejaron sedimentar por 20 min con la
finalidad de qué los camulos de DC se depositaran en el fondo. Transcurrido ese tiempo se
eliminaron 6 ml de cada columna con una pipeta de transferencia, cuidando de tomar la parte
superficial donde se encontraban los granulocitos. Se reemplazaron los 6 ml con RPMI 1640

sin suero y se centrifugaron los tubos entre 1400 a 1500 rpm, 10 min a 4°C. Posteriormente

30



se elimind cuidadosamente el sobrenadante v en los botones se encontraban las DC que se

resuspendieron en RPMI 1640 y se contaron para su posterior estimulo.

5) Cultivo de macroéfagos derivados de médula 6sea de ratén

Los M¢ derivados de médula dsea fueron utilizados como control y para su cultivo se
utilizaron cajas de Petri (Falcon 100x15 mm). Por cada caja se cultivd la médula de 1 hueso
(fémur o tibia). En cada caja de Petri se agregaron 10 ml de medio DMEM enriquecido con
20 % de SFB, 20 mM de L-glutamina y 30 % del sobrenadante de cultivo de la linea celular
L929 que produce M-CSF, factor que diferencia las células de médula hacia M¢. Para
obtener el M-CSF que produce esta linea celular, se cultivaron las células L929 en medio
DMEM con 10 % de SFB y se colectd el sobrenadante una vez que las células formaron una
capa confluente que fue aproximadamente a los 4 dias de cultivo. Este fue el sobrenadante
que sc agregd a las células de médula (Boltz-Nitulescu et af., 1987). El cultivo de los M¢
derivados de la médula 6sea duré entre 7 v 10 dias a 37°C con 5 % de CO;. Posteriormente
se elimind el sobrenadante de las cajas, se agregd EDTA 5 mM y se incubaron durante 5 min
a 37°C. Esto permitié el desprendimiento de las células que se transfirieron a tubos con
RPMI 1640 sin suero y se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min a 4°C. Este lavado se
realizé dos veces y se contaron los M¢ para ser estimulados de manera simultanea con las

DC.

6) Estimulacién de las células
Las DC y los M¢ se sometieron a distintos estimulos consistentes en:

1) células sin estimulo (basal),
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2) células estimuladas con promastigotes de Leishmania major (1 célula por 10 parasitos)
(experimental),

3) células estimuladas con LPS (100 ng/ml) (control positivo),

4) células estimuladas con LPS (100 ng/ml) y promastigotes de Leishmania major {1:10)
{control positivo),

5) células estimuiadas con Poly I:C (10 pg/ml) (control positivo, pues es un nucleétido que
se considera buen estimulador de DC debido a que expresan TLR-9).

Para cada condicion se colocaron 1x10° células en 1 ml de RPMI 1640 en cajas de 24 pozos
y se incubaron por 24 hrs a 37°C con 5 % de CO®. Los sobrenadantes de cultivo fueron
analizados mediante la técnica de ELISA tipo sandwich para la deteccidn de las citocinas IL-

10, IL-12 (p40) y TNF-ct.

7) ELISA tipo sandwich

Esta técnica se utilizé6 para la deteccion de IL-10, 1L-12 (p40) y TNF-a en los
sobrenadantes de cultivo. Se utilizaron placas de 96 pozos (Costar) fondo plano tratadas para
ELISA. Este método consistio de varios pasos:

1} Colocacién del anticuerpo de captura:

el anticuerpo se diluyd en un buffer de union a pH=9 para el caso de las citocinas 1L-10 ¢
IL-12 (p40) y a pH=6 para el TNF-a, se colocaron 50 nl por pozo, se tapd la placa y se
incubé a 4°C hasta el dia siguiente (minimo 10 hrs.). El anticuerpo de captura para la IL-10
se ut1liz6 a una concentracién de 5 pg/ml, el de 1L-12 (p40) se utilizd a una concentracion de

8 ug/ml y el de TNF-a a una concentracién de 2 pg/ml.
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2) Lavado de la placa:

la placa se metid a un lavador de placas para ELISA ELx50 BIO-TEK INSTRUMENTS,
INC. con una solucién de lavado compuesta de PBS 1 X y 0.01 % de Tween 80. En este
paso la placa se lavo 4 veces.

3) Bloqueo de la placa:
se utilizo solucion bloquedora de caseina y se agregaron 200 pl por pozo dejandola 30 min a
temperatura ambiente.

4) Lavado de la placa:
se lavé 3 veces con PBS 1 X'y 0.01 % de Tween 80.

5) Colocacidén de la curva estandar y las muestras problema:
se colocaron 100 pl por pozo tanto para la curva estdndar como para las muestras. Se
dejaron 2 hrs a temperatura ambiente o bien, a 4°C hasta el dia siguiente. Las curvas
estandar fueron hechas de una serie de diluciones de la citocina recombinante y ademas de
funcionar como control positivo de la técnica sirvieron de referencia para calcular la
concentracion de citocinas en las muestras.

La preparacion para la curva estandar de la 1L-10 (BD PharMingen) fue la siguiente:
se utilizaron 2000 pg/ml contenidos en 20 ul y se agregaron 480 pl de RPMI 1640. Se
tomaron 250 pl y se agregaron 250 ul de RPMI 1640 para obtener una concentracion de
1000 pg/ml. Se realizaron diluciones 1:2 para obtener las concentraciones de 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml, 15.62 pg/ml y finalmente solo RPMI 1640 con 0
pg/ml de la citocina. El punto de corte o valor basal considerado como negativo para la IL-

10 fue de 15 pg/ml.
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La preparacion para la curva estandar de la IL-12 (p40) (BD PharMingen) fue la
siguiente:
se utilizaron 4000 pg/ml contenidos en 10 pl y se agregaron 490 ul de RPMI 1640, se
tomaron 375 pl v se agregaron 125 u! de RPMI 1640 para tener una concentracion de 3000
pg/ml, de esta se tomaron 333 pl y se agregaron 167 ul de RPMI 1640 obteniendo una
concentracion de 2000 pg/ml, después se tomaron 250 pl y se agregaron 250 ul de RPMI
1640 obteniendo una concentracion de 1000 pg/ml. Se realizaron diluciones consecutivas
1:2 para obtener las concentraciones de 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25
pg/ml vy finalmente solo RPMI 1640 con 0 pg/ml de esta citocina. El punto de corte o valor
basal considerado como negativo para la IL-12 (p40) fue de 30 pg/ml.

La preparacion para la curva estandar del TNF-a (BD PharMingen) fue la siguiente:
se utilizaron 2000 pg/ml contenidos en 20 nl y se agregaron 480 pul de RPMI 1640, se
tonraron 250 ul y se agregaron 250 pl de RPMI 1640 para obtener una concentracidén de
1000 pg/ml. Se realizaron diluciones 1:2 para obtener las concentraciones de 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml, 15.62 pg/ml y finalmente solo RPMI 1640 con 0
pg/ml de la citocina. El punto de corte o valor basal considerado como negativo para la
TNF-a fue de 15 pg/ml.

6) Lavado de la placa:
se lavo 4 veces con PBS 1 X y 0.01 % de Tween 80.
7) Colocacion del anticuerpo de deteccion:
se diluyo el anticuerpo en albimina bovina al 1 % con 0.05 % de Tween 20 para obtener una

concentracion adecuada para cada citocina, stendo de 0.5 pg/ml de anticuerpo para la IL-10,
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de 1 pg/ml para la IL-12 (p40) y de 1 pg/ml para el TNF-a. Se incubd durante 1 hr a
temperatura ambiente.

8) Lavado de la placa:
se lavo 6 veces con PBS 1 Xy 0.01 % de Tween 80.

9) Colocacidn de la estreptavidina-fosfatasa alcalina:
se diluyd la estreptavidina fosfatasa-alcalina en una dilucion 1:2000 con albimina bovina al
1 % con 0.05 % de Tween 20 y se agregaron 100 pl por pozo. Se incubo 30 min a
temperatura ambiente.

10} Lavado de la placa:
se lavo 8 veces con PBS 1 Xy 0.01 % de Tween 80.

11)YRevelado de la reaccién:
la reaccion se revelé utilizando como sustrato fosfatasa alcalina. Se disolvid una pastilla del
sustrato de fosfatasa en 5 ml de buffer de sustrato y se agregaron 100 pl por pozo. La placa
se incubo a temperatura ambiente y en obscuridad de 10 a 30 min.

12) Lectura de la placa:
se ley6 en un lector de ELISA para micro placas (EL 3-12e BIO-TEK INSTRUMENTS) a
una longitud de onda de 405 nm y con ayuda del programa KC4 que nos proporciond las

concentraciones de las citocinas en las muestras.

8) Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis no paramétrico de los resultados obtenidos utilizando la prueba

de “U de Mann-Whitney”.
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V1) DISCUSION

La primera respuesta de un organismo hacia cualquier agente extrafio es una
reaccion inflamatoria que se caracteriza por la migracion de varios tipos celulares con
funciones de defensa, hay alteraciones en la permeabilidad vascular y se presenta secrecion
de mediadores solubles tales como quimiocinas y citocinas. Las células inflamatorias tienen
una potente actividad microbicida (Trinchieri, 2003). La respuesta inmune innata representa
la primer linea de defensa contra microorganismos y se caracteriza por no tener memoria y
reconocer a moléculas compartidas entre patdgenos (Janeway Jr. ef al., 2003).

Se sabe poco sobre la partictpacion de DC y M¢ en la respuesta inmune innata ante
la infeccion por parasitos como Leishmania, sin embargo, se ha estudiado exhaustivamente
la respuesta inmune adquirida en la leishmaniasis. En modelos murinos de cepas
susceptibles (BALB/¢) y resistentes (C37BL/6) a la leishmaniasis se encontré que la cura
de esta enfermedad est4 determinada por una respuesta inmune tipo Thl, con la produccién
de citocinas activadoras del M¢ tales como IFN-y y TNF-a. Por otro lado, la progresion del
padecimiento se asoci6 con una respuesta tipo Th2, con produccion de citocinas como 1L-4,
[L.-5 ¢ IL-10 que ejercen un efecto inhibitorio sobre los mecanismos leishmanicidas del M¢
(Awasthi ef al. 2004). Sin embargo, se desconoce mediante que mecanismos se induce una
respuesta Thl o Th2 y se considera que es a nivel de respuesia inmune innata que se
establecen las condiciones decisivas.

Auln se sabe poco sobre la participacion de la respuesta inmune innata en el
desarrollo de esta parasitosis pues los estudios hasta ahora realizados se han enfocado mas a
la respuesta inmune adaptativa. Ademas, se sabe poco sobre la participacion de las DC y de

los Mé, asi como del efecto que ejerce Leishmania major sobre la produccion de citocinas

48



por estas células. Debido a que ambas células pueden producir tanto IL-12 y TNF-a
(inductoras de una respuesta Thl) asi como IL-10 (inductora de una respuesta Th2), se
analizo el patron de citocinas secretadas por estas células al enfrentarse al pardsito, ya que
posiblemente las citocinas producidas durante la fase inicial de la parasitosis pudieran ser
decisivas para establecer las caracteristicas de la respuesta inmune adquirida.

Las DC son una de las primeras células que entran en contacto con L. major cuando
el pardsito es inoculado por regurgitacion durante la hematofagia de la hembra del
mosquito transmisor Lutzomyia sp. Se sabe que la proboscis permanece en una posicion
muy superficial afectando principalmente epidermis. Las células fagociticas que pueden
captar al pardsito en la epidermis son principalmente las células de Langerhans,
consideradas como DC inmaduras y las citocinas que son secretadas durante las fases
iniciales de la infeccion pueden ser decisivas para el desenlace del padecimiento
(Banchereau ef al., 2000).

Gorak y colaboradores (1998) trabajando con L. donovani, causante de la
lesihmaniasis visceral, encentraron que tas DC de bazo de ratones BALB/c producen IL-12
(p40) en etapas tempranas a la infeccion con el parasito a diferencia de los M¢ que no
producen IL-12 cuando son infectados por Leishmania. El mismo fenomeno fue descrito
por Awasthi y colaboradores (2004) quienes reportan que la incubacion de promastigotes
de Leishmania con DC inducen una produccion temprana de IL-12 in vifro, mientras que L.
major inhibe la produccion de 11.-12 por los M¢. Por otro lado, Mentink v Mosser (2001)
reportan que Leishmania induce la produccién de IL-10 en Mé con disminucién en su
produccion de TL-12 y TNF-a lo cual es responsable de la inhibicion del M¢. Los datos

obtenidos en el presente trabajo, aparentemente se contradicen con los datos reportados por
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los autores antes citados, ya que ellos reportan que M¢ infectados con Leishmania no
producen IL-12 y sin embargo, en el presente estudio si se detecté produccion de [L-12.
Esta aparente discrepancia pudiera deberse a que en este trabajo se utilizaron promastigotes
prociclicos, que han sido reportados como estimuiadores de la produccion de IL-12 en M¢
y posiblemente estos autores utilizaron promastigotes metaciclicos que se han reportado
como inhibidores de la produccién de IL-12 en M¢ (Sartori ef al., 1997). Otra de las
posibles razones por las que pueden existir estas diferencias, se puede deber a la especie de
Leishmania con la que se trabajd, pues las usadas en los estudios citados anteriormente
fueron L. mexicana, L. amazonensis y L. donovani y en este trabajo se utilizé L major. Se
sabe que la especie de Leishmania puede afectar el tipo de citocinas producidas por las
células inflamatorias (Satoskar, comunicacion personal).

El presente estudio realizado con L. major, causante de la leishmaniasis cutinea,
revelo que las DC posiblemente participen en la determinacion de la evolucion clinica, ya
que encontramos que, las DC de ratones susceptibles BALB/c tienden a producir mayor
cantidad de 1L1.-10 cuando entran en contacto con L. major en comparaciéon con las DC de
ratones resistentes C57BL/6. aunque esta diferencia no es significativa. La IL-10 liberada
por las DC durante la fase inicial de la infeccion ejerce un efecto inhibitorio sobre la
capacidad leishmanicida del M¢ y este efecto posiblemente predetermine una progresion
del padecimiento. Interesantemente, las DC de ratones susceptibles BALB/c al igual que los
datos reportados, también incrementan significativamente y de manera simultanea los
niveles de IL-12 (p40) cuando entran en contacto con L. major, en comparacion con DC de

ratones C57BL/6. Posiblemente en este caso la presencia de 1L-10 elevada ejerce un efecto



inhibidor mayor que el efecto activador inducido por la elevacion de IL-12 (p40) por la
misma célula, ya que el raton BALB/c sufre de una parasitosis progresiva.

Para que la IL-12 pueda ejercer un efecto activador sobre la capacidad
leishmanicida del M¢, se requiere que active a otra célula de la respuesta inmune innata,
que es la célula NK. La célula NK produce [FN-y en respuesta al estimulo de [L-12 y la
presencia de IFN-y en combinacion con TNF-u son un fuerte inductor de dos potentes
mecanismos leishmanicidas del M¢ que son la produccion de radicales toxicos de oxigeno
generados durante el estallido oxidativo y la presencia de NO generado por la induccion de
INOS (Trinchieri, 2003; Awasthi, 2004).

Aun se desconoce si las células NK en estos ratones responden a la [L-12 producida
por las DC con produccion de IFN-y. Sin embargo, la presencia de la IL-10 producida por
las DC posiblemente inhiba el efecto estimulador de IFN-y. Interesantemente, las DC de
ambos grupos de ratones no producen TNF-a cuando son estimulados por L. major.

Interesantemente, los M¢ de ratones BALB/c estimulados con L. major produjeron
de manera simultanea citocinas anti y pro-inflamatorias, ya que incremento su produccion
tanto de [L.-10 como de IL-12 (p40), contrario a lo descrito donde se menciona una
regulacion entre esta citocinas. Llama la atencion que tanto las DC como los M¢ pueden
producir una citocina pro-inflamatoria importante como la IL-12 y sin embargo, la
presencia simultdnea de una citocina anti-inflamatoria como la IL-10 aparentemente anula
el efecto protector que pudiera causar la IL-12 en estos ratones.

También de manera interesante, los M¢ de ratones CS57BL/6 incrementaron
significativamente su producciéon de 1L-10 cuando entraron en contacto con L. major y no

produjeron 11.-12, pero sin embargo son resistentes a la leishmaniasis. Posiblemente la
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proteccion de estos ratones se correlacione con la ausencia de [L-10 por DC durante la fase
inicial de la infeccion.

En resumen, estos datos reflejan que posiblemente la produccidn temprana de [L-10
por DC en ratones BALB/c sea ¢l factor mas importante en determinar la progresion de la
enfermedad. La presencia o ausencia de 1L-12 no parece ser relevante en conferir
proteccién, ya que su ausencia en ratones CS57BL/6 no afecta la resistencia a la
leishmaniasis que se presenta en estos ratones y su presencia en ratones susceptibles

BALB/c no garantiza que se puedan proteger de la infeccidén con L. major.



¥) RESULTADOS
A) PRODUCCION DE IL-10 EN CELULAS DE RATONES BALB/c

i) Las DC de ratones BALB/c estimuladas con Leishmania major produjeron 52
pg/mi de IL-10 (Tabla 3 y Figura 12 A), es decir hubo un aumento de 2.88 X con respecto
al basal (Tabla 4). El control positivo que presentd la mayor produccion de IL-10 fue el de
DC incubadas con L. major v LPS con un aumento significativo (P=0.0006) de 630 pg/ml

(Tabla 3 y Figura 12 A), es decir 35 X més con respecto al basal (Tabla 4).

BALB/c
CELULAS DENDRITICAS
CITOCINA| DC DC+L.major | DC+LPS | DC+L.m.+LPS | DC+Poly I:C
| (pg/ml)
IL-10 18 52 ** 390 * 630 63
=14
IL-12 (p40) 30 * 91 ** 761 ** 738 ** 897
=14
TNF-a 15 15 * 166 * 983 84
=6

Tabla 3. Produccién de IL-10, IL-12 (p40) y TNF-a (pg/ml) por células dendriticas (DC)
de ratones BALB/c ante diferentes estfmulos. Son datos estadisticamente significativos:
*estimulo vs basal, “BALB/c vs C57BL/6 y *DC vs Mg.

BALB/c
CELULAS DENDRITICAS

CITOCINA | DC+Lmajor | DC+LPS |DC+L.m+1LPS|DC+Poly I:C
(INCREMENTO)

IL-10 238X 2166 X 5X 35X
IL-12 (p40) 303X 2536 X 246X 199X
TNF-a 1X 11.06 X 18.86 X 56X

Tabla 4. Incremento (X) con respecto a la produccion basal de IL-10, IL-12 (p40) y TNF-a
por células dendriticas (DC) de ratones BALB/c ante diferentes estimulos.
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ii) Los M¢ de ratones BALB/c estimulados con L. major produjeron 65 pg/mi de
IL-10 significativamente (P=0.03) (Tabla 5 y Figura 12 B), es decir hubo un aumento de
433 X con fespecto al basal (Tabla 6). El control positivo que presenté la mayor
produccién de IL-10 fue el de M¢ incubados con LPS con un aumento significativo

(P=0.00004) de 195 pg/ml (Tabla 5 y Figura 12 B), es decir 13 X mds con respecto al basal

(Tabla 6).
BALB/c
MACROFAGOS
CITOCINA Mé Mé+L.major | Mg+LPS | Mé+L.m.+LPS Mé+Poly 1:C
(pg/ml)
IL-10 15 * 65 * 195 * 106 *32
n=12
IL-12 (p40) 30 67 * 3 * 35 * 79
n=12
TNF-o 19 45 * 120 128 75
=6

Tabla 5. Produccién de IL-10, IL-12 (p40) y TNF-a (pg/ml) por macréfagos (M¢) de
ratones BALB/c ante diferentes estfmulos. Son datos estadisticamente significativos:
*estimulo vs basal, “BALB/c vs C57TBL/6 y *DC vs M.

BALB/c
MACROFAGOS
CITOCINA | Mé+L.major Mé+LPS |M¢+L.m.+LPS| Mé+Poly I:C
(INCREMENTO)
1L-10 433X 13X 7.06 X 213X
IL-12 (p40) 223X 1.76 X 1.16 X 2.63X
TNF-a 236X 631X 6.73X 394X

Tabla 6. Incremento (X) con respecto a la produccion basal de IL-10, IL-12 (p40) y TNF-o
por macrofagos (M¢) de ratones BALB/c ante diferentes estimulos.

37




B) PRODUCCION DE IL-10 EN CELULAS DE RATONES C57BL/6

i) Las DC de ratones C57BL/6 estimuladas con L. major produjeron la minima
cantidad de 17 pg/mi de TL-10 (Tabla 7 y Figura 12 C) consideréndose como negativo pues
solo aumentd 1.13 X con respecto al basal (Tabla 8). El control positivo que presentd la
mayor produccién de IL-10 fue el de DC incubadas con LPS con un aumento de 77 pg/ml

(Tabla 7 y Figura 12 C), es decir 5.13 X més con respecto al basal (Tabla 8).

C57BL/6
CELULAS DENDRITICAS
CITOCINA DC DC+L.major | DC+LPS | DC+L.m.+LPS DCHPoly I:C
| (pg/ml)
IL-10 15 17 * 46 * 18
n=7
IL-12 (p490) 36 30 * 383 ** 495 118
=6
TNF-a 24 20 26 ** 206 * 15
n=5

Tabla 7. Produccién de 1110, IL-12 (p40) y TNF-o (pg/ml) por células dendriticas (DC)
de ratones C57BL/6 ante diferentes estimulos. Son datos estadisticamente significativos:

*estimulo vs basal, *BALB/c vs C57BL/6 y *DC vs Mé.

C57BL/6
CELULAS DENDRITICAS

CITOCINA | DC+L.major | DC+LPS |DC+L.m.+LPS| DC+Poly I:C
(INCREMENTO)

IL-10 113X 513X 3.06 X 1X
112 (p40) 083X 10.63X 13.75X 327X
TNF-a 083X 1.08X 858X 0.62X

Tabla 8. Incremento (X) con respecto a la produccion basal de I1.-10, IL-12 (p40) y TNF-a
por células dendriticas (DC) de ratones C57BL/6 ante diferentes estimulos.
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ii) Los M¢ de ratones C57BL/6 estimulados con L. magjor produjeron 70 pg/ml de

IL-10 significativamente (P=0.02) (Tabla 9 y Figura 12 D), es decir hubo un aumento de

4.66 X con respecto al basal (Tabla 10). El control positivo que presenté la mayor
produccion de IL-10 fue el de Mé incubados con LPS con un aumento significativo

(P=0.004) de 232 pg/ml (Tabla 9 y Figura 12 D), es decir 15.46 X mds con respecto al

basal (Tabla 10).
C57BL/6
MACROFAGOS
CITOCINA| Mé¢ | Mé+L.major | Mé+LPS | Mé+L.m.+LPS | Mé+Poly 1:C
(pg/ml)
1L-10 15 * 70 * 232 150 ** 110
Il'_—9
IL-12 (p40) 31 30 53 * 41 45
n=6
TNF-a 15 37 26 * 15 ** 100
=5

Tabla 9. Produccién de IL-10, IL-12 (p40) y TNF-a (pg/ml) por macréfagos (M¢) de
ratones CS7BL/6 ante diferentes estimulos. Son datos estadisticamente significativos:
*estimulo vs basal, “BALB/c vs C57BL/6 y *DC vs Mé.

C57BL/6
MACROFAGOS
CITOCINA | Mé+L.major | Mé+LPS |Mé+L.m+LPS| Mé+Poly I:C
(INCREMENTO)
IL-1¢ 4.66 X 1546 X 10 X 733X
IL-12 (p40) 0.96 X 1.7X 1.32X 145X
TNF-a 246X 1.713X 1X 6.66 X

Tabla 10. Incremento (X) con respecto a la produccion basal de IL-10, 1L-12 (p40) y TNF-
a. por macrfagos (M¢) de ratones C57BL/6 ante diferentes estimulos.
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C) COMPARACION DE LA PRODUCCION DE IL-10 ENTRE CELULAS DE

RATONES BALB/c Y C57BL/6

i) Cuando se estimularon las DC con L. major, solo hubo produccién de I1L-10 por

las células de ratones BALB/c con un aumento de 2.88 X con respecto al basal pues las DC

de los ratones C57BL/6 no produjeron 1L-10 (Tabla 11).

BALB/c C57BL/6
CITOCINA DC+L.major | Mé+L.major | DC+L.major | Md+L.major
(INCREMENTQ)
IL-10 288 X 433X 1.13 X 4.66 X
IL-12 (p40) 3.03X 223X 0.83X 0.96 X
TNF-a 1X 236X 0.83 X 2.46 X

Tabla 11. Incremento (X) con respecto a la produccion basal de IL-10, IL-12 (p40) y TNF-
o por células dendriticas (DC) y macrofagos (M¢) de ratones BALB/c y C57BL/6

estimulados con Leishmania major.

ii) Al estimular a los Mé con L. major, ambas cepas de ratones se comportaron de

manera similar pues las células de los ratones BALB/c incrementaron 4.33 X su produccion

de IL-10 con respecto al basal y los Mg de los ratones C57BL/6 la incrementaron 4.66 X

(Tabla 11).
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Figura 12. Producciéon de IL-10 por células dendriticas (DC) y macrofagos (Mé) derivados
de médula 6sea de ratones BALB/c y C57BL/6. (A) IL-10 secretada por DC de ratones
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D) PRODUCCION DE IL-12 (p40) EN CELULAS DE RATONES BALB/c

i) Las DC de ratones BALB/c estimuladas con L. magjor produjeron
significativamente (P=0.006) mayor cantidad de 1L-12 (p40) (91 pg/ml) (Tabla 3 y Figura
13 A), es decir hubo un aumento de 3.03 X con respecto al basal (Tabla 4). El control
positivo que presentd la mayor produccion de 1L-12 (p40) fue el de DC incubadas con LPS
con un aumento significativo (P=0.000002) de 761 pg/ml (Tabla 3 y Figura 13A), es decir
25.36 X mas con respecto al basal (Tabla 4).

i) Los M¢ de ratones BALB/c estimulados con L. major produjeron 67 pg/m! de
IL-12 (p40) (Tabla 5 y Figura 13 B), es decir hubo un aumento de 2.23 X con respecto al
basal (Tabla 6). El control positivo que presentd la mayor produccion de IL-12 (p40) fue el
de M¢ incubados con Poly [:C con un aumento de 79 pg/ml (Tabla 5 y Figura 13 B), es

decir 2.63 X mas con respecto al basal (Tabla 6).

E) PRODUCCION DE IL-12 (p40) EN CELULAS DE RATONES C57BL/6

i) Las DC de ratones C57BL/6 estimuladas con L. major no produjeron IL-12 (p40)
(Tabla 7, Tabla 8 v Figura 13 C). El control positivo que presentd la mayor produccién de
IL-12 (p40) fue el de DC incubadas con L. major y LPS con un aumento significativo
(P=0.04) de 495 pg/ml (Tabla 7 y Figura 13C), es decir 13.75 X mas con respecto al basal
(Tabla 8).

it) Los M¢ de ratones C57BL/6 estimulados con {.. major no produjeron IL-12 (p40)
(Tabla 9, Tabla 10 y Figura 13 D). El control positivo que presenté la mayor produccion de
IL-12 (p40) fue el de M¢ incubados con LPS con un aumento de 53 pg/ml (Tabla 9 y

Figura 13 D), es decir 1.7 X mas con respecto al basal (Tabla 10).
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F) COMPARACION DE LA PRODUCCION DE IL-12 (p40) ENTRE CELULAS DE
RATONES BALB/c Y C57BL/6

1) Las DC estimuladas con L. major solo produjeron 1L-12 (p40) en los ratones
BALB/c con un aumento de 3.03 X con respecto al basal pues en las DC de los ratones

C57BL/6 no se presentd secrecion de esta citocina (Tabla 11).

i1) El caso de los Mo estimulados con L. major fue el mismo que el de las DC pues
solo se secretd 11.-12 (p40) en los ratones BALB/c con un aumento de 2.23 X con respecto

al basal y no hubo secrecion de IL-12 (p40) por los Mé de los ratones C57BL/6 (Tabla 11).
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Figura 13. Produccién de IL-12 (p40) por células dendriticas (DC) y macréfagos (Mé)
derivados de médula 6sea de ratones BALB/c y C57BL/6. (A) IL-12 (p40) secretada por
DC de ratones BALB/c. (B) IL-12 (p40) secretada por M¢ de ratones BALB/c. (C) IL-12
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C57BL/6. En todos los casos las células fueron estimuladas con L. magjor, LPS, L. major +
LPS y Poly I:.C.



G) PRODUCCION DE TNF-a EN CELULAS DE RATONES BALB/c

i) Las DC de ratones BALB/c estimuladas con L. magjor no produjeron TNF-a
(Tabla 3, Tabla 4 y Figura 14 A). El control positivo que presenté la mayor produccion de
TNF-o fue el de DC incubadas con L. major y LPS con un aumento significativo (P=0.02)

de 283 pg/mtl (Tabla 3 y Figura 14 A), es decir 18.86 X mas con respecto al basal (Tabla 4).

ii) Los M¢ de ratones BALB/c estimulados con L. major produjeron 45 pg/ml de
TNF-a (Tabla 5 y Figura 14 B), es decir hubo un aumento de 2.36 X con respecto al basal
(Tabla 6). El control positivo que presentd la mayor producciéon de TNF-o fue el de Méd
incubados con L. major y LPS con un aumento de 128 pg/ml (Tabla 5 y Figura 14 B), es

decir 6.73 X mas con respecto al basal (Tabla 6).

H) PRODUCCION DE TNF-a EN CELULAS DE RATONES C57BL/6

1) Las DC de ratones C57BL/6 estimuladas con L. major no produjeron TNF-o
(Tabla 7, Tabla 8 y Figura 14 C). El control positivo que present6 la mayor produccién de
TNF-a fue el de DC incubadas con L. major v LPS con un aumento significativo (P=0.01)

de 206 pg/ml (Tabla 7 y Figura 14 C}, es decir 8.58 X mas con respecto al basal (Tabla 8).

1) Los M¢ de ratones C57BL/6 estimulados con L. major produjeron 37 pg/m! de
TNF-a (Tabla 9 y Figura 14 D), es decir 2.46 X mas con respecto al basal (Tabla 10). El
control positivo que presentd la mayor produccion de TNF-a fue el de M¢ incubados con
Poly 1:C con un aumento significativo (P=0.01) de 100 pg/ml (Tabla 9 y Figura 14 D), es

decir 6.66 X mas con respecto al basal (Tabla 10).
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I) COMPARACION DE LA PRODUCCION DE TNF-a ENTRE CELULAS DE

RATONES BALB/c Y C57BL/6
1) En ninguna de la cepas de ratones hubo produccién de TNF-a cuando las DC

fueron estimuladas con L. major (Tabla 11).

i1} El comportamiento de los M¢ estimulados con L. major fue similar en ambas
cepas de ratones pues la secrecion de TNF-a en los ratones BALB/c incrementé 2.36 X con

respecto al basal y en los ratones C57B1/6 aumento 2.46 X (Tabla 11).
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Figura 14. Produccién de TNF-o por células dendriticas (DC) y macrofagos (Mé)
derivados de médula 6sea de ratones BALB/c y C57BL/6. (A) Comparacién en la secrecion
de TNF-a¢ por DC de ratones BALB/c y C57BL/6. (B) Comparacion en la secrecién de
TNF-a por M¢ de ratones BALB/c y C57BL/6. (C) Comparacion en la secrecién de TNF-a
por DC y M¢ de ratones BALB/c. (D) Comparacién en la secrecidn de TNF-a. por DC y
M¢é de ratones C57BL/6. En todos los casos las células fueron estimuladas con L. major,
LPS, L. major + LPS y Poly I:C.
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VII) CONCLUSIONES

1.- La susceptibilidad de ratones BALB/c a la leishmaniasis posiblemente se pueda
correlacionar con la secrecion de IL-10 por sus DC estimuladas con L. mgjor, pues las DC
de ratones resistentes no secretaron 1L-10.

2.- La susceptibilidad de ratones BALB/c a la leishmaniasis no se puede
correlacionar con la secrecién de IL-10 por sus Mg, ya que es muy similar a la secretada
por los M¢ de ratones resistentes.

3.- La resistencia de ratones C57BL/6 a la leishmaniasis no se puede correlacionar
con la IL-12, pues ni DC ni M¢ incubados con L. major la secretaron.

4.- La produccion simultanea de citocinas pro-inflamatorias (IL-12 y TNF-a) asi
como anti-inflamatorias (IL-10) por M¢ estimulados con L. major, en ratones BALB/c y en
menor grado en ratones C37BL/6, revelan que probablemente los M¢ no participan de
manera determinante en la induccion de una respuesta adaptativa tipo Thl en ratones
C57BL/6 y tipo Th2 en ratones BALB/c.

5.- Con este estudio se puede concluir que la IL-10 producida por DC posiblemente
sea el factor determinante para el prondstico del padecimiento y que el fondo genético del
raton es determinante para establecer si la DC responde a la infeccion por L. major con una
elevada produccion de IL-10. Aunque aparentemente la [L-10 secretada por las DC es una
de las citocinas que se puede asociar con la susceptibilidad a la leishmaniasis en ratones
BALB/c, queda por establecerse si hay otras citocinas producidas por distintas células de la
respuesta inmune innata que también participen en la modulacion de la respuesta inmune

adaptativa hacia una respuesta tipo Th1 o Th2.
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APENDICE 1
LISTA DE EQUIPOS

Campana de flujo laminar de bioseguridad NUAIRE Biological Safety Cabinets
CLASS Il TYPE A/B3, modelo no. NU-425-400.

Campana de flujo laminar horizontal NUAIRE, modelo NU-201-230.

Centrifuga refrigerada Sorvall RT 6000 B, DU PONT.

Incubadora con CO, Forma Scientifie, modelo 3110.

Lavador de placas para ELISA ELx50 BIO-TEK INSTRUMENTS, INC.

Lector de ELISA para micro placas EL 3-12e BIO-TEK INSTRUMENTS.

Potenciémetro BECKMAN @ 340 pH/Temp Meter.
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19.

20.
21.
22.

APENDICE 2
LISTA DE REACTIVOS

Acido clorhidrico (HCI), J.T.Baker.
Albumina bovina, SIGMA.
Bicarbonato de sodio (NaHCO;) polvo, J.T.Baker.

Biotinylated rat anti-mouse IL-10 monoclonal antibody (ELISA detection) [0.5

mg/ml], BD PharMingen.

Biotinylated rat anti-mouse IL-12 (p40/p70) monoclonal antibody (ELISA

detection) [0.5 mg/ml], BD PharMingen.

Biotinylated rabbit anti-mouse/rat TNF-a. polyclonal antibody (ELISA detection)

[0.5 mg/ml], BD PharMingen.

Caseina, SIGMA.

Cloruro de magnesio 6 hidrato (MgCl,-6H,0) cristal, J.T.Baker.
Cloruro de sodio (NaCl) cristal, J.T.Baker.

Dietanolamina (C4H; | NO3), SIGMA.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) polvo, GIBCO.
2-mercaptoetanol [1000 X], GIBCO BRL.

EDTA ((ethylenedinitrilo) tetra acetic acid) polvo (CoH;sN>Og), J.T.Baker.

Estreptavidina-fosfatasa alcalina, Invitrogen.

Etanol absoluto (CoHeO), MERCK.

Fosfato dibasico de sodio anhidro (Na;HPO,), SIGMA.

Fosfato monobasico de sodio monohidratado (NaH,PO4-H,0), SIGMA.
Gentamicina solucion [10 mg/ml], GIBCO.

HEPES  (N-[2-hydroxyethyl]|piperazine = N’-[2-ethanesulfonic  acid])
(CgH1gN204S), SIGMA.

Hidroxido de sodio (NaOH) escamas, J.T.Baker.

L-glutamina (CsH,oN,0O3) polvo, SIGMA.

L-glutamina [200 mM, 100 X] solucion, GIBCO BRL.

polvo
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24.
25.

26.

27.

estreptomicina) solucién, GIBCO.

Poly I:C (Polyinosinic-polycytidylic acid) sal de sodio [10 mg/ml], SIGMA.
Purified rat anti-mouse IL-10 monoclonal antibody (ELISA capture) [1.0 mg/ml],

BD PharMingen.

Purified rat anti-mouse IL-12 (p40/p70) monoclonal antibody (ELISA capture) [1.0

mg/ml], BD PharMingen.

Purified hamster anti-mouse/rat TNF-a monoclonal antibody (ELISA capture) [0.5

mg/ml], BD PharMingen.

. Recombinant mouse GM-CSF [10 pg a 100 pg /ml], BD PharMingen.
. Recombinant mouse 1L-4 [10 pg a 200 pg /ml], BD PharMingen.

. Recombinant mouse 1L-10 [10 pg a 200 pg /ml], BD PharMingen.

. Recombinant mouse IL-12 (p40) [2 pg a 40 pg /ml}, BD PharMingen.
. Recombinant mouse TNF-ct [10 pg a 200 ug /ml], BD PharMingen.

. RPMI medio 1640 polvo, GIBCO.

. Suero de ternera (donor calf serum), GIBCO BRL.

. Suero fetal bovino (fetal bovine serum), GIBCO.

. Substrato de fosfatasa tabletas, SIGMA.

. Tween 20 (Polyoxiethylenesorbitan monolaurate), SIGMA.

. Tween 80 (Polyoxiethylenesorbitan monooleate), SIGMA.

. Penicilina-estreptomicina (5,000 unidades/ml de penicilina y 5,000 pg/ml de
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APENDICE 3
PREPARACION DE REACTIVOS

1. Albumina bovina al 1 % con 0.05 % de Tween 20
Se disolvio 1 g de albiimina bovina en 100 ml de PBS 1 X pH = 7.2 y se agregaron 50 ul de
Tween 20. Una vez preparada se filtré y se guardd a 4°C.

2. Buffer de sustrato
A 10 g de dietanolamina se agregaron 70 ml de agua destilada y 500 pl de una solucion 0.1
M de cloruro de magnesio. Se agité y ajusté el pH a 9.8 con 4cido clorhidrico concentrado.
Una vez preparado se filtro y se guardo a 4°C protegido de la luz.

3. Buffer de union
Es una solucion de fosfato dibasico de sodio 0.1 M a pH=9 o pH=6, el pH se ajustd con
acido clorhidrico concentrado, ya que estuvo listo se filtrd y se guardé a 4°C.

4. DMEM
Se disolvid el contenido de un sobre de medio DMEM en 900 ml de H,O tridestilada y
desionizada, se agregaron 3.7 g de bicarbonato de sodio y 1 % de una solucién de penicilina
estreptomicina. Una vez mezclados se aforo a 1 It con H,O tridestilada y desionizada v se
ajusto el pH a 7.2. El medio fue filtrado y guardado a 4°C.

5. PBS1X
Consta de una solucién compuesta por fosfato monobasico de sodio 0.15 M y fosfato
dibasico de sodio 0.15 M. Se agrego fosfato monobasico de sodio al fosfato dibasico de
sodio hasta llegar a un pH=7.2. A esta solucién se le agregaron 9 partes de cloruro de sodio

0.0205 M y se ajustd el pH final a 7.2. Una vez preparado se filtr6 y se guardo a 4°C.
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6. PBS 1 X con 0.01 % de Tween 80
Por cada litro de PBS 1 X pH=7.2 se agregaron 100 pl de Tween 80 y se agitd suavemente.
Una vez listo se filtrd y se guardd a temperatura ambiente.

7. RPMI 1640
Se disolvio el contenido de un sobre de medio RPMI 1640 en 900 ml de H,O tridestilada y
desionizada, se agregaron 2 g de bicarbonato de sodio, 290 mg de L-glutamina, 1 % de una
solucion de HEPES 10 mM y 1 % de una solucién de penicilina-estreptomicina. Una vez
mezclados se aford a 1 It con H,O tridestilada y desionizada y se ajusto el pH a 7.2. El
medio fue filtrado y guardado a 4°C.

8. Solucién bloqueadora
Se prepararon 100 ml de una solucién 0.1 N de hidroxido de sodio con 5 g de caseina. El
hidréxido de sedio se disolvié en 100 ml de agua caliente en un agitador con calor y cuando
empez06 a hervir se agregaron lentamente 5.0 g de caseina. Se agito lentamente hasta que la
caseina se disolvid, posteriormente se¢ agregaron lentamente 900 ml de PBS 1 X pH=7.2
bajo agitacion constante y sin aplicacion de calor. Una vez que la solucidn se enfrio se le
ajusto el pH a 7.4 con acido clorhidrico concentrado, se hicieron alicuotas y se congelaron a

-20°C.
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