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RESUMEN

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades tropicales causadas por parasitos
del género Leishmania, que ponen en riesgo de infeccion a 350 millones de
personas. El amplio rango de manifestaciones clinicas se ha atribuido a la
variabilidad tanto en la especie y virulencia del parasito como en la respuesta
inmune del hospedero. El grupo de investigacion de Biofisica y Biologia de
Membranas de la Universidad Nacional de Colombia ha estado interesado en
entender cudles moléculas del promastigote se asocian con la funcién de la bomba
de protones que favorece la entrada de glucosa y aminoacidos por transporte activo
secundario, asi como la adaptacion de la forma amastigote al pH &cido, del
compartimiento donde esta confinado que implican proteinas asociadas con
transporte de cloruro. Por esta razon se inicié el estudio de proteinas de la familia
CLC de Leishmania, transportadores de cloruro que ademas se asocian con
regulacion de volumen. Estos estudios permitieron postular este grupo de proteinas
como blanco terapéutico potencial. Mas aln que cepas transfectadas estables de
Leishmania con un constructo de interferencia para el CLC LbCLC-A muestran que
cuando infectan una linea celular de macréfagos de ratén no sobreviven. El objetivo
de este trabajo se enfoc6 en utilizar un modelo animal para ampliar el conocimiento
del proceso de infeccién, a través de la evaluacion de la virulencia de cuatro cepas

de parasitos de Leishmania infectando ratones de la cepa Balb/c.
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1. INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos
intracelulares obligados de la familia Trypanosomatidae, género Leishmania, que se
transmite a los mamiferos por la picadura de las hembras de insectos dipteros de la
familia Psychodidae y sus reservorios son diferentes animales silvestres y
domésticos. A nivel mundial anualmente se reportan mas de 2 millones de nuevos
casos y se estima que en las areas endémicas alrededor de 350 millones de
personas se encuentran en riesgo de adquirir la infeccién (Ashford 2000; Herwaltd,
1999; Solbach 2000).

Esta enfermedad constituye un problema importante de salud publica en algunas
regiones tropicales y subtropicales. Actualmente no se cuenta con vacunas para
prevenirla y el tratamiento esta basado en quimioterapia con una serie de
medicamentos que generan efectos secundarios por su alta toxicidad y dificil

administracién, ademas de los elevados costos (OMS 2014).

Las infecciones pueden ser asintomaticas (Desjeux 2001; Desjeux 2004; Murray et
al. 2005; Remme et al. 2002) o pueden conducir a diferentes sindromes clinicos que
involucran érganos internos, piel y/o mucosas (Azulay et al. 1995). El amplio rango
de las manifestaciones clinicas puede atribuirse a la especie, la variabilidad en la
virulencia del parasito (Chang et al. 1999; Chang y McGwire 2002; Cunha et al.
2013) y a la variabilidad de la respuesta inmune del hospedero (Convit et al. 1993;
Grimaldi y Tesh 1993; Bafiuls et al. 2007; Saporito et al. 2013; Savoia 2015).

Chang y McGwire (2002) clasificaron los factores de virulencia de Leishmania spp.,
en dos grupos: A) Determinantes de evasion/invasion, los cuales son indispensables
para la infecciéon, y B) Determinantes patoantigénicos, que incluye todos los factores
de virulencia responsables de inducir una respuesta inmunopatologica que
determina las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad, también

conocidas como fenotipo de virulencia (Chang y McGwire, 2002).

El grupo de investigacion de Biofisica y Biologia de Membranas de la Universidad

Nacional de Colombia, se ha especializado en el estudio de moléculas asociadas
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con la regulacién iénica de Leishmania, debido a su importancia como posibles

candidatos para vacunas.

Este trabajo se centré en la infeccion in vivo de ratones de la cepa Balb/c, para
estudiar la capacidad de infeccion de cuatro cepas modificadas de Leishmania, a
través del seguimiento y evaluacion de la apariciébn y variacibn de tamafo de

lesiones que se desarrollen en este modelo animal.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las leishmaniasis cutdnea y mucocutanea son patologias que provocan lesiones
ulcerativas en la piel y en las mucosas, respectivamente y son endémicas de zonas
tropicales y subtropicales. Alun no existen vacunas efectivas para prevenir estas
enfermedades, que ademas son prevalentes en areas rurales, lo cual dificulta el
acceso a diagnostico y tratamiento oportuno en areas alejadas de los grandes

centros urbanos.

Existen consideraciones éticas que restringen la investigacion en humanos, por
tanto, el uso de modelos animales es de utilidad para hacer seguimiento a la
aparicion y evolucién de infecciones, simulando algunas caracteristicas clinicas e
inmunoldgicas de la enfermedad en humanos (Handman 2001) y son de gran valor
para el disefio de opciones de tratamiento. El grupo de investigacion de Biofisica y
biologia de membranas de la Universidad Nacional de Colombia, estudiando
proteinas asociadas con el transporte del i6n cloruro (ClI) en la membrana
plasmética de formas promastigotes de L. (V.) braziliensis pertenecientes a la familia
CLC, ha sugerido que podrian estar asociadas con regulacion de volumen,

diferenciacion y supervivencia del parasito (Zapata 2016).

Hasta ahora todos los ensayos han sido efectuados in vitro trabajando con lineas
celulares de macréfagos de raton J774.A1 con cepas de Leishmania transfectadas
establemente por electroporacion con constructos de interferencia o sobreexpresion
de genes CLC L. (V) braziliensis. Los resultados obtenidos a partir de los diferentes

estudios empleando las cepas transfectadas estables de Leishmania con un
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constructo de interferencia para LbCLC-A, han mostrado que cuando infectan una
linea celular de macréfagos de ratén el promastigote no se diferencia a amastigote y

no sobrevive en el ambiente de la vacuola parasitéfora (Zapata 2016).

Entender los mecanismos que se asocian con la regulacién de volumen del parésito
y si esta a su vez determina la habilidad de Leishmania de diferenciarse de
promastigote a amastigote es importante, asi como estudiar los determinantes de la
virulencia del parasito. Este trabajo busco evaluar el impacto de la interferencia y
expresion de LbCLC-A en la virulencia de promastigotes usando un modelo de
infeccion in vivo, haciendo seguimiento a la aparicién y progreso de lesiones en

ratones de la cepa Balb/c inoculadas con cuatro cepas de Leishmania.

3. MARCO TEORICO
3.1. Epidemiologia de la leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad tropical. Constituye un importante problema de
salud publica a nivel mundial y se clasifica como categoria | por el Special

Programme for Research and Training in Tropical Diseases (TDR).

En Colombia, la leishmaniasis es endémica en casi todo el territorio, excepto
Bogota, Tunja, Pasto y San Andrés Islas, concentrandose en 1.079 municipios (INS-
Sivigila 2018). La presentacion clinica méas frecuente y la de mayor distribucion
geografica, es la cutdnea, representando entre 95% y 98% de los casos. La
leishmaniasis mucosa, afecta entre el 1% al 4% de la poblacién y se puede
presentar después de semanas o afios de la ocurrencia de la lesiéon cutanea, como
resultado de la diseminacién del parésito a las mucosas de los vertebrados y la
leishmaniasis visceral, tiene una menor incidencia en nuestro pais, representando
entre el 0,1 y 1,5 %, con el agravante de ocasionar la muerte de los nifios en
ausencia de tratamiento (INS - SIVIGILA 2019).
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3.2 Ciclo de vida del parésito

El ciclo de vida del parasito involucra dos estadios. En el intestino del insecto vector
se encuentra en forma de promastigote, forma que exhibe un flagelo que le confiere
movilidad y se aloja extracelularmente. A su vez el promastigote se presenta en dos
formas diferenciables, prociclica y metaciclica, siendo esta ultima forma infectiva y

se caracteriza por baja tasa de replicacion y alta movilidad.

En el hospedero vertebrado, el parasito toma la forma de amastigote, esta forma es
ovoide, tiene un flagelo retraido por tanto es inmaovil y se aloja en los macréfagos
(Ramirez et al. 2013), al contrario de la forma de promastigote, el amastigote se
multiplica intracelularmente en la vacuola parasitéfora por fision binaria, donde la

tasa de replicacion alta (Sacks et al. 1984).

3.3 Virulenciay condiciones para el desarrollo de la lesién

La virulencia o grado de patogenicidad, es la capacidad de un agente infeccioso de
producir enfermedad en un hospedero susceptible y se manifiesta como un espectro
de manifestaciones clinicas (Chang et al. 1990). La virulencia es una consecuencia
del proceso de adaptacion del parasito al hospedero que le permite desarrollar la
infeccibn y comprende el trabajo coordinado de determinantes moleculares
denominados factores de virulencia, los cuales influencian al agente infeccioso a

desarrollar una patologia en el hospedero.

Chang y McGwire clasificaron los factores de virulencia presentes en Leishmania
spp., en dos grupos, el primero agrupa determinantes de evasion/invasion y el
segundo, determinantes patoantigénicos. Los determinantes de evasion/invasion
son aguellos involucrados en los mecanismos del pardsito necesarios para
establecer la infeccién, tales como: unién de Leishmania al macrofago, entrada del
parasito al macréfago, sobrevivencia en el interior del macréfago y diferenciacion y

multiplicacion intracelular de los amastigotes (Chang et al. 2002).

Leishmania logra infectar exitosamente los macréfagos porque el parasito tiene la
capacidad de evadir los mecanismos fisiologicos y moleculares del hospedero

vertebrado que representan una barrera en el proceso infeccioso (Shaw 1997). La
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via a través de la cual Leishmania entra en el macréfago se denomina fagocitosis
mediada por receptores, como los que se encuentran cubriendo la superficie de los
promastigotes como lo es el glicocalix, el cual esta compuesto por proteinas de
anclaje a licofosfatidilinositol (GPI) y glicolipidos en general, entre los que se

encuentran el lipofosfoglicano.

Se ha demostrado que el lipofosfoglicano juega un papel fundamental en la
infeccion de los macrofagos (McConville et al. 2007), aunque el resto de los
componentes también han demostrado influir en la virulencia de los promastigotes
sobre las células hospederas, su papel consiste en ayudar la adhesion de los
parasitos a la membrana plasmatica del macrofago (Naderer y McConville 2008).
Sin embargo, existe otro mecanismo mediante el cual el parésito llega al interior del
macrofago, este consiste en la fagocitosis de neutréfilos que previamente habian

fagocitado a los promastigotes (van Zandbergen 2006).

Leishmania presenta alrededor de 5 X 108 copias de lipofosfoglicanos por célula
(LPG), siendo la molécula mas abundante el GPI, la cual esta anclada a la superficie
celular de los promastigotes. Los promastigotes se unen a lectinas presentes sobre
el epitelio del intestino de los insectos vectores a través de los LPG, por lo cual,
estas moléculas son esenciales para el establecimiento de la infeccion en los
fleb6tomos (Sacks et al. 2000). Sin embargo, se han encontrado otras funciones

importantes asociadas al lipofosfoglicano.

Al igual que la GP63, estas moléculas le confieren a los promastigotes metaciclicos
resistencia al complemento (Grimm y Jenni 1993). Una vez fagocitados, los LPGs
previenen la fusion fagosoma-endosoma, a través de la ruptura de acumulaciones
lipidicas en la membrana plasméatica que median dicho proceso (Dermine et al.
2005). Leishmania en estado intracelular amastigote expresa muy pocas cantidades
de LPG en su superficie, pero, en lugar de ello, expresan grandes cantidades de
licofosfatidilinositol. Asi, las propiedades protectoras de los LPG son limitadas a
estados iniciales de la infeccion en hospederos mamiferos, aunque si son

esenciales durante el ciclo de vida en el insecto vector (Spath et al. 2003).

Para que determinados genes sean considerados factores de virulencia, sus

productos de expresion deben comprobarse experimentalmente y estar involucrados

10
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en el desarrollo de la enfermedad, pero, no deben ser esenciales para la viabilidad
del parésito per se. Los factores de virulencia deben: 1) aumentar el fithess del
patdgeno y la tolerancia al estrés, 2) ayudar a la invasién de células del hospedero
y, 3) modular la evasion de la respuesta inmune del hospedero (Chang y McGwire
2002; Bifeld y Clos 2015).

De otra parte, los determinantes patoantigénicos son un grupo que incluye todos los
factores de virulencia descritos como capaces de inducir una respuesta
inmunopatolégica como principal causa de los sintomas clinicos. Asi, estos
determinantes producen anticuerpos con titulos altos en comparaciéon con los
anticuerpos producidos por los determinantes de evasion/invasién. Ademas, son
conservados en estructura o son proteinas citoplasmaticas solubles, las cuales a
menudo forman parte de otras moléculas o forman particulas subcelulares. Estos
incluyen componentes del citoesqueleto (ej: quinesina y tubulinas), proteinas
chaperonas (ej; HSP60, HSP70, HSP83, HSP100, STI 1), componentes del
ribosoma (ej: el F, PO, P2a), componentes del nucleosoma (ej: H2A/B, H3, H4),
componentes del glicosoma, entre otros (Chang y McGwire 2002).

Ademas del estudio de los determinantes de la virulencia del parasito, es muy
importante ampliar el estudio en modelos experimentales mejorados, para entender
los mecanismos de infeccion y la respuesta de las células blanco, con el fin de

identificar posibles objetivos para evaluar vacunas candidatas.

3.4 Modelos experimentales

El uso de los animales de laboratorio en las investigaciones biomédicas aporta a la
comprension sobre la prevencion y tratamiento de las enfermedades transmisibles y
no transmisibles. Son usados como modelos para investigar y comprender los
mecanismos moleculares y celulares y en el desarrollo, produccion y control de
medicamentos, alimentos y otros insumos, donde en muchos casos hasta la fecha

son insustituibles (Alfonso 1993; Aguilar-Torrentera 2001).

11
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3.4.1 Modelo parésito

Los estudios desarrollados por el grupo de investigacion de Biofisica y biologia de
membranas de la Universidad Nacional de Colombia, se han enfocado
principalmente en el estudio de proteinas asociadas con el transporte del i6n cloruro
(CI) en la membrana plasmatica de formas promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis pertenecientes a la familia CLC. A través de blsquedas y alineaciones
bioinformaticas se identificaron secuencias para los genes LbCIC-A, LbCIC-B,
LbCIC-C y LbCIC-D.

Se clonaron los genes de esta familia, para generar interferencia y sobreexpresion,
y se ligaron en vectores para modular la expresion de estas proteinas, con el fin de
estudiar su funcién. Resultados previos del grupo, han evidenciado el papel que
proteinas de la familia CLC de Leishmania desempefian en procesos de regulacion
de volumen y supervivencia (Lozano et al., 2009; Zapata 2016; Garcia 2016).

Como resultado de estos trabajos se generd una cepa de Leishmania transfectada
con un plasmido que contiene la secuencia para generar interferencia en la
expresion del gen LbCIC-A o su sobreexpresion. Se generaron cepas modificadas
de Leishmania con estos constructos, y, se evaluaron, su morfologia, capacidad de
infeccién y crecimiento in vitro, asi como su capacidad infectiva en una linea celular
con comportamiento macrofagico J774A.1, logrando evidenciar disminucion en la
tasa de crecimiento de los parasitos, cambios morfoldégicos e incapacidad de

diferenciarse de promastigote a amastigote (Zapata 2016).

Estos estudios permitieron postular este grupo de proteinas como blanco
terapéutico potencial. Es por esta razén que este trabajo se enfoca en utilizar un
modelo animal para evaluar los procesos de infeccion en un modelo in vivo, con

estos parasitos modificados.

12
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3.4.2 Modelos animales

El uso de modelos experimentales in vivo permite simular las caracteristicas clinicas
e inmunolégicas encontradas en una enfermedad humana (Handman 2001). La
mayor parte de lo que conocemos actualmente sobre la inmunologia y fisiopatologia
de la leishmaniasis, se debe a los resultados obtenidos mediante el uso de modelos
animales experimentales con ratones, hamsteres, perros domésticos y primates no

humanos (Oliveira et al. 2004).

Durante las ultimas cuatro décadas, los modelos murinos se han empleado como
modelo en investigacion biomédica, debido a que son capaces de reflejar rasgos
clinicos e histopatolégicos similares a los que se producen en la infeccion humana.
Con ayuda de este modelo se ha ampliado el conocimiento de las rutas de infeccion,
mecanismos celulares y vias de infeccion de los parasitos hasta alcanzar los

organos internos (McCall et al. 2013).

También han sido empleados para conocer el rol que juegan las citoquinas, las
cascadas de transduccién de sefiales y medicamentos antileishmaniasicos, los
mecanismos efectores necesarios para el control de los parasitos, informacién
necesaria para reconocer la resolucién clinica de la enfermedad, la resistencia a una
infeccién secundaria, el control de parasitos y el desarrollo de vacunas (Bogdan y
Rollinghoff 1998; Moura et al. 2005).

La eleccion del ratdbn como modelo biolégico cuenta con varias ventajas, la primera
de ellas es la sencillez de los métodos de crianza y facil reproduccion (Guénet
2003). La existencia de una gran coleccion de cepas puras que representan una
poblaciéon inmortal de clones genéticos, por el repetido apareamiento entre
hermano-hermana, lo que los convierte en organismos genéticamente idénticos,
permitiendo una caracterizacion de fenotipo de una profundidad que rara vez se

logra en otros sistemas mamiferos (Loria-Cervera 2014).

13
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De otra parte, la existencia de un conjunto definido de diferencias genéticas entre
las cepas consanguineas permite explorar el efecto de la diversidad genética en

casi cualquier fenotipo de interés (Szatkiewicz et al. 2008).

El presente trabajo busca evaluar la capacidad infectiva de cuatro cepas de

Leishmania mediante un ensayo piloto de infeccion in vivo en ratones de la cepa
Balb/c

14
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad infectiva de cuatro cepas de Leishmania mediante un ensayo
piloto de infeccidn in vivo en ratones de la cepa Balb/c.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estructurar un disefio experimental que permita determinar diferencias en la

capacidad infectiva de cuatro cepas de Leishmania en ratones de la cepa Balb/c.

e Determinar el grado de virulencia de las cepas de Leishmania: WT (Wild type),
pSP (transfectadas con el vector), E1 (transfectada con un constructo de
interferencia) y FULL (transfectada con el gen LbCLC-A) en ratones de la cepa
Balb/c.

e Evaluar la aparicion y progreso de lesiones en ratones Balb/c infectados con

cuatro cepas diferentes de Leishmania.

15
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Infeccion experimental en ratones cepa Balb/c

Se realiz6 un estudio de tipo experimental, en el area de animales de laboratorio en
el Bioterio de Barrera - ABSL-2/BSL-2 del Instituto Nacional de Salud, empleando
ratones de la cepa Balb/c. A los roedores se les administrd agua y alimento ad-
libitum y fueron observados durante catorce (14) semanas post-inoculacion,
haciendo seguimiento diario para identificar tiempo de aparicion de las lesiones y
registro de los cambios fisicos.

Se emplearon 16 ratones de la cepa Balb/c de 21 dias de nacidos, los cuales fueron
infectados experimentalmente via subcutdnea en la nariz con 0,1 mL de una
concentracion de 3x10° parasitos/mL. Como grupo control se tomaron 2 ratones
inoculados con solucion salina. Para la infecciébn experimental se emplearon cuatro
cepas de parasitos, tres de las cuales estan modificadas genéticamente para

expresar de manera diferencial la proteina BbCIC-A.

5.2 Caracteristicas de las cepas de Leishmania

1. Cepa WT (Wild type) de Leishmania, del cepario del Laboratorio de Biofisica y
biologia de membranas, adquiridos del Centro Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas (CIDEIM), tipificados por anticuerpos monoclonales y mapa
de restriccién (Ortegdn 2018), se cultivaron a 26 = 1 °C en medio RPMI-1640 (Life
technologiesTM) suplementado con 5 - 10% de suero fetal bovino (SFB, Ref: S1810,
BIOWEST, Kansas City, MO) inactivado con calor (56 °C).

Con base en esa cepa se crearon por transfeccion las siguientes cepas:

2. Cepa pSP: cepa de Leishmania transfectada con el plasmido de expresion:
psp72RaNeoaGFP, donado por el grupo de Elizabeth Ullu (Atayde et al. 2012).

3. Cepa LbEL1: Leishmania con el constructo de interferencia: pSP72RaneoaGFP+

iLbCLC-A, desarrollada por Angela Cristina Zapata Lesmes y Marcela Camacho.
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4. Cepa LbFULL: Leishmania con el constructo de sobreexpresion:
pSP72RaneoaGFP+ fullLbCLC-A desarrollado por Viviana Ortegbn y Marcela

Camacho.

5.3 Valoracion de la virulencia

La evolucion de las lesiones se evalué desde el primer dia de infeccion, hasta
catorce (14) semanas después. Durante cada observacion se registraron el tiempo
de aparicién y evolucion de las lesiones en el pabellon de la oreja de los ratones
inoculados, la forma y tamafio de las Ulceras, el peso de cada raton. Se tomé
registro fotogréafico de los cambios observados.

Se hizo seguimiento clinico de cada lesion, para lo cual se empled una escala
basada en la asignacién de cruces (0—4) para definir la gravedad de la lesién, segun
criterios estandarizados por el Grupo de Inmunomodulacion de la Universidad de
Antioquia:

0, ausencia de lesion o inflamacién (oreja normal).

1 +, inflamacién y n6dulos pequefios no ulcerados.

2 ++, nédulos que comienzan a ser ulcerados o nédulos grandes sin Ulcera.

3 +++, noédulos con Ulceras activas con o sin costra.

4 ++++, lesiones con Ulceras grandes activas y abiertas, y lesiones con costra

necrotica.

Se midié el tamafio de la lesién con calibrador Vernier y se estimé el area de lesiéon
por mm?2. Al final de la prueba se sacrificaron los animales y se realizaron biopsias
de ganglios, higado y bazo para determinar la presencia de formas parasitarias en

los tejidos.

5.4 Andlisis de los datos

Se hizo un analisis descriptivo de la variable tiempo de aparicion de la lesion, se

realizaron analisis estadisticos para determinar la probabilidad de supervivencia de
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los ratones durante el tiempo que duro el estudio y se analizdé y comparé el peso de
los ratones infectados y el grupo control. El andlisis estadistico se hizo empleando la
metodologia de modelos de regresion generalizados para datos longitudinales,
analisis de supervivencia de los ratones y analisis descriptivo del tiempo de

aparicion de cierto evento.

Para analizar la relacion entre la respuesta Y y las covariables X_1, X 2, X p se
tiene el siguiente modelo: Y_ij= (a+u_0i) +(B+u_1i) X_ij+e_ij

Donde:

u_0i intercepto aleatorio del individuo i

u_li pendiente aleatoria del individuo i
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6. RESULTADOS

El seguimiento a la infeccion de los ratones se extendié durante 14 semanas (98
dias). Diariamente se hizo seguimiento a la aparicion y evolucion de lesiones, el

registro del peso se hizo cada 8 dias (para un total de 16 registros), ver tablas 1y 2.
6.1 Monitoreo de aparicion de lesiones y seguimiento a la infeccién

Durante el desarrollo de la prueba se encontré que la cepa pSP fue la Unica que
provoco la aparicion de lesiones en las orejas de los ratones, los ratones infectados

con las cepas FULL, E1 y Wild Type no se desarrollaron lesiones (ver tabla 1).

Tabla 1. Seguimiento de los ratones Balb/c inoculados con cuatro cepas de
Leishmania durante 14 semanas post-inoculacion

1,2,3,4 Con lesiones Los cuatro ratones desarrollaron lesiones en las orejas

1,2,3,4 Sin lesiones Los ratones no desarrollaron lesiones, sobrevivieron hasta el

final de la prueba.

1,2,3 Sin lesiones Los ratones no desarrollaron lesiones, sobrevivieron hasta el
final de la prueba.

1,2,3 Sin lesiones Los ratones no desarrollaron lesiones, sobrevivieron hasta el
final de la prueba.

1,2 Los controles sobrevivieron hasta el final de la prueba.

Respecto a la evolucion de las lesiones provocadas en los ratones por la cepa pSP,
en las primeras 4 semanas no se presentaron cambios, a partir de la quinta semana
(dia 22) se registro el enrojecimiento de las narices de los ratones infectados con la
cepa pSP. En la semana 6 en el dia 22 apareci6 la primera papula en uno de los
cuatro ratones, al finalizar la semana 6 (dia 25), todos los ratones (4) presentaron

papulas en las orejas, estas alcanzaron un tamafio de 0,22 mm?2.

Las papulas se ubicaron en diferentes areas de las orejas en cada ratén, en el

centro (ratones 1 y 4), cerca al borde superior (ratén 2) y en la base de la oreja
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(ratén 3). Los ratones infectados con la cepa pSP murieron entre los 32 y 59 dias

post infeccion.

En la semana 6 (dia 39), en los ratones 1 y 2 la papula se transformé en un orificio,
el tamafio de este fue de 0,22 mm igual que la papula. El dia 32 el ratbn numero 4
desarrollé una lesién que se extendié hasta 7 mm? en la parte central de la oreja
(ver tabla 2).

Tabla 2. Seguimiento de los ratones Balb/c inoculados con la cepa pSP durante 14
semanas post-inoculacion

CEPA | RATON TIEMPO DE APARICION LESION EVOLUCION DE LAS LESIONES A TRAVES DE LAS 14
SEMANAS DE OBSERVACION

Dia 22: enrojecimiento nariz.

Dia 25: aparicion de papula 0.22
= mm? en area centro de |3 oreja.
Dia 39: papula se transforma en
orificio, conserva el mismo tamano.
Dia 46: muere.
Dia 22: aparicion de papula 0.22
mm? en borde externo de la oreja.
Dia 24: enrojecimiento nariz.
Dia 40: sin cambios papula 0.22
mm?Z.
Dia 43: muere.

Dia 23: aparicién de pépula 0.22 mm?
B en el centro de la oreja.
:amzn: pipula se extendid alcanzd 7

Dia 39: muere.

La medicion del area de lesion en la oreja de los dos ratones en los que se
desarrollo un orificio, no tuvo variaciones, por esta razén no se pudo medir la escala
de gravedad de la lesién ya que una vez aparecié el orificio de tamafio 0,22 mm? no
evoluciond con el tiempo, permanecio igual hasta el final de la prueba.
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6.2 Determinacion del grado de virulencia:

En la tabla 3 se presentan los resultados de la determinacién del grado de virulencia
de las cuatro cepas de Leishmania empleadas en el estudio, determinado por la

escala de gravedad de la lesién provocada en los ratones y el tamafio de la misma.

Tabla 3. Grado de virulencia de las 4 cepas de Leishmania provocadas por infeccion

experimental en ratones de la cepa Balb/c

Cepa Escala de gravedad | Tamafo de lesion | Virulencia
de lalesidn (um?) (Resultado)
pSP + 0,22 -7 Menor
Full 0 0 Nula
El 0 0 Nula
WT 0 0 Nula

6.3 Andlisis del tiempo en el que se desarrollaron lesiones en los ratones

Se realizaron analisis para determinar la probabilidad de supervivencia, la aparicién
de lesiones en los ratones infectados con 4 cepas de Leishmania y se analizé y

comparé el peso de los ratones.

El andlisis de los datos permitié identificar que la muerte de los ratones se relaciond
con la inoculacion e infeccion con la cepa pSP. La mediana del tiempo de
supervivencia para todos los grupos fue de 73 dias, excepto para los ratones
inoculados con la cepa pSP cuya supervivencia fue de 44,5 dias en promedio (ver
tabla 4).
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Tabla 4: Tiempo de supervivencia de los ratones

el raton | Leishmania| SEXC_| TIEMPO | E2UA
1 Full macho 73 Vivo
2 Full macho 73 Vivo
3 Full macho 73 Vivo
4 Full macho 73 Vivo
5 El macho 73 Vivo
6 El macho 73 Vivo
7 El macho 73 Vivo
8 Wt macho 74 Vivo
9 Wt macho 73 Vivo
10 Wt macho 72 Vivo
11 pSP hembra 46 Muerto
12 pSP hembra 43 Muerto
13 pSP hembra 52 Muerto
14 pSP hembra 39 Muerto
15 Control macho 73 Vivo
16 Control macho 73 Vivo

En la figura 1 se observa que los ratones infectados con la cepa pSP murieron antes
del dia 52 (en promedio en el dia 42), los ratones infectados con las otras cepas
sobrepasaron los 60 dias. En la figura 1, se observa la probabilidad de

supervivencia para las infecciones con cada cepa.
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Figura 1. Tiempo de supervivencia de los ratones Balb/c infectados con las cuatro

cepas vs la cepa control
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Se hizo un analisis de los valores estimados de los parametros fijos del modelo,
aplicando la metodologia establecida en Correa Morales y Salazar Uribe (2016) y se

obtuvo el siguiente vector de estimadores de fi5, 4, 2, i3, 52, f2 jJunto con sus errores

estandar y pruebas de significancia (ver tabla 5).

Tabla 5. Valores estimados de los pardmetros fijos del modelo

Parametro Simbolo | Estimador Err?r GL Valor £ Valor
estandar

JéD 17,4124262

Intercepto 3 0,761137268 | 15,80460764 | 22,87685409 | 1,54075E-13
Jél 0,05129244

Dias 3 0,002490674 | 11,38404158 | 20,59380383 | 2,29351E-10
Jé: 0,95840112

Cepa E1 2 0,982455995 | 15,81732387 | 0,975515572 | 0,343988943
JiE: )

0,27569931

Cepa full 1 0,932039594 | 15,81732388 | -0,295802145 | 0,771229244
54 4,03288732

Cepa PSP 4 0,934096188 | 15,99670786 |4,317421884 | 0,000531265
JéE 0,63568160

Cepa Wt 0 0,982455995 | 15,81732387 | 0,647033153 | 0,526889700

El valor estimado de 0,051 del parametro dias corresponde al peso promedio que
aumentan los ratones por dia. No se encontraron diferencias significativas en el
peso de los ratones, el crecimiento fue lineal, a mayor nimero de dias, mayor peso.
El valor estimado de 4,032 corresponde a la diferencia promedio entre el peso de
los ratones de la cepa pSP y el control, este valor fue positivo porque el peso de los

ratones infectados con la cepa pSP siempre estuvo por encima del peso del control.
6.4 Resultados estudio histopatoldgico

Los resultados del estudio histopatologico practicado por el patdlogo del Instituto
Nacional de Salud, analizando ganglios, orejas, higado y bazo fueron negativos, no

se encontraron formas parasitarias.
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7. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este estudio, fueron controlados los pardmetros de inoculacion experimental en
todos los ratones. Se usé la cepa de raton Balb/c, la cual es considerada una cepa
susceptible de infectarse y desarrollar lesiones (Kurey et al. 2009) y se inoculé una
cantidad constante de 1 x10° promastigotes de cada cepa a cada ratén, de acuerdo
con el disefio experimental. La inoculacién se efectué en la nariz. Este sitio ha sido
previamente reportado como capaz de generar una respuesta inmune TH2 o de

resolucion de la lesién en infecciones con L. major (Baldwin et al. 2003).

En la leishmaniasis, los macrofagos pueden actuar como células presentadoras de
antigenos que activan los linfocitos T quienes contribuyen en la eliminacion del
parasito. Los linfocitos T activados inducen la produccion de citocinas que participan
en la resolucién o exacerbacion de la leishmaniasis, en el modelo murino, se ha
reportado observa una clara dicotomia en la respuesta inmune asociada con el
desarrollo de la lesion que corresponde a la respuesta Th2, o a la resolucion de las
lesiones a cargo de la respuesta Thl. La enfermedad es el resultado de la
interaccion de diferentes factores como la especie y la virulencia de la Leishmania
junto con la respuesta inmune del hospedero, determinando si la infeccion se

presenta o no (Lenis 1998).

La cepa pSP fue la Unica que provoco lesiones en los ratones infectados. Al analizar
los pesos de los ratones, no se encontré relacién entre la infeccién y el cambio en el
peso de los ratones, dado que se evidencié que el peso aumentd gradualmente en
todos los ratones a medida que transcurria el tiempo después de la infeccién con las

cepas de Leishmania.

La estimacion de la virulencia de las cepas, basados en la estimacion de la escala
de gravedad de la lesidon y la medicién del tamafio de la lesién permiti6 identificar
gue la cepa pSP, fue la Unica virulenta, con una escala de gravedad menor, dado el
promedio de area de lesién menor a 5 mm?2. Las otras cepas no fueron virulentas, la

escala de gravedad de lesion fue de 0.

De acuerdo con los resultados obtenidos las infecciones causadas por la cepa pSP,

estarian vinculando a este pldsmido de expresion con la activacion de procesos de
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virulencia para Leishmania, y de mayor resistencia a la respuesta inmunologica del
ratén, en relacion con lo observado para las infecciones con las otras cepas, en las
cuales no se gener6 ninguna lesién. Lo anterior, significa que tanto la cepa silvestre
(WT), como las cepas que tiene los constructos de interferencia (E1l) vy
sobreexpresion (Full) del gen CLC-A, pueden ser controladas al interior de los

macrofagos murinos por el sistema inmunolégico del raton.

El constructo presente en la cepa E1, tiene como objetivo silenciar la expresion de la
proteina CIC-A, la cual, de acuerdo con lo reportado por Zapata y colaboradores en
2016, interfiere con la sobrevivencia del parasito al interior de la célula macrofagica,

en experimentos in vitro.

De otra parte, el constructo Full, generaria una sobreexpresion de dicha proteina,
sin embargo, se ha reportado que, en algunos sistemas de expresion de proteinas,
el exceso de proteina segregada en la célula, induce una respuesta celular para
inhibir los procesos de expresion (Zapata et al. 2016), lo que podria estar
interfiriendo con la expresion de CIC-A vy, por tanto, afectando la supervivencia del

parasito dentro de las células de defensa del ratén.

Es importante considerar que la virulencia provocada por los pardsitos que causan
leishmaniasis no es solo el resultado de caracteristicas genotipicas de las cepas,
sino que también es el resultado de la respuesta del hospedero vertebrado (Loeuillet
et al. 2016; Bafiuls et al. 2007; Handman et al. 2005). Algunos autores refieren que
la mayor o menor infeccion con parasitos del género Leishmania puede ser
modulada por diversos factores, ambientales y genéticos, asi como por su

hospedador vertebrado (Blackwell 1996) y por los vectores (Titus, Ribeiro 1988).

Es relevante continuar estudiando el papel de las proteinas CLC en Leishmania,
ampliar el conocimiento de su papel como facilitadoras de la entrada de glucosa y
amino&cidos, y su papel como transportadores de cloruro que pueden estar
asociadas a la respuesta del parasito y pueden ser empleadas como blanco

terapéutico potencial.

Estos resultados son importantes para futuros estudios que busquen entender las

diferencias en respuesta inmune, la interaccion Leishmania-hospedero, el desarrollo

26

www.manaraa.com



de nuevos farmacos y el estudio de los mecanismos moleculares que
desencadenen fendmenos de resistencia a medicamentos anti-Leishmania. Se
cumplieron con los objetivos planteados y se espera que el trabajo sea la base de

futuros andlisis que complementen los resultados aqui obtenidos.

8. CONCLUSIONES

e La cepa pSP fue la Unica virulenta y generé lesiones en los ratones.

¢ EIl promedio del tiempo de aparicién de las lesiones en los ratones infectados con
la cepa pSP fue de 23,2 dias.

¢ No se observaron diferencias significativas en el peso de los ratones infectados
con las cuatro diferentes cepas.

¢ El tiempo de sobrevivencia de los ratones infectados con la cepa pSP fue menor.

e Los ratones infectados con las cepas de Leishmania WT, E1 y Full, tuvieron una
respuesta inmunitaria de control de la infeccion, similar a la de los ratones control.
Lo anterior puede significar que la alteracion en la expresion de la proteina CIC-A,
disminuye la capacidad de virulencia del parasito.

¢ El estudio de proteinas con potencial como blanco terapéutico permitira a futuro

contar con opciones para el control de la leishmaniasis.

9. RECOMENDACIONES

Para futuros estudios se recomienda aumentar el numero de réplicas para el estudio
y se recomienda distribuir aleatoriamente el nimero de ratones de acuerdo con el
género ya que solo en la cepa pSP habian ratones hembras y este también pudo
haber sido un factor que influydé en los resultados. El uso de modelos animales
experimentales es una buena alternativa para valorar la respuesta celular inmune

en la leishmaniasis cutanea.
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