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ABSTRACT

Leishmania mexicana can cause both localized (LCL) and diffuse (DCL) cutaneous leish-
maniasis, yet little is known about factors regulating disease severity in these patients. We
analyzed if the disease was associated with single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
CD14 260, IL-10 (-819, -592, -1082), IL-1Ra 2018, IL-6 -174, IL-8 -251, IL-1B -511,
IRAK-1 532 and TNF-a (-308, -238) in 58 Mexican mestizo patients with LCL, 6 with
DCL and 123 control cases. Additionally, we analyzed the in vitro production of IL-1 by
monocytes, the expression of this cytokine in sera of these patients, as well as the tissue
distribution of IL-18 and the number of parasites in lesions of LCL and DCL patients.
Our results show a significant difference in the distribution of IL-1f (-511 C/T) genoty-
pes between patients and controls (heterozygous OR), with respect to the reference group
CC, which was estimated with a value of 3.23, 95% CI = (1.2, 8.7) and p-value = 0.0167),
indicating that IL-1 (-511 C/T) represents a variable influencing the risk to develop the
disease in patients infected with Leishmania mexicana. Additionally an increased in vitro
production of IL-18 by monocytes and an increased serum expression of the cytokine co-
rrelated with the severity of the disease, since it was significantly higher in DCL patients,
heavily infected with Leishmania mexicana. The distribution of IL-1f in lesions also va-
ried according to the number of parasites harbored in the tissues: in heavily infected LCL
patients and in all DCL patients, the cytokine was scattered diffusely throughout the le-
sion. In contrast, in LCL patients with lower numbers of parasites in the lesions, IL-1 was
confined to the cells. These data suggest that IL-1f possibly is a key player determining
the severity of the disease in DCL patients. The analysis of polymorphisms in the other

SNPs showed no differences between patients with different disease severities or between
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patients and controls.

Another important goal was to answer if other factors existed that regulate disease severity
in these patients. To answer this we analyzed the pattern of gene expression in NK cells
using microarrays. We compared the gene expression between patients with DCL, LCL
and healthy controls. We observed that 90 % of the genes in NK cells of DCL patients were
inhibited, whereas in LCL patients only 50 % of the genes where inhibited when we com-
paring to the gene pattern of healthy controls. Previous studies in our group have shown
that TLR-2 in human NK cells recognizes Leishmania major LPG leading to translocation
of transcription factor NF-xB and to IFN-y and TNF-« protein production in healthy con-
trols. Our present results show that genes of two important signaling pathways of the innate
immune response (TLR and JAK/STAT) are down-regulated in patients with DCL, whereas
in patients with LCL many of this genes are up-regulated, which suggests that DCL patients

cannot respond with an effective immune answer to Leishmania mexicana infections.
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RESUMEN

Leishmania mexicana es una especie de parasito protozoario que causa leishmaniasis cutdnea
localizada (LCL) y difusa (LCD) y aun hay muchas dudas sobre los factores que regulan
la gravedad de la enfermedad en estos pacientes. En el presente trabajo se analiz6 si esta
enfermedad estaba asociada con algtn o algunos SNPs en CD14 260, IL-10 (-819, -592, -
1082), IL-1Ra 2018, IL-6 -174, IL-8 -251, IL -1B -511, IRAK-1 532 y TNF-o (-308, -238)
en 58 pacientes mestizos mexicanos con LCL, 6 con LCD y 123 sujetos sanos. Ademds,
se analiz6 la produccion in vitro de IL-1 por monocitos, la expresion de esta citocina en
el suero de estos pacientes, asi como la distribucién de IL-1f y el nimero de parasitos en
las lesiones de ambos grupos de pacientes. Nuestros resultados mostraron una diferencia
significativa en la distribucion de la IL-1 (-511 C/T) entre los genotipos de pacientes y
controles (OR de los heterocigotos) cuando se utilizan los homocigotos para CC como gru-
po de referencia en cuyo caso el OR tuvo un valor de 3,23, IC 95% = (1,2, 8,7) y valor de
p= 0,0167, lo que indica que la IL-1 (-511 C/T) representa una variable que influye en
el riesgo de desarrollar la enfermedad en pacientes infectados con Leishmania mexicana.
Ademds, encontramos un aumento en la produccién in vitro de IL-1f por los monocitos y
un aumento de la expresion de esta citocina en suero, lo que se correlaciona con la gravedad
de la enfermedad, ya que esta diferencia fue estadisticamente significativa en los pacientes
con LCD infectados con abundantes parasitos de Leishmania mexicana. La distribucién
de IL-1 en las lesiones también varié de acuerdo con el nimero de parésitos contenidos
en las lesiones. En pacientes con LCL gravemente infectados y en todos los pacientes con
LCD, se encontro la citocina difusamente distribuida en toda la lesion. Por el contrario, en
pacientes con LCL, con un menor nimero de pardsitos en las lesiones, la IL-1f se loca-

liz6 dentro de las células. Estos datos sugieren que la IL-1f posiblemente juega un papel
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clave en determinar la gravedad de la enfermedad en pacientes con LCD. El andlisis en el

resto de los SNPs no mostré diferencias significativas.

Otro objetivo importante de este trabajo fue analizar si existian otros factores que regu-
lan la gravedad de la enfermedad en estos pacientes. Analizamos el perfil de expresion de
genes en células NK utilizando microarreglos de expresion. Se comparé la expresion de
genes entre los pacientes con LCD, con LCL y controles sanos. Observamos que los pa-
cientes con LCD tenian cerca del 90 % de los genes inhibidos mientras que los pacientes
con LCL tenian solo el 50 % inhibidos cuando se compararon ambos grupos con el patrén
de genes de los controles sanos. Nuestro grupo previamente reportd que el receptor TLR-2
de células NK humanas reconoce al LPG de Leishmania major con translocacion del factor
de transcripciéon NF-kB al niicleo y produccién de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y
y TNF-& en sujetos sanos. En el presente trabajo reportamos que genes de dos importantes
vias de sefializacion para la activacion de la repuesta inmune innata (TLR y JAK/STAT)
se encontraron inhibidos en los pacientes con LCD, mientras que en pacientes con LCL
se encontraron sobreexpresados. Esto nos permite sugerir que los pacientes con LCD no
generan una buena activacion de la respuesta inmune innata, importante desde el inicio de

la infeccion por Leishmania mexicana.
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1.1. Leishmaniasis

La leishmaniasis es una de las enfermedades infecciosas mas importantes alrededor del
mundo que incluye a un grupo de enfermedades que cursan como ulceras cutdneas o co-
mo graves afecciones viscerales. La leishmaniasis es transmitida por vector y causada por
el protozoario parésito intracelular obligado del género Leishmania que afecta tanto a los
seres humanos como a otras especies de mamiferos como roedores y perros. El vector
que transmite la enfermedad al hospedero vertebrado es la hembra hemat6faga de un mos-
quito del género Lutzomyia (Nuevo Mundo) o Phlebotomus (Viejo Mundo), que inocula
al parésito en la dermis de la piel mediante su piquete al momento de alimentarse. Los
promastigotes inoculados son rdpidamente fagocitados por células del sistema fagocitico
mononuclear y dentro de estas, los parasitos se transforman en parasitos intracelulares obli-
gados, los amastigotes. Estos amastigotes se dividen y se multiplican dentro de la célula
hasta que se liberan en el tejido para infectar nuevas células. El ciclo de vida se comple-
ta cuando la mosquita hembra se alimenta con sangre del hospedero infectado llevdndose

células infectadas con amastigotes [1, 2, 3, 4, 5, 6] (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Ciclo de vida de Leishmania spp. en los hospederos vertebrado e inverte-
brado. 1) Los promastigotes son inoculados con la picadura del flebotomo. 2) Células del sistema fagocitico
mononuclear reconocen y fagocitan al parasito. 3) Fusion del fagosoma con el lisosoma. 4) Diferenciacién
del promastigote en amastigote. 5) Multiplicacién de amastigote dentro de la vacuola parasitéfora. 6) Mul-
tiplicacién intravacuolar de amastigotes. 7) Ruptura de la célula fagocitica y liberacidon de amastigotes. 8)
Fagocitosis de amastigotes. 9) Ingestién de una célula parasitada por flebotomo al ingurgitar sangre, ruptura
de la célula y liberacion de amastigotes en el tracto digestivo del flebotomo. 10) Multiplicaciéon de amasti-
gotes y diferenciacion a promastigotes. 11) Multiplicacién de los promastigotes e insercion de flagelos entre
los microvilli del endotelio digestivo. 12) Multiplicacién en la regién pildrica e ileo. 13) Migracién de pro-
mastigotes al tracto digestivo. 14) Promastigotes infectivos libres en la probdscide. Tomado y modificado de
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1.1.1. Distribucion de la leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad endémica que afecta a la poblacion de paises tropicales
y de la cuenca del Mediterrdneo, particularmente afecta a 88 paises del sur de Europa,
Centro y Sur de América, Africa, Medio Oriente y la India. La Organizaciéon Mundial de la
Salud considera a la leishmaniasis una enfermedad importante en el trépico con mas de 350
millones de hombres, mujeres y nifos en riesgo de contraer la enfermedad. Se calcula que
12 millones de individuos estdn infectados con el parésito, de los cuales solo se notifican

1.5 millones [1, 5, 6] (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Distribucion Mundial de Leishmaniasis Cutanea Localizada.
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El interés en el estudio de esta enfermedad se incrementé por el aumento de su incidencia
a nivel mundial, en parte atribuido a las guerras, refugiados, las movilizaciones humanas a

zonas endémicas y a la falta en el control en algunas partes del mundo [7, 8].

En México, la leishmaniasis en sus diversas formas clinicas (descritas mas adelante) se
conoce desde la época prehispdnica. La leishmaniasis cutdnea fue descrita en la peninsula
de Yucatin por Seidelin en 1912, quien la nombré “dlcera de los chicleros” y él mismo
identificé al pardsito en una impronta. El primer estudio epidemiolégico sobre esta en-
fermedad lo realizaron Beltran y Bustamante en 1942 y Biagi aisl6 y cultivé al parésito
nombrandolo Leishmania tropica mexicana. Garnham la clasificé serolégicamente como
Leishmania mexicana. Sin embargo, Lainson y Shaw la reclasificaron como Leishmania

mexicana mexicana [9, 10].

En México, el nimero de casos reportados de LC en el periodo de 2003 a 2010 es variable
(entre 400-950), dependiente del lugar. Los casos estan distribuidos en 20 estados del pais
(Figura 1.3) aunque la mayoria de los pacientes se encuentra en Nayarit, Veracruz y en el
sureste del pafs, principalmente en Campeche, Chiapas, Quintana Roo y Tabasco [9, 11]

(Figura 1.4).
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Figura 1.3: Numero de casos de leishmaniasis cutianea registrados por género en Méxi-

¢0 (2003-2010). Los estados escritos en color rojo son los que reportan el mayor niimero de casos. Fuente:

Secretaria de Salud, 2010. Programa de Leishmaniasis en México.
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Figura 1.4: Distribucion de casos de Leishmaniasis Cutanea en la Repiblica Mexica-

na. Los puntos rojos indican los lugares donde se han reportado casos de LC. Fuente: Secretaria de Salud,

2010. Programa de Leishmaniasis en México. Mapa realizado por Sdnchez Montes Daniel (2012).
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Los casos con LCD son muy escasos y entre 1981 y 2007 se reportaron en los estados de

Guerrero, Michoacan, Tabasco, Quintana Roo, Veracruz y Coahuila (Figura 1.5).

Diffuse Cutaneous Leishmaniasis
Number cases (1981 - 2007)
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Figura 1.5: Distribucion de Leishmaniasis Cutanea Difusa en México. Fuente: Secretaria

de Salud, 2010. Programa de Leishmaniasis en México. Tomado de [12]

En la Figura 1.6 se observa el niimero de casos (barras) y la tasa de incidencia (linea roja)
desde 1995 y hasta el afio 2011 de los pacientes reportados con leishmaniasis cutdanea. El
estado de Tabasco es el que presenta el mayor nimero de casos (7 231 con LCL y 11
con LCD del afio 1981 al 2010) y adicionalmente en este Estado existen informes sobre

leishmaniasis desde la primera mitad del siglo pasado [9, 11].
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Figura 1.6: Numero de casos (barras) y tasa de incidencia (linea roja) de Leishmaniasis
Cutanea en México. Fuente: SINAVE/DGAE/CENAVECE/Secretaria de Salud. Informacién preliminar
al corte de la semana epidemioldgica no.: 52 del 2010. *Tasa por 100 mil habitantes. Fuente: Secretaria de

Salud, 2010. Programa de Leishmaniasis en México.

Un total de 30 casos de LMC se han reportado en los estados de Tabasco, Chiapas, Cam-
peche, Veracruz y Oaxaca. Adicionalmente, entre 1981 y 2010 se reportaron 127 casos
de LV, siendo Chiapas el Estado que presenta el mayor nimero (121 casos) y el resto se

encontraron en Oaxaca, Guerrero, Morelos, Puebla y el Estado de México [9, 11].
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1.1.2. Formas clinicas y agentes causales de la leishmaniasis

Existen cuatro formas clinicas de leishmaniasis (Figura 1.7): A) leishmaniasis cutinea lo-
calizada (LCL), que afecta solamente la piel en el sitio del piquete; B) leishmaniasis cutdnea
difusa (LCD), que se disemina a lo largo de todo el tegumento; C) leishmaniasis muco-
cutdnea (LMC), que afecta la piel y las mucosas y D) leishmaniasis visceral (LV), que

afecta bazo, higado y médula 6sea.

A

Figura 1.7: Diferentes formas clinicas de leishmaniasis. A. Ulcera caracteristica de LCL. B.
Nédulos diseminados en todo el tegumento caracteristicos de la LCD. C. Lesién nasal presente en la LMC.

D. Hepatoesplenomegalia por LV.
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En el Viejo Mundo, donde prevalece la leishmaniasis cutdnea (LC), los agentes causales
son L. tropica (Asia y Europa Oriental), L. aethiopica (Africa) y L. major. En América,
la leishmaniasis es una enfermedad mucho més compleja producida por varias especies:
L. mexicana, reportada en México y América Central; L. amazonensis, que se localiza
principalmente en la selva del Amazonas y estd estrechamente relacionada con los casos
de LCD; L. chagasi es el agente etiologico de la leishmaniasis visceral también conocida

como kala-azar [7, 8, 13].

El tiempo de incubacién de la leishmaniasis hasta la primera manifestacion clinica varia de
2 meses (tlceras de leishmaniasis cutanea) hasta mas de 2 anos (en el caso de las lesiones
mucocutdneas). En el Nuevo Mundo, la LC presenta un amplio espectro clinico y la lesion
tipica es una ulcera redonda con un borde muy infiltrado que se produce en el sitio de la
picadura (Figura 1.7 A). Sin embargo, también se presentan lesiones atipicas en pacientes
inmunocomprometidos, como nodulos sin ulceras. En México y América Central, las tlce-
ras tipicamente involucran el pabellon de las orejas (dlcera del chichero) mientras que en

Brasil, los miembros inferiores son mas cominmente afectados (tlceras Bauru) [5, 7].

La LCD se caracteriza por una distribucion difusa de nédulos y lesiones que afectan a la
cara y las extremidades (Figura 1.7 B). El rostro muestra una infiltracién masiva similar
a las lesiones de la lepra lepromatosa, con nédulos sin tendencia hacia la ulceracién y en
algunos casos se registran lesiones verrucosas. Esta forma clinica generalmente sigue un
curso prolongado, no visceraliza y la IDR (Intradermo-reaccién) de Montenegro es nega-
tiva. La histopatologia y las improntas de la lesién muestran numerosos amastigotes y la
respuesta al tratamiento suele ser deficiente. Una forma intermedia entre LCL y LCD es
conocida como BDCL (borderline disseminated cutaneous leishmaniasis), y generalmente

es causada por L. amazonensis. Después de 2 afios de la aparicion de la lesion primaria de
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la piel, se presenta un infiltrado en forma de placa eritematosa que generalmente se desa-
rrolla en el rostro y en extremidades superiores e inferiores. En esta forma clinica no hay
diseminacion linfatica de la infeccién y la prueba de hipersensibilidad cutdnea suele ser

negativa [5, 7, 13].

La LV o kala-azar se caracteriza por la propagacion del parasito a la médula dsea, el bazo y
el higado. Tiene un periodo de incubacién de 1 a 36 meses y se asocia con fiebre, anorexia,
diarrea, palidez, dolor abdominal, tos, y linfadenopatia, los cuales se presentan repentina-
mente, o bien, progresan lentamente. Otros signos son hepatoesplenomegalia y hemorragia

oral, nasal e intestinal [7].
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1.2. Superficie celular del parasito

Leishmania, al ser un organismo que vive dentro de células fagociticas, necesita un me-
canismo especializado para penetrar a su célula blanco [14]. Los promastigotes de Leish-
mania estan cubiertos por un glucocalix denso, compuesto por varias moléculas ancladas
por glucosilfosfatidilinositol (GPI) como: proteofosfoglicanos (PPG), glucoinositolfosfo-
glicanos (GIPLYS), fosfatasas acidas de secrecion, lipofosfoglicano (LPG) y la glicoproteina
63 (gp63). La gp63 es una metaloproteasa dependiente de zinc, que entre otras funciones
protege al pardsito de la degradacion por enzimas lisosomales a través de la conversion
proteolitica de C3b a C3bi en la superficie del parésito. El LPG y la gp63 son reconocidos
como el enlace entre los promastigotes y la célula hospedera, ademas de participar en la

inhibicién de los procesos proteoliticos del macréfago [15, 16].

1.2.1. Lipofosfoglicano (LPG)

El LPG es la molécula mas abundante en la superficie de los promastigotes de Leishmania,
es sintetizada por todas las especies del parésito (Figura 1.8) y estd compuesta por 4 regio-
nes principales: I) region de anclaje de GPI, un lipido 1-O-alquil-2-liso-fosfatidilinositol;
IT) regidn central de fosfosacaridos constituida por gluco heptasacéridos fosforilados; III)
region de disacdridos fosforilados, que es un gran dominio de fosfoglicanos con 15-30
unidades repetitivas de Gal-Man-P (dependiendo de la especie hay sustituciones de estos
azucares); IV) casquete terminal de oligosacdridos esta constituido por galactosa o manosa

[14, 15, 17].
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Figura 1.8: Estructura esquematizada del LPG de promastigotes de Leishmania me-

xicana. Tomado de [17].

El LPG es un importante factor de virulencia durante el ciclo de infeccién de Leishmania
en mamiferos. Ha sido relacionado con la sobrevida del parésito dentro del vector y con la
regulacién de la adhesion e invasion celular dentro de la célula hospedera. LPG participa

en la resistencia al complemento, evadiendo el complejo de ataque a membrana C5b-C9.

Adicionalmente, protege al parasito contra productos toxicos del macréfago debido a la
elongacion del LPG en la superficie del parasito. Parasitos de L. major deficientes de LPG
son incapaces de establecer una infeccién en ratones y en macréfagos [14]. También se
ha reportado que el LPG es capaz de inhibir el estallido oxidativo en un 70 % a través de
la inhibicion de la actividad de la proteina cinasa C (PKC) y de la translocacion de ésta
a la membrana celular. Por otro lado, el LPG es capaz de inhibir la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), provocando la disminucién de la sintesis de 6xido nitrico (NO) [18]. El

papel del LPG en la evasion de la respuesta inmune puede ser complementado por la gp63.
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Durante los estadios iniciales de infeccidn del macréfago, el LPG de Leishmania donovani
inhibe la fusién de los lisosomas con los fagosomas promoviendo la sobrevida intracelu-
lar de los promastigotes, mientras que la gp63 inhibe enzimas liticas en los fagolisosomas
[19]. Por dltimo, el LPG también inhibe la quimiotaxis de monocitos y leucocitos poli-
morfonucleares, ademds de alterar la expresion de moléculas de adhesion en las células de

Langerhans y disminuir su actividad migratoria [20, 21, 22].
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1.3. Respuesta Inmune

Las diferentes funciones de la respuesta inmune estdn dadas por la respuesta inmune innata

y la adquirida, las cuales se diferencian por la especificidad, diversidad y memoria [21].

Los vertebrados han desarrollado dos mecanismos de proteccion contra las infecciones: la
respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa, las cuales forman un sistema
integrado de defensa en el que existe una cooperacion funcional de numerosas células y
moléculas. La inmunidad innata no proporciona sélo una primera defensa contra los mi-
croorganismos, sino también desempena diversas funciones importantes en la induccién de
la respuesta inmune adaptativa. Fendmenos de la respuesta inmune innata como la infla-
macidn, proporcionan una sefial de alarma que dispara respuestas inmunitarias adaptativas.
Asi mismo, la activacién del complemento representa un mecanismo de la inmunidad in-
nata en la cual participa la respuesta inmune adaptativa mediante la activacién de la via
cldsica por anticuerpos especificos. Para la eliminacion eficaz de un microorganismo es
indispensable la participacion del sistema inmune innato y en etapas tardias, por el siste-
ma inmune adaptativo, que intensifica la respuesta mediante la produccién de anticuerpos
especificos. Adicionalmente, linfocitos T protegen mediante su secrecion de citocinas que

incrementa la capacidad efectora de las células del sistema inmune innato [21, 23].

1.3.1. Respuesta Inmune Innata (RII)

La respuesta inmune innata (inmunidad natural) es la primer linea de defensa contra mi-
croorganismos patégenos, que actia de manera rapida pues, es activada en minutos. El
reconocimiento de los patdgenos por parte de la RII se caracteriza por tener diversidad li-
mitada, no tener memoria y tener una respuesta muy parecida frente a diferentes de agentes

infecciosos. Sin embargo, la RII tiene una alta capacidad discriminatoria entre lo propio y

38



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

lo extraiio, como son los microorganismos patégenos [23]. Los elementos esenciales de la
inmunidad innata consisten en mecanismos de defensa como las barreras fisicas y quimi-
cas, tales como los epitelios y sustancias antimicrobianas, el sistema del complemento, etc.

[26]

Las células que participan en la RII son las células fagociticas (neutréfilos, monocitos,
macrofagos), células dendriticas, leucocitos polimorfonucleares y las células NK (Natu-
ral Killer). Todas estas células reconocen patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs; Pathogen Associated Molecular Patterns) a través de receptores celulares deno-
minados receptores de reconocimiento patrén (PRR, Pattern Recognition Receptors). La
fagocitosis y la muerte de los microorganismos, son mecanismos efectores inespecificos
de la inmunidad natural del hospedero, y estos no inducen una memoria inmunoldgica

[23, 24, 26].

1.3.2. Monocitos/Macrofagos

Los macréfagos forman parte del sistema fagocitico mononuclear que, junto con los neutréfi-
los y las células dendriticas, constituyen el principal mecanismo contra agentes extrafios

como los microorganismos [25].

Los macréfagos y el resto de las células del sistema inmune tienen como origen comun la
médula 6sea. Los monocitos se diferencian en respuesta a factores como el M-CSF [27]. De
la médula 6sea, el monocito pasa a los tejidos a través del torrente circulatorio, utilizando
moléculas de adhesién que interactdan con adhesinas del endotelio vascular. Una vez en
los tejidos, los monocitos maduran hacia macréfagos donde sus funciones dependeréan del
tejido en el que se encuentren [28]. Los macrofagos juegan un papel importante en la RII

pero ademas, estdn adaptados para inducir la respuesta inmune adquirida tanto humoral
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como mediada por células. Los macréfagos son capaces de fagocitar microorganismos y
eliminarlos, ademas de secretar citocinas como TNF-¢, IL-1, IL-12 e IL-6, que participan
en el reclutamiento de células inflamatorias y en inducir la respuesta inflamatoria. Duran-
te la respuesta inmune especifica estas células funcionan como células presentadoras de
antigenos (APC), ademads, liberan proteinas del complemento, que junto con los anticuer-
pos producidos por los linfocitos B, opzoniza a un gran nimero de antigenos facilitando
el reconocimiento de los microorganismos por distintos receptores como Fcy o CR1, CR2,

CR3 y CR4 [25].

La activacion del macrofago es importante para desarrollar funciones como la presenta-
cioén de antigeno, lisis de células tumorales y actividad microbicida. La principal citocina
responsable de la activacion de los macréfagos es el IFN-y (producida inicialmente por
células NK durante la activacion de la RII), aunque otras moléculas como el GM-CSF,

M-CSF, IL-1, IL-2, IL-4 y TNF-o también activan a los macréfagos [29, 30].

Existen genes que se inducen por la presencia de IFN-y y TNF-o que actdan de manera
sinergista. En la activacion por TNF-a se activa el factor de transcripciéon NF-xB que se
encuentra latente en el citosol y una vez activado se trasloca al nucleo e induce la trans-
cripcion de varios genes. La mayoria de los genes inducibles sinérgicamente por IFN-y y
TNF-a contienen cajas ISRE y NF-kB en su promotor. Este sinergismo entre el TNF-o
producido por los macréfagos y el IFN-y producido por los linfocitos T y las células NK,

promueve mecanismos inductores de proteccion.
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1.3.3. Células NK (Natural Killer)

Actualmente se conoce a las células NK como un componente central del sistema inmune
innato. Las células NK fueron originalmente identificadas por su habilidad para lisar células
tumorales en ausencia de estimulacion previa. Estas células que representan una tercera
poblacién de linfocitos, no expresan marcadores de células T o B y son distinguidas de los

otros linfocitos dado que no expresan receptores de distribucion clonal para antigenos [31].

Bajo condiciones normales, las células NK se encuentran principalmente en sangre pe-
riférica (10-20 % de linfocitos totales), bazo, higado y médula 6sea, pero pueden migrar
hacia tejidos inflamados en respuesta a diferentes quimioatrayentes [24, 31] . Las células
NK juegan un papel importante en el control del crecimiento tumoral y prevencion de la
rapida diseminacion de tumores metastasicos en modelos murinos. Ademds, son fundamen-
tales en la defensa contra infecciones virales (principalmente de herpesvirus), bacterianas
(Gram-positivas y Gram-negativas) y parasitos protozoarios intracelulares como Leishma-
nia [32, 33]. La activacion de células NK incrementa la sintesis de quimiocinas y citocinas
que inducen respuestas inflamatorias, modulan la hematopoyesis, controlan el crecimiento

de monocitos y granulocitos e influencian el tipo de respuesta adaptativa subsecuente [31].

Las células NK reconocen moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase
I (MHC ) a través de receptores de superfie. Las células NK lisan aquellas células que no
presentan o que expresan insuficientes cantidades de MHC 1. Lo anterior sucede frecuente-

mente en células tumorales y células infectadas con virus [34].

En humanos, las células NK tienen receptores inhibitorios que pertenecen a tres familias:
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la familia de los receptores KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptors), los cuales son
expresados so6lo en determinadas células NK y reconocen diferentes grupos alélicos de
moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C. Los receptores inhibitorios son el KIR2DL (cola
citoplsmatica larga), KIR3DL, NKG2A/CD9% y NKG2B/CD9%4. La segunda familia de re-
ceptores inhibitorios consta de los receptores ILT de tipo Ig. Un miembro de esa familia es
el ILT2, que presenta una especificidad amplia por un gran numero de alelos del MHC 1.
La tercer familia consta de heterodimeros compuestos de las lectinas tipo C, como NKG2A
o NKG2B, unidas en forma covalente a CD94 [31, 34, 35]. Normalmente, las células NK
reconocen moléculas MHC I a través de sus receptores inhibitorios y solo en caso de una
alteracion en moléculas MHC I estos receptores no transmiten una sefial inhibitoria llevan-
do a la activacién de las células NK. Los receptores con funcién inhibitoria de las células
NK se caracterizan por su habilidad en reclutar y activar las proteinas con funcién de tiro-

sina fosfatasas SHP-1 y SHP-2 a través de ITIMs presentes en sus tallos citoplasmaticos.

Algunos miembros de las familias KIR y CD94/NKG2 no contienen ITIM, sino que se
asocian a moléculas accesorias portadoras de ITAM (como DAP2) produciendo senales
activadoras de estas células. Entre los receptores KIR activadores de las células NK se en-
cuentran: KIR2DS (cola citoplasmatica corta), KIR3DS, NKG2C/CD9% y NKG2E/CD9%4.
Los receptores activadores reconocen estructuras alteradas asociadas al MHC I y su acti-
vacion lleva a la induccién de la actividad citolitica de las células NK, destruyendo todas
aquellas células que expresen alteraciones en el nimero o estructuras del MHC I, como
ocurre durante algunas infecciones virales o en células tumorales [31, 36]. Los receptores
con funcion activadora de las células NK incluyen varios grupos de moléculas con estructu-
ras diferentes y solo se conocen algunos de los ligandos a los que se unen. Estos receptores

estan asociados con moléculas de sefializacion que contienen dominios ITAM como las
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proteinas Fce RIy, { y DAP12. Los receptores activadores de NK intervienen en vias de
transduccion de senales en las que participan las proteinas tirosinas cinasas Syk y ZAP-70,
asi como moléculas adaptadoras que se asocian a receptores antigénicos de linfocitos y
de los receptores Fc de Ig. CD16 es uno de los receptores activadores de las células NK

[23, 24].

Ademas, la células NK tienen receptores de citotoxicidad naturales que detectan la presen-
cia de infecciones, entre estos se encuentran NKG2D, NKp30, NKp44 y NKp46, que se

asocian a FcRy y { y se expresan solo en las células NK [36].

En la leishmaniasis humana y experimental se ha visto que las células NK son productoras
tempranas de IFN-7, el cual es un mediador crucial de la resistencia innata contra el parasito
Leishmania, asi como un potente activador de macréfagos. La produccién temprana de IL-
12 por parte de los macréfagos induce la activacion de células NK. Leishmania es capaz
de inhibir la sintesis de IL-12 en macréfagos, lo cual limita la activacion de las células
NK [37, 38, 39]. Promastigotes de Leishmania activan directamente a células NK a través
del reconocimiento de LPG en fase prociclica y metaciclica por medio de TLR-2. Este
reconocimiento provoca el incremento de la expresion del receptor TLR-2 en la membrana
de células NK e induce la secrecion de IFN-y, TNF-o y la traslocacion nuclear de NF-kB

[34, 37, 38].
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1.4. Receptores de la Respuesta Inmune Innata

Las interacciones hospedero-patégeno inician generalmente a través del reconocimiento
de estructuras moleculares conservadas, esenciales para el ciclo de vida de los patégenos.
El reconocimiento rdpido de los PAMPs se lleva a cabo mediante PRRs que activan com-
plejos de sefializacion que culminan en la induccion de la inflamacion mediada por varias
citocinas y quimiocinas, lo que subsecuentemente trae como resultado la eliminacién del
patogeno. Diversos PRRs, como los TLRs, receptores tipo RIG-1(RLRs), receptores tipo
NODs (NLRs) y los receptores de DNA, han sido estudiados. Estos receptores son capaces
de reconocer varias clases de moléculas como proteinas, lipidos, carbohidratos y dcidos

nucléicos [40].

1.4.1. Receptores Tipo Toll (TLRs)

El descubrimiento de la familia de los TLRs comenz6 con la identificaciéon del recep-
tor Toll, un receptor expresado en insectos que es esencial para el establecimiento del eje
dorso-ventral durante la embriogénesis en Drosophila. Si algin componente en la via de
sefalizacion de Toll estd ausente durante este proceso genético, no se desarrollan los tipos
celulares laterales o ventrales [41, 42, 43]. Los receptores Toll también tienen un papel
esencial en la respuesta inmune innata de los insectos contra infecciones fungicas en etapas
adultas. El papel de los receptores Toll en la sefializacion de la respuesta inmune de Drosop-
hila es inducir una respuesta contra infecciones microbianas y una de ellas es la induccién
transcripcional de una serie de genes codificadores de péptidos antimicrobianos, que inclu-
yen elementos kB, y sugieren que proteinas como NF-xB/Rel podrian ser activadores de
la respuesta inmune en insectos. Las proteinas nucleares Dorsal, Dif y Relish de Drosop-

hila participan en la regulacion de la trascripcion a través de sitios KB, y son consideradas
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proteinas activadoras en respuesta a infecciones. Proteinas como: Spitzle, Toll, Pelle, Tube
y Cactus son requeridas en respuesta a infecciones para la rapida induccion transcripcional

de genes que codifican para péptidos antimicrobianos, como la drosomicina [44, 45].

Los TLRs (en mamiferos) son receptores de superficie celular e iniciadores de respuestas
inflamatorias contra patdgenos que estan relacionados con la sefalizacion hacia el factor de
trascripcion NF-kB, que regula la trascripcion de varios genes involucrados en la respuesta
inmune. Los TLRs son glicoproteinas integrales de membrana tipo 1 con masa molecular
de 87-115 kDa que reconocen patégenos y ligandos virales [44, 45]. Algunos de ellos
se encuentran localizados en la superficie celular como el TLR-1, 2, 4 y 6, mientras que

otros, como el TLR-3, 7 y 9, se encuentran secuestrados en compartimentos intracelulares

[46, 47].

Los TLRs son capaces de reconocer diversos componentes patogénicos a través de estruc-
turas denominadas ectodominios (ECD), los cuales comprenden entre 19 a 25 copias en
tandem de un motivo conocido como regiones ricas en leucina (LRR; Leucine-rich repeats).
Estas LRR se caracterizan por ser estructuras amino y carboxilo terminal que median el re-
conocimiento de PAMPs y, dependiendo de los cambios en estas regiones, se les atribuye el
reconocimiento de ligandos especificos a cada uno de los receptores TLRs. Algunos ECD
de los TLRs tienen su cara al exterior de la célula o en el lumen de un compartimiento
intracelular donde estos reconocen al patogeno [46, 48]. Los TLRs estan formados por un
esqueleto basico en forma de herradura solenoide que contiene hojas 3-plegadas sobre su
superficie, asi como numerosas inserciones de union a ligandos. Estas inserciones junto
con las hojas 3-plegadas podrian propiciar una superficie de unién 10 veces mas plegada,
que las superficies de unién en otros tipos de receptores [46]. Ademas de las regiones LRR,

los TLRs se caracterizan por la presencia de una region intracelular o citoplasmaética de-
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nominada dominio del receptor de la familia Toll/IL-1 (TIR), debido a la homologia que

presenta esta region con el receptor de IL-1 [46, 49].

La estimulacién de los TLRs por medio de PAMPs activa una cascada de sefializacion que
induce la produccién de citocinas pro-inflamatorias y la subsecuente respuesta inmune. La

cascada de senalizacion rio abajo de los TLRs es generada por su dominio TIR [50, 51].

Con excepcidn del TLR-10, ya han sido identificados ligandos especificos para los diferen-
tes TLRs. El ligando para TLR-1 son lipoproteinas triaciladas, un ligando del TLR-3 es el
RNA de doble cadena, mientras que el ligando para TLR-4 es lipopolisacarido (LPS), un
componente de la pared de bacterias Gram-negativas. Por otro lado, el TLR-5 reconoce la
flagelina, un componente del flagelo bacterial. Para el TLR-6 los ligandos son lipoproteinas
diaciladas y para TLR-7 es imidazoquinolina, una droga antiviral y su derivado R-848. Se
ha reportado que el TLR-8 reconoce componentes de bacterias uropatogénicas y RNA de
cadena sencilla. El TLR-9 reconoce CpG de DNA bacterial no metilado [21, 50, 51, 52]
(Figura 1.9).
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Figura 1.9: Ubicacion celular y sefializacion a través de los receptores tipo Toll (TLRs).
Las respuestas mediadas por los TLR son controladas principalmente por la via dependiente de la proteina
adaptadora MyD8S8, la cual es usada por todos los TLRs a excepciéon de TLR-3, y la via dependiente de
TRIF, la cual es utilizada por TLR-3 y TLR-4. TRAM y TIRAP son proteinas adaptadoras utilizadas por
TLR-4 y TLR-2-TLR-4 respectivamente. MyD88 recluta IRAK-4, IRAK-1, IRAK-2 y TRAF-6 e inducen
una respuesta inflamatoria a través de la activacion de NF-kB y otros factores de transcripcion como MAPK
e IRF-5. TRAF-6 activa TAK-1 en complejo con TAB-2 y TAB-3 que activan a su vez al complejo IKK
que consiste de NEMO (IKK-y e IKK-a¢ f3, el cual cataliza la fosforilacion de las IxB. NF-xB induce se
separa de las proteinas IxB y se transloca al niicleo de la célula para inducir genes que codifican para IL-6,
IL-12p40, IL-1 a, IL-1f y TNF-a. TRIF recluta a TRAF-6, TRADD y TRAF-3 para inducir la activacién
del inflamasoma durante la sefializacién a través de TLR-4. Por otro lado, TLR-3 que reside en endosomas y
reconoce dsRNA, recluta a TRIF para activar esta via e inducir la produccién de interferones Tipo I (IFN-o

e IFN-f) e IL-12 mediante los factores de transcripcién IRF-3 y 7.
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El TLR-2 reconoce diversos componentes microbianos, incluyendo peptidoglicanos de
bacterias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, lipoproteinas, lipo-arabinomananos
de Mycobacterium tuberculosis, lipopéptidos bacterianos, anclajes de fosfatidilinositol de
Trypanosoma cruzi, porinas de Neisseria meningitides, lipofosfatidilserina de Schistosoma
mansoni, componentes de la pared celular de levaduras como el zimozan y el lipofosfogli-
cano (LPG) de Leishmania major [49, 51, 53]. Este reconocimiento tan diverso de PAMPs
a través del TLR-2 parece deberse a la formacion de heterodimeros entre TLR-2 y otros
TLRs como TLR-1 y TLR-6. Estos reconocen diferencias estructurales entre lipopéptidos
bacterianos y lipopéptidos de hongos. La union de peptidoglicanos puede ser reconocido

por un homodimero de TLR-2 o un heterodimero de TLR-2 y un TLR-1 o0 6 [50].

La produccién de citocinas proinflamatorias por macréfagos y células dendriticas en res-
puesta a zimozan requiere de TLR-2 y TLR-6. Durante la fagocitosis de zimozan tanto
TLR-2 como TLR-6 son reclutados al fagosoma. La heterodimerizacion inicia la sefializa-
cién del TLR generando la activacién de NF-xB y la produccién de citocinas como TNF-o

[47].

Los TLRs son una familia de receptores que provocan la activacion de diversas moléculas
involucradas en la sefializacion, la cual se desencadena por el reconocimiento de diversos
ligandos. El inici6 de la sefializacion en los TLRs es por mediada por las regiones TIR que

reclutan proteinas adaptadoras [51, 54].

La unién TLR-2—Iligando activa una sefializacion que recluta a proteinas adaptadoras co-
menzando por la interaccion del receptor con MyD-88 (Myeloid Differentiation primary
response protein-88) a través del dominio TIR, la cual interactda con la proteina cinasa
serina/treonina IRAK-4 (Interleukin-1Receptor Associated Kinase-4) que induce el reclu-

tamiento de IRAK-1, este complejo induce la fosforilacion y disociacion de IRAK-1 para
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su posterior asociaciéon con TRAF-6 (TNF receptor associated factor-6). Cuando TRAF-
6 se disocia de IRAK-1 y se une a las proteinas TAK-1(Transforming growth factor-f3-
Activated Kinase), TAB-1 (TAK-1 Binding protein-1) y TAB-2 trae como consecuencia la
ubiquitinaciéon de TRAF-6. Posteriormente, TAK-1 fosforila y activan un complejo deno-
minado sefialosoma que involucra a las proteinas: IKK-a, B y ¥ (inhibitor of kB kinase-c,
By 7), cuya funcién es fosforilar a las proteinas inhibidoras de NF-kB: IkB producien-
do su degradacién y promoviendo la separacion de NF-kB originalmente secuestrado en
el citoplasma. Este factor estd compuesto de homodimeros y heterodimeros de la familia
Rel como p50, p52, c-Rel, Rel B y p65. Los heterodimeros citoplasmaticos inactivos de
NF-«B son liberados por medio de la fosforilacién de 1xkB, provocando asi su traslocaciéon
al nicleo donde interactian con elementos mediadores de la activacion de trascripcion de

genes [55, 56, 57] (Figura 1.9).
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1.5. Via de senalizacion de JAK/STAT

Los monocitos/macréfagos representan la principal diana del IFN-7y (producida entre otras
células por linfocitos NK) [31]. El receptor del IFN-7, que se encuentra en la membrana
celular, reconoce al IFN-7 y tras la unién y la consiguiente oligomerizacion con las cinasas
JAK 1y 2, estas interaccionan entre si y se activan por fosforilacion reciproca y fosforilan
determinados residuos de tirosina que se encuentran en la region intracitoplasmaética de la
cadena o del receptor. Dichos residuos son reconocidos por el dominio SH2 de la proteina
STAT-1e (Signal Transducer and Activator of Transcription ) que es blanco de fosforilacion
por proteinas JAK. STAT-1« se dimeriza dando lugar al complejo transcripcional GAF, que
se transloca al nicleo para inducir la expresion de numerosos genes, entre ellos FcyR1 y
factores de transcripcion necesarios para la regulacion de genes como IFN-a/f3, MHC 1 'y

la iNOS.

Actualmente se conocen siete proteinas STAT: STAT-1-4, STATS5a, STATSb y STAT6 que
participan en respuesta al reconocimiento de diversas citocinas [58, 59] (Figura 1.9). Los
mecanismos de represion de la via JAK/STAT son basicamente cinco: la endocitosis de los
complejos JAK-Receptor, efectos dominantes negativos de las diversas variantes de STAT,
la familia de proteinas PIAS (Protein Inhibitors of Activated STATSs), la familia de proteinas

SOCS (Suppressors Of Cytokine Signaling) y las tirosina fosfatasas [60] (Figura 1.10).

En la literatura existen evidencias de la participacion de la via de sefializacion JAK/STAT
en la infeccion por Leishmania sp. Los ratones C57BL/6 (resistentes a la infeccion por
Leishmania major) deficientes de STAT-1 (C57BL/6 STAT-1-/ 7), se ha demostrado, desa-
rrollan grandes lesiones con abundantes parasitos [61]. Otros estudios demostraron que la
infeccioén por Leishmania donovani atenua la fosforilacion STAT-1 que se induce por el

IFN-y en monocitos humanos y en la linea celular U-937 [58]. La misma especie de Leish-
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mania es capaz de inducir la expresion del gen SOCS-3 y de disminuir significativamente

la fosforilacion de STAT-1 en macréfagos humanos [62].
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Figura 1.10: Activacion (A) e inactivacion (B) de la via JAK/STAT. A) La via de JAK/STAT
es activada por citocinas, factores de crecimiento, receptores acoplados a proteina G o proteinas adaptadores
como MEK KI1-C para finalmente unirse a sus elementos de DNA: ISRE y GAS. La sefializacién comienza
cuando el receptor en la membrana celular reconocen a la molécula que les activa, de esta forma el receptor
recluta a las proteinas JAKs que a su vez fosforilan a las proteinas STATs que activadas por esta fosforilacién
pueden unirse y translocarse al niicleo de la célula, por ejemplo, IFN-y estimula la activacién de homodimeros
de STAT-1 e inducen la transcripcién de genes que contienen elementos GAS. B) La inactivacion de esta via

esta regulada por las proteinas SOCS, PIAS, TC45 o SHP-2.
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1.6. Inflamacion

La inflamacién es un conjunto de interacciones entre factores solubles y células inducida
por estimulos nocivos y dafo tisular. Se conocen los acontecimientos celulares y molecu-
lares que estan implicados en la respuesta inflamatoria aguda a la infeccion y, en menor
medida, a la lesion tisular. En general, se considera que una respuesta inflamatoria con-
trolada es beneficiosa (por ejemplo, en la proteccion contra una infeccion), pero puede ser

perjudicial si existe una desregulacion (por ejemplo, causando shock séptico) [63, 64].

La respuesta inflamatoria es coordinada por una amplia gama de mediadores inflamatorios
que forman redes reguladoras muy complejas entre los que se encuentran los inductores y
los mediadores de la inflamacién. Los mediadores, efectores de la inflamacion, alteran los
estados funcionales de 6rganos y tejidos. Muchos de estos mediadores inflamatorios tienen
efecto sobre el tejido vascular y en el reclutamiento de leucocitos y algunos como la hista-
mina y la serotonina estan preformados y almacenados en los granulos de los mastocitos,
basoéfilos y plaquetas [63, 64]. El efecto principal y mas inmediato de estos mediadores es
obtener un exudado inflamatorio a nivel local: las proteinas del plasma y leucocitos (prin-
cipalmente neutréfilos) que normalmente estan restringidos a los vasos sanguineos ahora
tienen acceso, a través de las vénulas poscapilares, al tejido extravascular y al sitio de la
infeccion o lesion. El endotelio vascular permite la extravasacion de neutréfilos median-
te la adhesion de células al endotelio mediado por selectinas, integrinas y receptores de
quimiocinas en los leucocitos y espacios extravasculares. Al llegar al lugar de los tejidos
afectados, los neutréfilos se activan, ya sea por contacto directo con agentes patégenos o
mediante la accion de citocinas secretadas por las células de los tejidos residentes [63, 65].
Una respuesta inflamatoria aguda adecuada resulta en la eliminacion de los agentes infec-

ciosos, seguida de una fase de reparacion, la cual es mediada por macrofagos reclutados o
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residentes en el tejido. El cambio de mediadores lipidicos de prostaglandinas inflamatorias
a lipoxinas anti-inflamatorias, es crucial para la transicion de la inflamacién a la reparacion.
Pero, si durante la respuesta inflamatoria aguda no se logra eliminar al agente patégeno, el
proceso inflamatorio persiste y adquiere nuevas caracteristicas. El infiltrado de neutréfilos
se sustituye por macréfagos y por linfocitos T. Si el efecto combinado de estas células atn
es insuficiente, se genera un estado inflamatorio crénico con la formacién de granulomas

[63, 64].

1.6.1. Inflamasoma

La inflamacion generada por microorganismos es debida a los PAMPs que son detectados
por PRRs del hospedero que incluyen a los TLRs y NODs, este reconocimiento estimula la
expresion de mediadores pro-inflamatorios como IL-1f e IL-18. Adicionalmente, el reco-
nocimiento de “’sefales de dafio” llevan a la activacion y ensamblaje de diversas proteinas
presentes en el citosol de las células que constituyen un inflamasoma [63, 64, 65]. NALP3,
que pertenece a una gran familia de receptores intracelulares NODs (NLRs), es capaz de
convertir la procaspasa-1 inactiva a su forma activa, la caspasa-1, y esta enzima escinde
la forma inactiva del precursor de la IL-13 e IL-18 generando las formas activas que son
secretadas [66]. La IL-1 es una citocina que se activa en respuesta a una infeccién y es
producida principalmente por monocitos y, en bajas concentraciones, causa fiebre, hipoten-
sion y promueve la produccion de otras citocinas pro-inflamatorias como la IL-6 [67, 68].
Diversos estudios han demostrado que la activacion del inflamasoma NLRP3 se da en res-
puesta a diversos microorganismos como S. aureus, L. monocytogenes y M. tuberculosis

[68].
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1.6.2. Respuesta inmune e inflamacion durante la infeccion por Leish-

mania spp.

La respuesta inmune contra la infeccidn por Leishmania depende principalmente del tipo
de célula del hospedero y de la especie de parésito. La resolucion de la infeccion depende de
una respuesta tipo Th1 junto con la produccién de interleucina-2 (IL-2) e IFN-y. Mientras
que la susceptibilidad a la enfermedad se asocia con la falta de respuesta Th1, el desarrollo
se asocia con una respuesta de Th2, caracterizada por la presencia de IL-4 e IL-10. El TNF-
o producido por macréfagos activados y células NK también es importante para el control
de las infecciones por Leishmania, ya que, junto con el IFN-7, participa en la activacién de
macréfagos y en la produccion de 6xido nitrico e intermediarios reactivos del oxigeno que

ayudan a la eliminacion del parasito [7, 69, 70, 71, 72, 73, 74].

La LC se asocia con una respuesta inmune protectora, mientras que en la LV y la LCD la
respuesta inmune no es capaz de eliminar al pardsito. En el caso de la LMC, la intensa reac-
cién inflamatoria genera un cuadro clinico muy grave, adicionalmente, la susceptibilidad a
lesiones de la mucosa se relacionan con una respuesta Thl hiperactiva, con un aumento de
la produccién de TNF-o e IFN-y y una disminucién en la produccién de IL-10. Durante el
desarrollo de la LMC, el mayor daiio tisular se asocia con una baja expresion del receptor
de IL-10, asociado a células citotéxicas CD4" e inflamatorias, lo cual pudiera participar

como posible mecanismo de progresion [7, 69, 72, 74].

Durante la infeccién por Leishmania, el sistema inmune innato de la piel desencadena dos
vias de respuesta inmune complementarias: el reclutamiento de células proinflamatorias
y la promocién e induccidén de la respuesta inmune adaptativa incluyendo células T y la
formacion de anticuerpos [4, 5]. Diversas células del sistema inmune innato como los mas-

tocitos, macréfagos y células dendriticas son las responsables de la deteccion de pardsitos,

55



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

mismas que, junto con la infiltracién de neutréfilos, producen mediadores pro-inflamatorias
que ayudan a contener y controlar al patégeno en los sitios de infeccion. Al mismo tiempo,
estas células promueven la respuesta inmune adaptativa de células T, que se requieren para

resolver eficazmente la infeccion de este pardsito [3, 5, 75, 76].

Poco se sabe sobre los factores implicados en la modulacion de la evolucion de la leishma-
niasis y entre los posibles factores se proponen los mediadores tempranos de la inflamacién
como las citocinas proinflamatorias y las quimiocinas que atraen a neutréfilos, cuya presen-
cia se asocia con la inflamacién excesiva y progresion de la enfermedad. La disminucion
del infiltrado por neutroéfilos se correlaciona con un mejor control de la enfermedad [77].
El papel facilitador de los neutréfilos esta asociado con su capacidad para fagocitar a los
pardsitos y favorecer su transporte fuera del sitio de infeccion, evitando asi los efectos
toxicos del complemento y de la respuesta inmune local. Estudios hechos en el modelo
murino mostraron que durante la infeccion por Leishmania los neutréfilos entran en los
vasos linféaticos favoreciendo la distribucion de los pardsitos hacia los tejidos periféricos

[78].

Los macréfagos constituyen el principal reservorio del parasito in vivo y a pesar de que no
producen IL-12 después de la infeccion con L. major, son capaces de producir citocinas
proinflamatorias como TNF- en los sitios de infeccidn y de producir NO mediante el cual

participan en el control local de la infeccion [3].
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1.7. Bases genéticas de susceptibilidad a enfermedades

La variabilidad bioldgica estd basada en funcién de la interaccion de la herencia y el am-
biente, incluyendo el medio geogréfico (naturaleza del suelo, ambiente térmico, recursos
alimenticios), y en el caso del hombre, el medio cultural en el cual vive. Todos estos facto-

res ambientales pueden quedar integrados en la ecologia humana [79].

Existen dos tipos principales de variabilidad: la cuantitativa y la cualitativa, las cuales em-
plean métodos propios, preponderantemente métricos en el primer caso y sobre todo genéti-
cos en el segundo. Los rasgos fundamentales de tipo hereditario de la variabilidad humana
los estudia la Genética Humana, mientras que los cuantitativos o métricos son abordados
por la Antropometria y la Antropologia cuantitativa, nutriéndose ambas de la Bioestadistica

[79].

1.7.1. Polimorfismos genéticos

La variabilidad genética entre los humanos y los polimorfismos genéticos (PG) son una
variante alélica que existe de forma estable en una poblacion. Para ser considerado un PG
debe presentar una frecuencia de al menos el 1 % en la poblacién. Son, por lo tanto, diferen-
tes de las mutaciones las cuales son mucho menos frecuentes y van asociadas habitualmente
a enfermedades hereditarias [80]. Polimorfismo (del griego, poli: muchos; morfo: formas)
es una secuencia de DNA con dos o mas formas alternas conocidas como alelos, donde el
alelo mas raro tiene una frecuencia mayor del 1% en la poblacion. Un marcador molecular
es un polimorfismo que se usa para “marcar” o diferenciar dos cromosomas o individuos

[79].

57



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

* Polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs)

Dentro de estos PG encontramos los polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs (por sus
siglas en inglés: Single Nucleotide Polymorphisms), que son variaciones de secuencias que
involucran la sustitucion de un nucleétido cuando se comparan dos cromosomas homélo-
gos. La gran mayoria de los SNPs son bi-alélicos, es decir, alternan entre dos nucle6tidos,
estan presentes a lo largo del genoma humano con un espaciamiento promedio de 400 pb
bases y hay cerca de 10 millones de ellos en la cadena de DNA. Se cuenta con un mapa de
alrededor de 1.4 millones de SNPs a lo largo del genoma humano, 60,000 de los cuales (al-
rededor del 3 %) se encuentran dentro de regiones no-codificantes (intrones y promotores),

sin embargo, también se encontran en regiones codificantes o exones [80, 81, 82].

Cuando el SNP se encuentra dentro de la region codificadora del gen o exon, la probabi-
lidad de que se altere la funcién bioldgica de la proteina es mayor, ya que el cambio de
base puede traducirse en la sustitucion de un aminoacido por otro [80, 81]. La presencia de
SNPs que ocurren en regiones del gen que no se traducen en proteina son ain mas frecuen-
tes que aquellas que se encuentran en regiones codificantes. Sin embargo, también tienen
efectos bioldgicos, e. g. un SNP en la regién promotora de un gen altera la afinidad por la
unidn con factores de transcripcion, o la actividad de “enhancer”, variando de esta forma
los niveles de transcripcion del gen y produciéndose como consecuencia, cambios en los

niveles de la proteina [80, 81, 83].

La variabilidad fendtipica entre dos individuos, asi como la susceptibilidad o resistencia
individual a diferentes enfermedades se fundamenta primordialmente en las diferencias de
secuencias existentes en el DNA, en sitios o en nucledtidos especificos (SNPs), asi como
en menor grado, en la presencia de pequeias inserciones, deleciones, polimorfismos en

secuencias repetidas y rearreglos cromosomicos [81].
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* SNPs asociados a enfermermedades infecciosas

La variacion genética observada entre individuos confere un efecto de susceptibilidad o
proteccién hacia una enfermedad en una persona especifica cuando se le compara con una
poblacion. Gran parte de las enfermedades son complejas porque éstas derivan de una com-
binacién de variantes genéticas, y cada una proporciona un efecto sutil, aditivo y persona-
lizado. Dependiendo de los componentes genéticos implicados en diversas enfermedades,
seran las posibles manifestaciones clinicas presentes en estas [84]. Hay genes que influyen
en enfermedades complejas y estdn relacionados con defectos en la respuesta inmune, co-
mo es el caso de las enfermedades infecciosas e inflamatorias. En estos casos, los SNPs se

consideran herramientas de gran alcance para la busqueda de los genes responsables.

Las enfermedades infecciosas representan un problema de salud mundial en términos de
mortalidad y morbilidad, presentdndose con mayor frecuencia en paises en desarrollo. Una
compleja combinacién del ambiente, patégeno y factores genéticos del hospedero juegan
un papel importante en determinar la susceptibilidad a microorganismos particulares [85,
86, 87, 88]. La naturaleza de la enfermedad y los genes del hospedero que determinan
la compleja respuesta inmune, determinan la susceptibilidad diferencial de la poblacidn.
Actualmente unicamente se identificaron una pequefia fraccion de SNPs asociados con

susceptibilidad [88].

Se han realizado anélisis enfocados en la susceptibilidad a enfermedades infecciosas como
la sepsis, el VIH/SIDA, la tuberculosis, malaria, leishmaniasis, etc; siendo €sta dltima una

enfermedad con muy pocos reportes.

El conocimiento de la respuesta inmune adaptativa a diversas enfermedades infecciosas

generadas por microorganismos intracelulares mostré la importancia del desarrollo de una
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respuesta tipo Th1. Poco se ha estudiado la respuesta inmune innata y su papel en definir

el curso de una respuesta inmune adaptativa [89].

En leishmaniasis existen estudios limitados sobre SNPs en genes de citocinas y la suscep-
tibilidad a la infeccion. Un estudio en Iran, analizé6 SNPs en las citocinas (TNF-o -308
(A/G), TNF-B +252 (G/A), IEN-y +874 (A/T) e IL-4 -590 (C/T)), con el fin de buscar una
correlacion entre estos SNPs y la susceptibilidad a la LC en pacientes que habian curado
de leishmaniasis cutdnea (CLC), controles asintomaticos infectados (CAI), pacientes con
leishmaniasis cutdnea crénica (LCC) y controles normales (sin infeccién) (CN). Este estu-
dio no mostré diferencia entre grupos para los SNPs en TNF-a -308 (A/G) y TNF- +252
(G/A), sin embargo, comparando el grupo LCC con el de CN, se encontré que el SNP para
IFN-v +874 (A/T) es menos comun en el grupo LCC y el SNP en IL-4 -590 (C/T) tuvo di-
ferencias significativas al comparar el grupo CLC con el grupo CAI. Los autores sugieren
que las variantes genéticas en el promotor para 1L-4 podria influir el riesgo a desarrollar
leishmaniasis cutdnea. Asi mismo el SNP en el gen para IFN-y influye en la progresion de

la enfermedad hacia una leishmaniasis cutdnea cronica [78].

En un anélisis del SNP para IFN-y +874 (T/A) en pacientes con leishmaniaisis tegumen-
taria americana, que incluy6 a pacientes con LC y con LMC, no se encontrd asociacion
con la susceptibilidad o gravedad hacia la leishmaniasis. Sin embargo, en este estudio se
propone que este SNP podria estar involucrado en la patogénesis de la leishmaniasis, ya
que niveles elevados de IFN-y en pacientes con LC no pudieron prevenir el desarrollo de

la enfermedad [90].

En un gran nimero de enfermedades inflamatorias sistémicas se ha encontrado que se
producen concentraciones excesivas de IL-1f. En enfermedades parasitarias como la en-

fermedad de Chagas, se analizaron los SNPs en IL-1¢ (-889 (C/T), +4845 (G/T)), IL-13
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(-511(C/T), -31(T/C), +3954 (T/C), +5810 (G/A)) e IL-1RN (+8006 (T/C), +8061 (C/T),
+1110 (T/C)) en pacientes seropositivos con cardiomiopatia, seropositivos sin cardiomio-
patia e individuos asintomaticos de una poblacién Colombiana, donde la infeccién por
Trypanosoma cruzi es endemica. Este estudio encontré diferencias significativas para el
genotipo IL-1B +5810 (G/G) cuando se compararon los pacientes con cardiomiopatia vs
los individuos asintomaticos. Los autores concluyen que estos resultados mostraron que en
la poblacién colombiana el alelo IL-18 +5810 G esta asociado a cardiomiopatia chagasica
y demostraron que la homocigocidad para el alelo de riesgo es un factor de susceptibilidad

a la cardiomiopatia [91].

Por otro lado, los SNPs de IL-1 estdn asociados con la susceptibilidad a diversas enferme-
dades inflamatorias, tales como el cancer gastrico [92, 93], la enfermedad periodontal [94],
enfermedades inflamatorias del intestino [95] y la poliposis nasal [96], entre otros. Adicio-
nalmente, SNPs en IL-1RA estan asociados con un aumento significativo en el riesgo de

desarrollar aveolitis fibrosante [97].

El SNP en IL-8 (-251) se asocié con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad gastro-
duodenal [98]. Vairaktaris et al. (2007) [99] sugieren que la IL-8 (-251) podria ser un

importante factor de riesgo genético para el cancer oral.
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1.8. Proteomica

El estudio de proteinas que se expresan a partir de un genoma, asi como sus modificaciones
(fosforilacion, acetilacion, ubiquitinacion, etc) es de importancia, pues en muchos casos no
son los cambios en los genes los que dan lugar a algunas enfermedades, sino alteraciones
a nivel de traduccién de proteinas y modificaciones postraduccionales de las proteinas que

determinan su funcion bioldgica [100].

El estudio del perfil de proteinas en el suero durante alguna infeccion es importante pa-
ra entender la patogénesis de la enfermedad. Esta informacion genera biomarcadores que
permiten identificar blancos terapéuticos. Existen estudios protedmicos en fluidos del cuer-
po humano, que durante los ultimos afios permitieron identificar potenciales candidatos de

biomarcadores para diversas enfermedades [1].

En infecciones por Leishmania donovani se encontraron proteinas expresadas diferencial-
mente entre pacientes con leishmaniasis y controles, que sugieren su potencial uso como

marcadores prondsticos de la enfermedad [1].
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Poco se sabe acerca de los factores que intervienen en la modulacién de la evolucion de
la leishmaniasis en pacientes con LCL y LCD. Uno de los posibles factores serian los
mediadores de la inflamacion, ya que la respuesta inflamatoria excesiva se asocid con la
progresion de la enfermedad. En modelos experimentales de ratén, se observo que el re-
clutamiento de neutréfilos contribuye a la susceptibilidad de la enfermedad. Uno de los
factores responsables de la infiltracién de neutrdfilos es la IL-18, que también induce otros
mediadores innatos tales como proteinas de fase aguda y quimiocinas como CXCLS (IL-8).
Niveles elevados de RNAm de IL-1J se detectaron en biopsias de pacientes con leishmania-
sis cutdnea americana, sin embargo, aun no se reportaron SNPs para IL-1 en leishmaniasis

[101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108].

Por otro lado, datos no publicados (Tesis de Doctorado, Cafieda Guzmén, C.) indican que
células NK estimuladas con LPG de pacientes con LCL y LCD infectados con Leishmania
mexicana, tienen un patrén diferencial en la producciéon de IFN-y, TNF-o¢ y expresion
de TLR-2. Células NK de pacientes con LCL producen estas citocinas e incrementan la
expresion del receptor en su membrana cuando son estimuladas con LPG de Leishmania
major, mientras que las células NK de pacientes con LCD disminuyen su produccion de

citocinas y reducen la expresion de su receptor.

La produccién de IFN-y en etapas tempranas de la infeccién es modulada por el parésito
a través de vias de senalizacion de JAK/STAT en diversas especies de Leishmania a través
de la activacion de reguladores negativos de la via [62]. Sin embargo, para Leishmania
mexicana, y en particular en células NK y monocitos de pacientes con LCL y LCD se

desconoce la modulacién de JAK/STAT por el parasito.

Los antecedentes sugieren que se estan activando distintos genes en células NK entre am-

bos grupos de pacientes. Dado que hasta este momento se desconocen los factores que
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modulan la evolucién de la leishmaniasis en pacientes LCL y LCD, en el presente trabajo
exploramos SNPs en genes de la respuesta inmune innata y vias de sefializacion de TLRs y
JAK/STAT en ambos grupos de pacientes y buscamos su asociacién con la susceptibilidad

a la leishmaniasis.
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3.1. Hipotesis

Existe una expresion diferencial de genes y proteinas de la respuesta inmune innata (via de
TLR-2 y JAK/STAT) entre pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa que se

correlaciona con la gravedad en el cuadro clinico.

3.2. Objetivo General

Analizar comparativamente la expresion de genes y proteinas relacionados con las vias de
sefalizacion TLR-2 y JAK/STAT en muestras de pacientes con LCL y LCD infectados con

Leishmania mexicana.

3.2.1. Objetivos Particulares

1. Estudiar la variabilidad genética (SNPs) de diversas moléculas involucradas en la

respuesta inmune innata contra la infeccién por Leishmania mexicana.
2. Validar los datos obtenidos en el objetivo 1.

3. Analizar las diferencias en la expresion de genes de las vias de sefializacion de TLR-
2 y JAK/STAT de células NK en estado basal y estimuladas con LPG entre pacientes
con LCL y LCD.

4. Realizar estudios de identificacion de proteinas expresadas en sueros de pacientes

con ambas formas clinicas y sujetos sanos.
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4.1. Consideraciones éticas

4.1.1. Pacientes y controles

Este estudio se desarroll6 de acuerdo a los principios expresados en la Declaracién de
Helsinki. Fue aprobado por el Comité Institucional de ética de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Auténoma de México (FMED/CI/RGG/013/01/2008) y fueron
estrictamente seguidos los lineamientos establecidos por las autoridades sanitarias mexica-

nas.

Todos los pacientes incluidos en este estudio firmaron un consentimiento informado para la
recoleccion de muestras y posterior andlisis. Se incluyeron diferente niimero de pacientes
y controles para cada uno de los objetivos. Los pacientes provienen de la Regién de "La
Chontalpa”, Tabasco y los controles de Cunduacén, Tabasco y de los bancos de sangre del
Centro Médico Nacional Siglo XXI y del Hospital General de México. Para los controles
se utilizaron “buffy coats” de donadores de sangre sanos y para los casos se utiliz6 sangre
periférica de pacientes con leishmaniasis cutdnea. Los detalles para cada grupo de pacientes

y controles se especifican en los resultados.

Los pacientes fueron diagnosticados clinicamente como LCL o LCD en la oficina de la
Jurisdiccion Sanitaria del Municipio de Cunduacan, Tabasco, mediante una tincién con
Giemsa de un raspado de las lesiones y una prueba de hipersensibilidad cutdnea de Mon-
tenegro. Ademas, el diagndstico se confirmé en el Laboratorio de Inmunoparasitologia del
Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM a través

de una prueba de ELISA y/o una inmunohistoquimica contra Leishmania mexicana.
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4.2. Purificacion del Lipofosfoglicano (LPG) de Leishma-
nia mexicana

Los promastigotes de Leishmania mexicana fueron cultivados en medio RPMI-1640 su-
plementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado a 28 °C. Se hicieron pases a
los parésitos cada 4 o 5 dias, crecian con una densidad de 1X10%/mL y se cosecharon en
la fase estacionaria de su crecimiento para la purificacion del LPG. Los parasitos se centri-
fugaron a 350 x g por 10 min a 20°C, la pastilla se lavé con PBS 1X 3 veces, finalmente
los parasitos se resuspendieron en paraformaldehido al 0.2 %, se colocaron en la cdmara
de Neubauer y cuando se inmovilizaron, se contaron. Para la purificaciéon de LPG se cul-
tivaron 10'0 promastigotes y se sigui6 el protocolo descrito por McConville ef al. (1987)
[109], con algunas modificaciones. Después de los lavados, el sobrenadante se removio, la
pastilla se resuspendié en PBS 1X y se incub6 en una solucién de cloroformo/metanol/agua
(1:2:0.5, v/v) por 2 hr a TA. El material insoluble fue utilizado para la extracciéon de LPG
utilizando 1-butanol al 9 % en agua (2x 500 uL), el sobrenadante se secé al vacio y la LPG
fue purificada de esta fraccion por cromatografia utilizando octil-sefarosa en HPLC usando
un gradiente de 1-propanol (5-60%) en una solucién de acetato de amonio 0.1 M. Para
optimizar la pureza del LPG se utilizaron dos columnas de octil-sefarosa en vez de una. Se
corrobord que la LPG fuera negativa a endotoxina realizando un ensayo con amebocitos
lisados de Limulus sp. utilizando un amebocyte lysate assay (Sigma, E-Toxate Kit) y pa-
ra descartar la contaminacién por LPS se utiliz6 Polimixina B (5 ng/mL). Se utilizé una
muestra del LPG purificado para realizar un SDS-PAGE vy se tifié con plata para analizar si

existia contaminacién con proteinas, la prueba fue negativa.
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4.3. Células: origen, cultivo e interaccion.

4.3.1. Separacion de células mononucleares a partir de sangre periféri-

ca humana

La sangre se diluy6 1:3 con PBS 1X, se homogenizd, se hizo un gradiente utilizando Ficoll-
Hypaque (Sigma Aldrich, Hystopaque-1077 No. Cat. 10771) y se centrifugé a 805 x g por
20 min a 20°C. Del gradiente se separaron 40 mL de plasma y se guard a TA hasta su
uso. La interfase (células mononuleares) se recuper6 en un tubo de 50 mL y se lavé con
PBS 1X centrifugando a 453 x g por 10 min a 4 °C. Se decant6 el sobrenadante, la pastilla
se resuspendidé en 1 mL de PBS 1X, se adicionaron 20 mL de solucién litica (NH4Cl1 0.15
M, KHCO3 7.8 mM, EDTA 0.12 mM, pH= 7.4), se incubd en hielo durante 10 min y se
lavé con PBS 1X centrifugando a 453 x g por 10 min a 4 °C. Se desecho el sobrenadante,
la pastilla se resuspendi6 en SmL de PBS 1X y con esta solucidn se hizo un gradiente sobre
los 40 mL de plasma que se habian separado. Se centrifug6 a 129 x g por 10 min a 20

°C, el sobrenadante se separd cuidadosamente con una pipeta y se deseché. La pastilla se
resuspendié en 1 mL de PBS 1X, se paso a un tubo nuevo para lavar con 40 mL de PBS
1X y se centrifugd a 290 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se desechd, la pastilla se
resuspendioé en 40 mL de PBS 1X y se contaron las células mononucleares en una cdmara

de Neubauer.

4.3.2. Purificacion de monocitos

Las células mononucleares se incubaron con perlas magnéticas anti-CD14 (Miltengy Bio-
tech No. Cat. 130050201) (1uL/ 1x10° células) por 15 min a 4 °C en oscuridad, se lavaron

con PBS 1X centrifugando a 453 x g por 10 min a 4 °C, el sobrenadante se decantd, la
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pastilla se resuspendi6 en 1 mL de PBS 1X por cada 100x10° células marcadas y se pu-
rificaron utilizando una columna MACS LS (Miltenyi Biotec, No. Cat. 130-042-401). La
fraccion negativa se recuperd y guardé hasta su uso. La fraccion positiva se recuper6 (mo-
nocitos), se lavé con PBS 1X centrifugando a 453 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se
desechd, las células se resuspendieron en medio RPMI-1640 (Life Technologies, No. Cat.
31800-022) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) e inactivado a 28°C y se

contaron en la cimara de Neubauer.

4.3.3. Purificacion de células NK

A partir de la fraccion negativa de las células que se marcaron con anti-CD14, o bien de
las células mononucleares, se purificaron células NK (Miltenyi Biotec, NK cell isolation
kit No. Cat. 130092657) incubandolas con el anticuerpo 1(1uL/1x10° células) por 10 min
a 4°C en oscuridad y el anticuerpo 2 (2uL/1x10° células) por 15 min bajo las mismas
condiciones que el anticuerpo 1. Las células se lavaron con PBS 1X centrifugando a 453
x g por 10 min a 4 °C, el sobrenadante se decanto y la pastilla se resuspendié en 1 mL de
PBS 1X por cada 100x10° células marcadas. Se siguié el mismo procedimiento que con la
purificacion de monocitos, solo que en este caso las células NK corresponden a la fraccion

negativa.

4.3.4. Ensayos de interaccion

Las células mononucleares o purificadas (monocitos y NKs) se resuspendieron en me-
dio RPMI-1640 suplementado (10 % de SFB inactivado, I-glutamina 2 mM, amortiguador
HEPES 10 mM, penicilina 100 pg/mL, gentamicina 160 pug/mL, NaHCO3 17 mM), se

dividieron en diferentes condiciones dependiendo, del experimento a realizar, en cajas de
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poliestireno (Costar, Ultra Low Cluster, No. Cat. 3471 o 3473) y se mantuvieron a 37 °C

con 5% de CO; toda la noche hasta su uso.

Para la cuantificacion de IL-1f por el método de ELISA, después de reposar toda la noche,
se recolectaron los sobrenadantes de los monocitos y se congelaron hasta su uso. Las células
se recuperaron, se lavaron dos veces con PBS 1X, se centrifugaron a 425 x g por 10 min a

4°C, la pastilla celular se resuspendié en TRIzol y se congel6 a -70 °C hasta su uso.

Para la inmunocitoquimica de IL-1f en células mononucleares, se dejaron reposar las célu-
las toda la noche y algunas células se estimularon por 18 hr con LPS (100 ng/uL) y otras
se mantuvieron sin ningun estimulo. Las células se recuperaron, se lavaron dos veces con
PBS 1X centrifugando a 425 x g por 10 min a 4 °C, la pastilla celular se resuspendié en 50
uL de PBS 1X hasta su uso.

Para los ensayos de microarreglos, las células NK se dividieron en dos condiciones, una de
ellas fue estimulada con LPG metaciclico de L. mexicana (20 ptg/mL) durante 6 hr mientras
que la segunda condicién se mantuvo durante el mismo tiempo de incubacién sin estimu-
lacién alguna. Se recuperaron los sobrenadantes de ambas condiciones, se centrifugaron a
425 xg durante 10 min a 4 °C, los sobrenadantes se recuperaron y se guardaron a -70°C y
las células se lavaron 2 veces con PBS 1X. Se centrifugaron a 425 x g durante 10 min a 4

°C, la pastilla de células se resuspendi6 en TRIzol y se congel6 a -70 °C hasta su uso.

4.3.5. Obtencion de suero a partir de sangre periférica humana

Las muestras de sangre periférica humana se tomaron utilizando tubos Vacutainer para
suero sin anticoagulante, se incubaron por dos horas a 37 °C, se centrifugaron a 576 x g
por 10 min a 4 °C, se recuper? el suero, se diluy6 1:2 con glicerol (Sigma-Aldrich No. Cat.

G6279) y se conservo a -20 °C hasta su uso.
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4.4. Biologia Molecular

4.4.1. Extraccion de DNA genémico (TRIzol)

Las células mononucleares se resuspendieron en 1 mL de TRizol (Invitrogen Ref. 15596-
018) frio, se agitaron por 5 min vortex/hielo, se incubaron 5 min en hielo y se congelaron a

-70°C hasta su uso.

Se descongelaron las muestras en hielo, se les adicionaron 200 uL de cloroformo (Sigma-
Aldrich No. Cat. C-2432) frio, se agitaron hasta homogenizar y se incubaron por 3 min en
hielo. Se centrifugaron a 13 000 x g por 15 min a 4 °C, se desechd la fase acuosa (transpa-
rente) y a la fase blanca y rosa se le adicionaron 500 pL de etanol absoluto (Sigma-Aldrich
No. Cat. E-7023) frio. Se mezclé por 30 seg en vortex, se centrifugé a 13 000 x g por 10
min a 4 °C, se desechd el sobrenadante y al botén se le adicioné 1 mL de citrato de sodio 0.1
M disuelto en etanol al 10 %. Se agit6 por 30 min a TA, se centrifugé a2 151 x g por 5 min
a4°C, se desechd el sobrenadante y se repitié dos veces mas el lavado con citrato de sodio
0.1 M. Se desech¢ el sobrenadante, se agregaron 1.5 mL de etanol al 75 %, se agit6 por
20 min a TA, se centrifugd a 2 151 x g por 5 min a 4°C, se desechd el sobrenadante y se
seco la pastilla al vacio. La pastilla se resuspendié en agua DEPC 0.1 % o amortiguador
TE (TEK nova No. Cat. T0223) y se incubd por 15 min a 60 °C. La cuantificacién de las
muestras de DNA se hizo utilizando un espectrofotometro (Nanodrop, ND-1000) en el pro-
grama ND-1000 v.3.2.1, para ver la integridad de las muestras se hicieron geles de agarosa
al 1 % tefiidos con bromuro de etidio (AppliChem, No. Cat. A1152,0100) corriendolos por
45 min a 60 V y se visualizaron con un fotodocumentador (Kodak, Gel Logic 440 imaging

system) en el programa KODAK1D36. Las muestras se congelaron a -20 °C hasta su uso.
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4.4.2. Extraccion de DNA genémico por adsorcion a membrana en

columna

Para la purificacién se utilizé el QIAmp blood Maxi kit (QUIAGEN, No. Cat. 51194). En
un tubo conico de S0 mL se pipetearon 500 uL de proteasa y se transfiri6 el buffy coat al
mismo tubo hasta ajustar a 5 mL (en caso de faltar volumen se ajusté a S mL con PBS 1X).
Se anadieron 6 mL de amortiguador AL, se mezclé vigorosamente por inversion durante
30 segundos y con vortex durante 1 min. Se incubd a 70 °C por 10 min, se afadieron 5 mL
de etanol absoluto, se mezclo por inversion 30 seg y en vortex por 15 seg. La mezcla an-
terior se transfirié cuidadosamente a una columna QIAmp Maxi tratando de no humedecer
el contorno superior de la columna, se centrifugd a 1690 x g por 3 min a 4 °C, se retir6 la
columna, se desecho el sobrenadante, se limpi6 la boca del tubo con una kimwipe y se
coloco de nuevo la columna. Se afadieron cuidadosamente a la columna 5 mL de amorti-
guador AW 1, se centrifugd a 4696 x g por 1 min a 4 °C, se afiadieron 5 mL de amortiguador
AW?2, se centrifugd a 4696 x g por 15 min a 4 °C, se desechd el sobrenadante y la columna
se transfirio a un tubo nuevo de 50 mL. Se afadieron 0.4 mL de amortiguador TE (Tris HCI1
10 mM, EDTA 0.5 mM, pH=9) sobre la membrana de la columna, se incub6 por 5 min a
TA, se centrifugd a 4696 x g por 5 min a 4 °C, se adicionaron nuevamente 0.4 mL de amor-
tiguador TE sobre la membrana de la columna, repitiendo el centrifugado, se recuperé el

sobrenadante (DNA) y se almacend a -20 °C hasta su uso.

4.4.3. Purificacion de RNA total (TRIzol)

Las células se resuspendieron en 1 mL de TRIzol utilizando 2x10° células NK, se agitaron

por 5 min vortex/hielo, se incubaron 5 min y se congelaron a -70 °C hasta su uso.
Se descongelaron las muestras en hielo, se les adicionaron 200 uL de cloroformo frio,
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se agitaron hasta homogenizar y se incubaron por 3 min en hielo. Se centrifugaron a 10
294 x g por 15 min a 4°C, se separ6 la fase acuosa (transparente) en un tubo nuevo, se
le adicionaron 500 uL de isopropanol frio (Sigma-Aldrich No. Cat. 1-9516) y se agit6 en
vortex. Las muestras se dejaron precipitar toda la noche a -20°C, se centrifugaron a 10
294 x g por 10 min a 4 °C, se removi6 el sobrenadante y la pastilla se lavé con 1 mL de
etanol diluido al 75% con agua DEPC 0.1 %, se centrifugd a 10 294 x g por 10 min a 4

°C. Se removio el sobrenadante y se repiti el paso anterior con etanol absoluto, de nuevo
se removid el sobrenadante, se dejé secar el etanol y la pastilla se resuspendié en agua
libre de RNases (Quiagen Mat. No. 1017979). La cuantificacion de RNA y la integridad de
las muestras se realiz6 como ya se describi6 para las muestras de DNA. Las muestras se

congelaron a -70 °C hasta su uso.

4.4.4. Procesamiento de muestras para el microarreglo Human Gene

1.0 ST de Affymetrix

Las muestras de RNA que se seleccionaron para el procesamiento de microarreglos se des-
congelaron, se tom6 1 L y se analizé la pureza de cada una en un Bioanalizador siguien-
do las instrucciones del provedor (Agilent Technologies, 2100 Bioanalyzer) observando un
electroferograma con dos picos bien definidos en 18S y 28S. Para realizar los microarre-
glos se utilizaron muestras con un RIN mayor a 7 [110] y una concentracién minima de 30
ng/uL. Las muestras que no cubrian estas caracteristicas se reprecipitaron y se repiti6 el

andlisis de pureza.

Las muestras de RNA con la calidad adecuada se procesaron de acuerdo al protocolo WT
sense target manual del fabricante de microarreglos Affymetrix, Inc. A partir de una mues-

tra con un contenido de 150 ng de RNA se realiz6 la sintesis de la primera hebra de DNA
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complementario utilizando la transcriptasa reversa Superscript Il y los primers (hexdmeros
al azar) que incorporaron la secuencia del promotor de T7. La sintesis de la segunda hebra
complementaria de cDNA se generd a partir del producto de la reaccion anterior utilizando
una DNA polimerasa. El DNA de doble cadena se utiliz6 para generar una hebra de cRNA
mediante una reaccion de trasncripcion in vitro donde se obtuvieron multiples copias de
RNA en antisentido. Este RNA se us6 como templado para una nueva sintesis de cDNA
mediante una reaccion de transcripcion donde, a diferencia de la primera se incorporaron
dUTPs, de nuevo se utilizaron primers con el promotor de T7 y la Superscript II transfera-
sa. La cadena de cDNA generada se traté con uracil DNA glicosilasa y apurin apirimidin
endonucleasa I (APEI) que reconoci6 especificamente los dUTPs presentes en la hebra ge-
nerando fragmentos de 40 a 70 nucledtidos, los cuales se marcaron utilizando el kit de
marcaje patentado por Affymetrix. El DNA marcado se hibrid6 a los microarreglos, se in-
cubaron por 18 hr a 45 °C, se lavaron con un amortiguador de baja astringencia, enseguida
con uno de alta astringencia y se tifieron con anticuerpo anti estreptavidina marcado con
fluorescencia. Los microarreglos se leyeron en un escéner de alta resolucion y el analisis

de calidad se realiz6 utilizando el programa Expression Console de Affymetrix.

4.4.5. Reprecipitacion de RNA

Se midi6 el volumen de RNA que se tenia, se le agreg6 una décima parte de este volumen
de acetato de sodio 3 M pH=5.2 y 3 veces un volumen de isopropanol, se dejo incubar a -20

°C toda la noche y se centrifugd a 20 817 x g por 15 min a 4 °C. Se retird el sobrenadante,
se agregaron de entre 100 a 500 uL (dependiendo el tamafio de la pastilla) de etanol al 75 %
y se centrifugd a 20 817 x g por 15 min a 4 °C, se retir6 el sobrenadante y se dejé evaporar

el exceso de etanol. La pastilla se resuspendi6 en agua libre de RNAsas, se cuantificd, se
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verificé la integridad como ya se describid y se congelaron las muestras a -70 °C hasta su

uso.

4.4.6. PCR en tiempo real

El RNA total fue retrotranscrito utilizando el High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied
Biosystems, No. Cat. 4387406). Se mezclaron 10 uL. de amortiguador RT, 1 uLL de mezcla
de enzima, “x” uL de RNA y se ajust6 a 20 uL con agua libre de nucleasas. La mezcla
se agitd en vortex por 10 seg, se dié un pulso en una microcentrifuga hasta eliminar las
burbujas y se hizo la RT en un termociclador incubando la reaccién a 37 °C por 60 min y a

95 °C por 5 min. El cDNA se mantuvo a -70 °C hasta su uso.

Para la PCR en Tiempo Real se utilizaron sondas TagMan (Applied Biosystems, Gene Ex-
pression Assays), usando el equipo ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystem) y
el programa SDSv.2.3 para la extraccion de los datos. Las curvas de validacion se realiza-
ron utilizando la misma muestra de cDNA para todas las sondas haciendo una dilucién 1:2
partiendo de una concentracién de 20 ng y llegando a una de 0.625 ng, se aforaron a 9 uL.
con agua libre de RNases, se incorporaron a la mezcla de reaccion (10 uL de master mix,
1 uL de la sonda de interés) en una placa de 96 pozos, se selld, se mezcld y se centrifugo a
1690 x g por 2 min. El perfil de incubacién para la PCR fue el siguiente: a 50 °C por 2
min, 95 °C por 10 min y 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C durante 1 min. Todas las
amplificaciones se realizaron monoplex, por duplicado, y se obtuvo la eficiencia de cada

una de las sondas.
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4.5. Genotipificacion

La presencia de los SNPs fue analizada haciendo ensayos de discriminacion alélica utili-
zando sondas TagMan marcadas con fluoréforos VIC y FAM (Applied Biosystems). Las
muestras de DNA se ajustaron con agua libre de RNases o amortiguador TE a2 ug/uLy se
colocaron 10 uL de cada muestra en placas de 96 pozos (Applied Byosystems, MicroAmp
Optical, No. Cat. 4306740) dejandolas secar a TA cubiertas del polvo hasta su uso.

Se hizo la mezcla de reaccion tomando para cada muestra 2.5 uL. de Universal PCR master
Mix 2x (Applied Biosystems, No. Cat. 4304437), 0.25 uL de la sonda de interés y 2.25
uL de agua grado biologia molecular, se dispensé en el pozo correspondiente en la placa
con el DNA seco y se mezclo por pipeteo por 15 seg. La placa se sell6 con una cubierta
optica (Applied Biosystems, Optical adhesive film kit, No. Cat. 4313663), se centrifugd a
1690 x g por 2 min y se realiz6 una PCR en punto final utilizando un equipo 7900 HT Real
Time PCR System con el programa SDS v2.2.2 seleccionando la aplicacion cuantificacion
absoluta y siguiendo el programa para sondas TagMan que incluyeron un paso a 50°C
durante 2 minutos, una etapa de activacion de la polimerasa a 95 °C durante 10 min seguido
por 40 ciclos a 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min. Al finalizar el termociclado se
hizo una lectura de punto final en el mismo equipo y programa utilizando la aplicacién para
discriminacion alélica. Los criterios para tomar en cuenta los resultados para un posterior

andlisis fueron una amplificacién del 90 % de todos los SNP por muestra.
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4.6. Proteomica

4.6.1. Precipitacion de proteinas séricas con TCA 77 %/acetona

Se utilizaron 100 uL de suero y se adicionaron 800 uLL de agua desionizada estéril y 100
uL de TCA frio al 77 % (disuelto en acetona), se mezcld lentamente por inversion y lue-
go en vortex por 30 seg. La muestra se incub6 12 hr a -20°C, se centrifugé a 15 000 x g
por 15 min a 4 °C, se desech¢ el sobrenadante, se agregaron 400 uLL de acetona fria y se
mezcl6 con vortex hasta disolver la pastilla o bien hasta que se despegara del fondo del
tubo, se centrifugé a 15,000 x g por 15 min a 4°C y se lavo dos veces mds con acetona
como se describid. La pastilla se sec6 en un concentrador a TA y la muestra se resuspen-
di6 en amortiguador RIPA modificado (Tris-base, pH 7.4 10mM, NaCl 150 mM, EDTA 1
MM, NaF 10mM, NP-40 1%, PMSF 1 MM, Aprotinina 10 ug/mL, Leupeptina 1ug/mL,
Na3VO4 pH= 10 10mM, DTT 1 MM) cuando los extractos se utilizaban para geles 1D y en
amortiguador de rehidratacion (urea 7M, thiourea 2M, CHAPS 2 %, amortiguador IPG 2 %
(w/v), azul de bromofenol 0.002 %, DTT 40mM) cuando las muestras se utilizaban para el
corrimiento de geles bidimensionales (2D). Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su

uso.

4.6.2. Cuantificacion de proteinas por el método DC de BIORAD com-

patible con detergentes
Para la determinacion de proteinas disueltas en amortiguador RIPA modificado se utiliz6 el
método compatible con detergentes (Bio-Rad DC protein assay, No. Cat. 500-0113, 500-

0114 y 500-115) y los datos fueron extrapolados en una curva estandard de BSA que iba

de 1 a 15 ug. Como blanco se utilizo el amortiguador RIPA que fue utilizado para diluir
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las muestras y se determiné proteina con 3 uLL de muestra. Cada una de las condiciones
de realiz6 por duplicado en una placa de 96 pozos. A la curva standard y las muestras
se les adicionaron 25 uL de reactivo A”, 200 uL de reactivo B, se homogenizaron por
pipeteo, se eliminaron las burbujas, la placa se dejo reposar por 15 min y se leyé en un

espectrofotometro (BIO-TEK) a 650 nm utilizando el programa KC4 v3.4.

4.6.3. Western-blot (Wb)

Para el anélisis de proteinas por Wb se utilizaron geles de acrilamida-bis-acrilamida (AM-
RESCO, No. Cat. 0341 y 0172) al 15%. Las muestras se ajustaron a 120 g de proteina, se
les agregd amortiguador Laemmli 2x (Tris HC1 pH= 6.8 0.5 M, SDS 10 %, glicerol 20 %,
2-mercaptoetanol 10 %, pironina Y 0.004 %, azul de bromofenol 0.004 %), se hirvieron por
3 min a 95°C y se corrieron en los geles a 60 V por 30 min y a 100 V hasta terminar la co-
rrida. La transferencia de los geles se realiz6 en membranas de PVDF-Immobilon de 0.45
um (Millipore No. Cat. IPVH00010) activadas previamente con metanol durante 1 min.
Los geles se incubaron en amortiguador de transferencia durante 10 min (Tris HCI 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20 %) y posteriormente se realiz la transferencia en un equipo
transblot semi-seco (Bio-Rad) durante 15 min a 25 V. Las membranas transferidas se incu-
baron durante 5 min en TBST (Tris HCI pH= 7.4 100 mM, NaCl 1.5 M, Tween 20 0.05 %),
se tifieron con solucion de rojo de Ponceau S (Sigma No. Cat. P7170) para verificar que las
proteinas se hayan transferido y se lavaron con TBST hasta destefiir las membranas. Los
sitios inespecificos se bloquearon con leche al 5% en TBST durante 1 hora en agitacién
constante a TA, se lavaron 4 veces con TBST. Se colocé el anticuerpo anti-IL-1f (Cell
Signaling Technology, No. Cat. 2021S) especifico para la forma activa de la protein, a una

dilucién 1:1000 en BSA al 5% en TBST durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente
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se retird el anticuerpo y se lavaron las membranas con TBST. Se agregé un segundo an-
ticuerpo (anti-conejo) conjugado con peroxidasa (Cell Signaling Technology, Anti-rabbit
HRP-linked, No. Cat. 7074S) a una dilucién 1:3000 con 5% de leche en TBST durante
1 hr a temperatura ambiente. Se retir6 el anticuerpo y las membranas se lavaron durante
2 horas con TBST. Las membranas se incubaron por 3 min con Luminata Forte Western
HRP substrate (Millipore Corporation, No. Cat. WbLUFO0100) y se revelaron por quimio-
luminiscencia utilizando placas Kodak (Kodak Professional, Developer HC-110, No. Cat.
140-8988). El andlisis densitométrico se realiz6 mediante el registro de la intensidad de
las bandas con un analizador Multilmage (Alpha INNOTECH Corporation) basado en el
porcentaje del valor de la integridad de densidad (IDV).

4.6.4. Cuantificacion de proteinas séricas utilizando el 2-D Quant Kit

Las muestras de suero fueron reprecipitadas con TCA 77 %/acetona, las pastillas se resus-
pendieron en amortiguador de rehidratacion y se incubaron por toda la noche a -20 °C. Para
la determinacion de proteina se utiliz6 un método basado en la reprecipitacion de proteinas
(Amersham Biosciences, 2-D Quant Kit, No. Cat. 80-6483-53) utilizando tubos de 2 mL.
Los datos fueron extrapolados en una curva estandard de BSA de 1 a 50 g y como blanco
se utilizé agua. Se determind proteina con 5 uL. de muestra y cada una de las condiciones
se analiz6 por duplicado. A la curva estdndar y las muestras se les adicionaron 500 uL de
precipitante, se agitaron en vortex y se incubaron 3 min a TA. A cada una de las muestras se
adicionaron 500 uL de co-precipitante, se agitaron en vortex, se centrifugaron a 10 000 x
g por 5 min, se desechd el sobrenadante cuidadosamente y los tubos se secaron al vacio. A
las pastillas se les adicionaron 100 pL de solucién de cobre, 400 uLL de agua destilada y se

agitaron en vortex hasta disolver el precipitado. Se les adicioné 1 mL de reactivo de color,
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se incubaron por 20 min a TA y se leyeron en celdas de plastico en un espectofotometro a

480 nm.

4.6.5. Geles bidimensionales (2D)

Las muestras de suero se ajustaron a la misma concentracién (1.5 mg) en un volumen final
de 445.5 uL con amortiguador de rehidratacion mas 4.5 uL de anfolitas pH 4-7 y con esta
solucién se rehidrataron tiras pH 4-7 de 24 cm (GE, Healthcare, Immobiline Drytrip Gels)
durante toda la noche a TA cubiertas con aceite mineral. El isoelectroenfoque se hizo en
un equipo Ettan IPGphor 3 Isoelectric Focusing System (GE, Healthcare) a 0.8-60 kVh por
9.5 hr y se guardaron a -70 °C hasta su uso. Las tiras se descongelaron a TA y se incubaron
en amortiguador de equilibrio reductor-DTT (urea 6M, Tris-base 75 mM pH 8.8, glicerol
29.3%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002 %, DTT 10mg/mL) durante 15 min a TA en
agitacion contante, se decanté el sobrenadante y se incubaron con amortiguador de equi-
librio alquilante utilizando Iodacetamida (GE Healthcare, No. Cat. RPN6302) a 25mg/mL
bajo las condiciones anteriores. Para la segunda dimension se utilizaron geles SDS-PAGE
que se corrieron en un sistema de electroforesis vertical con geles de poliacrilamida al 12 %
de 25 cm x 20 cm, se corrieron a 30 V durante 6 hr, 50 V 16 hr y 70 V hasta terminar el
corrimiento. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie brillante R-250 (Bio-Rad,
Bio-Safe Commassie Stain) (etanol absoluto 50 %, acido acético glacial 10 %, azul de Co-
omassie 2%, agua desionizada 40 %) por 1.5 hr, se lavaron 2 veces con agua destilada,
se destifieron haciendo dos lavados con solucién destefiidora (metanol 40 %, acido acético
glacial 10 %, agua desionizada 50 %) durante 60 min y se mantuvieron en acido acético al

10 % hasta su uso. Se hicieron 3 replicas técnicas de cada grupo a comparar.
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4.6.6. Adquisicion de imagenes y analisis de datos para geles 2D

Se obtuvo una imagen digital de los geles tefiidos utilizando un escanéo densitométrico
(Amersham Biosciences Corporation, Image Digital) y se analizaron con el programa Ima-

ge Master 2D Platinum vs 7.0 (GE Healthcare).

4.6.7. Digestion de proteinas a partir de geles 2D

Para la identificacion de las proteinas de interés, las manchas del gel se cortaron con pun-
tas para micropipeta nuevas y estériles (1-2 mm?) y la muestra se fragment6 en pequefios
pedazos con una navaja de bisturi sobre un vidrio limpié y con un poco de agua desioni-
zada esteril para evitar que se deshidratara el gel, se colocaron en tubos de 1.5 mL y se
removio el exceso de liquidos. Se agregaron 500 uL de una solucién de acetonitrilo 50 %-
NH4HCO3 50 mM, se incub6 durante 5 min a 50°C, se mezcl6 en vortex 10 seg, se dio
un pulso en una microcentrifuga, se eliminé el sobrenadante y se repitié el procedimiento
hasta que el gel estuviera libre de azul de coomassie. Se agregaron 100 uL. de acetonitrilo
100 %, se incub6 durante 5 min a TA, se dio un pulso en la microcentrifuga, se eliminé el
sobrenadante y las piezas del gel se dejaron secar a TA. Se afiadieron 15 uL (o bien, un vo-
lumen suficiente para cubrir las piezas de gel) de solucion de tripsina (25ng/uL., Promega),
se incubaron durante 15 min a TA mezclando ocasionalmente en vortex, se dio un pulso
en la microcentrifuga, se removié el excedente de solucién y se afiadieron 20 uL (o bien,
un volumen suficiente para cubrir el gel hidratado) de NH4HCO3 50mM. Se dio un pulso
en la microcentrifuga y se incub6 durante 12 hr a 37 °C. Se afadieron 20 uL. NH4HCO3
50mM, se incub6 la muestra durante 10 min a TA mezclando ocasionalmente en vortex,
se dio un pulso por 30 seg en una microcentrifuga y se transferiri6 el sobrenadante a un

tubo nuevo de 0.5 mL (SN1). A las piezas de gel se les adicionaron 20 uL de solucion de
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extraccion (acetonitrilo 50 %-acido formico 5 %), se incubaron durante 10 min a TA mez-
clando ocasionalmente en vortex, se dio un pulso por 30 seg en una microcentrifuga, el
sobrenadante se transfiri6 al tubo SN1 y se repitié dos veces mas el proceso de incubacion
con soluciéon de extraccion. El sobrenadante (proteinas digeridas) de los pasos anteriores
se centrifugo al vacio a TA hasta reducir su volumen a 15 pL. Las proteinas digeridas se
concentraron/desalaron usando una extraccion en fase solida con puntas Zip Tips-C18 (Mi-
llipore Corporation) comenzando por lavar la Zip Tip 3 veces con 10 uL. de acetonitrilo
100 % cada vez, posteriormente se lavé con solucion de equilibrio (TFA 0.1 %) 3 veces. El
sobrenadante con las proteinas digeridas se pas6 por la punta Zip Tip 20 veces, la punta
se lavd 3 veces con solucion de equilibrio y los péptidos pegados a la punta Zip Tip se
eluyeron en un tubo nuevo que contenia 10 uLL de amortiguador de elusion (acetonitrilo

50%-TFA 0.1 %).

4.6.8. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

Los péptidos se analizaron usando un espectrémetro de masas 4800 Plus MALDI TOF/TOF
(Applied Biosystems). Los espectros masa/masa (MS/MS) fueron analizados utilizando el
algoritmo Paragon (Programa Protein Pilot, Applied Biosystems) comparandolo con la ba-
se de datos de UniProt y Swiss-prot para la especie humano. Los pardmetros de busqueda
se ajustaron para alquilacion en cisteina con iodacetamida. Se utiliz6 un intervalo de con-

fianza >99 % para la identificacion de las proteinas (Unused ProtScore >2.0).
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4.7. ELISA

La produccién de IL-18 en monocitos no estimulados fue analizada utilizando los sobre-
nadantes libres de células. Se siguid el protocolo descrito en el Human IL-1 beta ELISA
Ready-SET-Go! (eBioscience, No. Cat. 88-7010) utilizando una placa de 96 pozos (Cos-
tar, Corning, Microtiter plates, No. Cat. 9018) incubada con el anticuerpo de captura para
IL-1B a 4°C durante toda la noche. La placa se lavd 5 veces con un amortiguador de la-
vado (PBS 1X, Tween-20 0.05 %), se bloque6 con una solucion diluyente por 1hr a TA y
se lavo de nuevo. La curva estandar (diluciones seriadas de 3.9 a 500 pg/mL) y 100 uL de
cada una de las muestras (duplicados) fueron incubadas a 4 °C durante toda la noche y se
lavé de nuevo. Se incubd el anticuerpo de deteccion por 1 hr a TA, se lavo 5 veces la placa
y se adicioné la avidina-HRP por 30 min a TA. Se lavo 7 veces la placa y se adicioné la
solucién sustrato durante 15 min a TA y enseguida se adicionaron 50 pL de la solucién
que detenia la reaccién (H3PO4 1 M). La placa se ley6é en un espectrofotometro pQuant

(Bio-Tek) a 450 nm utilizando el programa KC4 v3.4 para el anélisis de las muestras.
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4.8. Inmunocitoquimica (ICQ) e Inmunohistoquimica (IHQ)

4.8.1. Biopsias

Las biopsias de cada individuo se obtuvieron de piel, en el caso de los controles del ante-
brazo y la espalda y para el caso de los pacientes del lugar donde se encontraba la lesion
(brazo, antebrazo, espalda, cara, pierna o pantorrilla). Las biopsias se obtuvieron de lesio-
nes activas de entre 1 y 2 cm de didmetro utilizando sacabocados (biopsy punches) de 4 a
6 mm (Stiefel Laboratories). Las muestras obtenidas se dividieron en dos grupos para su
almacenamiento, el primer grupo se incluyé en compuesto O.C.T. y se congelé a -70°C
hasta su uso. El otro grupo de biopsias se incubaron en formalina por 12 hr, se enjuagaron
3 veces con agua destilada y se sumergieron en alcoholes al 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 96 y al 100% por 60 min en agitacioén constante comenzando por el alcohol al 10 %
y en gradacion creciente. Posteriormente, los tejidos se incubaron en xileno por 10 min y
enseguida que embebieron en parafina liquida incubandolos por 60 min a 60 °C, pasado
este tiempo se repitio el paso anterior utilizando parafina nueva. Los tejidos se montaron
y se dejaron secar a TA (TA) para posteriormente desmontar y guardar a TA cubiertos del

polvo hasta su uso.

4.8.2. Inmunocitoquimica en células mononucleares

Antes de analizar la expresion de IL-1f y el nimero de pardsitos en tejidos, se verificé que
no hubiera reaccion cruzada del anticuerpo anti-IL-1 con pardasitos de Leishmania mexi-
cana y para analizar la expresion IL-1f se utilizaron células mononucleares no estimuladas

y estimuladas con LPS (100 ng/mL) por 18 hr haciendo una inmunocitoquimica.

Las células mononucleares resuspendidas en 50 uLL de PBS 1X en estado basal y estimula-
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das con LPS se montaron sobre portaobjetos cargados positivamente (Shandon Microscope
Slides, Superfrost Plus, Thermo, Ref. 6776214) y se dejaron secar a TA por 20 min. Se
fijaron en acetona anhidra PA fria (J. T. Baker) por 10 min, se dejaron secar por 1 min a
TA, se lavaron en Tris-base 0.01 M, NaCl 0.15 M pH= 7.4 y se bloqued la actividad de
peroxidasa endégena (Peroxo-Block, Invitrogen. No. Cat. 00-2015) por 30 seg, se lavo 2
veces incubando 5 min en PBS 1X pH= 7.3 (NaH,PO4.2H20 0.03 M, Na2HPO4 0.12 M,
NaCl 1.84 M) a TA, se bloquearon los sitios inespecificos (Protein Block Solution, Abcam,
Cambridge, UK) durante 10 min a TA en cdmara himeda (CH), se retird la solucién y se
incubaron por 60 min a TA en CH con anti-IL-1f (1:100, ab8320) diluido en PBS 1X.
Todas las laminillas se lavaron 3 veces con PBS 1X y se continu6 el procedimiento utili-
zando el EXPOSE mouse and rabbit specific HRP/AEC detection IHC kit (Abcam No. Cat.
ab94705) comenzando por incubar las laminillas con el Enhancer Reagent por 10 min a TA
en CH. La soluciodn se retird y se incubd el anticuerpo secundario por 30 min en CH. Las
laminillas se lavaron 4 veces con PBS 1X, la reaccién se revelé con AEC Single Solution
observando al microscopio el revelado y la reaccion se paré enjuagando con agua destila-
da 2 veces. Las células se contratifieron con hematoxilina de Mayer (Bio Genex Ref. HK
100-9K) por 30 seg, se enjuagaron dos veces con agua corriente y se montaron en medio
Aqua Mounter (Bio science Cat. BSB0091). Se fotografiaron 3 campos de cada una de las
laminillas con el objetivo 40x y 3 campos con el objetivo 63x utilizando un microscopio de

luz y una cdmara a color AxioCam MRc5 (Zeiss, Alemania).

4.8.3. Inmunohistoquimica en tejidos congelados

De biopsias congeladas se hicieron cortes seriados de 3-4 um utilizando un criostato (Mi-

crom HM 505N), se montaron sobre portaobjetos cargados positivamente (Shandon Mi-
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croscope Slides, Superfrost Plus, Thermo, Ref. 6776214) y se dejaron secar a TA por 10
min. Los cortes se fijaron en acetona anhidra PA fria (J. T. Baker) por 10 min, se dejaron
secar por 1 min a TA y se rehidrataron en Tris-base 0.01 M, NaCl 0.15 M pH= 7.4. Se blo-
qued la actividad de peroxidasa endégena (Peroxo-Block, Invitrogen. No. Cat. 00-2015)
por 30 seg, se lavo 2 veces incubando 5 min en PBS 1X pH= 7.3 (NaH,PO4.2H20 0.03
M, Na2HPO4 0.12 M, NaCl 1.84 M) a TA, se bloquearon los sitios inespecificos (Protein
Block Solution, Abcam, Cambridge, UK) durante 10 min a TA en cdmara hiumeda (CH), se
retiré la solucién y los cortes se incubaron por 60 min a TA en CH con anti-IL-18 (1:100,
ab8320) o suero inmune de raton anti-Leishmania mexicana (1:100) diluidos en PBS 1X.
Todas las laminillas se lavaron 3 veces con PBS 1X y se continu6 el procedimiento uti-
lizando el EXPOSE mouse and rabbit specific HRP/AEC detection IHC kit (Abcam No.
Cat. ab94705) comenzando por incubar los cortes con el Enhancer Reagent por 10 min a
TA en CH, la solucidn se retird y se incubd el anticuerpo secundario por 30 min en CH. Las
laminillas se lavaron 4 veces con PBS 1X, los cortes se revelaron con AEC Single Solution
observando al microscopio el revelado y la reaccion se paré enjuagando con agua destila-
da 2 veces. Los tejidos se contratifieron con hematoxilina de Mayer (Bio Genex Ref. HK
100-9K) por 30 seg, se enjuagaron dos veces con agua corriente y se montaron en medio
Aqua Mounter (Bio science Cat. BSB0091). Se fotografiaron 7 campos de cada una de las
laminillas con el objetivo 40x que correspondian a un drea de 1 mm? y 5 campos con el ob-
jetivo 63x utilizando un microscopio de luz y una cdmara a color AxioCam MRcS5 (Zeiss,

Alemania).
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4.8.4. Inmunohistoquimica en tejidos parafinados

Se hicieron cortes seriados de 4-6 um los cuales se montaron sobre portaobjetos cargados
positivamente y se dejaron secar a TA. Se incubaron por 30 min a 60 °C, se sumergieron
en xilol por 10 min a 60°C, en etanol absoluto por 5 min, en etanol al 96 % por 5 min
y se dejaron en agua destilada hasta su uso. Los cortes se hirvieron en solucién Retrieval
pH= 9 (Dako, No. Ref. S2367) por 10 min a 96 °C, se dejaron enfriar a TA y se lavaron
3 veces con solucion de lavado (Tris HCI 0.01 M, NaCl 0.15 M, pH= 7.4). La actividad
de peroxidasa enddgena se inhibi6 utilizando metanol/per6xido de hidrégeno al 3% (J. T.
Baker, No. Cat. 2186-01 y No. Cat. 9070-03) por 15 min a TA en CH, las laminillas se
lavaron 3 veces y enseguida los cortes se incubaron con suero anti-Leishmania (1:100)
diluido en PBS 1X por 30 min a TA en CH. Las laminillas se lavaron 3 veces, se incubo el
anticuerpo secundario (1:50) diluido en PBS 1X (Biotin goat a-mouse, Zymed, No. Cat.
62-6540) por 30 min a temperatura ambiente en CH, se enjuagaron 3 veces y se incubaron
con el complejo AB/HRP (Dako Cytomation No. Cat. K0353) por 30 min a TA en CH. Se
enjuagaron con Tris HCI pH=7.6 0.1 M, se revelaron con AEC Single Solution observando
al microscopio el revelado y la reaccion se par6 enjuagando con agua destilada 2 veces. Los
tejidos se contratiferon con hematoxilina de Mayer (Bio Genex Ref. HK 100-9K) por 30
seg, se enjuagaron dos veces con agua corriente y se montaron en medio Aqua Mounter
(Bio science Cat. BSB0091). Se fotografiaron 7 campos de cada una de las laminillas con
el objetivo 40x que correspondian a un drea de 1 mm? y 5 campos con el objetivo 63x

utilizando un microscopio de luz y una cdmara a color AxioCam MRc5 (Zeiss, Alemania).
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4.9. Analisis estadistico

4.9.1. Analisis de los SNPs

Para la determinacién de genotipos el andlisis estadistico se realizé con el programa Uni-
versal R. Se hicieron tablas de contingencia para cada SNP y la significancia estadistica
de estos se evalué calculando la X> con p-value de p<0.05 y también se calcularon los
intervalos de confianza de Woolf y Newcombe [111]. Solo para los resultados estadisti-
camente significativos se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas. El equilibrio
Hardy Weinberg se calcul6 en el grupo de sujetos control, en el grupo de casos (incluyendo
LCL y LCD) y con casos mas controles (considerandolos una sola poblacion) calculando
la X? de Pearson. Las frecuencias genotipicas fueron comparadas entre casos y controles.
Los OR (Odds Ratio) de homocigotos, heterocigotos y seroldgicos se calcularon tomando

como grupo de referencia los dos grupos de homocigotos.

4.9.2. Analisis de inmunohistoquimica, Western-blot y ELISA

El anélisis estadistico de los datos de nimero de pardsitos, Western-blot y la prueba de
ELISA se realiz6 mediante la prueba de Mann Whitney y fue considerado estadisticamente
significativo cuando habia una p<0.05. Estos andlisis estadisticos se realizaron utilizando

el programa Prism 5 (GraphPad Program).

4.9.3. Analisis de los datos de microarreglos

El andlisis se realiz6 con el programa estadistico R version 2.14.1 (http://cran.r-project.org/bin/macosx/)
y Bioconductor utilizando las librerias de Affy y limma. El pre-procesamiento de los datos

se llevo a cabo con el algoritmo estindar de RMA (Robust Multiarray Average) [112]. A
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los datos se les aplicé correccion de fondo y al conjunto de datos completo se le aplicé la
normalizacion por quantiles [113] para asegurar que las intensidades tenian la misma dis-

tribucion a lo largo de todos los microarreglos sujetos al proceso de normalizacion.

El andlisis de enriquecimiento para cada una de las listas de los estados analizados se hi-
zo en DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) v6.7
(http://david.abce.nciferf.gov) seleccionando las siguientes bases de datos: Gene Ontology
(componentes celulares, funciones moleculares y procesos biolégicos), Anotaciones ge-
nerales (Chomosome, Entrez gene, official gene symbol), Literatura (PubMed), Vias de
sefalizacion (KEGG, Reactome), Dominios de proteinas (Interpro, Smart) e Interaccion de

proteinas (Reactome).
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5.1. Analisis de SNPs

Se analizaron 12 SNPs en 9 genes (Cuadro 5.1) relacionados con la activacion de la res-
puesta inmune a infecciones por microorganismos y descritos como SNPs de susceptibili-
dad. Un total de 58 muestras de DNA de pacientes con LCL, 6 de pacientes LCD y de 123

muestras de sujetos sanos fueron utilizadas.

Cuadro 5.1: Lista de SNPs analizados en células mononucleares de pacientes con LCL,

con LCD y sujetos sanos.

Gen SNP Alelos ID rs
CDl4 260 G/A | rs2569190
IL-10 -819 c/T | rsl800871
IL-10 -592 c/A | rs1800872
IL-10 -1082 A/G | rs1800896
IL-1Ra 2018 T/C | rs419598
IL-6 -174 G/Cc | rs1800795
IL-8 -251 A/T | rs4073
IL-1B -511 A/G | rsl16944
IRAK-1 532 c/T rsl059703
TLR-4 299 C/T | rs4986791
TNF-a -308 G/A | rs1800629
TNF-a -238 G/A | rs361525
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S5.1.1. Tablas de Contingencia

Para cada uno de los genes analizados los resultados obtenidos fueron organizados en tablas
de contingencia y la comparacion entre grupos se hizo entre las frecuencias genotipicas de
los heterocigotos, homocigotos y seroldgicos, tomando como grupo de referencia el alelo
mayor y alelo menor donde se calcularon los intervalos de confianza de Woolf, los OR, la

X2y se obtuvo el p-value (Cuadro 5.2 y 5.3).
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Cuadro 5.2: Tablas de contingencia y estadisticos obtenidos para los SNPs: CD14 260,
IL-1Ra 2018, IL-8 -251, IL-10 -819, IRAK-1 532 y TLR-4 299.

TABLAS DE CONTINGEMNCIA ESTADISTICOS
Homocigoto - Homocigoto Grupo de Lim. Inf | Lim. Sup.
PR }Hetemc.gotosl Moo | [ITotal dilmins | OR | Twioal) | i w"'; l X2 ‘p—value
CD14 260
G A Heterocigoto  Alelo Mayor  1.20 0.51 2.80 0.17 0.68
Casos 10 29 19 58 |Homocigoto Alelo Mayor  1.45 0.58 3.65 0.64 0.43
Controles 26 63 34 123 |Serolégico Alelo Mayor  1.29 0.57 2.88 0.38 0.54
Totales 36 92 53 181 |Heterocigoto Alelo menor 0.82 0.40 1.68 0.28 0.59
Homocigoto  Alelo menor  0.69 0.27 1.73 0.64 0.43
Seroldgico Alelo menor  0.78 0.40 1.54 0.50 0.48
IL-1Ra 2018
T C Heterocigoto Alelo Mayor  0.75 0.22 2.52 0.22 0.64
Casos 5 20 33 58 |Homocigoto Alelo Mayor 0.89 0.28 2.86 0.04 0.84
Controles 9 48 67 124 |Serolégico Alelo Mayor 0.83 0.27 2.60 0.10 075
Totales 14 68 100 182 |Heterocigoto Alelo menor 0.85 0.43 1.65 0.24 0.62
Homocigoto  Alelo menor  1.13 0.35 3.63 0.04 0.84
Seroldgico Alelo menor  0.89 0.48 1.67 0.13 0,72
IL-8 -251
A T Heterocigoto Alelo Mayor 1.52 0.76 3.04 1.40 0.24
Casos 22 27 7 56 |Homocigoto Alelo Mayor 0.97 0.35 2.68 0.00 096
Controles 52 42 17 111 |Seroldgico Alelo Mayor  1.36 0.71 2.62 0.86 0.35
Totales 74 69 24 167 |Heterocigoto Alelo menor 1.56 0.57 4.26 0.76 0.38
Homocigoto  Alelo menor  1.03 0.37 2.83 0.00 0.96
Seroldgico Alelo menor  1.27 0.49 3.26 0.24 0.62
IL-10 -819
Cc T Heterocigoto Alelo Mayor  1.62 0.65 4.02 1.08 0.30
Casos 8 30 20 58 |Homocigoto  Alelo Mayor 1.52 0.58 3.98 0.75 0.39
Controles 25 58 41 124 |Serolégico Alelo Mayor  1.58 0.66 3.75 1.08 0.30
Totales 33 88 61 182 |Heterocigoto Alelo menor 1.06 0.53 2.12 0.03 0.87
Homocigoto  Alelo menor  0.66 0.25 1.71 0.75 0.39
Seroldgico Alelo menor  0.94 0.49 1.81 0.04 0.85
IRAK-1 532
C T Heterocigoto  Alelo Mayor 0.41 0.14 1.17 2.86 0.09
Casos 11 11 36 58 |Homocigoto Alelo Mayor 0.54 0.22 1.32 1.87 0.17
Controles 13 32 79 124 |Serolégico Alelo Mayor  0.50 0.21 1.20 248 0.12
Totales 24 43 115 182 |Heterocigoto Alelo menor 0.75 0.34 1.66 0.49 0.48
Homocigoto  Alelo menor  1.86 0.76 4.54 1.87 0.17
Seroldgico Alelo menor  1.07 0.56 2.04 0.05 0.83
TLR-4 299
C T Heterocigoto Alelo Mayor  NaN NaMN NaN NaN NA
Casos 0 1 57 58 |Homocigoto Alelo Mayor  NaN MNaN NaN NaN NA
Controles 0 3 121 124 |Seroldgico Alelo Mayor  NaN NaN NaN MaN NA
Totales 0 4 178 182 |Heterocigoto Alelo menor 0.71 0.07 6.95 0.09 077
Homocigoto  Alelo menor  NaN NaMN NaN NaN NA
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Cuadro 5.3: Tablas de contingencia y estadisticos obtenidos para los SNPs: IL-1f -511,
IL-6 -174, IL-10 -592, IL-10 -1082, TNF-o -308 y TNF--238.

TABLAS DE CONTINGENCIA ESTAD
] "°ﬂ:;2_°t° Heterol:igotos‘ "°m:::fr°t° Total G"'r RO d“' | OR | u"" Xnt |“"" 5""‘[ x2 [p-nlua
IL1-f-511
C T Heterocigoto Alelo Mayor 3.23 1.199 8.682 5.725 0.017
Casos 6 35 17 58 |Homocigoto Alelo Mayor 1.47 0.518 4,187 0.533 0.465
Controles 26 47 S50 123 |Serologico Alelo Mayor 2.32 0.89%9 6.002 3.155 0.076
Totales 32 82 &7 181 |Heterocigoto Alelo menor 2.19 1.084 4.424 4863 0.027
Homocigoto  Alelo menor  0.68 0.239 1.929 0.533 0.465
Seroldgico Alelo menor  1.65 0.845 3.229 2.174 0.140
IL-6 -174
G C Heterocigoto  Alelo Mayor Inf NaN Inf 0.228 0.633
Casos 0 3 55 58 |Homocigoto Alelo Mayor Inf NaN Inf 0.508 0.476
Controles 1 13 108 122 |Serologico Alelo Mayor Inf NaN Inf 0.478 0.489
Totales 1 16 163 180 |Heterocigoto Alelo menor 0.45 0.12 1.66 1.495 0.221
Homocigoto  Alelo menor  0.00 0 NaN 0.508 0.476
Serologico Alelo menor 0.421 0.116 1.526 1.826 0.177
IL-10 -592
C A Heterocigoto Alelo Mayor 1.59 0.640 3945 1.006 0.316
Casos 8 30 20 58 |Homocigoto Alelo Mayor 1.52 0.584 3.977 0.748 0.387
Controles 25 59 41 125 |Seroldgico Alelo Mayor 1.56 0.658 3.713 1.033 0.310
Totales 33 89 61 183 |Heterocigoto Alelo menor 1.04 0.522 2.082 0.014 0.906
Homocigoto  Alelo menor 0.66 0.251 1.711  0.748 0.387
Serologico Alelo menor 0.93 0.480 1.790 0.050 0.822
IL-10 -1082
A G Heterocigoto Alelo Mayor 0.86 0.129 5.683 0.026 0.873
Casos 2 16 40 58 |Homocigoto Alelo Mayor 0.64 0.103 3.967 0.235 0.627
Controles 3 28 94 125 |Seroldgico Alelo Mayor 0.69 0.112 4.237 0.164 0.686
Totales 5 44 134 183 |Heterocigoto Alelo menor 1.34  0.656 2.751 0.652 0.420
Homocigoto  Alelo menor  1.57 0.252 9,738 0.235 0.627
Serolégico Alelo menor 1.36  0.685 2.717 0.785 0.375
TNFx-308
G A Heterocigoto Alelo Mayor NaN NaN NaN NaN NA
Casos 0 1 57 58 |Homocigoto Alelo Mayor NaN NaN NaN NaN NA
Controles 0 1 122 123 |Serolégico Alelo Mayor  NaN NaN NaN NaN NA
Totales 0 2 179 181 |Heterocigoto Alelo menor 2.14 0.132 34.833 0.299 0.584
Homocigote  Alelo menor  NaN NaN NaN NaN NA
Serolégico Alelo menor 2.14 0.132 34.833 0.299 0.584
TNFa-238
G A Heterocigoto Alelo Mayor  NaN NaN NaN NaN NA
Casos 1] 2 56 58 |Homocigoto Alelo Mayor NaN NaN NaN NaN NA
Controles 0 14 111 125 |Seroldgico Alelo Mayor  NaN NaN NaN NaN NA
Totales 0 16 167 183 |Heterocigoto Alelo menor 0.28 0.062 1.147 2.984 0.084
Homocigoto  Alelo menor  NaN NaN NaN NaN NA
Seroldgico Alelo menor  0.28  0.0622 1.147  2.984 0.0841
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Dentro del grupo control, todos los SNPs se encontraron en equilibrio de Hardy Weinberg
(HWE) con un p-value de p=0.0226 y para los casos (incluidos los pacientes LCL y LCD)
se encontraron en HWE con un p-value de p= 0.024. Adicionalmente, se calcul6 el HWE
con el programa Haplowiew 4.1 tomando en cuenta los casos y los controles como una

sola poblacion encontrando que no se encontraban en HWE y el valor de p-value fue de p=

0.4998.

5.1.2. Estadisticos para IL-13 -511 (C/T)

Los resultados estadisticamente significativos se observaron para el SNP en IL-1 -511
(C/T). La comparacion de las frecuencias genotipicas entre los pacientes con LCL y los
controles para este SNP muestra que las frecuencias en homocigotos son mayores en los
controles para ambos alelos. Sin embargo, la frecuencia de heterocigotos es mayor en los

LCL comparado con los controles (60.3 % y 38.2 % respectivamente) (Cuadro 5.4).

Cuadro 5.4: Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas para el SNP en IL-1j3

-511 (C/T) en casos y controles.

Sujetos IL-1p -511 (C/T) Nam. genotipos (%) Frecuencias alélicas Género % (MIF1) Edad (afos)
en %
cC CT T C T
Casos 6(10.3) 35 (60.3) 17 (29.4) 40.5 59.5 M=29, F=26 11-64
Controles 26 (21.1) 47 (38.2) 50 (40.7) 40.2 59.8 M=35, F=66 7-88

'M=Masculino, F=Femenino. (3 casos y 22 controles de género desconocido). Todos los pacientes fueron diagnosticados con una tincion de
Giemsa de un raspado de la lesion, por la prueba de hipersensibilidad de Montenegro y/o por una prueba de ELISA contra antigenos de
Leishmania.
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Estos datos sugieren que posiblemente exista un riesgo asociado al desarrollo de la enfer-
medad cuando se tiene el genotipo heterocigoto. Como ya se menciond antes, se calcul6 el
OR comparando el genotipo heterocigoto, los homocigotos y serolégicos. Los resultados
se mostraron en el cuadro 5.5 y como se observa, los resultados significativos fueron en-
contrados en los grupos de heterocigotos. Cuando se compararon los heterocigotos con los
homocigotos C/C el OR fue de 3.23 [p-value = 0.0167, 95% CI = (1.2,8.7)]. Al tomar en
cuenta los homocigotos T/T como grupo de referencia, el OR fue de 2.19 [valor de p =
0.0274, 95% CI = (1.08,4.4)]. Los resultados para el resto de los SNPs analizados fueron

estadisticamente no significativos.

Cuadro 5.5: Analisis estadistico del SNP IL-1 3 -511

Grupo Grupo de OR Cl x p-value
Referencia
CcT cC 3.23 (1.2,8.7) 5.72 0.016
T cc 1.47 (0.5,4.1) 0.53 0.465
CT+TT cC 2.32 (0.9,6.0) 3.15 0.075
CT 1T 2.19 (1.0,4.4) 4.86 0.027
cCc 1T 0.68 (0.2,1.9) 0.53 0.465
CT+TT T 1.65 (0.8,3.2) 217 0.140

Tomando en cuenta que la muestra de pacientes con LCD estaba compuesta sélo de 6 pa-
cientes, seria cuestionable dar alguna conclusion sobre estos. Como un paso exploratorio,
se repitié el mismo andlisis incluyendo las muestras de pacientes LCL y LCD (58 LCL y
6 LCD) para el SNP en IL-18 -511 (C/T). Los resultados fueron estadisticamente signi-

ficativos, ya que se observo un OR = 3.7 cuando se compararon los heterocigotos C/T y
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como grupo de referencia los homocigotos C/C [p= 0.006, 95 % CI = (1.38,9.85)] y un OR
= 2.4 cuando los heterocigotos C/T se compararon con los homocigotos T/T [p= 0.012,
95% CI = (1.19,4.6)]. De los 6 pacientes con LCD, 5 tienen un genotipo heterocigoto. No
se realiz6 un andlisis utilizando sélo el grupo de pacientes con LCD como casos, debido al
tamafio pequefio de la muestra. Con base en la discusion de Sasieni (1997) [114], se deci-
di6 no utilizar el OR alélico. Con la finalidad de validar los resultados observados y arriba
descritos, se analiz6 la expresion de IL-1f en muestras de pacientes con LCL, con LCD y

controles.

5.2. Analisis de IL-1f3

5.2.1. IL-1J en suero

El analisis de la expresién de IL-1 en suero se analizé por western-blot en un grupo de
sujetos sanos, pacientes con LCL y LCD. Una expresion diferencial de la citocina entre
ambos grupos de fue encontrada. Los pacientes con LCL tuvieron menos expresion de
IL-1B en su forma activa (Figura 5.1 A, muestras 5-13) mientras que los pacientes LCD
mostraron un aumento significativo en la expresion de la proteina (Figura 5.1 A, muestras
14-20). En contraste con los pacientes con leishmaniasis, los controles mostraron minimas
cantidades de IL-1p (Figura 5A, muestras 1-4). Se encontré una diferencia estadisticamen-
te significativa (Figura 1B) cuando se compard la expresion en suero de IL-1J3 en pacientes
con LCL vs controles (p=0.01), entre pacientes LCD vs controles (p=0.0052) y cuando se

compar6 el grupo de pacientes LCD vs LCL se obtuvo una p= 0.019.

100



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

(@)] co
1 1

%
Basado en IDV
t

Controles LCL LCD

.0* p<0.05

IDV= Integrated Density Value

Figura 5.1: Expresion de IL-1 en suero de pacientes con leishmanisis. (A) Western-blot
contra la forma activa de IL-1 (17 kDa) en 4 controles (1-4), 9 pacientes con LCL (5-13) y 7 pacientes con
LCD (14-20). B) Grifica del porcentaje de intensidad de las bandas de IL-1f con diferencias estadisticamente
significativas entre casos LCL vs controles, entre casos LCD vs controles y LCL vs LCD. (Simbolos idénticos

entre barras mostraron diferencias significativas: p<0.05)
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Los mismos datos se observaron en una grafica de dispersion (Figura 5.2) y se apreci6 que
los controles tenian la menor expresion de IL-1f. En el grupo de los pacientes con LCL
se observo que 3 pacientes tenian una baja expresion de la proteina pero en el resto se
encontraron valores elevados de la misma. En contraste, los resultados para el grupo de los

pacientes con LCD mostraron que 6 de los 7 tuvieron una alta expresion de la forma activa

de la proteina.
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IDV= Integrated Density Value

Figura 5.2: Grafica de dispersion para la expresion de IL-1 en suero en muestras de

pacientes con LCL, LCD y sujetos sanos.
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5.2.2. Produccion de IL-1 por monocitos

Se analiz6 la produccién de IL-18 en sobrenadantes de monocitos sin estimulo incluyendo
muestras de controles y de pacientes con leishmaniasis cutanea (LCL y LCD) todos con
un genotipo C/T para el SNP IL-1 -511. Los resultados mostraron que hubo un aumento
estadisticamente significativo de esta citocina cuando se compard la secrecion de la citocina
entre ambos grupos (p= 0.015) (Figura 5.3). El andlisis individual de la produccién de
IL-1 por monocitos en pacientes mostré que la concentracién de esta citocina podria
estar relacionada con la gravedad de la enfermedad, ya que fue mas alta en pacientes con
LCD [n=2] (478 pg/mL en el paciente con LCD que presenta la forma mds grave de la
enfermedad y 423 pg/mL en el paciente LCD con la forma menos grave), en comparacion
con los pacientes LCL [n=3], en los cuales la produccién de IL-1f se encontré entre 50 a

336 pg/mL.
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Figura 5.3: Analisis de la produccion de IL-15. Monocitos sin estimulo purificados con per-
las magnéticas anti-CD14 a partir de células mononucleares de pacientes con leishmanisis y sujetos sanos
después de 18 hr de cultivo in vitro. Las medias fueron obtenidas de 7 sujetos control y 5 pacientes con leish-

maniasis cutdnea (3 con LCL y 2 con LCD). (Simbolos idénticos sobre las barras mostraron que los datos son

estadisticamente significativos: p<0.05).
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5.3. Expresion de IL-13 y nimero de parasitos en lesiones

de pacientes

5.3.1. Inmunocitoquimica para IL-13

La tincion de IL-1J en células en estado basal (Figura 5.4 A) fue negativa, mientras que las
células estimuladas con LPS (Figura 5.4 B) expresaron la proteina. Los controles de anti-
cuerpo secundario y de tincion fueron negativos (Figura 5.4 C y D). Se incluy6 una tincién
utilizando amastigotes de L. mexicana como control para descartar un pegado inespecifico

del anticuerpo, la cudl fue negativa (Figura 5.4 E).

Figura 5.4: Expresion de IL-18 en células mononucleares estimuladas con LPS. (A)
Células mononucleares sin estimulo, (B) células estimuladas con LPS, (C) control anticuerpo secundario, (D)
control de tincién, (E) amastigotes de Leishmania mexicana. La inmunotincién de las células se visualizé con

un aumento de 360x.
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5.3.2. Inmunohistoquimica para IL-18 y Leishmania mexicana en le-

siones de pacientes

El andlisis de IL-1J en lesiones cutdneas de pacientes con LCL (n=11) y con LCD (n=6)
mostro que la distribucion de esta citocina variaba entre los dos grupos de pacientes: en
las lesiones de los LCL, se observaron dos posibles patrones de expresion de IL-1 que se
asociaron con el nimero de pardsitos presentes en la lesién. En un grupo (Figura 5.5 A)
la citocina se encontré concentrada dentro de la superficie celular, mostrando una intensa
marca. Este tipo de marca se encontro en lesiones de pacientes con LCL que presentaron
pocos pardsitos (n=8) (Figura 5.5 B). El segundo grupo de pacientes con LCL mostré un
patrén de distribucion difusa de la IL-1f (Figura 5.5 C), que se asocié con una tincién
difusa de restos de abundantes parasitos en las lesiones (n=3) (Figura 5.5 D). Es importante
mencionar que el primer grupo de pacientes con LCL sdlo tenia una tulcera pequena de
menos de 1 cm de didmetro, mientras que el segundo grupo de pacientes con LCL presen-
taba de 3 a 6 lesiones que variaron entre 1 y 2 cm de didmetro. Todos los pacientes con
LCD presentaron una distribucion difusa de la IL-18 (n=6) (Figura 5.5 E) asociada con

abundantes pardsitos intactos (Figura 5.5 F).
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Figura 5.5: Tinciéon por inmunohistoquimica para IL-183 y Leishmania mexicana en

lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea. (pie de figura en la siguiente pagina)
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(A) Tincién de IL-1f en células de paciente con LCL con una pequefa lesién unica; (B) Pequefios grupos
de pardsitos de Leishmania en una tlcera pequefia de un paciente con LCL; (C) Distribucién difusa de la
IL-1p en un paciente LCL con abundantes tlceras; (D) Pardsitos de Leishmania degradados en una lesién de
paciente con LCL con varias dlceras; (E) distribucion difusa de IL-1 en una lesion de paciente con LCD;
(F) Agrupaciones con abundantes parasitos de Leishmania intactos en una lesién de un paciente con LCD.
Las flechas rojas mostraron la tincidén positiva para IL-18 y las flechas negras mostraron tincién positiva
para L. mexicana. (G) Se utilizé piel sana como control negativo para la inmunodeteccién de IL-15. (H)
Control de la tincién solo con anticuerpo secundario. Todas las secciones se tifieron con hematoxilina. (A-H)
barra de escala equivalente a 50 micras. Las tinciones se visualizarén con un aumento de 400x. Se muestra
un resultado representativo de los diferentes tipos de lesiones dentro de cada grupo: pacientes LCL con una
tlcera pequenia: (n=8 para IL-18 y n=17 para L. mexicana) (A y B); Pacientes LCL con diversos tlceras (n =

3) (Cy D); Pacientes LCD (n=6) (Ey F).
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Los resultados mostraron que las caracteristicas de la distribucion de la IL-f en el tejido
variaron de acuerdo con el nimero de pardsitos en la lesion, ya que pacientes LCL con
pocos parasitos en sus lesiones mostraron una tincién para IL-1f localizada en la super-
ficie celular, mientras que, todos los pacientes LCD con abundantes pardsitos intactos en
sus lesiones, asi como algunos pacientes con LCL con parasitos destruidos, mostraron un

patrén de tincién de IL-1f difuso.

El ndmero de células IL-1f positivas en los tejidos fue diferente para cada paciente (entre
18 y 410 células) y no se encontré ninguna correlacién con el tiempo de evolucién de
la enfermedad, ni con el nimeros de parasitos. Sin embargo, la diferencia del nimero de

parasitos en las lesiones fue estadisticamente significativo entre los pacientes con LCL vs

LCD (p= 0,0003) (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Andlisis estadistico del nimero de parasitos/mm? entre lesiones de pacien-
tes con LCL y LCD. Los valores promedio fueron obtenidos de 17 pacientes con LCL y 6 pacientes con
LCD infectados con Leishmania mexicana. (Simbolos idénticos sobre las barras mostraron valores estadisti-

camente significativos: p< 0.05).
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Con la finalidad de observar la distribucién individual del nimero de parésitos/mm? en las
lesiones de los pacientes con LCL y con LCD, se hizo una grafica de dispersion (Figura 5.7)
donde se observ6 que la mayoria de los pacientes con LCL mantienen una media menor a
100 parésitos/mm? y solo 4 de ellos presentaron un nimero mayor a 200 parasitos/mm?.
Por otro lado, en el grupo de los pacientes con LCD la media del nimero de parésitos fue
mayor a 350/mm2 y unicamente dos de ellos mostraron un valor menor del numero de
pardsitos, sin embargo, solo se acerca ligeramente a los valores mds altos de ndmero de

parasitos en pacientes con LCL.
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Figura 5.7: Gréfica de dispersién del niimero de parasitos por mm? de Leishmania

mexicana en lesiones de pacientes con LCL y LCD.
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5.4. Genomica: Microarreglos de expresion

5.4.1. Integridad de las muestras de RNA

Para los experimentos de microarreglos se utilizaron células NK sin estimulo y estimuladas
con LPG (20 ug/mL) de Leishmania mexicana por 6 horas de sujetos sanos (controles) (n=
4), pacientes con LCL (n= 2) y pacientes con LCD (n= 3). La integridad de las muestras
de RNA fue analizada confirmando que cada una fuera Optima para los ensayos de micro-
arreglos obteniendo el RIN de cada una, el cual se mantuvo en un rango de entre 7.1 a 9.5
(el valor méximo de RIN es de 10). De cada muestra se obtuvieron los histogramas y las
imagenes de los electroferogramas (Figura 5.8) mostrando la integridad de las dos unidades

ribosomales (28s y 18s).

HYEEARASARRABLINIDURNENELEEDRNTE

Figura 5.8: Electroferograma representativo que muestra la integridad de las mues-
tras de RNA utilizadas para los microarreglos de expresion. Las flechas rojas muestran la

integridad de las subunidades ribosomales 28s y 18s.
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5.4.2. Analisis de microarreglos

En términos muy generales, un analisis de microarreglos involucra 4 bloques de anali-

sis:

Analisis de control de calidad,

Normalizacion y correccion de fondo,

Clasificacién e

Interpretacion bioldgica

* Control de Calidad

En esta parte analizamos los datos crudos con el fin de detectar variaciones sistematicas
debidas a la tecnologia o patrones que nos indiquen una inconsistencia, por ejemplo, en el
proceso de extraccion de RNA. Este anélisis es principalmente a base de graficos. El primer
grafico que se generd muestra las curvas de distribucion de los niveles de expresion por
sonda. Cada curva delinea el contorno del histograma para cada microarreglo. En la figura
5.9 observamos principalmente dos cosas: a) que las curvas se alinearon bien, indicando
que el proceso de normalizacion removera la pequeia variacion sistemdtica sin alterar la
informacion bioldgica; y b) que el rango dindmico de los niveles de expresion estaba entre

5y 16 aproximadamente.
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Figura 5.9: Histograma de la distribucion de datos crudos de cada microarreglo.
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Otro gréfico informativo fue el boxplot, Figura 5.10. Se observé que ain cuando las me-

dianas no estaban completamente alineadas, si se mantenian bastante homogéneas, consi-

derando que en este punto los datos son tal cual se leyeron de los archivos generados por

Affymetrix.
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Figura 5.10: Boxplot de la distribucion de datos crudos de cada microarreglo.
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Basados en esta informacion, se tomaron decisiones del tipo de normalizacién que se de-

beria llevar a cabo. Esto lo explico con mas detalle en la siguiente seccion.

* Normalizacion y Correccion de Fondo

En un microarreglo, la senal de intensidad es detectada cuando la sonda, muestra y/u oligo
de DNA motivo de estudio se adhiere a su correspondiente contraparte (sonda blanco)
presente desde el disefio del microarreglo. Este proceso llamado hibridacién no es perfecto,
y puede darse el caso de una hibridacion no especifica, es decir, se emite una sefial pero
las dos sondas no se complementaron correctamente. También es posible que el lavado del
material genético (parte del proceso de la tecnologia) no haya retirado todas aquellas sondas
que no hibridaron y se emita una sefial cuando no deberia existir. Ambos casos son fuentes
de ruido para la estimacion de la sefial de intensidad y su posterior andlisis. El objetivo de

realizar la correccion de ruido de fondo es detectar la sefial falsa y removerla.

La normalizacién es necesaria para remover la variacion sistemdtica durante el proceso
completo de obtener la muestra a procesarla con el microarreglo. Los niveles de expresion
observados incluyen cierto ruido introducido durante el proceso del experimento. Esta va-
riacién surge debido a diferencias en la preparacién de la muestra, extraccion del RNA,
integridad del mismo, cambio de manos, cambios de temperatura o en la produccién y

procesamiento de los microarreglos.

En base al andlisis de control de calidad, se decidi6 utilizar el algoritmo RMA para hacer
la correccién de fondo y el método de Quantiles para normalizar los datos. El efecto de

ambos lo observamos en las Figuras 5.11 y 5.12
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En la Figura 5.11 observamos que la correccion del ruido de fondo nos gener6 una dis-
tribucién muy cercana a una curva Normal (Gaussiana) y esto permitié que se cumplieran
los principios mateméticos en los que se basan los estadisticos que usamos para detectar

significancia de expresion diferencial.
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Figura 5.11: Histograma de la distribucion de datos normalizados de cada microarre-

glo.
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La Figura 5.12 muestra que las medianas estaban alienadas y por lo tanto, se redujo el nivel

de falsos positivos en el diferencial de expresion.
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Figura 5.12: Boxplot de la distribucion de datos normalizados de cada microarreglo.
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* Clasificacion

Este bloque de anélisis tuvo como propésito identificar los genes diferencialmente expre-
sados y presentarlos respaldados por estadisticos que nos indicaran robustez en la seleccion

y relevancia de la diferencia entre los niveles de expresion (diferencial).

Para este analisis de seleccidon, necesitabamos definir los contrastes de interés. Es decir,
aquellas comparaciones entre los distintos grupos que nos sugirieran hipétesis a perseguir
en mayor detalle. En este proyecto con 18 microarreglos tuvimos 6 grupos de estudio:

1. Células NK en estado basal de controles.

2. Células NK estimuladas con LPG de controles.

3. Células NK en estado basal de pacientes con LCL.

4. Células NK estimuladas con LPG de pacientes con LCL.

5. Células NK en estado basal de pacientes con LCD.

6. Células NK estimuladas con LPG de pacientes con LCD.
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Que nos permitieron elegir a 9 contrastes de interés:

1) NK de LCL no estimuladas (LCL_B) vs NK de controles no estimuladas (C_B)

2) NK de LCD no estimuladas (LCD_B) vs NK de controles no estimuladas (C_B)

3) NK de LCD no estimuladas (LCD_B) vs NK de LCL no estimuladas (LCL_B)

4) NK de LCL estimuladas con LPG (LCL_LPG) vs NK de controles estimuladas con LPG (C_LPG)
5) NK de LCD estimuladas con LPG (LCD_LPG) vs NK de controles estimuladas con LPG (C_LPG)
6) NK de LCD estimuladas con LPG (LCD_LPG) vs NK de LCL estimuladas con LPG (LCL_LPG)
7) NK de controles estimuladas con LPG (C_LPG) vs NK de controles no estimuladas (C_B)

8) NK de LCL estimuladas con LPG (LCL_LPG) vs NK de LCL no estimuladas (LCL_B)

9) NK de LCD estimuladas con LPG (LCD_LPG) vs NK de LCD no estimuladas (LCD_B)

B= células no estimulas; LPG= células estimuladas con LPG.

Para observar en forma general el nimero de genes que se encontraban inhibidos o so-
breexpresados en cada uno de los 9 contrastes, se generaron graficos de volcano plot para
cada uno. En el eje de las ordenadas se grafico el log, Fold Change o diferencia de medias
(expresion relativa) de cada gen y en el de las abscisas los valores del estadistico B. En
color rojo se mostraron los genes sobreexpresados con un estadistico B mayor a cero, en
verde los genes inhibidos con un estadistico B mayor a cero, en magenta aquellos genes
inhibidos o sobreexpresados con un estadistico B menor a cero y en azul todos los genes

que no tuvieron un cambio entre las dos condiciones que se compararon.
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Como se observa en la Figura 5.13, en los contrastes C_LPG vs C_B, LCL_LPG vs LCL_B,

LCD_LPG vs LCD_B el namero de genes diferencialmente expresado fue muy reducido.
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Figura 5.13: Volcano plots de los contrastes C_LPG vs C_B, LCL_LPG vs LCL By
LCD_LPG vs LCD _B. En el eje de las abscisas se muestra el Log Fold Change de los datos comparados
(valores negativos muestran genes inhibidos y valores positivos genes sobreexpresados) y en el de las orde-
nadas el valor estadistico B. En color azul los genes con ningtin cambio, en color magenta genes con un Log
Fold Change mayor a 0.5 o menor -0.5 y un estadistico B menor a 0, en color rojo los genes con un Log Fold
Change mayor a 0.5 y un estadistico B mayor a 1 y en color verde los genes con un Log Fold Change menor

a-0.5 y un estadistico B mayor a 1.
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Mientras que en los contrastes: LCL_B vs C_B, LCD_B vs C_B, LCD_B vs LCL_B, LCL_LPG

vs C_LPG, LCD_LPG vs C_LPG y LCD_LPG vs LCL_LPG aument6 el numero de genes

diferencialmente expresados (Figura 5.14).
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Figura 5.14: Volcano plots de los contrastes LCL_B vs C_B, LCD B vs C_B, LCD_B
vs LCL_B, LCL_LPG vs C_LPG, LCD_LPG vs C_ LPG y LCD_LPG vs LCL_LPG.En

el eje de las abscisas se muestra el Log Fold Change de los datos comparados (valores negativos muestran

genes inhibidos y valores positivos genes sobreexpresados) y en el de las ordenadas el valor estadistico B.

En color azul los genes con ningiin cambio, en color magenta genes con un Log Fold Change mayor a 0.5 o

menor -0.5 y un estadistico B menor a 0, en color rojo los genes con un Log Fold Change mayor a 0.5 y un

estadistico B mayor a 1 y en color verde los genes con un Log Fold Change menor a -0.5 y un estadistico B

mayor a 1.
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* Interpretacion Biolégica

- Namero de genes diferencialmente expresados

El numero exacto de genes inhibidos y sobreexpresados se obtuvo en tablas de excell.
Debido a que el nimero de muestras de pacientes y controles para cada grupo de estudio
fue muy reducido, al obtener los datos se tomaron en cuenta aquellos genes con un log;
Fold Change mayor a 1 de los genes diferencialmente expresados, sin tener restricciones

con respecto al valor del estadistico B.

El nimero de genes diferencialmente expresados (inhibidos y sobreexpresados) para cada
uno de los 9 contrastes analizados se muestra en la cuadro 5.6. Como se puede observar,
el mayor numero de genes diferencialmente expresados se presenta en los contrastes 1 al 6
con 256, 390, 359, 254, 433 y 404 genes respectivamente, mientras que los contrastes 7, 8

y 9 solo presentan 13, 30 y 12 genes diferencialmente expresados, respectivamente.

Pudimos observar que en los contrastes 2, 3, 5 y 6 (contrastes del grupo LCD vs controles
o LCL) la mayoria de los genes se encontraban inhibidos. Mientras que en los contrastes 1
y 4 (contrastes del grupo LCL vs controles o LCD) existia la misma proporcion de genes

inhibidos y sobreexpresados.
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Num. Contraste Inhibidos Sobre- TOTAL
expresados

B 1 |LCLBvsCB 128 128 256

A

S 2 |LCD BvsCB 352 38 390

*: 3 |LCD BvsLCL B 323 36 359

E 4 |LCL_LPGvs C_LPG 135 119 254

S

T 5 |LCD LPGvsC_LPG 303 40 433

l:l 6 |LCD LPGvsLCL_LPG 365 39 404

P B 13 1

ESTIM 7 |CLPGvsC_ 0 3

. 8 |LCL_LPGvsLCL_B 14 16 30
BASAL| 9 |[LCD LPGvsLCD B 5 7 12

Cuadro 5.6: Genes diferencialmente expresados para los 9 contrastes analizados. Basal

se refiere a las células NK sin estimulo. Estim se refiere a las células NK estimuladas por 6 hr con LPG

(20ug/mL) de Leishmania mexicana. C= controles; LCL= pacientes con LCL; LCD= pacientes con LCD;

B= Basal (células sin estimulo); LPG= Estimulado (células estimuladas con LPG).
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Cuando se observaron los resultados de los genes inhibidos y sobreexpresados, se deci-
di6 que los datos a analizar serian los primeros 6 contrastes, ya que representaban el mayor
numero de genes diferencialmente expresados. Estos resultados se representaron de manera
mads sencilla en una grafica de barras (Figura 5.15) mostrando en color verde el nimero de

genes inhibidos para cada contraste y en rojo los sobreexpresados.
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B Sobreexpresados

LCD_LPG vs LCL_LPG
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Figura 5.15: Numero de genes diferencialmente expresado para cada contraste anali-

zado. (En verde el nimero de genes inhibidos y en rojo los sobreexpresados.)
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- Nimero de genes por estados

Las listas de datos de los 6 contrastes que se analizaron (1-6) se organizaron en tablas de
estados (ausencia y/o presencia del gen), generando una lista para los 3 contrastes donde
se compararon los genes de células sin estimulo (basal) y otra lista para los contrastes de
las condiciones estimuladas. El valor O representaba que el gen no se encontraba en ese
estado, el 1 representaba que esos genes estaban sobreexpresados y el -1 que esos genes
estaban inhibidos. De acuerdo a esta organizacidn, los estados que contenian genes para
los contrastes en condiciones basales se pueden ver en el cuadro 5.7 y para los estimulados
se pueden ver en el cuadro 5.8. En la columna de descripcion se puede leer lo que significa

cada uno de los estados.
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Contraste| Contraste| Contraste| |, .
Nom. de Descripcion
LCL_basal | LCD_basal | LCD_basal genes
= = = 0=ausente, 1=sob do, ~1=inhibid
Ctrl_basal | Ctrl_basal | LCL_basal RISy L RCRN AT SRMR0, SIS RRa
0 0 1 17 Genes sobre-expresados en pacientes LCD y no en LCL
0 0 -1 88 Genes inhibidos en pacientes LCD y no en LCL
0 1 0 20 Genes sobre-expresados en pacientes LCD y no en controles
0 -1 0 103 Genes inhibidos en pacientes LCD y no en controles
1 0 0 26 Genes sobre-expresados en pacientes LCL y no en controles
-1 0 0 14 Genes inhibidos en pacientes LCL y no en controles
0 1 1 13 Genes sobre-expresados en pacientes LCD y no en controles ni en pacientes
LCL
0 -1 -1 123 Genes inhibidos en pacientes LCD y no en controles y no en pacientes LCL
-1 [1] 1 3 Genes inhibidos en pacientes LCL y no en controles y sobre-expresados en
LCD y no en pacientes LCL.
1 0 -1 82 Genes sobre-expresados en pacientes LCL y no en controles e inhibidos en
pacientes LCD y no en pacientes LCL.
1 1 0 3 Genes genuinamente sobre-expresados en pacientes LCL y LCD y no en
controles
-1 -1 0 98 Genes genuinamente inhibidos en pacientes LCL y LCD y no en controles
-1 -1 10 Genes inhibidos en pacientes LCL y LCD y no en controles y aun mas inhibidos
en pacientes LCD que en pacientes LCL
1 -1 -1 17 Genes sobre-expresados en pacientes LCL y no en controles, pero inhibidos en
pacientes LCD ya sea comparandolos con controles o con pacientes LCL

Cuadro 5.7: Lista de estados con el nimero de genes diferencialmente expresados en

células sin estimulo (basal) para los contrastes analizados.
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Contrastel(:ontrastl Contraste o
Descripciéon
LCL;SL e LCDV_SLPG LCD\’TSLPG N;;:éie O=ausente, 1=sobre-expresado, -1=inhibido.
Ctrl_LPG | Ctrl_LPG| LCL_LPG
(LPG=Lipofosfoglicano)
0 0 1 19 Genes gue estimulando con LPG se sobre-expresan en pacientes LCD y no el
LCL
0 . 4 101 Genes gue estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCD y no en LCL
0 0 23 Genes que estimulando con LPG se sobre-expresan en pacientes LCD y no en
controles
0 -1 111 Genes que estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCD y no en controles
1 0 0 Genes que estimulando con LPG se sobre-expresan en pacientes LCL y no en
24 controles
-1 0 0 Genes que estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCL y no en
13 controles
0 1 1 12 Genes que estimulando con LPG se sobre-expresan en pacientes LCD y no en
controles y no en pacientes LCL
0 -1 -1 152 Genes gue estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCD y no en controles
y no en pacientes LCL
-1 0 1 5 Genes que estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCL y no en controles
y se sobre-expresan en LCD y no en pacientes LCL.
1 0 -1 69 Genes que estimulando con LPG se sobre-expresan en pacientes LCL y no en
controles y se inhiben en pacientes LCD
-1 0 -1 1 Genes que estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCL y no en controles
y se inhiben aun mas en pacientes LCD que en LCL
1 1 0 B Genes que estimulando con LPG se sobre-expresan en pacientes LCLy LCD y
no en controles.
-1 -1 0 96 Genes que estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCL y LCD y no en
controles.
-1 -1 -1 16 Genes que estimulando con LPG se inhiben en pacientes LCL y LCD y no en
controles y se inhiben aun mas en pacientes LCD que en pacientes LCL.
1 -1 -1 21 Genes que estimulando con LPG se sobre-expresan en pacientes LCL y no en
controles, pero se inhiben en pacientes LCD ya sea comparandolos con
controles o con pacientes LCL.

Cuadro 5.8: Lista de estados con el nimero de genes diferencialmente expresados en

células estimuladas con LPG de Leishmania mexicana para los contrastes analizados.
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Basado en los datos obtenidos de las listas de estados (Cuadros 5.7 y 5.6) se decidi6 que el

andlisis continuaria solo para aquellos estados de mayor interés biolégico y/o con el mayor

nimero de genes (Cuadro 5.9), tanto para genes en estado basal como para los estimulados

con LPG, es decir, genes inhibidos en pacientes con LCD pero no en pacientes con LCL (0 0

-1), genes inhibidos en pacientes con LCD pero no en controles (0 -1 0), genes inhibidos en

pacientes con LCD pero no en pacientes con LCL ni en controles (0 -1 -1), genes inhibidos

en ambos grupos de pacientes -1 -1 0), genes sobreexpresados en pacientes con LCL y no

en controles y a su vez inhibidos en pacientes con LCD (1 0 -1) y genes sobreexpresados

en pacientes con LCL pero inhibidos en pacientes con LCD (1 -1 -1).

Contraste Contraste Contraste
LCL LCD LCD Condicién Condicion Descripcién
Vs vs vs Basal_estado | Estim_estado
Ctrl Ctrl LCL No. genes No. genes NOTA: Los nimeros pueden ser O=ausente, 1=sobre-
expresado o -1=inhibido
0 0 -1 88 101 Genes inhibidos en pacientes LCD y no en LCL.
0 -1 0 103 111 Genes inhibidos en pacientes LCD y no en controles.
Genes inhibidos en pacientes LCD y no en controles y no
0 -1 -1 123 152 en pacientes LCL
Genes inhibidos en ambos grupos de pacientes.
-1 -1 0 98 96
Genes sobre expresados en LCL e inhibidos en LCD.
1 0 -1 82 69
1 -1 -1 17 21 Genes sobre expresados en LCL e inhibidos en LCD.

Cuadro 5.9: Tablas con los estados seleccionados para analizar los genes diferencial-

mente expresados en células basal y estimuladas.
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- Analisis de enriquecimiento

Las 12 listas de los estados seleccionados se generaron en tablas de excell y contenian la
informacion del transcription cluster id, el simbolo de la proteina y el log, Fold Change
que presentaba el gen. Adicionalmente, utilizando el transcription cluster ID se hizo un
andlisis de enriquecimiento en DAVID para cada lista utilizando como fondo el microarre-
glo Affymetrix exon gene ID y obteniendo los datos que se describen en la metodologia.
Adicionalmente se obtuvo el score de enriquecimiento que une los resultados obtenidos de
varias bases de datos y a cada grupo que se asocia se le da una puntuacion (la mas alta y
la mejor), el nombre de la categoria para cada grupo, el estadistico de Benjamini (correc-
cién para multiples comparaciones, cuanto més bajos mejor), y Bonferrioni, el p-value y
el estadistico kappa (mide la similitud en grados de relacion de una base de datos de una
lista con respecto a otra, su valor va de 0 a 1). La figura 5.16 muestra un ejemplo de los

resultados obtenidos.
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v ‘! DAVID Bioinformatics Resources 6.7
‘IL S (#]7] National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), NIH
*** Announcing the new DAVID Web Service which allows access to DAVID from various programming languages. More info... ***
Functional Annotation Clustering

Heilp and Manual
Current Gene List: Basal_0_0_-1
Current Background: Homo saplens
87 DAVID IDs
@ Options Classification Stringency | Medum ¢
Rerun using options Creare Sublist
54 Cluster(s) B3 nioa 4 e
1 E——rT) o Count | P_Valus | Banjamini
O GOTERM_BP_FAT Inflammatory respanse AT  omm i1 2766 1.4E-3
L GOTERM_BP_FAT 2 defense response RT — 14 4.8E-6 1.7E-3
C GOTERM_BP_FAT response to wounding BT — 12 3.4E-5 9.2E-3
Annotation Cluster 2 Enrchmant Score: 2.43 [ Count | P_Valus A Benjamini

e e Functional Related Terms
B Options

GOTERM_BP_F2
L - Rerun using options

L AOTEHS BE_ Pl 2303 term(s) were searched. 38 term(s) passed the filter.
q GOTERM_BP_F# Similarity Score: '. Very High (0.75-1) | High (0.5-0.75) Moderate (0.25-0.5) Low (<0.

| KEGG _PATHWA
1 GOTERM_BP_FAT inflammatory responce
2 GOTERM_BP_FAT reLpon ndin
3 GOTERM_BP_FAT defense response
4 GOTERM_BP_FAT Hylar | ipn b i 0.50
5 GOTERM_BP_FAT cellular calcium ion homeostasis .50

Figura 5.16: Ejemplo de los resutados obtenidos en el analisis de enriquecimiento
utilizando DAVID. 1. Puntuacién de enriquecimiento, en listado del mayor al menor. 2. Nombres
de las categorias de los genes que se asocian. 3. p-value. 4. Estadisticos de Benjamini. 5. Estadistico

kappa.
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Los resultados para el estado 0 0 -1 (Cuadro 5.10) para ambas condiciones (basal y esti-
mulado con LPG) mostraron que las principales vias inhibidas son las que incluyen genes
que estdn relacionados con la inflamacion, respuesta inmune y al dafio. Adicionalmente, en
el caso de la condicién donde se estimula con LPG, la regulacién de la produccion de ci-
tocinas esta inhibida. Es importante tomar en cuenta que los genes incluidos en este estado
son aquellos que estdn inhibidos en pacientes LCD y no en LCL, lo que podria indicar que
hay genes de la respuesta inmune en pacientes con LCD inhibidos desde el estado basal y

contindan asi ante el estimulo con LPG.

ESTADISTICOS
No. de
Vias enriquecidas genes p-value Bonferroni Benjamini
Estado
001
BASAL inflammatory response 11 2.67E-06 0.0029 0.0014
Enrichment
Score: 5.12 defense response 14 4 82E-06 0.0052 0.0017
response to wounding 12 3.40E-05 0.0361 0.0092
ESTIMULADO inflammatory response 13 3.65E-07 0.0005 0.0005
Enrichment
Score: 5.2 defense response 17 4.09E-07 0.0006 0.0003
response to wounding 14 1.09E-05 0.0158 0.0053
regulation of cytokine
production 7 6.54E-04 0.6159 0.0833

Cuadro 5.10: Resultados del analisis de enriquecimiento para el estado 0 0 -1 en células

NK en estado basal y estimuladas con LPG.

Con respecto a los genes analizados para el estado 0 -1 0, donde aquellos genes inhibidos
se encontraban en pacientes con LCD comparados con los controles, las vias enriquecidas

para las células en estado basal fueron las de genes que no estaban involucrados en una
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respuesta inmune sino en proyecciones celulares (Cuadro 5.11). Por otro lado, cuando se
observaron los resultados de los genes para la condicion estimulada con LPG se observo el
mismo fendmeno que en el estado 0 0 -1, ya que, genes relacionados con la inflamacion se

encuentran inhibidos en este estado.

ESTADISTICOS
No. de
Vias enriquecidas genes p-value Bonferroni Benjamini

Estado
0_-10

BASAL cell leading edge 6 0.00121 0.1518 0.1518
Enrichment

Score: 2.13 ruffle 4 0.006844 0.6070 03731

cell projection 10 0.018795 0.9243 0.2757

cell projection 5 0.019095 0.9780 0.3173

ESTIMULADO response to wounding 12 6.27E-04 0.5508 0.1080
Enrichment

Score: 2.73 defense response 12 0.002083 0.9301 0.1449

inflammatory response 8 0.005214 0.9987 0.2120

Cuadro 5.11: Resultados del analisis de enriquecimiento para el estado 0 -1 0 en células

NK en estado basal y estimuladas con LPG.

Para el estado donde existian genes inhibidos en los pacientes con LCD comparados con
controles o con pacientes con LCL (0 -1 -1), el analisis de enriquecimiento para el estado
basal mostré que las vias que contienen genes inhibidos involucraban mds bien genes cons-
titutivos de la célula. El andlisis de las células estimuladas con LPG mostr6 que los genes
involucrados son aquellos que participan en vias de sefializacion durante la inflamacion,
respuesta a dafio y respuesta inmune. Algo que destacaba en este andlisis era el score de

enriquecimiento tan alto (11.4) y el nimero de genes involucrados iba de entre 10 a 32
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(Cuadro 5.12).

ESTADISTICOS
No. de
Vias enriquecidas genes p-value Bonferroni Benjamini
Estado
0-1-1

BASAL signal 46 8.82E-08 1.89E-05 9.44E-06

Enrichment

Score: 5.11 signal peptide 46 1.07E-07 4.57E-05 4,57E-05
plasma membrane 53 3.77E-07 5.47E-05 5.47E-05
glycosylation site:N-linked 52 3.88E-07 1.66E-04 8.31E-05
disulfide bond 41 9.07E-07 1.94E-04 6.47E-05
disulfide bond 40 1.17E-06 5.00E-04 1.67E-04
glycoprotein 52 1.33E-06 2.84E-04 7.09E-05
membrane 65 3.96E-06 8.48E-04 1.41E-04
topological domain:Cytoplasmic 42 1.55E-05 6.59E-03 1.65E-03
topological domain:Extracellular 35 6.27E-05 2.65E-02 5.35E-03
transmembrane region 51 1.54E-04 6.40E-02 1.10€-02
transmembrane 51 1.82E-04 3.82E-02 4.85E-03
integral to membrane 58 2.85E-04 4.05E-02 5.89E-03
intrinsic to membrane 59 3.97E-04 5.59E-02 7.17E-03
receptor 22 9.36E-04 1.82E-01 1.80E-02

ESTIMULADO defense response 32 1.22E-15 1.77E-12 8.84E-13

Enrichment

Score: 11.4 inflammatory response 22 8.43E-13 1.22E-09 4.07E-10
response to wounding 25 3.32E-11 4_80E-08 1.20E-08
inflammatory response 10 7.65E-09 1.90E-06 1.90E-06

Cuadro 5.12: Resultados del analisis de enriquecimiento para el estado 0 -1 -1 en

células NK en estado basal y estimuladas con LPG.

En el caso del estado -1 -1 0, es decir, genes inhibidos en ambos grupos de pacientes
con respecto a los controles, las vias involucradas en el andlisis de enriquecimiento se
asociaban con la sefializacion de péptidos, glicoproteinas, glicolsilacion, etc. (Cuadro 5.13).

A diferencia de comparaciones anteriores, no existian genes involucrados directamente con
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la respuesta inmune. Seria interesante revisar si algin o algunos de los genes involucrados

llevan a la produccion de proteinas importantes para la activacion de la célula NK.

ESTADISTICOS
No. de

Vias enriquecidas genes p-value Bonferroni Benjamini

Estado
-1-10

BASAL signal 40 2.17E-08 4.660E-06 4.660E-06
Enrichment

Score: 6.16 signal peptide 40 2.59E-08 1.360E-05 1.360E-05

disulfide bond 34 1.90E-06 4.080E-04 2.040E-04

glycoprotein 43 1.96E-06 4,220E-04 1.410€-04

glycosylation site:N-linked 41 5.44E-06 2.856E-03 1.429E-03

disulfide bond 32 8.83E-06 4.633E-03 1.547E-03

ESTIMULADO signal 41 2.86E-09 5.800E-07 5.800E-07
Enrichment

Score: 5.43 signal peptide 41 3.45E-09 1.490E-06 1.490E-06

disulfide bond 37 2.80E-08 5.690E-06 2.840E-06

disulfide bond 36 4.62E-08 1.990E-05 9.970E-06

glycoprotein 43 9.85E-07 2.000E-04 6.660E-05

glycosylation site:N-linked 40 7.96E-06 3.434E-03 1.146E-03

extracellular region part 16 6.95E-04 1.002E-01 5.144E-02

Secreted 19 0.001092 1.989E-01 1.996E-02

extracellular region 24 0.001862 2.466E-01 6.836E-02

extracellular space 12 0.003132 3.793E-01 7.640E-02

Cuadro 5.13: Resultados del analisis de enriquecimiento para el estado -1 -1 0 en

células NK en estado basal y estimuladas con LPG.

El anélisis del estado 1 O -1 en condiciones basales mostré que 15 genes de la respuesta
inmune tenia un score de los més altos para los andlisis que se hicieron (6.47). Mientras
que para la condicién estimulada con LPG, el score fue mucho mads bajo (2.45) y el cluster

incluia una gran cantidad de genes, entre los que estaban genes relacionados con la la
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respuesta inmune, puentes disulfuro, receptores, proteina G, etc. (Cuadro 5.14 y 5.15)

ESTADISTICOS
No. de

Vias enriquecidas genes p-value Bonferroni Benjamini
Estado
101

BASAL disulfide bond 34 8.45E-13 2.036E-10 2.036E-10
Enrichment

Score: 6.47 disulfide bond 34 2.00E-12 3,194E-10 3.194E-10

defense response 15 3.78E-08 2.882E-05 7.205E-06

immune response 15 1.58E-07 1.202E-04 2.404E-05

signal 28 5.18E-07 8.290E-05 2.763E-05

signal peptide 28 5.90E-07 1.422E-04 7.113E-05

Secreted 20 6.23E-07 9.973E-05 2.493E-05

glycoprotein 29 4,24E-05 6.757E-03 9.682E-04

extracellular region 20 1.10€E-04 8.792E-03 8.792E-03

glycosylation site:N-linked 27 1.81E-04 4.264E-02 7.237E-03

extracellular region part 11 3.54E-03 2.468E-01 5.510€E-02

Cuadro 5.14: Resultados del analisis de enriquecimiento para el estado 1 0 -1 en células

NK en estado basal.
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ESTADISTICOS
No. de
Vias enriquecidas genes p-value Bonferroni | Benjamini
ESTIMULADO disulfide bond 24 1.30E-07 2.463E-05 2.463E-05
Enrichment
Score: 2.45 disulfide bond 24 2.29E-07 2.927E-05 2.927E-05
behavior 11 4.50E-07 1.940E-04 1.940E-04
chemotaxis 7 5.03E-06 2.166E-03 1.083E-03
taxis 7 5.03E-06 2.166E-03 1.083E-03
locomotory behavior 8 9.55E-06 4.107e-03 1.371E-03
Secreted 16 1.56E-05 1.998E-03 9.993E-04
extracellular region 17 2.68E-05 1.257€E-03 1.257E-03
chemotaxis 5 3.65E-05 4.659E-03 1.555E-03
defense response 9 2.54E-04 1.037-01 2.165E-02
signal 20 2.94E-04 3.697E-02 9.373E-03
signal peptide 20 3.20E-04 5.870E-02 2.979E-02
purinoceptor 3 0.001664 1.879E-01 6.702E-02
cell motion 7 0.001928 5.647E-01 1.120E-01
inflammatory response 6 0.002032 5.838E-01 1.038E-01
nucleotide receptor activity, G-
protein coupled 3 0.002292 0.2032 0.2032
purinergic nucleotide receptor
activity 3 0.002292 0.2032 0.2032
cell membrane 14 0.003258 0.3415 0.0579
response to wounding 7 0.003335 0.7631 0.1341
purinergic nucleotide receptor
activity 3 0.003519 0.2946 0.1601
nucleotide receptor activity 3 0.003519 0.2946 0.1601
GPCR, rhodopsin-like 8 0.003552 0.35%0 0.0851
glycoprotein 21 0.003963 0.3985 0.0616
glycosylation site:N-linked 20 0.006087 0.6846 0.2506
Belongs to the G-protein
coupled receptor 1 family. 7 0.012332 0.9323 0.5924
integral to plasma membrane 9 0.013176 0.4639 0.2678
GPCR, rhodopsin-like
superfamily 7 0.01424 0.8335 0.2259
intrinsic to plasma membrane 9 0.014962 0.5076 0.2104
g-protein coupled receptor 7 0.018576 0.9093 0.1813
receptor 10 0.019539 0.9200 0.1766
Neuroactive ligand-receptor
interaction 4 0.024774 0.3945 0.2219
transducer 7 0.025072 0.9612 0.2072
plasma membrane 17 0.03115 0.7740 0.3105
peptide receptor activity 3 0.031939 0.9598 0.5522
peptide receptor activity, G-
protein coupled 3 0.031939 0.9598 0.5522
G protein-coupled receptor 3 0.036601 0.9915 0.2448
topological domain:Extracellular 13 0.044437 0.9998 0.6588
cell surface receptor linked
signal transduction 10 0.067528 1.0000 0.8479
peptide binding 3 0.088906 0.9999 0.5361
G-protein coupled receptor
protein signaling pathway 7 0.090993 1.0000 0.9110
topological domain:Cytoplasmic 13 0.159677 1.0000 0.9741
G0:0044459~plasma membrane
part 9 0.246552 1.0000 0.8505
GO:0016021~integral to
membrane 16 0.496659 1.0000 0.9823
intrinsic to membrane 16 0.567188 1.0000 0.9874
membrane 17 0.584386 1.0000 0.9888
transmembrane region 13 0.660692 1.0000 1.0000
transmembrane 13 0.670029 1.0000 0.9957

Cuadro 5.15: Resultados del analisis de enriquecimiento para el estado 1 0 -1 en células

NK estimuladas con LPG.
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De todos los andlisis de enriquecimiento que se hicieron, el estado 1 -1 -1 es el que contenia
el menor nimero de genes. Sin embargo, se consider6 importante analizarlo para conocer
como estaban agrupados los genes sobreexpresados en pacientes LCL pero inhibidos en
pacientes con LCD (Cuadro 5.16). El resultado mostré que independientemente de la con-
dicion (basal o estimulado), el anélisis de enriquecimiento estaba representado por genes
relacionados con diferentes aspectos de la respuesta inmune tales como la inflamacion,

actividad de citocinas y de receptores de citocinas.
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ESTADISTICOS
No. de
Vias enriquecidas genes p-value Bonferroni Benjamini
Estado
1.-1 -1

BASAL response to wounding 8 6.67E-07 2.71E-04 2.71E-04

Enrichment

Score: 3 inflammatory response 7 7.65E-07 3.11E-04 1.55E-04
inflammation 4 1.07E-06 8.27E-05 8.27E-05
defense response 7 3.03E-05 0.0122 0.0041
inflammatory response 4 3.33E-05 0.0026 0.0013
cytokine 4 4.19e-04 0.0318 0.0107
cytokine activity 4 0.001075 0.0844 0.0844
chemotaxis 3 0.001603 0.1162 0.0304
immune response 5 0.005833 0.9070 0.3781
extracellular region part 5 0.006801 0.2793 0.2793
regulation of cell proliferation 5 0.009263 0.9771 0.4673
Secreted 6 0.009953 0.5371 0.1428
extracellular space 4 0.018299 0.5879 0.3581
Cytokine-cytokine receptor
interaction 3 0.034567 0.4875 0.4875
extracellular region 5 0.080157 0.9819 0.7373
signal 6 0.118575 0.9999 0.7505
signal peptide 6 0.121095 0.9998 0.9859

ESTIMULADO inflammatory response 6 3.79E-05 0.0129 0.0129

Enrichment

Score: 2.41 response to wounding 6 3.79E-04 0.1215 0.0627
defense response 6 7.49E-04 0.2261 0.0819
inflammatory response 3 0.002322 0.1697 0.1697
signal 5 0.36228 1.0000 09817
signal peptide 5 0.367055 1.0000 0.9964

Cuadro 5.16: Resultados del analisis de enriquecimiento para el estado 1 -1 -1 en

células NK en estado basal y estimuladas con LPG.
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- Correlacion de los datos de microarreglos con la literatura

Con todos los datos obtenidos en el andlisis de enriquecimiento, se observé que muchos
de los genes de la respuesta inmune en pacientes con LCD se encontraban inhibidos. Con
estos resultados y basados en los antecedentes que se tenian para realizar este trabajo, se
buscoé si genes de las vias de sefializacion de TLRs, JAK/STAT y citocinas se encontraban

inhibidos o sobreexpresados en las células NK de ambos grupos de pacientes (Figura 5.17).
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Figura 5.17: Antecedentes de la participacion de la vias de senalizacion de TLRs y

JAK/STAT en la leishmaniasis. (Pie de figura en la siguiente pagina)
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1) TLR-2 de células NK reconoce el LPG de L. major. (Becker, et al., 2003). 2) MyD88 es esencial para el
reconocimiento del LPG de L. major ( de Veer, et al., 2003). 3) Hay un aumento en la expresién de proteinas
de la via de TLRs en células NK estimuladas con LPG de L. major (Datos no publicados). 4) Aumento en la
translocacion de NF-kB en células NK estimuladas con LPG de L. major (Becker, et al., 2003). 5) Aumento
en la translocacién de NF-xB en células dendriticas estimuladas con LPG de L. mexicana (Argueta, et al.,
2008). 6) Secrecion de TNF-o e IFN-7y en células NK de sujetos sanos estimuladas con LPG de L. major
(Becker, et al., 2003). 7) Secrecion de IL-12 por células dendriticas de sujetos sanos estimuladas con LPG de
L. mexicana (Argueta, et al., 2008). 8) Aumento de IL-1 en monocitos, sueros y lesiones de pacientes con
leishmaniasis cutdnea localizada y difusa. (Fernandez, et al., 2012). 9) Aumento de TLR-2 en células NK de
pacientes con LCL (33 %) y LCD (6 %) estimuladas con LPG de L. major y aumento en la secrecién de TNF-
a (100 %) e IFN-y (212 %) en pacientes con LCL y una inhibicién del 21 % y 52 % respectivamente en células
de pacientes con LCD (Datos no publicados). 10) Ratones C57BL/6 STAT-1"/~ infectados con Leishmania
major generan lesiones mds grandes con mayor nimero de pardsitos (Rosas, et al., 2003). 11) Aumento en la
expresion del gen SOCS-3 y disminucién de la fosforilacién de STAT-1 en macréfagos humanos infectados
con L. donovani (Bertholet et al., 2003). 12) L. donovani atenda la fosforilacién que se induce por IFN-y en

monocitos humanos y U-973 (Shadab y Nahib, 2011).
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De acuerdo a los antecedentes anteriores, se buscaron en las listas de genes diferencial-
mente expresados, aquellos que estaban involucrados en las vias antes mencionadas para
observar si se encontraban inhibidos o sobreexpresados, y analizar si esto se correlacionaba
con el cuadro clinico o bien, con la respuesta inmune que presenta cada grupo de pacien-
tes. Esta comparacion se hizo para la lista de genes en condiciones basales (Cuadro 5.17
y Figura 5.18) o estimuladas con LPG de Leishmania mexicana 20 g/mL durante 6 horas

(Cuadro 5.17 y Figura 5.19).

El andlisis de los genes especificos que codifican para proteinas de la via de los TLRs en
células NK en condiciones basales revelo que el receptor TLR-2 en pacientes con LCD
estaba inhibido en comparacion con los pacientes con LCL. Por otro lado, el receptor TLR-
2 estaba sobreexpresado en pacientes con LCD al compararlo con los controles. Al analizar
los genes que codifican para proteinas intracelulares involucradas en la activacion de la
via de TLRs, encontramos que el gen para la proteina IRAK-3 se encontraba inhibido en
pacientes con LCD al compararlo con los pacientes con LCL (-14.42) y en menor grado al
compararlo con los controles (-5.06). En contraste IRAK-3 se encontraba sobreexpresado
en pacientes con LCL ( 2.82). Otros genes que se encontraron inhibidos en pacientes con
LCD, con respecto a pacientes con LCL, fueron IxkBa (necesario para la activacion de la
via de sefializacion a través de TLRs y de la translocacion nuclear de NF-kB) y NF-kB2

(NF-kB-p52).
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Contrastes Contrastes
BASAL ESTIMULADO
LCL_ BvsC_B LCD_BvsC_B LCD_Bvs LCL_B LCL_LPG vs C_LPG LCD_LPGvsC_LPG LCD_LPGvsLCL_LPG
LFCh (real) LFCh (real) LFCh (real) LFCh (real) LFCh (real) LFCh (real)
Via
TLRs Simbolo

Localizacién

Membranal TLR-2 1.04 (2.05) -1.86 (-3.63) -1.47 (-2.77)

Intracelular IRAK-2 -1(-2) -1.72 (-3.3)
IRAK-3 1.5 (2.82) -2.34 (-5.06) -3.85 (-14.42) 1.68 (3.2) -2.29 (-4.9) -3.98 (-15.78)
IkB-ct 1(2) -2.22 (-4.65) -1.79 (-3.45) -1.97 (3.91)
IkB-z -1.12(-2.17) -1.22(-2.32) -1.92 (-3.78)

Nuclear NF-kB1 -1.25 (-2.37)
NF-kB2 -1.26 (-2.4) -1.57 (-2.96) -1.77 (-3.41)

JAK/STAT

Membranal IFN-yR2 -1.33 (-2.51) -1.62 (-3.07) -1.53 (-2.88) -1.85 (-3.6)
IL-12Rp-2 -1.1 (-2.14) -1.24 (-2.36) -1.16 (-2.23) -1.31 (-2.15)

Intracelular/

nuclear STAT-1 -1.27 (-2.41) -1.47 (-2.77) -1.11 (-2.15)
STAT-5A -1(-2)

Produccién
de citocinas

Secretadas
TNF-a 1.13 (2.18) -1.19 (-2.28) 1.71(3.27) -1.97 (-3.91)
TNFAIP6 3.25(9.51) -2.32(-4.99) -5.76 (-54.2) 1.9 (3.73) -3.98 (-15.78) -5.89 (-59.3)
IFN-y 1.44(2.71) 1.12 (2.17)

Cuadro 5.17: Genes diferencialmente expresados en células NK en estado basal y es-
timuladas con LPG de Leishmania mexicana para las vias de TLRs, JAK/STAT y
produccion de citocinas. LFCh= Log, Fold Change, el niimero entre paréntesis a lado del valor de
LFCh es el valor real de inhibicion o sobreexpresion del gen. Los niimeros escritos en color rojo son valores
de los genes que se sobreexpresaron y en color verde los que se inhibieron. C= sujetos sanos (control), LCL=
pacientes con LCL, LCD= pacientes con LCD. B= células NK sin estimulo, LPG= células NK estimuladas
con LPG.
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Figura 5.18: Genes diferencialmente expresados en células NK no estimuladas de con-
troles, pacientes con LCL y LCD. Los valores que se presentan de Log Fold Change estén en

log base 2.
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Algunos de los genes que codifican para proteinas de la via JAK/STAT en células NK en
condiciones basales estaban inhibidos en pacientes con LCD, particularmente los genes
para los receptores de IFN-yR2 e IL-12Rf32 que presentaron una inhibicién de -3.07 y -
2.36, respectivamente, al compararlos con los pacientes con LCL. Al compararlos con los
controles sanos encontramos una inhibicion de -2.52 y -2.14, respectivamente. El gen que
codifica para la proteina STAT-1 (involucrada en una respuesta tipo Thl) también estaba
inhibido en pacientes con LCD al compararlo con pacientes con LCL. Asi mismo el gen

para STATS5A se encontraba inhibido en estos pacientes.

Por otro lado, se observo que el gen que codifica para TNF-a se encontraba inhibido en
los pacientes con LCD y sobreexpresado en los pacientes con LCL. El gen para IFN-y se
encontrd sobreexpresado en ambos grupos de pacientes, aunque esta sobreexpresion fue
mayor en los pacientes con LCL. El gen TNFAIP6 fue el que mostré el Log; Fold Change
mads alto en este andlisis, mostrando que estaba inhibido en los pacientes con LCD -54.2
veces al compararlo con los pacientes con LCL y -4.99 veces al compararlo con la expresion
en controles. En contraste con los pacientes con LCD este gen estaba sobreexpresado en

pacientes con LCL 9.5 veces cuando se compar6 con controles.

El andlisis también se realiz6 en células estimuladas con LPG de Leishmania mexicana
(20ug/mL) durante 6 hr. El estimulo con LPG redujo la magnitud de la inhibicién del gen
que codifica para TLR-2 en células NK de pacientes con LCD de -3.63 a -2.77 al com-
pararlo con pacientes con LCL. En contraste, el estimulo con LPG aumenté atn mas el
grado de inhibicién de IRAK-3 en los pacientes con LCD (de -14.41 a -15.78) cuando se
comparé con el grupo de LCL y no se modificé el grado de inhibicién del gen al hacer la
comparacion con los controles. En pacientes con LCL el estimulo aument6 la sobreexpre-

sion de IRAK-3 al compararlo con controles. El estimulo con LPG mostr6 una inhibicion
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en la expresion del gen que codifica para IRAK-2 en los pacientes con LCD al compararla
con los pacientes con LCL y con los controles (-3.3 y -2, respectivamente). Otro gen cuyo
grado de inhibicion permaneci6 igual a pesar del estimulo con LPG fue el gen codifica
para IkBa en pacientes con LCD con respecto a pacientes con LCL. Este mismo gen se
encontrd inhibido en pacientes con LCD al compararlo con controles. Adicionalmente, en
pacientes con LCD la inhibicion del gen para NF-kB2 (NF-kB-p52) aumento cuando se
compar6 con el grupo de LCL (de -2.4 a -3.41) y asi mismo, se encontrd inhibido cuando se
comparé con controles (-2.96). Un gen que se inhibi6 con el estimulo de LPG en pacientes

con LCD fue NF-kB1(NF-kB-p50) al compararlo con los pacientes con LCL.

Adicionalmente, se observo que los genes que codifican para los receptores IFN-yR2 e IL-
12R3-2 continuaron inhibidos en pacientes LCD al compararlos con pacientes con LCL y
con controles. El grado de inhibicion del gen IFN-YR2 aumentd ligeramente con el estimu-
lo. El grado de inhibicién del gen STAT-1 no se modifico con el estimulo en pacientes con
LCD al compararlo con los pacientes con LCL. El estimulo también mostré inhibicién de

este gen en pacientes con LCD al comparar con los controles.

El andlisis del gen que codifica para TNF-o¢ mostrd que el estimulo increment6 la inhi-
bicién 1.6 veces en los pacientes con LCD al compararlo con pacientes LCL y se sobre-
expresé 3.27 veces cuando se compard con los controles. Por otro lado, el gen TNFAIP6
aumento su inhibicién con el estimulo en los pacientes LCD cuando se compar6 con los
pacientes con LCL y al compararlo con los controles la inhibicién del gen aumenté 10
veces. Este mismo gen continio sobreexpresado en los pacientes con LCL, aunque esta

sobreexpresion disminuyé de 9.51 a 3.27.
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Figura 5.19: Genes diferencialmente expresados en células NK estimuladas con LPG
de Leishmania mexicana 20ug/mL durante 6 hr de pacientes con LCL y LCD. Los

valores que se presentan de log Fold Change estan en log base 2.
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En resumen:

1. Los genes que codifican para TLR-2, IRAK-3, IxkB-o y NF-xB2 se encontraban in-
hibidos en los pacientes con LCD en las células NK en estado basal y estimuladas
con LPG cuando se comparaban con los pacientes con LCL. Y con el estimulo, los
genes: IRAK-2 y NF-xB1 se inhibieron al hacer esta misma comparacion. Estos mis-
mos genes (excepto NF-kB1) se encontraban inhibidos en células NK estimuladas

con LPG de pacientes con LCD al compararlos con los controles.

2. Algunos genes (IFN-yR2, IL-12R3-2 y STAT-1) que codifican para proteinas involu-
cradas en la activacion de la via JAK/STAT se encontraban inhibidos en células NK
de pacientes con LCD en estado basal y estimuladas con LPG, al compararlos con

los pacientes con LCL y con los controles.

3. Los genes que codifican para TNF-co, TNFAIP6 e IFN-y se encontraban sobreexpre-
sados en células NK en estado basal de pacientes con LCL, al compararlos con los
controles. En células de pacientes con LCD el gen que codifica para TNF-o se encon-
traba inhibido tanto en estado basal como estimuladas con LPG, al compararlas con
los pacientes con LCL. El gen TNFAIP6 se mantuvo inhibido en ambas condiciones
celulares (basal y estimuladas con LPG) en los pacientes con LCD al, comparar con

los pacientes con LCL y los controles.
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5.4.3. Validacion por PCR en tiempo real

Con los resultados obtenidos con los ensayos de microarreglos se realiz6 una seleccion de
los genes que ayudarian a validar los resultados. Las genes seleccionados fueron: TLR-
2, IRAK-2 y 3, NF-xB1 y 2, IFN-yR2, IL-12Rf32, STAT-1, STAT-5A, IFN-y, TNF-a y
TNFAIP6.

Para cada una de las sondas se corri6 una curva de validacidn para verificar la eficiencia en

la amplificacion y la sensibilidad para cada gen (Figura 5.20).
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Figura 5.20: Ejemplo de una curva de validacion. Se utilizé la misma muestra para todas las
curvas, las cuales se hicieron a concentraciones seriales 1:2 desde 20 ng hasta 0.625 ng. El valor ideal de
la pendiente debe ser de 3.32 +/- 10% para verificar la eficiencia del sistema (primers y sonda). El indice
de correlacién ideal es R?=0.99 para verificar la precision del sistema (reproducibilidad). Los Ct deben estar
entre 20 a 30 ciclos. La eficiencia de la amplificacidn ideal debe ser mayor al 90 %. En caso de obtener
eficiencias menores al 90 % existe la posibilidad de emplear la formula: 1+E~ A A €t donde E es el valor de

la eficiencia que se obtiene cuando se hace la validacion.
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No todas las sondas tuvieron una amplificacion mayor al 90 % (Cuadro 5.18), posterior-

mente se ajustardn con la férmula: 1+E~AA®.

Sonda Eficiencia R? Pendiente Ct
%

TLR-2 81 0.997 -3.7 23.5-29.4
IRAK-2 82 0.995 -3.8 24.4-30
IRAK-3 91.5 0.999 -3-5 24.7-30
NF-xB1 85 0.999 -3-7 24-29.5
NF-kB2 91.6 0.999 -3.5 23.6-28.9
IFN-yR2 80 0.997 -3.9 23.3-29.3
IL-12RpB2 81.3 0.950 -3.8 28-33.7
STAT-1 84 0.999 -3.7 21.7-27.4
STAT-5A 82 0.998 -3.8 25-31
IFN-y 80 0.998 -3.9 27-33
TNF-o. 81.2 0.998 -3.8 25.6-31.5
TNFIP6 82 0.999 -3.8 22.2-28
GAPDH 92.5 0.998 -3.5 21-26

Cuadro 5.18: Datos de las curvas de amplificacion para analizar eficiencia del sistema

(sondas y primers) y reproducibilidad.

Se finaliz6 todo el trabajo de validaciéon de las sondas. En un paso posterior se conti-

nuaré con el andlisis de PCR en tiempo real con muestras de pacientes y controles.

151



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

5.5. Protedomica

Para el anélisis de proteinas en suero se juntaron los sueros de 5 individuos por cada grupo

de estudio (excepto en las pacientes LCD), los grupos fueron:

1. Mezcla de 5 sueros de mujeres control
2. Mezcla de 5 sueros de hombres control
3. Mezcla de 5 sueros de mujeres con LCL
4. Mezcla de 2 sueros de mujeres con LCD
5. Mezcla de 5 sueros de hombres con LCL

6. Mezcla de 5 sueros de hombres con LCD

5.5.1. Geles 2D

Los geles bidimensionales se tifieron con azul de coomassie, se escanearon y se obtuvieron
las imdgenes digitales de los 6 grupos de estudio, las cuales se analizaron para conocer

aquellas proteinas diferencialmente expresadas entre cada grupo (Figura 5.21).
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a1 spoar 8 armsstions: 1

Figura 5.21: Imagen de un gel bidimensional analizado en el programa Image master.

Las proteinas con la linea azil son identificadas de acuerdo a bases de datos de swissport.
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5.5.2. Identificacion de proteinas

De las manchas de proteina se obtuvieron 21 spots (Figura 5.22) y se analizaron por espec-

tometria de masas.
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Figura 5.22: Gel bidimensional de muestras de suero tefiido con azul de coomassie. Los

circulos rojos corresponden a los spots que se cortaron y analizaron por espectrometria de masas.

De los 21 spots analizados se lograron identificar 15 proteinas (Cuadro 5.19) con un ProtS-

core de 2.0 (99 %) que correspondieron a 7 proteinas distintas. Cada uno de los spots estaba
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localizado en diferente peso molecular y punto isoeléctrico. Aquellas proteinas identifica-
das como la misma proteina pero localizada en diferente spot podria corresponder a distin-
tas isoformas de la misma proteina. Para cada identificacién se obtuvieron: el porcentaje
de cobertura de la proteina , el nimero de péptidos identificados y el “unused” (refleja la

confianza de la proteina identificada).

# de spot Proteina % | # péptidos | Unused | Mujeres | Hombres | Mujeres | Mujeres | Hombres | Hombres
identificada Cowv control | control LEL LCD LEL LCD

2 Apolipoproteina 14.82 ] 14 82 0 0 0 3 2 0
Al

5 Haptoglobina 384 9 18.01 1 2 1 3 3 2

& Proteina 4 de BE.7 B 13.9 1 2 2 2 2 1
unidn a retinol

10 Complemento 16.1 & 13.7 1 i) 2 2 1 ]
C4-b

11 Transtiretina 73.15 14 30 2 3 3 2 2 1

12 Haptoglobina 46.6 12 36.31 1 2 3 3 2 3

13 C3 Complemento | 42.2 10 422 2 3 3 3 3 1

14 C3 Complemento | 30.3 21 43.42 1 2 2 0 o o

15 C3 Complemento | 28.4 B 28.15 1 3 2 1 1 ]

16 Apolipoproteina 43.1 7 15.57 2 3 2 2 2 1
Al

17 Apolipoproteina 56.9 12 25.61 1 3 2 2 2 1
A

18 Haptoglobina 21.2 7 14.02 0 2 2 2 2 1

139 Apolipoproteina | 60.7 & 18.01 0 2 3 2 2z 1
A

20 Alpha 1 48.3 5 17.23 0 0 0 2 1 o
antitripsina

21 Alpha 1 36.6 5 13.58 0 1 0 2 1 0
antitripsina

Cuadro 5.19: Identificaciones por espectrometria de masas. 0= Ausente; 1,2,3= intensidad
del spot por proteina entre cada grupo. % Cov= Porcentaje de cobertura de la proteina identificada.

# péptidos= Numero de péptidos identificados con una contribucién de 2 (99 % de confianza).
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Las proteinas identificadas incluyeron:

1. La apolipoproteina Al que fue identificada en 4 de las 15 muestras (spots 2, 16, 17 y
19), que posiblemente reflejan isoformas diferentes de la misma proteina. En el caso
del spot 2, 1a proteina solo se encontré presente en el grupo de mujeres con LCD y en
menor grado en hombres con LCL. La proteina de los spots 16 y 17 se encontr en
todos los grupos, aunque la expresion fue menos evidente en hombres con LCD y
mds intensa en hombres sanos. La proteina del spot 19 se encontré muy expresada
en mujeres con LCL, no se encontré en mujeres control y con muy baja expresion en

hombres con LCD.

2. La haptoglobina fue identificada en 3 spots diferentes (5, 12 y 18). La expresion fue
mads intensa en hombres con LCL y mujeres con LCD, al compararlo con los otros 4

grupos.

3. La proteina 4 de union a retinol se identificé en el spot 6 y su expresion fue menor

en mujeres control y hombres con LCD, al compararlo con los otros 4 grupos.

4. La C4b de complemento se identificé en el spot 10 y su mayor expresion se en-
contr6 en mujeres con LCL y LCD. Encontramos una expresion disminuida en mu-
jeres control y en hombres con LCL. No se encontré expresion de esta proteina en

hombres con LCD y hombres control.

5. La proteina transtiretina en el spot 11 fue la que presenté el mayor porcentaje de
cobertura y el valor de “unused” mads alto. La expresion mds elevada de esta proteina

se encontr6 en mujeres con LCL y hombres control y su expresion disminuy6 en
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mujeres con LCD, en hombres con LCL y mujeres control. La expresion méas baja se

encontrd en hombres con LCD.

. El C3 de complemento fue identificado en 3 spots (13, 14 y 15). Su ubicacién en
el gel revel6 que estaban localizados en un peso molecular parecido con un punto
isoeléctrico diferente (Figura 5.21). La proteina del spot 13 estaba muy expresada en
todos los grupos a excepcion del grupo de mujeres control y la expresion mas baja
se encontrd en hombres con LCD. La expresion de la proteina para el spot 14 solo
se encontrd en los dos grupos de controles y en las mujeres con LCL. La proteina
del spot 15 se encontré en todos los grupos, excepto en los hombres con LCD. En

resumen ninguno de los 3 spots fue encontrado en hombres con LCD.

. La alpha 1 antitripsina fue identificada en los spots 20 y 21. Su mayor expresion se
observo en mujeres con LCD y disminuy6 en hombres con LCL. El spot 21 también

se encontrd identificado en el grupo de hombres control.

157



Capitulo 6

DISCUSION

158



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

Uno de los objetivos del presente estudio fue determinar diversos polimorfismos de un solo
nucledtido en pacientes con leishmaniasis cutanea infectados con L. mexicana. Se evalua-
ron dos grupos de personas (casos y controles) que vivian en la misma regién endémica de
la enfermedad. Este trabajo muestra por primera vez la presencia del SNP IL-18 -511 en
mestizos mexicanos del estado de Tabasco, un estado con alta prevalencia de pacientes con
leishmaniasis cutdnea. Nuestros resultados mostraron que el 90 % de los individuos infecta-
dos con L. mexicana tenian, ya sea un genotipo heterocigoto (CT), o eran homocigotos para
el alelo menor (TT). El 60 % de los individuos tenian el genotipo heterocigético (CT), en
comparacion con un 38 % presente en los controles. Estos datos sugieren que la presencia
de este SNP en un genotipo heterocigoto podria favorecer el desarrollo de la enfermedad

en pacientes infectados con L. mexicana.

La susceptibilidad o la resistencia a diversas enfermedades se ha correlacionado con las
variaciones genéticas [82, 115]. Especificamente, el SNP en el gen de la IL-1f3 (-511) se ha
asociado con el aumento en la inflamacion [116]. Esta citocina activa el endotelio vascular,
potencia la expresion de moléculas de adhesion, que, en combinacién con la vasodilatacion
local, reduce el flujo de sangre que favorece la adhesion de los neutréfilos al endotelio del
vaso. La liberacion local de CXCLS8 actiia como un activador y quimioatrayente para los
neutrdfilos [117]. Estas células pueden producir un daiio significativo debido a la liberacién

de granulos y enzimas pro-inflamatorias [118].

Se ha demostrado que la inflamacién es una marca distintiva en la leishmaniasis cutinea y
también que diversos polimorfismos estdn relacionados con la inflamacién elevada o exten-
dida en esta enfermedad [90, 119, 120] . Por otro lado, también se ha visto que los neutrofi-
los desempenan un papel importante durante la leishmaniasis. Ellos son determinantes para

el establecimiento temprano de la enfermedad después de la entrada de los parasitos durante
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la picadura de la mosca [104] y contribuyen a la susceptibilidad de la enfermedad [106]. El
papel de los neutréfilos como mediadores ha sido asociado con su capacidad para fagocitar
a los parésitos y transportarlos rdpidamente desde el sitio de la infeccidn, evitando asi, los
efectos toxicos del complemento y de las respuestas inmunes locales [102]. La respuesta
inflamatoria ayuda a las células fagociticas infectadas con Leishmania a entrar en los vasos

linfaticos, favoreciendo la distribucion de los parésitos hacia los tejidos periféricos [77].

Con los datos anteriores se podria especular que el aumento de la produccién de IL-18
posiblemente facilita la progresion de la enfermedad en pacientes con LCD mediante el
aumento de la respuesta inflamatoria que ayuda a la diseminacion del parasito. Por lo tanto,
se sugiere que la presencia del genotipo (C/T) del SNP de IL-1 (-511) aumenta el riesgo
a desarrollar la enfermedad debido al hecho de que este SNP estd localizado en la region
promotora del gen de la IL-1J3, el cual se ha relacionado con el aumento en la produccién de
esta citocina y de una inflamacién exacerbada. Adicionalmente, Pirmez et al.(1997) [121]

encontraron un aumento en el RNAm de IL-1 en lesiones de pacientes con LMC.

Con estos resultados se propone que los pacientes que presentan el genotipo heterocigoto
probablemente presentan un aumento de la produccidn de la citocina pro-inflamatoria IL-
1, cuando el paciente estd infectado con L. mexicana. El aumento en la produccion in vitro
de IL-1 por monocitos, y la expresion aumentada de esta citocina en el suero de pacientes
gravemente infectados con L. mexicana refuerza el papel de la IL-18 como un factor para
desarrollar la forma clinica més grave de la enfermedad, aunque no se puede descartar
que el aumento en la produccion de IL-1f es una consecuencia, mds que una causa, de la
forma mas grave de la enfermedad. Nuestros datos correlacionan con lo reportado en la
literatura [122] respecto a la presencia de IL-1J en las lesiones tisulares graves. Ademas,

en el modelo murino de la cepa BALB/c, la exacerbacion de la enfermedad también se ha
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relacionado con la presencia de IL-1f [123]. Se ha reportado que ratones C57BL/6a IL-1J3
~/~ infectados con L. major resultaron resistentes a la leishmaniasis cutdnea experimental

[124].

Al observar la mayor produccién de IL-18 por los monocitos y en el suero de pacientes
con la forma mas grave de la enfermedad, se analiz6 la citocina en las lesiones de los
pacientes con LCL y LCD. Se encontr6 que la expresion de IL-18 vari6 en los tejidos de
acuerdo al ndmero de pardsitos presentes en las lesiones. En las lesiones muy infectados
de algunos pacientes con LCL y en todos los pacientes con LCD, la secrecion de IL-18
se encontro distribuida de manera difusa dentro de las lesiones. En contraste, en pacientes
con LCL con un menor nimero de parasitos, la IL-1 se encontré distribuida dentro de las
células. Hasta la fecha no se ha descrito esta distribucion diferencial de IL-1f asociada a

lesiones cutdneas con distinto grado inflamatorio.

La produccion de IL-1f puede ser inducida por diferentes productos microbianos a través
del reconocimiento de estos por los receptores TLRs. Nuestro grupo demostré que el LPG
(lipofosfoglicano) deL. major es un ligando de TLR-2 que conduce a la activacién de célu-
las NK [37]. Por lo anterior, es posible que la presencia del pardsito en las lesiones lleve
a un aumento de la produccién de IL-1f. La distribucién diferencial entre ambos grupos
de pacientes puede estar relacionada con la posible presencia de un mecanismo alternativo
(no via caspasa-1) de generacion de la forma activa de IL-1 en los tejidos. Esta via alter-
na de activacion incluye la serin proteasa-3 liberada durante la infiltracion de neutrofilos,
asi como otras proteasas tales como: la elastasa, la metaloproteasa de matriz 9 y la gran-
zima A liberadas por las células T citotoxicas. Las quimasas producidas por mastocitos
pueden procesar el precursor de IL-1f para generar su forma activa [125, 126]. Las pro-

teasas de serina-3 son secretadas por los neutréfilos junto con las trampas extracelulares,
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que se ha demostrado son liberadas cuando las células son estimuladas con Leishmania o
LPG [127, 128]. La consecuencia de la distribucion diferencial de IL-1J en las lesiones de
pacientes infectados con L. mexicana no esta clara, ya que la distribucion difusa de IL-1f3
en pacientes con LCD no se asoci6 con la destruccién de los pardsitos, mientras que en
los pacientes con LCL la distribucion difusa si se asocid con la destruccion de los pardsi-
tos. Por tanto, es sugestivo especular que la IL-18 no estd directamente implicada en la
muerte de los pardsitos, sino mas bien en contribuir a la movilidad de Leishmania dentro
de células fagociticas y ser transportada fuera de las lesiones. En los pacientes con LCD
que presentan pocas capacidades leishmanicidas, la IL-1 posiblemente ayuda a la distri-
bucidn del parasito mediante el aumento de la respuesta inflamatoria. Por esto, el aumento
de la produccién de IL-1f y su distribucién parece ser mds critica en pacientes que tie-
nen problemas subyacentes que limitan su capacidad leishmanicida, tal como se observa
en pacientes con LCD. Estos resultados abren una nueva perspectiva sobre la dindmica de

liberacion de IL-1f en tejidos altamente infectados con L. mexicana.

Los datos obtenidos en los microarreglos en células NK y el andlisis del protedma de
sueros de pacientes con ambas formas clinicas de leishmaniasis cutdnea, infectados con L.

mexicana, igualmente son novedos en la literatura.

Los resultados del anélisis de los microarreglos de expresion mostraron que genes que
codifican para proteinas que participan en la activacion de las vias de senalizacion de TLRs
y JAK/STAT se encontraban inhibidos en células NK de pacientes con LCD, tanto en las
células sin estimulo como en las células estimuladas con LPG. Ambas vias de sefializacion

participan en la activacion de la respuesta inmune.

El reconocimiento de PAMPs de Leishmania por células de la respuesta inmune se lleva a

cabo, entre otros, a través de receptores TLRs generando la produccién de proteinas como
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IFN-v e IL-12 que son reconocidas por su receptor y activan la via de JAK/STAT. Este
IFN-v e IL-12 son dos citocinas importantes para inducir una respuesta protectora tipo Th1

[61, 129, 130].

Los TLRs, al activarse por PAMPs, convergen con vias de sefializacion que participan en el
reclutamiento de leucocitos, la activacion de diversas células y la produccion de citocinas.
La activacion de células NK por LPG se da a través de TLR-2, que al activarse, recluta
proteinas adaptadoras como MyD88 que a su vez recluta las cinasas IRAK-1 a la 4, las
cuales tienen un papel esencial en el reclutamiento de TRAF-6 y de otras proteinas que
activan el complejo IKK, el cual degrada a las proteinas IxB liberando a NF-xB para poder

translocarse al nucleo [37, 130].

El presente trabajo mostré que varios de los genes involucrados en la via de sefializacion
de los TLRs estaban inhibidos en células NKs de pacientes con LCD, al compararlos con
pacientes con LCL, tanto en condiciones basales como estimuladas con LPG. Los resulta-
dos observados para los genes que codifican para TLR-2, IRAK-2 e IRAK-3 sugieren que
las células NK de pacientes con LCD podrian no reconocer de manera eficiente el LPG de
Leishmania por la falta de expresion del TLR-2 en la membrana de la célula debido a la
inhibicion que se presenta del gen y con esto, no activar la via de TLR-2 por la falta de
expresion del los genes para IRAK-2 y 3. Esto si ocurre en células NK de pacientes con
LCL, donde inclusive aumenta la expresion del gen IRAK-3 en respuesta al estimulo y con
esto las células NK pueden activar la via de TLR-2 e inducir la produccidn de citocinas

como TNF-o e IFN-y.

Se ha reportado que el LPG de L. mexicana interactia con células dendriticas y macréfagos
humanos induciendo la produccion de TNF-¢. También es capaz de inhibir la produccion

de IL-12p70, elevar la de IL-10, asi como, disminuir la translocacion de NF-xkBp50 y p65 al
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nucleo de los monocitos. El factor de transcripcion NF-xB es esencial para produccion de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-o e 1L-12, citocinas importantes para la induccion
de una respuesta tipo Thl y en el caso de IL-12 para la activacion de células NK [3, 70].
Nuestros resultados muestran que células NK de pacientes con LCD tenian inhibido (en
células sin estimulo y estimuladas con LPG) el gen que codifica para los receptores de 1L-12
(IL12RB2) e IFN-y (IFN-YR2) cuando se comparé con pacientes LCL. Haciendo la misma
comparacion, se observo que los genes que codifican para NF-kBp50 y p52 se encontraban
inhibidos en células NK de pacientes con LCD estimuladas con LPG (solo en el caso del
gen para NF-xBp52 existia una inhibicion en células sin estimulo). Estos resultados se
pueden correlacionar con un estudio previo (datos no publicados de Caneda Guzman) que
mostré una falta de produccion de TNF-o e IFN-y por células NK de pacientes con LCD
estimuladas con LPG (al tener inhibidos dos isoformas de NF-xB (p50 y p52), las células

NK no son capaces de producir estas dos citocinas pro-inflamatorias).

Una caracteristica importante de las infecciones por Leishmania es la participacion de las
proteinas STATs y sus JAKs asociadas en la regulacion de la susceptibilidad y/o resistencia
a la infeccion. El papel protector del IFN-y en la LC se atribuye a su capacidad para favo-
recer una respuesta tipo Th1 con la presencia de linfocitos TCD4 ™, asi como la induccién
de la produccién de NO por el incremento en la expresion del gen NOS2 y consecuente
activacion de los mecanismos leishmanicidas en los macréfagos. En particular, los efec-
tos pleiotropicos del IFN-o/3 e IFN-y son mediados por la senializacién via JAK/STAT-1
[128]. Rosas y cols en 2003 [61], demostraron la importancia del papel de STAT-1 en la LC
provocada por L. major utilizando ratones infectados C57BL/6 STAT-1"/"y STAT-11/+.
Los autores encontraron que los ratones STAT-1-/~ desarrollaron lesiones mds grandes,
con un mayor numero de pardsitos, presentaron una disminucion en la produccién de IFN-

Y, IL-12p40/p70, un aumento de IL-4 e IL-10 y una disminucién estadisticamente signi-
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ficativa de NO al dia 30 de infeccién. Nuestros resultados de microarreglos de expresion
mostraron que los pacientes con LCD tenian inhibidos los genes para STAT-1 e IFN-yR2 en
células NK sin estimulo y estimuladas con LPG, lo que podria sugerir que este ’defecto”
es clave para el desarrollo de este cuadro clinico més severo de la LC provocada por L.

mexicana.

Por ultimo, el unico reporte de un andlisis masivo de proteinas en suero utilizando muestras
de pacientes con leishmaniasis se realizd en muestras de pacientes infectados con Leishma-
nia donovani. En ese estudio demostraron que las proteinas AGP (a-1-acid glycoprotein)
e inhibidora de C1 del sistema del complemento estaban sobre-reguladas, mientras que la
trastiretina, la proteina de union a retinol y la APO-I (apolipoproteina A1) se encontraban
disminuidas en estos pacientes, al compararlas con sueros de sujetos sanos. En ese estudio
solo se compararon proteinas de sujetos sanos vs las de pacientes con leishmaniasis visceral
[1]. Nuestro estudio es el primero en comparar las proteinas en suero entre pacientes con
distinta severidad clinica con asociacion al género. Nuestros resultados aun son prelimina-
res, debido a que no se realiz6 un andlisis estadistico entre cada grupo, lo que nos impide

obtener alguna conclusion sobre la baja o alta expresion de las proteinas identificadas.

El presente estudio ha revelado importantes defectos genéticos en varios componentes de
la RII presentes en pacientes con LCD, lo cual arroja las primeras evidencias de las causas

de la alta susceptibilidad a la infeccion por L. mexicana en estos pacientes.

165



Capitulo 7

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

166



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

7.1. Conclusiones

Los pacientes con leishmaniasis cutdnea con el genotipo C/T para el SNPIL-1f3 -511 tienen
un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad y proponemos que esta inflamacion exacerba-
da asociada a IL-18 en pacientes con LCD favorece la diseminacion del parasito. Por otro
lado, los resultados del anélisis de microarreglos de expresion mostraron evidencias de que
pacientes con LCD tienen defectos genéticos claves que no permiten desarrollar una RII
ante la infeccién por L. mexicana. Por ultimo, los datos obtenidos del anélisis de proteinas
en suero son un primer paso en la bisqueda de proteinas diferencialmente expresadas en
pacientes con LC, que podrian ayudar a la prediccion del posible cuadro clinico que desa-

rrollaria una persona recién diagnosticada con leishmaniasis producida por L. mexicana.
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7.2. Perspectivas del trabajo

Los datos obtenidos sobre el papel de IL-1 en muestras de pacientes con ambas formas
clinicas de la leishmaniasis cutdnea ayudan a arrojar una nueva luz sobre los genes implica-
dos en la evolucion de la enfermedad. Otros estudios dirigidos a analizar las distribuciones
alélicas y genotipicas en la poblacién mexicana ayudard a aclarar las diferencias que se
observaron entre los casos y controles en los SNPs implicados en la susceptibilidad a la
leishmaniasis en nuestra poblacion. S6lo se han identificado pocos genes que determinen
la susceptibilidad en la compleja relacion parasito-respuesta inmune del huésped 128] g|
andlisis de la participacion de diversas proteinas de la inflamacién (IL-18, caspasa-1y -5
o NALP3) en un nimero mayor de pacientes, permitiria comprobar los mecanismos me-
diante los cuales los SNPs y la produccion exacerbada de IL-1J contribuyen a diferentes

formas clinicas de la leishmaniasis.

Los resultados de los microarreglos de expresion y de protedmica en suero de pacientes

aun deben validarse por PCR en tiempo real y Western-blot, respectivamente.
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Abstract

Leishmania mexicana can cause both localized (LCL) and diffuse (DCL) cutaneous leishmaniasis, yet little is known about
factors regulating disease severity in these patients. We analyzed if the disease was associated with single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in IL-1B (—511), CXCL8 (—251) and/or the inhibitor IL-1RA (+2018) in 58 Mexican mestizo patients
with LCL, 6 with DCL and 123 control cases. Additionally, we analyzed the in vitro production of IL-1B by monocytes, the
expression of this cytokine in sera of these patients, as well as the tissue distribution of IL-1p and the number of parasites in
lesions of LCL and DCL patients. Our results show a significant difference in the distribution of IL-1B (=511 C/T) genotypes
between patients and controls (heterozygous OR), with respect to the reference group CC, which was estimated with a
value of 3.23, 95% Cl=(1.2, 8.7) and p-value =0.0167), indicating that IL-1B (—511 C/T) represents a variable influencing the
risk to develop the disease in patients infected with Leishmania mexicana. Additionally, an increased in vitro production of
IL-1B by monocytes and an increased serum expression of the cytokine correlated with the severity of the disease, since it
was significantly higher in DCL patients heavily infected with Leishmania mexicana. The distribution of IL-1p in lesions also
varied according to the number of parasites harbored in the tissues: in heavily infected LCL patients and in all DCL patients,
the cytokine was scattered diffusely throughout the lesion. In contrast, in LCL patients with lower numbers of parasites in
the lesions, IL-1B was confined to the cells. These data suggest that IL-1p possibly is a key player determining the severity of
the disease in DCL patients. The analysis of polymorphisms in CXCL8 and IL-1RA showed no differences between patients
with different disease severities or between patients and controls.
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Introduction

Leishmania mexicana can cause a wide spectrum of clinical diseases,
ranging from a localized cutaneous ulcer at the infection site, which is
characteristic for patients with localized cutaneous leishmaniasis
(LCL), to a disseminating disease, where intensely parasitized
macrophages form nodules that spread throughout the skin and
ultimately invade the oropharyngeal and nasal mucosae, which is
characteristic for patients with diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL).
Whereas LCL patients have a cellular immune response associated
with macrophage-activating cytokines such as IFN-y, DCL patients
lack an effective cellular immune response, permitting an uncon-
trolled replication of the parasites within macrophages and other
phagocytic cells. Little is known regarding the factors involved in
modulating the disease outcome; one of the possible factors are early
inflammatory mediators [1-5]. An excessive inflammatory response
can lead to increased neutrophil infiltration, which has been
associated with disease progression [6,7]. The observation that
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enhanced neutrophil recruitment contributes to disease susceptibility
has been confirmed in experimental mouse models, which showed
that an improvement in disease outcome was associated with a
decrease in neutrophil immigration into the lesions [8]. One of factors
responsible for neutrophil infiltration is IL-1p [9]. This cytokine also
induces other innate mediators such as acute phase proteins and
chemokines such as I1.-6 and CXCLS8 (IL-8), respectively [10].

Production of active IL-1B by monocytes is promoted by
inflammasomes in response to diverse stimuli such as infections
[11,12]. NALP3, which belongs to the large family of intracellular
Nod-like receptors (NLRs), associates by oligomerization with
other intracellular proteins to form a complex known as the
inflammasome, which converts inactive procaspase 1 to active
caspase 1. This enzyme then cleaves the inactive IL-1p precursor
to a secreted active IL-1p [13].

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of IL-1p have been
associated with susceptibility towards various inflammatory

disea such as gastric cancer [14,15], periodontal disease [16],
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Author Summary

Leishmania mexicana is an intracellular parasite that causes
two polarly opposed diseases: One is a self-limited disease,
characterized by ulcerative lesions associated with a low
infectious load, as found in patients with localized
cutaneous leishmaniasis (LCL). And the other pole is
characterized by a progressive disease where abundant
parasites spread uncontrollably throughout the skin inside
heavily infected phagocytic cells, as occurs in patients with
diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL). The cause of this
severe form of the disease is unknown, although the early
encounter between the parasite and the inflammatory
response of the host possibly plays a decisive role in the
disease outcome. We here show that polymorphism in the
gene encoding IL-1B (—511 C/T) represents a variable
influencing the risk to develop the disease for patients
infected with Leishmania mexicana. In vitro experiments
showed that monocytes of DCL patients secreted signif-
icantly higher levels of the proinflammatory cytokine IL-1p
as compared to LCL patients. DCL patients also had
augmented levels of IL-1[ in serum, and the cytokine was
diffusely distributed throughout lesions, which was corre-
lated with the numbers of parasites in the lesions. We
propose that IL-1 possibly plays a key role in establishing
the disease severity in patients infected with Leishmania
mexicang.

inflammatory bowel diseases [17] and nasal polyposis [18], among
others. IL-8 (—251) has been associated with an increased risk 1o
develop H. pylon-associated gastroduodenal disease [19]. Vair-
aktaris et al. (2005) [20] suggested that IL-8 (—251) may be a
major contributor to genetic risk factor in oral cancer. 1L-1RA
(+2018) has been shown to be associated with a significant inerease
in the risk of developing fibrosing aveolias [21].

Even though clevated levels of mRNA IL-1B have been
reported in biopsies of patients with American  cutaneous
leishmaniasis [22], neither IL-1f (=511}, CXCL8 (—251) nor
IL-1RA (#2018), have been associated with disease in leishman-
iasis. In this work we analyzed these SNPs in mononuelear cells of
patients with different clinical forms of cutancous leishmaniasis,
Additionally, we analyzed the in it production of IL-1B by
patient monocytes, the expression of IL-1[ in the sera and the
quulirlc diﬂl‘“)ﬂt]‘.{}l’l il'l [hl.‘ Ccutancous IE!..EIUS uf bOTh gI'UI.IPS ﬂf
patients. We found that polymorphism in IL-1B (=511 G/T) is
associated with a higher risk to contract the discase when the
patients are infected with Lasmania medcana. We were also able to
demaonstrate that patients with the more severe form of the discase
that harbor a larger number of Leishmanta mexicana parasites, show
an enhanced in wito production of IL-1B by monoeytes, an
increased serum expression of 1L-1p and a diffuse distribution of
IL-1P in the lesions.

The analysis of polymorphisms in CXCLS and 1L-1RA showed
no differences between patients and controls (data not shown).

Materials and Methods

Ethical statement

This study was conducted according to the principles expressed in
the Declaration of Helsinki. The study Wils appu'{‘:rw‘.'d h)-' the
Institutional Ethics Committee of the Medical Faculty of the National
Autonomous  University of Mexico  (FMEDVYCI/RGGA013/01/
2008) and guidelines cstablished by the Mexican Health Authorities
were strictly followed. All patients provided written informed consent
for the collection of samples and subsequent analysis,

Py
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Patients and controls

For the analysis of IL-1p polymorphism a total of 58 LCL
patients, 6§ DCL patients and 123 control cases were mcluded.
Patients were unrclated individuals and were clinically diagnosed
as LCL or DCL by Giemsa-stained smears of the lesions and
Montenegro skin hypersensitivity test taken at the sanitary
jurisdiction office of the Cunduacin Municipality in Tabasco
State, located in southeastern Mexico. The diagnosis was
confirmed by an ELISA test for Lashmania in our laboratory.
The controls had no history of the disease and were negative in the
ELISA test for Ladmania. Both, patients and controls lived in La
Chontalpa - a region in the state of Tabasco, Mexico, with a
population of Maya ancestry mainly characterized as Mexican-
mestizo. This area is endemic for leishmaniasis and patients were
chosen based on the requirement that they had been locals for at
least three generations so the admixture analysis could be done
assuming the usual parental populations.

Genomic DNA extraction and typing assays

Blood samples were taken from patients and controls and
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by
density-gradient centrifugation with Ficoll-Hypague (Sigma-Al-
drich St. Louis, MO, USA). Mononuclear cells were suspended in
1 mL of TRIZOL Reagent (Invitrogen Carlsbad, CA, USA),
mixed and incubated for 5 min at RT, Then, 0.2 mL chloroform
were added (Sigma). The resulting solution was mixed and
centrifuged at 19357 xg for 15 min at 4°C. The transparent phase
was discarded and 0.5 ml of absolute cthanol were added (Sigma).
The resulting solution was mixed and centrifuged ar 19357 =g for
10 min at 4°C. The supernatant was discarded and 1 mL sodium
citrate 100 mM (Sigma) was added to wash the pellet, it was mixed
30 min at RT and centrifuged twice at 2151 xg for 5 min at 4°C,
The pellet was washed with | mL ethanol 75%, mixed during 20 s
and centrifuged at 2151 xg for 5 min at 4°C. The cthanol was
dried at RT and the pellet was suspended in RNMase free water.

The presence of SNPs was analyzed for IL-1B =511 (rs16944;
TagMan C_1839943_10), IL-1RA 42018 (rs419598; TagMan
C_8737990_10) and OCXCL8 -251 (rs4073; TagMan
C_11748116_10) using 20 ng genomic DNA for the PCR. analysis.
Allelic discrimination was done using VIC and FAM fluorogenic
TagMan probes and the 5 nuclease assay. The PCR conditions
included a step at 50°C for 2 min, a polymerase activation stcp at
95°C for 10 min followed by 40 cycles at 95°C during 15 s and
60°C for 1 min. These assays were done in a 7900 HT Fast Real
Time PCR System. The call rates we cstablished for the analysis
were 90% individually (for every sample) and for every SNP.
Experimentally the call rate we found was 99% for IL-1f, 99.5%
for IL-1RA and 92% for CXCLS (IL-8).

Statistical Analysis

For genotyping, the statistical analysis was done with Universal
R software.

For cvery SNP in the analysis, the genotype and allele
frequencies were caleulated and contingency tables were pro-
duced. The Hardy Weinberg equilibrium was caloulated only in
the control group using the Pearson Chi-squared test. The
genotype frequencies were compared among cases and controls,
The homozygote, heterozygote and serological ORs were caleu-
lated with both homoezygote groups of reference, The satistical
significance of these was evaluated using a Chi-squared test for
association with a p-value of p=0.05 as the threshold. Since ecach
of these SNPs was selected for biological reasons before the data
was collected, multiple comparison issues were not considered
appropriate, Woolf [23] confidence intervals were also calculated.

May 2012 | Volume 6 | bsue 5 | e1533
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Based on this, we found statistical evidence that for the IL-1B
polymorphism, the hclrruzygolr grouphasa higher risk for discase
ip than the two h

The statistical analysis of the dala fuvr parasite numbers,
Western-blot and ELISA tests, where different numbers of patients
and controls were included, was done using the Mann Whitney
test and p=0.05 was considered significam. These statistical
analyses were done using the Prism 5 sofiware (GraphPad
Software, San Dicgo, CA, USA).

Analysis of serum IL-1p by Western-blot

The serum cxpression of IL-1B was analyzed by Western-blot in
9 LCL patients, 7 DCL patients and 4 controls. Venous blood was
drawn and allowed to dot at 37°C for 2 h. Serum was separated
by centrifugation at 376 xg for 10 min at 4°C. Sera were diluted
1:2 with glycerol and stored at —20°C. For the Western-blot
analysis, protein concentration was determined using DC Protwin
Assay Reagents Package (Bio-Rad Laboratorics, Hercules, CA,
Ub}\] and 120 pg of serum protein were analyzed by SDS-PAGE
in 15% acrylamide gels. Proteins were transferred onto Immobi-
lon-P membranes using a semidry electrobloting apparaws. The
membranes were blocked with 5% milk in Tris-buffer saline-
Tween 20 (TBST: 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, and
0.05% Twoen 20) for 1 h at RT. Blots were incubated with
cleaved IL-1B (Asp] 16) polyclonal antibody (17 kDa, mature form
of human IL-1f) (20218, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA) diluted in TBST with 5% BSA at 4°C overnight with
shaking. Anti-rabbit IgG, HRP-linked (Cell Signaling Technology)
diluted 1:3000 in 5% non-fat dry milk was used as secondary
antibody with shaking at RT for 1 h. Blots were developed using
Luminata Fortc Western HRP substrate (Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA) and cxposed to X-ray films. The densito-
metric analysis was performed by recording the intensity of the
bands with a Multilmage Analyzer (Alpha Innotech Corporation)
based on the pereentage of integrity density value (IDV).

Monocyte purification
For the analysis of the in-itro production of IL-1B by monocytes
isolated from human PBMC, blood samples were taken from 5
patients with cutancous leishmaniasis with varying degrees of
discasc severity which indluded 3 LOL paticnts, one DOL paticnt
a lesser degree of dissemination and one DCL patient who
was severcly infected, having numerous nodules covering the
entire body surface. As for controls, blood samples from 7 healthy
individuals were used, of which 3 were bom and lived within the
same geographical area as the LCL and DCL patients, but had
been never developed the disease. The other 4 blood samples were
obtained from healthy blood denors of the General Hospital of the
Ministry of Health in Mexico City. Cells were separated by
gradient centrifugation wsing Ficoll- Hypaque and mononuclear
cells were solated from the interface and washed. For the
purification of monocytes, magnetically-labdlled CD14 microbe-
ads (Milienyi Biowe, Bergisch Gladbach, Germany) were used.
CDI14+ monocytes were washed and plated in 24-well culture-
plates.

Cytokine measurement

The IL-1B production by non-stimulated monocytes was
analyzed as follows: 1x10" cells were incubated for 18h at
37°C and 5% CO; in 1 mL RPMI-1640 (Gibco, Grand Island,
NY} medium, supplemented with 10% heat-inactivated FBS,
endotoxin free (Gibeo). The cellfree supernatants from cultures
were harvested and the concentrations of the cytokine were
determined by ELISA. 96-well microtiter plates (Costar, Comning,

NY) were coated and scaled overnight at 4°C with assay diluent
and unconjugated anti-cytokine capture antibody (88-7010
eBioscience). The wells were washed 5 times with wash buffer,
blocked at RT for 1 h with assay diluent and washed again. The
standard curve was performod with 2-fold serial dilutions (from 3.9
1o 500 pg/ml) and samples were incubated overnight at 4°C and
washed. Avidin-HRP diluted in assay diluemt was added and
incubated at RT for 30 min and washed 7 times with wash buffer.
Each well was incubated for 15 min at RT with substrate solution
and the stop solution was added. The plate was read in a pQuant
spectrophotometer (BIO-TEK, Vermont, USA) at 430 nm using
the KG# v3.4 program for the analysis of samples.

Immunohistochemistry (IHC) of tissue lesions
Skin punch biopsics (-6 mm) were taken from the lesions of 6
DCL patients and 11 LCL patients; 8 of these LCL patients had 1
lesion ranging between | and 1.5 em and 3 of the LCL paticnts
had multiple lesions [3 1o 6] ranging between | and 2 cm. The
tissucs were embedded in OCT compound and snap-frozen. They
were cut into 4-pm thick slices, fied in acetone PA {J. T. Baker)
for 10 min at RT and hydrated in Tris-HCI 0.01M, NaCl 0.15M
pH=74. Samples were blocked for endogenous peroxidase
(Peroxo-Block, Invitrogen) and for nonspecific staining (protein
block solution, Abcam, Cambridge, UK). Thereafter, samples
weere staincd with anti-IL-1B (1:100, ab8320, Abcam} or mouse
ti-Leishmania mexicana immune sera for | h at RT and secondary
anuhmhca were used as specified by the manufacturer (mouse and
rabbit specific HRP/AEC detection THC kit, ab®4703, Abcam).
The shdes were counterstained with Mayer's  hacmatoxylin
(Biogenex, CA, USA). Normal skin without lesions was used as a
negative-control. Digital images of tissue sections were captured
using a light microscope and a color AxioCam MRc3 camera
(Zeiss, Germany). In order to obtain the number of parasites in
lesions of LCL and DCL patients, 7 pictures of cach tissuc were
taken with a final arca to 1 mm®. Ad 6
LCL patient lesions were stained with anti-L. mexicana antibodies
for the parasite count. These 6 biopsics had previously been taken
for routine diagnostic purposes. Taken together, parasites were
counted in a total number of 17 LOL patients with lesions ranging
berween 1 and 1.5 cm.

Results

Polymorphism analysis

Within the control group, all SNPs were found to be in Hardy
Weinberg cquilibrium (HWE) with a p-value of p = 0.0226 and for
«cases (including LCL and DCL patients) they were in HWE with a
pvalue of p=0.024. We also calculated the HWE with cases and
controks as one population with the Haplowiew 4.1 software where
the HWE test failed yielding a p-valuc of p=0.4998. The
comparison of the genotype frequencies between LCL patients
and controls for the [L-1B polymorphism showed that the
homozygote frequencies were higher in the controls for both of
the allcles, whercas the heterozygote frequency was higher in LCL
patients compared 1o controls (60.3% y 38.2%, respectively) see
TABLE 1. This suggests that we may have a risk associated to the
development of the disease for the heterozygous genotype as
opposed to a single allele risk association. As mentioned above, the
odd ratios resulting of comparing the heterozygote C/T 10 the
humngmc groups were found to be significant. The OR that

it 10 the e C/C was 3.23 [pvalue 00167,

95% CI=(1.2,8.7]]; the OR that had the homozygote T/T as
reference group was 2.19 [p-value =0.0274, 95% CI=(1.08,4.4)].
All other ORs calculated are shown in TABLE 2. In contrast, the

May 2012 | Volume 6 | lssue 5 | e1533

191



Andlisis de genes y proteinas de células NK y monocitos
de pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada y difusa

Table 1. Distribution of genotypic and allelic frequencies for IL-1p —511 (C/T) polymorphism in cases and controls.

IL-1 {=511 C/T) genotypes number (%)

Allele frequencies in %

Subjects Gender % (M/F') Age (years)
cc cT ™ c T

Cases 61103) 35 (60.3) 17 (29.4) 405 595 M=129, F =26 11-64

Controls 26 (21.1) 47 (38.2) 50 (40.7) 402 598 M =35, F =66 7-88

hypersensitivity test andfor ELISA against Leishmania.
doi10.137 1 fjournal. prtd 0001533001

results for CXOLE —251 and IL-1RA +2018 were not statistically
significant (data not shown).

Since the sample size of DCL patienmts s only 6, it is
questionable to draw any conclusions from this sample. As an
exploratory step for further research, we repeated the procedure
above using all leishmaniasis patients (58 LOL and 6 DCL) as the
case group. Results for IL-1P were again statistically significant:
OR =37 when the heterozygote C/T is compared w the
homozygote C/C [p=0006, 9% CI=(138985] and
OR =24 when the heterozygote C/T is compared to the
homozygote T/T [p=0.012, 95% CI=(1.194.6)]. There sccms
o be no change in the conclusions drawn for the LCL patients.
However, this might be due entircly to the sample size of the DCL
group. No annl)-:'u Wiks |k‘l“!‘(ll‘111.cd u.-i'mg unly DCL |ﬁll;rl1ls as
cases, due to the small sample size. Based on the discussion of
Sasieni (1997) [24], we decided not w0 use the allelic OR. The
second-order analysis (gene-gene association) of the samples used
in this study showed no significant results (data not shown).

Serum IL-1[3 analysis by Western-blot

The analysis of [L-IP expression in sera of LCL and DCL
l)LI.li[‘]Il! showed a different CXPression between both Eroups ol
patients, LOL patients showed a lower expression of this eytokine
(Figure 1A, lanes 5-13) and DCL patients showed enhanced
expression of -1} (Figure 1A, lanes 14-20). In contrast to
patients  with  leishmaniasis, controls showed only  minimal
amounts of IL-1 (Figure 1A, lanes 1-4). A statistically significant
difference  was found (Figure 1B} when comparing 1L-1p
expression in sera from LCL patients o5 controls (p=0.01), DLC
patients o5 controls (p=0.0052) and when comparing DCL
patients ¢ LCL patients (p=0.019),

Cytokine production by monocytes

The analysis of 11-1 p production revealed that non-stimulaned
monocytes from patients with cutancous leishmaniasis had a
significant increase of their production of IL-1f§ when compared

Table 2. Statistical analysis of IL-1f —511 SNP,

doi 10,1371 fournal pritd 00015330002

1@, wwwplosntds.org

'M=Male, F=Femele, (3 cases and 22 controls, gender unknown). All patients were diagnosed by Giemsa-stained smears of the lesions, Montenegro skin

with healthy controls (p =0.015) (Figure 2). The ndividual analysis
of the [L-1p production by monocytes from patients showed that
the degree of IL-1B production could be related to the severity of
the disease, since it was highest in patients with DCL (478 pg/mL
in the DCL patient with the more severe form and 423 pg/mL in
the patient with the les severe form), as compared 1o LCL patiemts
in whom the production of IL-1p was between 50 o 336 pg/ml.

Immunohistochemistry

The analysis of IL-1B in lesions of LCL and DCL patients
showed that the cywkine distribution varied between both groups
of patients: in LOL lesions, we observed two possible patterns off
1L- 1 expresion, according 1o parasite numbers in the lesions. In
one group (Figure 3A) the eytokine was localized on the cell
surface, showing an intense stain, This type of stain was found in
lesions of LCL patients that harbored few parasites (Figure 3B),
The second group of LCL paticnts showed a diffuse distribution
paticrn of 1L-1p siaining (Figure 3C), which correlaied with the
diffuse staining of abundant remnants of parasites (Figure 30), Tt is
noteworthy that the first group of LCL p\alicnls only had one small
uleer, less than 1 em in diameter, whereas the second group off
LCL patients had 3 10 6 active lesions which varied between | and
2 em in diameter. In contrast, all DCL patients showed a diffuse
distribution of IL=1f throughout the lesions (Figure 3E) all of
which were also heavily infected with intact Leshmamia mexicana
parasites (Figure 3F).

These results show that the characteristics of the distribution of
IL-1[% in the tisue varies according to parasite numbers LCL
patients with few  parasites in their lesions only show cell
membrane staining, whereas all DCL patients, with abundam
intact parasites in their lesions as well as some LCL patients with
abundant destroyed Lashmania parasites, show a diffuse pattern of
11 staining.

The number of [L-1p positive cells in the tissues was different
for each patient (18 1w 410 cells) and did not have any correlation
with the time of evolution of the disease nor with the numbers
parasites (data not shown). The number of parasites was
significantly different in the lesions of LCL and DCL patients
(p = 0,0003) (Figure 4),

Discussion
Group  Reference group OR €l o p-value
= 7 T ) S i The aim of the present study was to determine single nucleotide
polymorphisms of IL-1p (=5311), CXCL8 (=251) and [L-1RA
m o 147 (0540 05 0465 (+2018) in patients with cutaneous leishmaniasis infected with
CTeIm CC 232 (0960 315 0075 Leishmania mexicana. We evaluaied two groups of persons (cases and
cT ™ 219 (10844) 486 0027 controls) that lived in the same endemic region. This study for the
o« o 058 (0219 053 0465 first time demonstrated polymorphism in the gene IL-1f =511 in
T TT 165 (0832) 217 0140 Mexican-mestizo  patients from Tabasco, a state with high

prevalence of patiemts with cutaneous leishmaniasis. Our results
show that 90% of the individuals infected with Leshmania medcana
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Figure 1. IL-1j expression in serum of patients with cutaneous leishmaniasis. (A) Western blot of mature IL10 (17 kDa) in 4 contrals (1-4),
9 LCL patients (5-13) and 7 DCL patients (14-20). (B) Graph of percentage intensity of IL-1} bands with statistically significant differences between

controls vi LCL patients, controls vi DCL patients and LCL vs DCL patients, (Identical symbols above different bars are \'ld[ihlkal":f \iljnifimnl: p=005).
ol 10,1371 journal prtd. 0001 533,001

400 *
3004
E
200+
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100+
0—
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*p<0.05

Figure 2. Analysis of IL-1jl cytokine production by non-stimulated monocytes purified with anti-CD14 magnetic beads from PBMC
of control subjects and patients with cutaneous leishmaniasis after 18 hours in vitre culture, Mean values obtained from 7 healthy
control subjects and 5 patients with keishmaniasis. (identical symbols above two different bars are statistically significant: p=<0.05).
doir10.137 1 journal pned.0001 533.9002

_'.@'. www.plosntds.org 5
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Figure 3. Immunchistochemistry for IL-1j and Leishmania mexicana staining in lesions of patients with « 15 leishmaniasis. (4]
IL-1B staining on cells of LCL patient with single small lesion; (B) small clusters of Leishmania parasites in LCL patient with small ulcer; (C) diffuse
distribution of IL-1p in LCL patient with abundart ulcers; (D) disintegrated Leishmania in LCL patient with abundant ulcers; (E) diffuse distribution of

.
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IL-1f in DCL patient; (F) clusters with abundant intact Leishmania parasites in DCL patient. Red arrows show IL-1f" staining and black arrows show L
mexicana staining. (G) Mormal skin was used as negative control for IL-1j immunostaining. (H) Control staining with secondary antibody. All sections
were counterstained with haematoxylin. (A-H) scale bar=50 pm. Immunostaining in tissue sections was visualized at a magnification of 400x. We
show a representative result of different types of lesions within each group: LCL patients with one small ulcer: (n=8 for IL-1j staining and n=17 for L

mexicana staining) (A and B); LCL patients with various ulcers (n=3) (C and DJ; DCL patients (n=8&) (E and F).

doi:10.1371/journal. pntd.0001533.9003

had, cither a heterozygote genotype (CT), or were homozygous for
the minor allele (TT). Of these, 60% had the heterozygous
genotype (CT), as compared to only 38% for the healthy controls,
These data suggest that the presence of this polymorphism in a
heterozygous genotype may favor disease development in patients
infected with Leishmania mexicana.

Discase susceptibility or resistance has been correlaed 1o
genetic variations [25]. Specifically, polymorphism in the gene
for 1L-1 B (=511) has been associated with increased inflammation
[26]. This cytokine activates the vascular endothelium, enhancing
adhesion molecule expression, which, in combination with local
vasodilatation, slows blood flow, permitting the wthering of
neutrophils to the vessel wall. Locally released CXCLS acts as
an activator and chemoatractant for neutrophils [27], which ean
produce significant damage due to the release of pro-inflammatory
granules and enzymes [28]. Inflammation has been shown to be a
hallmark in cutaneous leishmaniasis and various polymorphisms,
related to increased or extended inflammation, have been
associated with the disease [29-31). Neutrophils have been shown
to play an important role in leishmaniasis, They are decisive for
the carly establshment of the discase following delvery of
parasites by the bite of the sand fly [6] and ther enhanced
recruitment has been shown to contribute to discase susceptibility
[8]. The {
their ('ﬂp.ilril'y to philgu('ytm(‘ the pamsil(‘s and m]:'u]]}' transport
them from the infection site, thus avoiding the toxic effects of
complement and the local immune responses [7). The inflamima-
tory response aids Lasimania-infected  phagoeytic cells w0 enter
Iymphatic vessels, favoring parasite distribution towards peripheral
tissues [32], It is therefore wmpting o speculate that augmented
1L~ 1B production possibly facilitates disease progression in patients
with DCL by enhancing the inflammatory response and thereby

ting role of neutrophils has been associated with

500+

400+

3004

2004

Parasites/ mm?

100+

LCL
*p<0.05

DCL

awding parasitc disscrination. Thus we suggest that IL-1p (=511
C/T) genotype heighicns the risk of developing the discase duc to
the fact that this polymorphism & located i the promoter region
of the IL-1p gene, which has been related to enhanced eytokine
production and enhanced inflammatory disease. We propose that
patients with this genotype are likely 10 be asociated with an
enhanced production of the pro-inflammatory cytokine IL-18,
when the patiemt & infected with Leiskmania mexicana. The
enhanced m sitm production of IL-1f by monocytes, and the
augmented expression of this eytokine in sera of patients heavily
infected with Laskmania mexicana, possibly strengthen the impor-
tance of IL-1[ as a factor 1 develop the more severe form of the
disease, although we cannot rule out that the enhanced IL-1P
production is a consequence, rather than a cause, of the more
severe form of the discase. Owr data are in accordance with the
literature [33] regarding the presence of the pro-inflammatory
cytokine IL-1p in severe tisue lesions. Additionally, disease
exacerbation has alko been related w 11-1 B in the BALB/ ¢ mousc
model [34]. Furthcrmore it has been n‘],'mrh"d that ".—[B- 4
CH57BL/6 mice, infecied with Lashmana maor, were resistant to
cxpenmental cutancous leishmamass [35].

The enhanced production of [L-1f by monocytes and serum of
paticnits with the more severe form of the disease led us to analyze
the cytokine in tssue kesions of patients with varying discase
severity. We found that the dstribution of [L-1B varied in tissue
lesions in accordance with the numbers of parasites present in
those lesions. Thus, in heavily infected lesi of some of the
patients with LCL and in all of the DCL patients, the secreted [1-
1B was found diffusely distributed within the lesions, whereas in
LCL patients with a lower number of parasites, IL-1  was found 1o
be within the cells. To the best of our knowledge, this differential
distribution of [L-1p, according o varying degrees of inflamma-

Figure 4. Statistical analysis of the number of parasites/mm? in lesions between LCL and DCL patients. Mean values were obtained
from 17 LCL patients and 6 DCL patients with leishmaniasis. (Identical symbols above two different bars are statistically significant: p-<0.05).

doi:10.1371/journal prtd.0001533.9004
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tory lesions, has not been described in the literature. 11-19
production can be induced by micobial products via TLR
ligands, Our group has previously shown that Laskmania mexicana
Iypophosphoglycan (LPG) is a TLR2 higand, leading to cell
activation [36]. It is thus feasible, that the enhanced presence of
the parasite relates to an increased IL-1p production. The
differential distribution could be related to the possible presence
of an alternative (noncaspase-1) mechanism of generating active
forms of IL-1 f extracellularly in tissues, This alternative activating
pathway has been reported for a number of molecules including
scrine protease-3 released by infiltrating neutrophils, as well as for
other proteases such as elastase, matrix metalloprotease 9 and
granzyme A released from cytotoxic T cells and mast cell chymase,
which can process the IL-1p precursor inte an active eytokine
[37,38]. 1t is noteworthy that neutrophils secrete serine protease-3
together with extraccllular traps, which have been shown io be
releascd when the oclls are stimulated with Lesfbmana or LPG
[39,40]. The overall consequence of the diffusely distributed TL-1B
in tissue lesions that are heavily infected with Laskmania mexicana is
not elear, since in LCL patients [L-1P was associated with parasite
destruction, whereas in DCL patients the parasite was not
destroyed, despite the equal distibution of IL-1B, It is therefore
tempting to speculate that [L-1f is not dircetly mvolved in parasite
killing, but rather in aiding the mobility of phagocytosed Leidhmania
to be transported outside of the lesions. In DOL patients with
impaired leishmanicidal capacities, 1L-1p possibly aids parasite
distribution by enhancing the inflammatory response. Thus,
enhanced IL-1f production and distribution seems more critical
in paticnts that have underlying problems limiting ther leishma-
nicidal capacity, such as in patients with DCL. These results open
a new perspective regarding the dynamics of 1L-1p release in
tssues heavily infecied with Leichmanta mevicana,

polymorphism is located in the promoter region of the IL-1p

e

ne which has been shown to lead to enhanced [1-1p production

[26].

Our data help shed new light on the genes involved in the

disease outcome. Further studies aimed at analyzing allelic and
genotypic distributions in the Mexican population will help clarify
the differences we observed between cases and controls in
pulynl:l‘pllmm mphcated in s]u:;cptil‘,l‘.ﬁty to leishmaniasis in

ol

r population. Only a few genes that determine susceptibility in

the complex rclationship between the parasite and the host
immune response have been identified [41]. The analysis of IL-1j
and other proteins that panicipate in inflammation like caspase-1
and -5 or NALFP3, in a larger group of patients, could possibly help
define o what extent polymorphsms and enhanced production of
IL-1p contribute to various clinical forms of leshmaniasis.

Accession links for numbers/ 1D numbers for genes and proteins
mentioned in the ext:

IL-1B:

Protein: hutp://www.uniprot.org/uniprot/P01584

Gene: hurpe//www.nehinlmonih.gov/prowein/NP_000567.1
[CXCLS) IL-8:

Protcin: http://www.uniprot.org/uniprot/P10145

Gene: hup://www.nebinlm.nih.gov/protein/ AAH13615.1
IL-1RA:

Protein: http://www.uniprot.org/uniprot/P18510

Gene: hutpe//www.nebinlmonih. gov/ protein/ CAAIG262.1
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I} polymorphism have a heightened risk to develop the discasc,
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Capitulo 9

Preparacion de soluciones
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9.1. PBS 1X (Amortiguador salino de fosfatos)

Para preparar 1 L: disolver en 500 mL de agua desionizada 0.414 g de NaH,PO4 y cuando
se disuelva por completo agregar 1.704 g de Na,HPO,4. Agregar el NaCl, mezclar hasta que
se disuelva, aforar a 1 L y filtrar. El pH final serd de 7.3. Almacenar a 4° C.

9.2. Solucion Litica

Para preparar 500 mL de solucién: disolver en 400 mL de agua desionizada 4.14 g de
NH4Cl, 0.4 g de KHCO3 y 18.6 mg de EDTA (de peso molecular 292.25), ajustar a pH=
7.4 con HCI, aforar a 500 mL y filtrar. Almacenar a 4° C.

9.3. Citrato de Sodio 0.1 M en etanol al 10 %

Para preparar 200 mL: mezclar 170 mL de agua desionizada y 20 mL de etanol absoluto
grado biologia molecular y en esta solucién disolver 5.88 g de C¢HsNa3zO7 - 2H,0 y aforar

a 200 mL. Almacenar a TA.

9.4. Acido tricloroacético 77 %-acetona

Pesar 77 g de acido tricloroacético y aforar a 100 mL con acetona pura. Almacenar a -20°

C.
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9.5. Amoriguador de lisis celular RIPA

Preparar por separado las siguientes soluciones:

= Tris-base 1 M, pH=7.4.
Disover en 25 mL de agua desionizada 3.63 g de Tris-base y ajustar a pH= 7.4 con
HCI. Aforar a 30 mL. Almacenar a 4° C.

= NaCl1M.
Disolver en 25 mL de agua desionizada 1.75 g de NaCl y aforar a 30 mL. Almacenar
a4°C.

= EDTA 50 mM (peso molecular 292.25).

Disolver en 25 mL de agua desionizada 0.44 g de EDTA e ir adicionando gotas de
NaOH 1 M hasta que se disuelva por completo el EDTA, aforar a 30 mL. Almacenar
a4°C.

= Na3VO4 100 mM, pH= 10.

a) Disolver en 25 mL de agua desionzada: 0.552 g de Na3VO, y ajustar a pH= 10
con HCI.

b) La solucién cambiara de color a naranja, hervirla hasta que cambie a transparente

y dejar enfriar a temperatura ambiente.

c¢) Volver a medir el pH y ajustarlo de nuevo a pH= 10 con HC] o NaOH segtin sea el

caso (si el pH se ajusté con NaOH la solucién seguird transparente).

d) Reperir el inciso b y c hasta que la solucién quede a pH= 10 después de enfriar.
Aforar a 30 mL, hacer alicuotas de 1 mL y almacenar a -20° C. Si al descongelar la

solucion forma precipitados calentar en bafio maria hasta que desaparezcan.
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= NaF 100 mM.

Disolver en 25 mL de agua desionizada 0.125 g de NaF, aforar a 30 mL. Almacenar

a4°C.

= PMSF 200 mM.

Disolver en 5 mL de isopropanol: 0.17 g de PMSF. Hacer alicuotas de 100 uL y
almacenar a -20° C. Este reactivo se descongela a temperatura ambiente hasta que se

disuelvan los cristales que se forman.

= Aprotinin 10 mg/mL.

Disolver en 1 mL de agua desionizada 0.1 g de aprotinin. Hacer alicuotas de 10 uLL

y almacenar a -20° C.

= Leupeptin 1 mg/mL.

Disolver en 1 mL de agua desionizada 0.001 g de leupeptin. Hacer alicuotas de 10

uL y almacenar a -20° C.

= DTT 10 mM.

Disolver en 2 mL de agua desionizada 0.0308 g de DTT. Hacer alicuotas de 50 uLy

almacenar a -20° C.

Para preparar 2 mL de amortiguador RIPA:

= Disolver en 1186 uL de agua desionizada a TA: 20 uL de Nonident-P40 y homoge-

nizar hasta que se disuelva por completo.

= Adicionar 20 uL de Tris-base 1 M,
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Adicionar 300 uL. de NaCl 1 M,

Adicionar 40 uL. de EDTA 50 mM,

Adicionar 200 puL de NazVO4 100 mM,

Adicionar 200 uL de NaF,

Adicionar 2 uL de aprotinin 10 mg/mL,

Adicionar 2 uL de leupeptin 1 mg/mL,

Adicionar 10 uL de PMSF 10 mM.

Mantener el amortiguador en hielo hasta su uso.
Nota: El PMSF y el DTT se adicionan al amortiguador justo antes de comenzar la lisis

celular.

9.6. Amortiguador de rehidratacion

Para preparar 25 mL amortiguador: Disolver en 10 mL de agua desionizada 10.5 g de urea,
3.8 g de thiourea, 500 uL. de CHAPS y 50 uL de azul de bromofenol al 1%. Aforar a 25
mL con agua desionizada. Hacer alicuotas de 1 mL y almacenar a -20° C.

Nota: a) Se utilizan 70 mg de DTT por cada 25 mL de amortiguador, que se adicionan al
momento de utilizarlo (si se utilizan menos de 25 mL de amortiguador adicionar lo que se
requiera de DTT para el volumen a utilizar).

b) Se utilizan 125 uL. de anfolitas por cada 25 mL de amortiguador (si se utilizan menos

de 25 mL de amortiguador adicionar lo que se requiera de DTT para el volumen a utilizar).
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9.7. BSAaSyalmg/mL

S mg/mL. Para preparar 1 mL: Disolver en 9 uL de agua desionizada 5 mg de BSA. Aforar
a 1 mL. Hacer alicuotas de 50 uL y almacenar a -20° C.

1 mg/mL. Para preparar 100 uL: Mezclar 80 uL de agua desionizada y 20 uL. de BSA 5
mg/mL.

9.8. Reactivos para Western-blot
Preparar por separado las siguientes soluciones:

= Amortiguador concentrador. Tris-base 0.5 M, pH= 6.8, SDS 0.4 %.

Para preparar 50 mL de amortiguador: Disolver en 40 mL de agua desionizada 3.02
g de Tris-base, ajustar a pH= 6.8, adicionar 0.2 g de SDS y aforar a 50 mL con agua

desionizada. Almacenar a 4° C.

= Amortiguador separador. Tris-base 1.5 M, pH= 8.8, SDS 0.4 %.

Para preparar 50 mL de amortiguador: Disolver en 40 mL de agua desionizada 9.08
g de Tris-base, ajustar a pH= 8.8, adicionar 0.2 g de SDS y aforar a 50 mL con agua

desionizada. Almacenar a 4° C.

= Persulfato de amonio 10 %.

Para preparar 10 mL de solucion: Disolver en 8 mL de agua desionizada 1 g de de
PSA y aforar a 10 mL con agua desionizada. Hacer alicuotas de 150 uL y almacenar

a-20°C.
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s Acrilamida-bisacrilamida 30 %.

Para preparar 100 mL de solucién: Disolver en 60 mL de agua desionizada 29.2 g de
acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida, aforar a 100 mL con agua desionizada y filtrar.

Almacenar a 4° C. De ser posible desgasificar la solucion después de filtrarla.

9.8.1. Geles 1D

La siguiente tabla muestra el volumen que se utiliza de cada solucion para preparar 2 geles

de 0.75 mm de grosor.

Separador Concentrador

Gel al 5% Gel al 7.5% Gel al 10% Gel al 15% -
Amortiguador separador 2.5mL 2.5mL 25mL 2.5mL =
Amortiguador concentrador R ———= ———- P, 750 pl
Acrilamida-bis-acrilamida 1.69 mL 2.5mL 3.3mL 4.9 mL 500 pL
Agua desionizada 5.81mL 5mL 4.2 mL 2.6 mL 1.75 mL
PSA 10% 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 40 pL
TEMED 7ul 7 ul 7ul 7ul 3ul

9.8.2. Amortiguador Laemmli 2X

Para preparar 10 mL de amortiguador: Mezclar 2.5 mL de amortiguador concentrador (ver
seccion Western-blot), 0.4 g de SDS, 2 mL de glicerol, 1 mL de 3-mercaptoetanol, tomar
con la punta de un palillo pironina-Y y con otra punta azul de bromofenol. Mezclar hasta

homogenizar la solucion. Hacer alicuotas de 0.5 mL y almacenar a -20° C.
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9.8.3. Amortiguador de corrida 1X

Para preparar 1 L de amortiguador: Disolver en 900 mL de agua desionizada 3 g de Tris-
base y ajustar a pH=8.3. Adicionar 14.2 g de glicinay 1 g de SDS. Aforara 1 L y almacenar
a4°C.

9.8.4. TBST 10X

Para preparar 1L de amortiguador: Disolver en 800 mL de agua desionizada 12.11 g de
Tris-base y ajustar a pH= 7.4. Adicionar 87.7 g de NaCl y 5 mL de Tween 20. Aforara 1 L
y almacenar a 4° C. Para preparar 1 L de TBST 1X: Mezclar 900 mL de agua desionizada
y 100 mL de TBST 10X.

9.8.5. Amortiguador de transferencia semi-seco 1X

Para preparar 1 L de amortiguador: Disolver en 700 mL de agua desionizada 3.02 g de Tris-
base y 14.41 g de glicina. Cuando este completamente homogenizada la solucion adicionar

200 mL de metanol y aforar a 1 L con agua destilada. Almacenar a 4° C.

9.8.6. Leche y/o BSA al 5%

Para preparar 100 mL de leche o BSA: Disolver en 90 mL de TBST 1X 5 g de leche o BSA
(segun sea el caso), mezclar y aforar a 100 mL con TBST 1X. Ajustar el volumen de TBST

1X y los gramos de leche o BSA cuando se necesite menos o mas volumen.
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9.9. Soluciones para geles 2D

9.9.1. Azul de bromofenol 1 %

Para preparar 10 mL: Mezclar en 10 mL de agua desionizada 100 mg de azul de bromofenol

y 60 mg de Tris-base. Almacenar a 4° C.

9.9.2. Amortiguador de equilibrio (reductor)

Para preparar 200 mL de amortiguador: Disolver 40 mL de agua desionizada 72.1 g de
urea, 10 mL de amortiguador separador (ver seccion de Western-blot), 69 mL de glicerol, 4
g de SDS, 400 uL de azul de bromofemol al 1% y aforar a 200 mL con agua desionizada.
Hacer alicuotas de 10 mL y almacenar a -20° C.

Descongelar a TA el amortiguador y por cada 10 mL que se utilicen adicionar 100 mg de

DTT justo antes de incubar.

9.9.3. Amortiguador de equilibrio (alquilante)

Para preparar 200 mL de amortiguador: Disolver 40 mL de agua desionizada 72.1 g de
urea, 10 mL de amortiguador separador (ver seccion de Western-blot), 69 mL de glicerol, 4
g de SDS, 400 uL de azul de bromofemol al 1% y aforar a 200 mL con agua desionizada.
Hacer alicuotas de 10 mL y almacenar a -20° C.

Descongelar a TA el amortiguador y por cada 10 mL que se utilicen adicionar 250 mg de

iodoacetamida justo antes de incubar.
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9.9.4. Azul de Coomassie

Para preparar 1 L de solucién: Mezclar 400 mL de agua desionizada, 100 mL de acido
acético, 20 g de azul brillante y 500 mL de etanol durante toda la noche a TA. Filtrar la

solucion y almacenar a TA.

9.9.5. Solucion destenidora

Para preparar 1 L de solucion: Mezclar S00 mL de agua desionizada, 100 mL de 4cido

acético y 400 mL de metanol.

9.10. Soluciones para digestion de proteinas

Bicarbonato de amonio 50 mM.

Para preparar 5 mL de solucién: Disolver en 5 mL de agua desionizada 19.765 mg

de NH4HCO3 .

= Acetonitrilo (ACN) 50 % - NH;HCO3 50 mM.

Para preparar 50 mL: Disolver en 25 mL de agua desionizada 197.65 mg de NH4HCO3
y 25 mL de ACN.

= DTT 10mM.

Para preparar 1 mL de solucion: Disolver en 1 mL NH4HCO3 50 mM 1.5 mg de
DTT.

» Jodoacetamida 100mM.
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Para preparar 1 mL de solucién: Disolver en 1 mL. NH4HCO3 50 mM 18.5 mg de
1odoacetamida.
= Tripsina 25 ng/uL.

A un stock de 50 uL (100 ngl/uL) de tripsina agregar 150 ul. de NH4HCO3 50
mM.

Nota:

a) Las soluciones de lodoacetamida y DTT es necesario preparadas 1h antes de utilizarse,
debido a la estabilidad de estas.

b) A un vial de tripsina de 100 g agregar 1 mL de NH4HCO3; 50 mM para obtener una
concentracion de 100 ng/uL, resuspender suavemente. Hacer alicuotas de 50 uL y alma-

cenar a -20°C.

9.11. Solucion de extraccion de péptidos

= Amortiguador de extraccion 50 % (v/v) acetonitrilo, 5 % (v/v) acido féormico.
Para preparar 5 mL de solucion: Disolver en 2.5 mL de acetonitrilo 250 uL de acido
formico y aforar a 5 mL con agua desionizada.

= Solucion de equilibrio. Acido trifluoroacetico (TFA) 0.1 %.
Para preparar 5 mL de solucién: Disolver en 4.995 mL de agua desionizada 5 uL de
TFA.

= Solucion de elusion. Acetonitrilo 50 % - TFA 0.1 %

Para preparar 5 mL de solucién: Disolver en 4.995 de ACN al 50% 5 uL de TFA.
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Nota: Las soluciones son estables por 7 dias a 4°C, sin embargo, se recomienda preparar
en el momento de su uso, por lo que es necesario preparar s6lo la cantidad requerida pa-
ra el ndimero de muestras a procesar. Los volimenes especificados en esta seccidon estdn
calculados para aproximadamente 20 muestras, sin embargo, los volimenes pueden variar

dependiendo del pedazo de gel a procesar.

9.12. Amortiguador de lavado para placas de ELISA

Para preparar 1 L de amortiguador: Mezclar 1 L de PBS 1X y 5 mL de Tween-20. Filtrar y

almacenar a 4° C.
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