UNIVERSIDAD NACINAL DE COLOMBIA

EXPRESION GENICA DE IL-12, IL-6 Y TNF-at EN CELULAS
DENDRITICAS HUMANAS INFECTADAS IN VITRO CON
Leishmania (V.) guyanensis y TRATADAS CON
PENTAMIDINA

Erika Paola Torres Moreno

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Maestria en Genética Humana
Bogotd D.C., Colombia
2013



EXPRESION GENICA DE IL-12, IL-6 Y TNF-ot EN CELULAS
DENDRITICAS HUMANAS INFECTADAS /N VITRO CON
Leishmania (V.) guyanensis y TRATADAS CON
PENTAMIDINA

Erika Paola Torres Moreno

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Magister en Genética Humana

Directora:
Gabriela Delgado Murcia, DrSc Farmacéuticas

Linea de Investigacidn:
Inmunotoxicologia
Grupo de Investigacién:
Grupo de Investigacidn en Inmunotoxicologia

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Maestria en Genética Humana
Bogotd D.C., Colombia
2013



A mis padres y hermanitos por estar siempre
presentes a pesar de la distancia.



Agradecimientos

A mis padres y hermanitos (Luz y Leo) por brindarme su amor, su constante compafiia y su
inmenso apoyo para cumplir tan anhelado logro.

A mi directora de tesis, Gabriela Delgado Ph.D. por aceptarme como una de sus “pequefios
saltamontes”, por la inmensa paciencia que tuvo conmigo y por sus ensefianzas que
contribuyeron a mi desarrollo académico y personal.

Al grupo de Investigacion en Inmunotoxicologia (Diana, Norberto, Angelita, Jenifer, Johanna,
Magda), especialmente a Lesly por ser una lucecita en mi camino y a Jeysson y Julian, por su gran
apoyo en el disefio experimental y los gratos momentos compartidos.

A la profesora Rita Baldrich por su gran colaboracién en la parte molecular del trabajo,
acompafiada de algunos “regaiitos” los cuales me sirvieron no solo para sacar adelante esta tesis
en los momentos mas dificiles, sino también, como consejos de vida.

A la direccion de investigaciones (DIB) de la Universidad Nacional por el apoyo financiero para la
realizacion de este proyecto.

Al personal de los diferentes Bancos de Sangre que donaron gentilmente el material bioldgico
necesario para el desarrollo de este proyecto, especialmente a las Bacteridlogas Diana Estrada, de
la Clinica de Marly, Carolina Aldana, del Hemocentro Distrital y Wendy Murcia, de la Cruz Roja
Colombiana.

Al profesor Fabio Aristizabal y sus estudiantes de los grupos de investigacion de Farmacogenética
del departamento de Farmacia y de Caucho en el Instituto de Biotecnologia, igualmente, al
laboratorio de Genética en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional, como también, a
Yolanda Céardenas del Laboratorio de Equipos Comunes de la Facultad de Medicina, por la
colaboracién para permitirme realizar los experimentos de gRT-PCR en tiempo real.

A los profesores de la Maestria en Genética Humana por las ensefanzas recibidas y también, a
Islena Bonilla y Mireya Castillo (secretarias de la Maestria) por su gran colaboracion.



A mi Tio Marco, Blanquita, Cristian y Julito, por acogerme en su hogar durante todo este tiempo.

Y a todas las personas que de alguna u otra manera contribuyeron en el desarrollo de esta tesis.



Contenido | VI

Resumen

El isetionato de pentamidina es una de las alternativas terapéuticas para el tratamiento de la
leishmaniosis cutdanea, enfermedad endémica en Colombia. A este medicamento se le han
atribuido propiedades inmunosupresoras; sin embargo, estos estudios son limitados. Por tal
razon se planted evaluar el efecto del isetionato de pentamidina sobre la expresién génica de IL-
12, IL-6 y TNF-a en células dendriticas humanas infectadas in vitro con promastigotes de L. (V.)
guyanensis, para lo cual se utilizo el paquete globular de leucocitos obtenidos por leucoféresis (de
donantes sanos de Bancos de sangre de la ciudad de Bogotd D.C), a partir de cuyos monocitos
fueron diferenciadas las células dendriticas. Una vez obtenidas, las células dendriticas fueron
infectadas con el pardsito y tratadas con el isetionato de pentamidina. La produccién y
transcripcién de las citoquinas fue determinada gracias a herramientas como la citometria de
flujo y la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) en tiempo real. Con el desarrollo de este
proyecto se logré evidenciar que: (i) el efecto del isetionato de pentamidina es selectivo
(asociado a la especie parasitaria) siendo las especies del nuevo mundo (particularmente
Leishmania (V.) guyanensis) mas susceptibles a este ingrediente farmacéutico activo, (ii) este
antileishmanial tiende a ejercer actividad inmunomoduladora sobre células dendriticas humanas
infectadas con Leishmania (V.) guyanensis, en cuanto a la expresion de IL-6 y del TNF-a.

Palabras clave: isetionato de pentamidina, L. (V.) guyanensis, inmunomodulacion, expresion
génica.
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Abstract

Pentamidine isethionate is a therapeutic alternative for the treatment of cutaneous
leishmaniasis, endemic in Colombia. This drug has been attributed immunosuppressive
properties, but these studies are limited. For this reason was to evaluate the effect of
pentamidine isethionate on gene expression of IL-12, IL-6 and TNF-a on human dendritic cells
infected in vitro with promastigotes of L. (V.) guyanensis, which was used for the buffy coat
obtained by leukapheresis (from healthy donors of blood banks in the city of Bogota), from whose
monocytes were differentiated dendritic cells. Once obtained, the dendritic cells were infected
with the parasite and treated with pentamidine isethionate. The transcription and production of
cytokines was determined by tools such as flow cytometry and the real time PCR (reaction
polymerase chain). With the development of this project was achieved show that: (i) the effect of
pentamidine isethionate is selective (associated with the parasite species) being the New World
species (particularly Leishmania (V.) guyanensis) more susceptible to pharmaceutical ingredient
active and (ii) this antileishmanial tends to exert immunomodulatory activity on human dendritic
cells infected with Leishmania (V.) guyanensis, regarding the expression of IL-6 and TNF-a.

Keywords: pentamidine isethionate, L. (V.) guyanensis, immunomodulation, gene expression.
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Produccidon académica

Resultados parciales de la tesis generaron un articulo y la participacién en dos eventos:

= Articulo titulado “In vitro sensitivity of Leishmania promastigotes to pentamidine
isethionate” aceptado para publicar, en la revista Latin American Journal of Pharmacy
(ver anexo A).

= “Efecto de la pentamidina sobre la produccion de citoquinas en células dendriticas
humanas infectadas in vitro con L. guyanensis” presentado en modalidad de Poster
en el “12° Congreso Internacional del Colegio Nacional de Bacteriologia CNB-
Colombia”, realizado en Cali-Colombia, durante los dias 2,3 y 4 de noviembre de 2012
(ver anexo By C).

v

= ‘“Efecto de la pentamidina sobre promastigotes de L. panamensis y de L. major
presentado en modalidad oral en el “XX Congreso Federacién Latinoamericana de
Parasitologia y XV Congreso Asociacién Colombiana de Parasitologia y Medicina
Tropical” realizado en Bogota D.C. entre el 27 de septiembre y el 1 de octubre de
2011 (ver anexo D y E).
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Introduccion

La leishmaniosis es una enfermedad tropical, cuya prevalencia mundial se acerca a 20 millones de
casos [1], y que la padecen anualmente entre 1.5 y 2 millones de personas en el mundo, quienes,
cerca de 1.5 millones exhiben la manifestacidon cutanea caracterizada por lesiones ulcerativas en
la piel [2]. En Colombia, para los afios 2003 y 2004 se diagnosticaron cerca de 10.000 casos y
hacia el 2005, aumenté considerablemente a cerca de 18.000 [3]. Aunque, el nimero de casos ha
disminuido cerca del 50% con 9241 casos para el afio 2011 [4], la leishmaniosis cutdnea sigue
siendo la forma mds prevalente en la poblacidn expuesta, seguida por la leishmaniosis mucosa y
la leishmaniosis visceral, forma letal de la enfermedad si no se trata adecuadamente. Es de
resaltar que la especie de Leishmania y la respuesta inmune del huésped vertebrado son factores
determinantes en la generacidn de una u otra forma de leishmaniosis.

Para lograr en el hospedero un apropiado control de la enfermedad después de una infeccidn
natural, es importante una efectiva participaciéon de la respuesta inmune, caracterizada entre
otras, por la activacidn de las células dendriticas que han estado en contacto directo o indirecto
con el parasito, y que son capaces de realizar la presentacion antigénica a las células T “virgenes”
localizadas en los nodos linfaticos. Estos linfocitos van a diferenciarse y proliferar a células de tipo
Th1, que secretan citoquinas como IFN-y, esencial en la activacidn de las células infectadas, de tal
forma que el organismo parasitado logra depurar el microorganismo y limitar la enfermedad
causada por Leishmania. Caso contrario ocurre, cuando el que se activa es el compartimiento
celular de fenotipo Th2, en cuyo caso, la infeccién no se controla y la enfermedad evoluciona a
diversas formas clinicas [5]. Por tanto, la alteracion en la expresiéon génica de citoquinas
especificas en las células dendriticas que intervienen en la diferenciacion de estos fenotipos
celulares como IL-12 (Thl) y IL-6, IL-10, IL-13 (Th2), puede ser determinante para la
resolucidén/progresion de la enfermedad.

Cuando la enfermedad no se puede controlar de forma natural, se requiere tratamiento, en cuya
primera linea estan los antimoniales pentavalentes; aunque por su pérdida de eficacia y
demostrada toxicidad, se contemplan alternativas terapéuticas dentro de las que se destaca el
isetionato de pentamidina, administrada a pacientes quienes no se les puede suministrar el
antimonio o a quienes presentan fallo terapéutico, principalmente. La importancia del uso de
esta alternativa antileishmanial radica entre otros en que el volumen total que se inyecta es
veinte veces menor y el tiempo de tratamiento se reduce a la mitad con relacién a los
antimoniales [6]. Sin embargo cabe resaltar que, los gastos de hospitalizacién y seguimiento al
paciente tratados con el isetionato de pentamidina, también son mayores, comparativamente
con los pacientes tratados con sales pentavalentes. Su eficacia en Colombia se registra desde
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1993 en un estudio comparativo con otros medicamentos en poblacién militar [7] y en poblacion
civil sin efectos colaterales serios, como lo anota Robledo et al [3] en el 2006.

Adicionalmente, se ha reportado que el isetionato de pentamidina tiene efectos sobre el sistema
inmune ya que actla como inmunomodulador, especificamente altera la secrecién de citoquinas,
elementos claves en la respuesta celular frente a microorganismos. Se ha observado que el
isetionato de pentamidina inhibe la produccién de varias citoquinas que participan en el proceso
inflamatorio como la IL-1 [8], TNF-a [9] en macréfagos de rata y en seres humanos infectados con
Pneumocystis carinii, respectivamente. La IL-6 y citoquinas quimiotacticas (MCP-1, GRO-a e IL-8)
en experimentos con sangre total humana también se han visto moduladas por el isetionato de
pentamidina [10]. Ademas, se ha determinado que el isetionato de pentamidina exhibe toxicidad
selectiva sobre esplenocitos, situacion observada en cepas de ratén susceptibles a Leishmania
[11]. Estas investigaciones han permitido conferir al isetionato de pentamidina un efecto
inmunosupresor, lo cual, sugiere no favoreceria la induccion de una memoria inmunoldgica
secundaria, post-tratamiento de la infeccién. Sin embargo, los estudios son limitados y es
importante evaluar este hecho en diferentes tipos celulares, particularmente sobre las células
dendriticas, relevantes en las infecciones microbianas (principalmente por patdgenos
intracelulares). Por lo anterior, en este estudio se planted evaluar el efecto del isetionato de
pentamidina sobre la expresién de los genes IL-12, IL-6 y del TNF-a, en células dendriticas
humanas infectadas in vitro con promastigotes de Leishmania (V.) guyanensis, causante de la
forma cutanea de la leishmaniosis en América; valiéndonos de herramientas como la citometria
de flujo y la PCR en tiempo real con transcriptasa inversa (QRT-PCR). Con el desarrollo de este
proyecto se logro evidenciar que el efecto del isetionato de pentamidina es selectivo (asociado a
la especie parasitaria) siendo las especies del nuevo mundo (particularmente Leishmania (V.)
guyanensis) mas susceptibles a este ingrediente farmacéutico activo. Finalmente, logramos
determinar que este antileishmanial no ejerce actividad inmunomoduladora sobre células
dendriticas humanas infectadas con Leishmania (V.) guyanensis, en cuanto a la expresion de IL-
12, IL-6 y del TNF-a.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del isetionato de pentamidina sobre la expresion de los genes IL-12, IL-6 y
del TNF-a, en células dendriticas humanas infectadas in vitro con Leishmania (V.) guyanensis.

1.2 Objetivos especificos

Cuantificar los niveles de mRNA de los genes de IL-12, IL-6 y del TNF-a en células
dendriticas humanas sin infectar e infectadas con Leishmania (V.) guyanensis.

= Realizar el analisis de expresion diferencial de IL-12, IL-6 y del TNF-a en células dendriticas
humanas sin infectar e infectadas con Leishmania (V.) guyanensis, y en respuesta frente
al tratamiento con el isetionato de pentamidina.

= Determinar cantidades de proteina para IL-12, IL-6 y TNF-a en las células dendriticas sin
infectar, infectadas y, tratadas con y sin el isetionato de pentamidina.

= Establecer relaciones entre los niveles de mRNA de IL-12, IL-6 y TNF-a, con la cantidad de
proteina secretada y las posibles implicaciones bioldgicas en las células dendriticas sin
infectar, infectadas y tratadas con el isetionato de pentamidina.



2. Estado del Arte

2.1 Células dendriticas

Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno especializadas, que estan presentes
en los drganos linfaticos, en los epitelios cutdneos y mucosos de los aparatos digestivo y
respiratorio, asi como en la mayor parte de los érganos parenquimatosos. Estas células se
identifican morfolégicamente por sus proyecciones membranarias o espiculadas. Hay
subconjuntos de células dendriticas que se pueden distinguir por la expresién de diversos
marcadores de superficie de membrana y pueden tener funciones diferentes en las respuestas
inmunitarias. Se piensa que todas las células dendriticas derivan de precursores de la médula
6sea y la mayoria, denominadas células dendriticas mielociticas, se relacionan en su linaje con los
fagocitos mononucleares [12].

Normalmente, las células dendriticas epiteliales y tisulares estdn en un estado de reposo
(inmaduras). Estas células captan antigenos proteinicos microbianos y los transportan hasta los
ganglios linfaticos de drenaje. En respuesta a su encuentro con los componentes microbianos, las
células dendriticas sufren un complejo proceso de maduracidon que va desde una célula capaz de
internalizar antigenos hasta una célula presentadora de los mismos. Este proceso se caracteriza
por: cambios morfoldgicos tales como la pérdida de estructuras de adhesion, reorganizacion del
citoesqueleto, y adquieren wuna alta movilidad celular; pérdida de receptores
fagocitico/endocitico; secrecion de quemoquinas y citoquinas; regulacién de moléculas
coestimulatorias, tales como CD40, CD80 y CD86; y translocacion de MHC-II hacia la superficie
celular [13]. Este proceso ocurre mientras migran hacia los ganglios y se hacen muy eficientes en
la estimulacién de los linfocitos T “virgenes”. Las células dendriticas maduras residen en las zonas
de linfocitos T de los ganglios linfaticos, lugar donde ocurre la presentacién antigénica a las
células efectoras. Estas células dendriticas ubicadas en los ganglios linfaticos se denominan
células dendriticas interdigitantes o, simplemente células dendriticas [12].

Las células dendriticas cumplen las siguientes funciones, segin lo menciona Rojas et al [14] en

2010:

= Vigilan el medio ambiente en la piel y en las mucosas en busca de patégenos, a los cuales
capturan y procesan para extraer de ellos las moléculas mds inmunogénicas y presentarlas a
los linfocitos T.

= Participan en el desarrollo de algunos tipos de tolerancia a moléculas propias.

=  Fagocitan cuerpos apoptoticos y activan a las células NK.
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2.2 Leishmania

Los organismos del género Leishmania son protozoarios que pertenecen al orden Kinetoplastidae
y cuentan con 30 especies conocidas, de las cuales 20 son patdgenas para el ser humano [15] y se
asocian con la generacion de la enfermedad denominada leishmaniosis, zoonosis propia de zonas
tropicales y subtropicales del mundo y endémica en 98 paises [16]. Esta enfermedad se
caracterizada por presentar varias manifestaciones clinicas como: lesiones ulcerativas en la piel,
inflamacién de la mucosa e infeccidn visceral diseminada. Estas manifestaciones se presentan de
acuerdo con factores genéticos, el estatus inmunoldgico del individuo y la especie de Leishmania
[17]. Se conocen alrededor de 30 especies de insectos que transmiten la enfermedad, los cuales
pertenecen a los géneros Phlebotomus (viejo mundo) o Lutzomyia (nuevo mundo) del orden
Diptera.

2.2.1 Ciclo de vida

Los protozoos del género Leishmania son digenéticos porque presentan dos estadios durante su
ciclo de vida: uno extracelular que se desarrolla en el vector (insectos de la familia
Phlebotomidae) llamado promastigote y el estadio intracelular desarrollado en el huésped
vertebrado, denominado amastigote [15].

En el huésped vertebrado los amastigotes se reproducen intracelularmente por divisidn binaria y
al lisar las células (células del sistema mononuclear fagocitico) se diseminan rapidamente a otras
adyacentes. El insecto hematdfago al picar el huésped infectado, succiona los amastigotes que
van a invadir el tubo digestivo del insecto. Alli, los pardsitos se alargan, desarrollan rdpidamente
el flagelo y constituyen las formas moéviles o promastigotes que igualmente se reproducen por
division binaria. Los promastigotes infectivos (forma metaciclica) migran a la parte anterior del
insecto hasta que son inoculados a través de la probdscide a otro huésped vertebrado, y cuando
es picado por uno de estos dipteros, comienza nuevamente el ciclo de vida [15].

2.3 Interaccidn entre células dendriticas y Leishmania

La capacidad que tienen las células dendriticas para reconocer e internalizar parasitos de
Leishmania en diferentes estadios, depende de su origen, como es el caso de las células
dendriticas de Langerhans que captan solamente amastigotes, o células dendriticas derivadas de
precursores de sangre periférica o de médula dsea cultivadas in vitro en presencia de IL-4 y/o
GM-CSF que internalizan tanto amastigotes como promastigotes [13]. Este parasito dependiendo
de la especie puede evadir los mecanismos de defensa del sistema inmune, remodelando
compartimentos y vias intracelulares, dafiando el funcionamiento de macroéfagos y células
dendriticas -como eventos fundamentales- las cuales participan en la estimulacidn de células Ty
particularmente en el desarrollo de una eficiente respuesta Th1l, que logra controlar la infeccién.
Sin embargo, cuando las células dendriticas de individuos susceptibles son afectadas por el
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parasito, se genera una inhibicidon de su capacidad migratoria, de su maduracién, activacion y
alteracién de los niveles de citoquinas que producen [5,18].

Con relacién a lo anterior, se destacan estudios como el realizado por Chaussabel et al [19], en el
cual evaluaron la respuesta de células dendriticas y macréfagos humanos, derivados de
monocitos de sangre periférica, a la infeccién con diferentes patégenos, comparando perfiles de
expresion de genes. Después de la infeccién con promastigotes de dos especies de Leishmania,
las células dendriticas presentaron mayor alteracion que los macrdéfagos, mostrando un
incremento en la expresidon de genes asociados con la inflamacién y determinando que L. (L.)
major tiene mayor capacidad de inducir una respuesta inflamatoria respecto a L. (L.) donovani.
Sin embargo, estas especies indujeron, ademas de la expresiéon de moléculas de superficie (CD40,
CD86, HLA-DR y DC-SIGN), la secrecién de IL-10 e IL-12p70 con relacidn a células dendriticas no
infectadas [20]. Igualmente, promastigotes de L. (L.) amazonensis disminuyeron la expresion de
CD80, CD1la y favorecieron el incremento de CD86 en las células dendriticas, afectando la
capacidad de presentacién antigénica de las mismas, asi como la maduraciéon. También se noté
una disminucion en los niveles de citoquinas como IL-6, IL-10 y IL-12, indicando una respuesta Thl
ineficiente, que permite la persistencia de la infeccidn por este parasito [21].

En Colombia, se reporta el estudio realizado por Zuluaga et al [22], quienes evaluaron los cambios
fenotipicos y funcionales inducidos por la infeccién con promastigotes de L.(V.) panamensis en
células dendriticas humanas derivadas de monocitos de sangre periférica, cuyos resultados
preliminares muestran una disminucidon en CD80, CD1a y el aumento de moléculas HLA, a partir
de lo cual sugieren que durante la presentacion de antigenos a través de estos receptores, existen
diferentes mecanismos de regulacién e interaccion entre el parasito y la célula dendritica y que el
balance resultante de esta interaccion, es el que probablemente define el curso de la infeccion
hacia la curacidon o la enfermedad. También, gracias a la capacidad de presentacion antigénica de
las células dendriticas, Delgado et al [23] en el 2003, describieron in vitro nuevos epitopes de la
proteina KMP-11 de L. (V.) panamensis, al pulsar dichas células humanas con péptidos sintéticos
derivados de esta proteina, aproximacion que puede resultar atil para el disefio de candidatos a
vacunas contra esta patogénesis.

2.4 Citoquinas y la infeccion con Leishmania

Las citoquinas son moléculas pequefias, proteicas o glucoprotéicas, que actlan estimulando el
contacto intercelular, algunas el crecimiento y diferenciacion de células del sistema inmune, otras
inducen su paralisis o su muerte por apoptosis, varias colaboran en la quimiotaxis, activan la
fagocitosis y facilitan la adherencia de células a la matriz extracelular, entre las funciones
establecidas con mayor relevancia [14].
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2.4.1 Interleuquina 12 (IL-12)

La IL-12 es un heterodimero compuesto por las subunidades p35 y p40, codificadas por diferentes
genes cada una de las cuales debe ser expresada para generar la forma activa de la proteina que
es IL-12p70. Es el principal factor estimulante de la produccion de IFN-y y desarrollo de los
linfocitos Th1l, es producida por macréfagos y células dendriticas. En la infeccién por Leishmania
esta interleuquina al ser secretada por células dendriticas, favorece la diferenciacién de células T
a Thl, fenotipo que a su vez produce IFN-y asociada con el control de la infeccidn [24].

El efecto de la infeccidn con Leishmania sobre la inducciéon de IL-12 por células dendriticas
estimuladas con CD40L, puede variar segun la especie del parasito, hecho evidente en humanos
donde células dendriticas derivadas de monocitos infectadas con promastigotes de tres especies
diferentes de Leishmania, permitié evidenciar que L. (L.) major responsable de leishmaniosis
cutanea autolimitada, induce liberacion de IL-12p70, a diferencia de L. (L.) tropica, la cual puede
causar lesiones cutaneas persistentes y de especies viscerotrépicas como L. (L.) donovani [25].

Al comparar el funcionamiento de células dendriticas derivadas de piel fetal, entre cepas de
ratones susceptibles y resistentes a la infeccion con L. (L.) major, se determindé que la
susceptibilidad genética a este pardsito que resulta de un predominio de respuesta Th2 después
de la infeccidn, no parece reflejar alguna falla en las células dendriticas de la piel para internalizar
o responder a los pardsitos debido a que se obtuvieron niveles comparables de expresion de
moléculas coestimulatorias y de la produccién de citoquinas en especial las fracciones de IL-
12p40y p70 en ambas cepas [26].

La no expresion de moléculas de superficie como fosfoglicanos en L. (L.) major generan mayor
produccién de IL12p40 en células dendriticas infectadas con estos mutantes respecto a pardsitos
silvestres, lo que indica la importancia de estas moléculas en la modulacién de la respuesta en
células dendriticas [27]. Adicionalmente, se ha comprobado que en el subgrupo mieloide de
células dendriticas, la liberacién de IL-12 y TLR9, son primordiales en la activacién de células NK y
el subsecuente control del parasito en la leishmaniosis visceral en estudios de ratones infectados
con L. (L.) infantum [28].

2.4.2 Interleuquina 6 (IL-6)

Es considerada una citoquina pleiotrdpica, producida en respuesta a un amplio rango de
estimulos inflamatorios, incluyendo infecciones intracelulares. Es considerada un factor pro
inflamatorio que se expresa en infecciones cutdneas y viscerales causadas por especies de
Leishmania sp. Su accion se ha ilustrado in vitro e in vivo indicando que puede promover 6
suprimir la respuesta del huésped frente a Leishmania [29].
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En el modelo murino, se ha establecido su papel en la supresiéon de una respuesta protectora.
Con el empleo de cepas mutantes C57BL/6 deficientes en IL-6 (IL-67) infectadas con
promastigotes de L. (L.) major [30], se evidencié una disminucion del tamafio de la lesion y de la
carga parasitaria en el nédulo linfatico con relacién a cepas silvestres, lo cual favorecié la
resolucién de la enfermedad. Resultados similares obtuvo posteriormente Murray en el 2008, al
infectar mutantes C57BL/6 IL-67 con amastigotes de L. (L.) donovani en el higado, mostrando un
control potencial de la infeccion acompainado de niveles superiores de IFN-y, comparados con la
cepa silvestre en las primeras semanas post-infeccién. Lo anterior sugiere que la IL-6 puede ser
un blanco de bloqueo terapéutico, para el control inmune de la parasitosis.

2.4.3 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

Pertenece a una familia de citoquinas con mds de 19 miembros que interactian con mas de 29
receptores diferentes. Su principal productor son los macréfagos, seguido por linfocitos T, NK,
mastocitos y células dendriticas. Su produccidn se incrementa notoriamente en la malariay en la
meningitis, asi como en la fase inicial de la leishmaniosis [31].

La deficiencia de esta citoquina en ratones resistentes (C57BL/6), incrementa la susceptibilidad a
la infeccidn hepatica por amastigotes de L. (L.) donovani, sugiriendo que TNF-a es requerido para
el ensamble de granulomas y necesario para el control de la replicacién del parasito [32]. Asi
mismo, infecciones a estos mutantes con otras especies como L. (L.) major, rapidamente
generaron una leishmaniosis fatal a causa de la deficiencia en la respuesta Th1l, evidenciado en la
disminucion de células dendriticas en el sitio de infeccidn y niveles bajos de IFN-y. Se pudo
concluir que el TNF-a es esencial en el inicio de una respuesta inflamatoria en el sitio de la
infeccion [31].

Adicionalmente, la produccién de TNF-a por células dendriticas derivadas de médula de ratones e
infectadas con L. (V.) braziliensis, se vio incrementada con relacion a las células dendriticas no
infectadas, lo cual puede contribuir al control local del parasito, como lo demostré Carvalho et al
[33].

2.5 Medicamentos antileishmaniales y su efecto
inmunomodulador

El tratamiento de primera opcidn para todas las formas de leishmaniosis son los antimoniales
pentavalentes [estibogluconato de sodio (Pentostam) y antimoniato de meglumina (Glucantime)]
y como segunda opcidn estdn otros farmacos como el isetionato de pentamidina, la anfotericina
B, paromomicina y la miltefosina (Figura 2-1).

La pentaminida es una diamidina aromatica, que ha sido usada clinicamente para tratar
enfermedades como la tripanosomiasis, leishmaniosis y neumonia causada por P. carinii por mas
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de 70 afios [34]; este farmaco es considerado una alternativa en el tratamiento de Ia
leishmaniosis para casos de resistencia (cada vez mas frecuentes) a los antimoniales
pentavalentes (SbV) y hasta el momento no se ha elucidado con claridad su mecanismo de accidn
[35, 36, 37].

Se postula que posiblemente el isetionato de pentamidina, ingresa a la célula parasitica por una
via mediada por transportadores que reconocen diamidinas con alta afinidad y, se acumula
rapidamente en la mitocondria, donde se une al kinetoplasto como lo reportan Basselin et al [38]
en el 2002 y mds recientemente Wilson et al [34] en el 2008, lo cual puede generar la disminucién
o el colapso del potencial de la membrana mitocondrial [38].
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Figura 2-1: Medicamentos usados para el tratamiento de la leishmaniosis (modificado de Croft et al [39])

Estudios sobre el efecto que causan estos medicamentos leishmanicidas en células del sistema
inmune son muy pocos, lo cual es relevante como criterio no sélo de eficacia (la reduccién de la
carga parasitaria por cuenta de los ingredientes farmacéuticos activos antileishmaniales, puede
favorecer la funcion de células inmunitarias para depurar el parasito), sino de seguridad de la
molécula. A este nivel, El Fadili et al [40] en el 2008 evaluaron el efecto del estibogluconato de
sodio sobre los macréfagos humanos comparando el perfil de expresiéon de genes de células
infectadas y tratadas con el medicamento empleando un sistema de microarreglos. En ese trabajo
se destaca, la alteracién en genes implicados en la via del IFN-y y la alta expresion de genes como
HMOX-1 implicados en el mecanismo de accion de este pentavalente. También, se han evaluado
transcritos de citoquinas en lesiones de pacientes después de ser tratados con antimoniales
pentavalentes, destacdndose un aumento en los niveles de TNF-a, IL-4, e IFN-y tanto en lesiones
cutaneas como en mucosa, marcando la diferencia la IL-10 cuyos niveles de mRNA no se
incrementaron en las lesiones mucosas de pacientes que respondieron al tratamiento [41].
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En cuanto al isetionato de pentamidina y su relacién con el sistema inmune, especificamente a
nivel de la produccién de citoquinas, son pocos los estudios reportados. Uno de ellos realizado en
macréfagos alveolares de pacientes con SIDA infectados con Pneumocystis carinii, en el cual se
reporté que el medicamento reduce significativamente los niveles de TNF-a, en estos fagocitos,
efecto descrito como irreversible [9]. Asi mismo, en muestras de sangre total de humanos se
establecié que citoquinas quimiotacticas como IL-8, GROa y MCP-1, y no quimiotdcticas (como IL-
6) son inhibidas al ser tratadas con el isetionato de pentamidina, efecto ademds dosis-
dependiente [10]. Ademas, en un estudio ex vivo en dos cepas de ratdn, se evalué la mortalidad
de subpoblaciones de esplenocitos mediante citometria de flujo al ser expuestas al medicamento
donde Plazas et al [11] determinaron, que se induce una disminucién diferencial en las
subpoblaciones de células CD19+ y CD8+, mas notoria en la cepa susceptible.

También se ha evaluado el efecto inmunomodulador de diferentes formulaciones de anfotericina
B sobre la expresion de citoquinas en monocitos humanos, entre las que se destaca el TNF-a cuya
expresion se aumenta al tratar estas células con deoxicolato de anfotericina B y no se afecta o se
disminuye cuando se realiza el tratamiento con anfotericina B de tipo lipidico [42].

Ademds, recientemente se evaludé la eficacia de otra formulacién antileishmanial, la
hexadecilfosfocolina (miltefosina), sobre células dendriticas de murinos infectadas con L. (L.)
major, observando que este medicamento no influye en la maduracién de las células dendriticas,
establecida mediante el seguimiento de las moléculas de MHC-II o por medio de la secrecién de
citoquinas. Muchos de estos resultados, sugieren que hexadecilfosfocolina, actia independiente
al sistema inmune y que su accién es directa sobre el parasito de Leishmania [43].

Adicionalmente, medicamentos usados para tratar otras enfermedades han sido evaluados en el
contexto de la infeccién con este protozoo. Por ejemplo, células mononucleares de sangre
periférica humanas infectadas con antigenos de L. (L.) donovani, generan una disminucion en los
niveles de mRNA de 1L12p40, sin embargo después de aplicar el antiviral Rivabirina se restablecen
considerablemente los niveles de esta proteina, destacandose su efecto inmunomodulador sobre
estas células y su posible uso para el tratamiento de la leishmaniosis [44]. También se encuentra
la pirazinamida, farmaco esencial contra la tuberculosis, evaluado en macréfagos y células
dendriticas de origen diferente, infectadas con L. (L.) major, donde se observa un aumento en la
produccién de citoquinas y en la expresion de marcadores de superficie como CD80 y CD86 al ser
tratadas con este farmaco, logrando potenciar la respuesta inmune efectiva contra el pardsito
[45].



3. Materiales y Métodos

3.1 Cultivo de parasitos

Se emplearon promastigotes de L. (V.) guyanensis (MHOM/CO/84/CL-007) donados gentilmente
por la Doctora Sara Robledo de la Universidad de Antioquia. Estos parasitos fueron cultivados en
RPMI 1640 (Gibco BRL-life Technologies Inc, Grand Island, NY) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS, Microgen, Bogota, Colombia) y 2% L-glutamina (Gibco BRL, Life Technologies,
Inc., Grand Island, NY, USA) en cajas de cultivo de 25-cm” (Techno Plastic Products AG,
Switzerland) a 26 °C.

Es importante mencionar en este apartado que, inicialmente se planteé realizar el trabajo de
investigacion con promastigotes de L. (V.) panamensis, principal agente etioldgico de la
leishmaniosis cutanea en Colombia, pero se presentaron inconvenientes relacionados con la baja
infectividad de las cepas con las cuales contdbamos en el laboratorio, la cual fue evidenciada con
los porcentajes de infeccion (en CDMSP) inferiores al 50% que no se sostenian por mas de 24
horas en cultivo (anexo F). Por lo anterior, fue necesario buscar alternativas entre las cuales
estuvo cambiar de cepa (se analizaron dos mas de diferente procedencia) con resultados
similares o por la que finalmente se optd, cambiar de especie y usar promastigotes de L. (V.)
guyanensis.

3.2 Isetionato de pentamidina

Se empled PENTACARINAT® (Sanofi-aventis S.A., Dagenham, Reino Unido) de 300mg, disuelto en
solucidn salina estéril a una concentracion de 2mg/mL para realizar los tratamientos.

3.3 Diferenciacion in vitro de células dendriticas a partir de
monocitos de sangre periférica (CDMSP)

3.3.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (MSP)

Se tomaron muestras de voluntarios sanos que fueron donadas de diferentes Bancos de Sangre
(Clinica de Marly, Hemocentro Distrital, Cruz Roja Colombiana y Fundacién Kalai) de Bogota D.C.
en donde el paquete globular de células blancas es normalmente desechado.
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La obtencidn de células mononucleares se realizé con el uso de gradiente de densidad (Ficoll-
Hypaque, Sigma Aldrich St Louis. USA). La muestra de sangre se centrifugd a 3500 rpm durante 10
minutos. Se extrajo el buffy-coat y se diluyd 1:1 en solucidn salina estéril. Luego, esta dilucion se
colocé sobre el gradiente de Ficoll en una proporciéon 2:1 y se centrifugé a 3500rpm por 30
minutos. Se extrajo la interfase que contenia las células mononucleares y se realizaron tres
lavados con solucién salina a 2000 rpm durante 10 minutos cada uno. El rendimiento y la
viabilidad celular se determinaron empleando la tincién con azul de tripan (Lonza, Walkersville,
M.D. USA) y conteo en cdmara de Neubawer.

3.3.2 Separacion y diferenciacion de monocitos a células dendriticas

Las células mononucleares obtenidas a partir de la muestra de sangre se resuspendieron en
medio RPMI 1640 (Gibco BRL-life Technologies Inc, Grand Island, NY) en cajas de seis pozos o
de petri estériles (BD Biosciences, Falcon)y se incubaron durante dos horas a 372C en 5% de CO,
y 90% de humedad, para permitir la adherencia de los monocitos al fondo de la caja. Después de
este tiempo, se retird el sobrenadante, que contiene la fraccion celular no adherente.
Posteriormente, para la diferenciacion, a las células adherentes se les adicioné medio de cultivo
RPMI 1640 suplementado con plasma autélogo al 5% y enriquecido con 1000 U/mL de GM-CSF y
500 U/mL de IL-4, se incubaron por 48 horas a 372C en 5% de CO, y 90% de humedad. Culminado
este tiempo, se reemplazd el medio y se adicionaron nuevamente estas citoquinas, esto ultimo se
realizd una vez mas, hasta completar 7 dias de diferenciacion. De esta manera vy al séptimo dia de
incubacién, las células ya se habian diferenciado a dendriticas inmaduras, las cuales fueron
utilizadas para posteriores experimentos. La diferenciacion de monocitos a células dendriticas
inmaduras se verific6 mediante tincién con anti CD14 (Pharmingen, San Diego, USA). La
diferenciacién a un fenotipo maduro, se determind comparativamente con un control positivo
[pulsando las células dendriticas inmaduras con lipopolisacarido (LPS)] y determinando en
superficie, marcadores propios de la maduracidn. Para ello se utilizé anti-CD209 y anti-HLA-DR
(Pharmingen, San Diego, USA). La fluorescencia se analizd por citometria de flujo en el equipo
FACSCanto Il (BD Bioscience, USA). Ademas, el analisis por microscopia permitié evidenciar,
cambios compatibles con la diferenciacidn de monocitos a células dendriticas.

3.4 Ensayo de citotoxicidad del isetionato de pentamidina sobre
las CDMSP

Se sembraron 1x10* CDMSP/pozo en cajas de cultivo de 96 pozos fondo plano (Techno Plastic
Products AG, Suiza), incubadas a 37°C en 5% de CO, y 90% de humedad por 24 horas. Luego, se
realizd el tratamiento con el isetionato de pentamidina evaluando ocho concentraciones
diferentes del medicamento, conseguidas mediante diluciones seriadas a partir de 73,44 uM
(25ug/mL) para asi determinar la concentracion a la cual el isetionato de pentamidina inhibe la
viabilidad celular del 50% de las células dendriticas (CLsp). Como controles se utilizaron pozos con
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células dendriticas sin tratamiento y pozos con sélo medio de cultivo completo y se incubaron por
72 horas a 37°C en 5% de CO, y 90% de humedad. Para evaluar la viabilidad de las CDMSP se
empled un método fluorométrico, en el cual la resazurina (color azul no fluorescente) es reducida
a resorufina (color rosado fluorescente) por las células viables [46, 47]. Brevemente, se agregaron
50ul de resazurina (Sigma Aldrich, USA) a cada pozo a una concentracion de 44uM y después de
incubarlas por 4 horas a 37°C, se determinaron las unidades de fluorescencia arbitrarias (UFA)
mediante lectura en un espectrofluorémetro Tecan GENios Microplate Reader (Tecan, Austria),
con filtro de excitacién a 535 nm y de emisiéon a 595 nm, por medio del software Magellan4
(Tecan, Austria). Se realizaron tres experimentos independientes cada uno por triplicado. Con las
UFA se determiné el porcentaje de viabilidad de las células de acuerdo con la siguiente férmula:

% viabilidadcelulara® _ UFA 3 ¥ concentracicdn de Pent x 100
concentracian de Pent ~— UFA de células noexpuestas a la Pent

Teniendo en cuenta el porcentaje de viabilidad celular, se realizd un andlisis de regresidon no
linear para calcular graficamente la CLsp, mediante el uso del software estadistico GraphPad Prism
versidon 5.00 (GraphPad Software, USA).

3.5 Ensayo de efectividad del isetionato de pentamidina sobre L.
(V.) guyanensis

Se realizaron ensayos de efectividad para evidenciar la eficacia del isetionato de pentamidina
tanto en la forma libre del pardsito o promastigote como en la forma intracelular o amastigote y
determinar la concentracién a la cual el isetionato de pentamidina inhibe el 50% tanto de
promastigotes como de amastigotes intracelulares de L. (V.) guyanensis denominada
concentracién efectiva 50 (CEsp).

3.5.1 Actividad sobre promastigotes

Para evaluar la sensibilidad de la forma libre de Leishmania al isetionato de pentamidina, en cajas
de 96 pozos fondo plano (TPP Tissue Culture Labware, Switzerland), se sometieron promastigotes
(en fase estacionaria) de L. (V.) guyanensis (2x10°promastigotes/pozo) a diferentes
concentraciones del farmaco, obtenidas mediante diluciones seriadas a partir de 17,63 uM (6
pug/mL); el cultivo fue incubado a 26°C por 72 horas. Los controles utilizados fueron pozos con
promastigotes sin tratamiento y pozos con sdlo medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco BRL-life
Technologies Inc, Grand Island, NY). Para determinar la viabilidad de los promastigotes al igual
gue para el ensayo de citotoxicidad, se empled el método fluorométrico con la Unica diferencia
gue los parasitos fueron incubados con la resazurina por 12 horas a 26°C. Se resalta que acorde
con estandarizaciones previas realizadas en el Grupo de Investigacién en Inmunotoxicologia, se
logré establecer que los promastigotes muestran un metabolismo mitocondrial aparentemente
mas lento que otras células eucariotas como los macroéfagos, pudiendo definir las 12 horas, como
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el tiempo minimo ideal para detectar diferencias entre pardsitos viables de los que por esta
técnica, pudieran asociarse con no viables. Se realizaron dos experimentos independientes cada
uno por triplicado. El procesamiento de datos fue el mismo descrito anteriormente (ver apartado
3.4).

3.5.2 Actividad sobre amastigotes intracelulares

Para evaluar la sensibilidad de la forma intracelular de Leishmania al isetionato de pentamidina,
se sembraron 1 x 10* CDMSP/pozo en cajas de 96 pozos (Techno Plastic Products AG, Suiza) en
medio completo por 24 horas, tiempo después del cual se expusieron a promastigotes de L. (V.)
guyanensis en una proporcion de 150:1 (promastigotes: células dendriticas). 24 horas después de
incubar a 37°C, estos co-cultivos se sometieron a diferentes concentraciones del isetionato de
pentamidina partiendo de una maxima inferior a la CLsy obtenida con el ensayo de citotoxicidad.
Como controles experimentales se usaron CDMSP en ausencia y en presencia del parasito, sin
tratamiento. Para determinar la reduccién parasitaria por accion de este medicamento, se
empled el procedimiento propuesto por Pérez-Cordero et al [48]. Brevemente, las células fueron
tefiidas con SYBR® Safe a una concentracion de 10X e incubadas en la oscuridad por 15 minutos,
terminado este tiempo se realizd el conteo celular en un microscopio invertido con sistema de
fluorescencia (Carl Zeiss Axiovert 40 CFL, Alemania) (en este punto se aclara, que la CEsg, se
establecié mediante la reduccién del porcentaje de células infectadas tratadas con respecto al
control de infeccion). Con los porcentajes obtenidos se calculd graficamente la CEs, mediante un
analisis de regresion lineal con el software estadistico GraphPad Prism versidon 5.00 (GraphPad
Software, USA).

Por ultimo, se determind el indice de selectividad (IS) usado para establecer el efecto
leishmanicida [49] en este caso, del isetionato de pentamidina sobre L. (V.) guyanensis teniendo
en cuenta la Clsy y las CEsp, dado por la férmula:

Clso
CEgg

IS=

3.6 Inmunomodulacion

Después de haber establecido las CLsy y CEsp (sobre amastigotes internalizados) para el isetionato
de pentamidina, se procedié a realizar los experimentos para determinar la capacidad
inmunomoduladora de este antileishmanial, tratando de evidenciar si existia o no una
correlacidn, entre la reduccion de la parasitosis y una posible actividad mediada por la activacién
de la maquinaria microbicida (inmune) de la célula dendritica.

Se cultivaron cerca de 1x10°CDMSP/pozo en cajas de 6 pozos, incubadas a 36°C en 5% de CO, y
90% de humedad las cuales fueron infectadas con promastigotes de L. (V.) guyanensis, luego de
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24 horas se retiraron los parasitos no internalizados y las células infectadas se trataron con el
isetionato de pentamidina (con la CEs;y determinada en el ensayo de efectividad) por 24 horas e
incubadas a 36°C. Luego de este periodo, los sobrenadantes fueron colectados (y criopreservados
hasta su uso) para realizar la cuantificacion de las proteinas solubles (IL-12, IL-6 y TNF-a) y se
calculd el porcentaje de infeccion con SYBR® Safe. Finalmente, se realizd extraccion de RNA total
para los ensayos de expresion diferencial. Los controles experimentales fueron CDMSP en
ausencia o presencia del isetionato de pentamidina, CDMSP infectadas, CDMSP tratadas con
Lipopolisacéarido (LPS) (1ug/mL) y/o isetionato de pentamidina (concentracion inferior a la ClLsg
obtenida con el ensayo de citotoxicidad). Se realizaron 10 experimentos independientes cada uno
por duplicado.

3.6.1 Produccion de IL-12, IL-6 y TNF-a cuantificados por citometria de
flujo

Se cuantificé la produccién de citoquinas liberadas en los sobrenadantes de cultivo
descongelados, mediante el Kit BD ™ Cytometric Bead Array (CBA), los datos (intensidades media
de fluorescencia) se adquirieron del citdmetro de flujo FACSCanto Il (BD Bioscience, USA) y
fueron expresados en pg/mL por medio del software FCAP Array™ v2.0 (Soft Flow Inc., USA).

3.6.2 Cuantificacion relativa de IL-12, IL-6 y TNF-a por gRT-PCR

Para establecer la expresion de los niveles de mRNAs de las citoquinas, el RNA total fue extraido
usando TRIzol® Reagent (Life Technologies, USA) de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Luego, 4uL de RNA fue convertido a cDNA por transcripcion reversa mediante el Kit
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc.,USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se utilizaron primers especificos para IL-12 (IL12p35, IL12-p40), IL-6, TNF-a y HPRT-1
(hipoxantina fosforribosiltransferasa 1, como control interno o gen de referencia) los cuales
fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc. (USA) (ver Tabla 3-1). La reaccién de
gPCR fue realizada en placas de 96 pozos con 50ng de cDNA (para los tres genes de interés), el
volumen final de la reaccién fue de 10ul/pozo, usando el Kit KAPA SYBR ® FAST gPCR
(KAPABIOSYSTEMS, Boston, USA) y siguiendo las recomendacién del fabricante. Los pardmetros
para el ciclo de amplificacién de la PCR fueron: denaturacion a 94°C por 10 segundos,
anillamiento a 60°C por 20 segundos y el tiempo de elongacidn fue de 20 segundos a 70°C, se
emplearon 40 ciclos, esto se realizd en un equipo LightCycler® 480 (Roche Diagnostics Ltd.,
Alemania). La obtencién de los valores C; (threshold cycle) por duplicado para cada tratamiento,
fueron analizados en Microsoft Excel para realizar la cuantificacidn relativa usando el método
comparativo C; 02 “A8¢ donde AAC; = [(Cr gen de interés - C; control interno) muestraA — (C; gen
de interés - C; control interno) muestraB] donde la muestra A corresponde a muestra tratada y
muestra B corresponde a muestra sin tratamiento. De esta forma, los resultados se pueden
interpretar como el cambio en la expresion de un gen, relacionado con un gen de referencia en la
muestra tratada comparada con la muestra control o no tratada (en este caso las CDMSP solas
corresponden al control) [50, 51]. Como control negativo se utilizaron pozos con agua para PCR-
grado molecular en lugar de cDNA y como control positivo, se empled material genético derivado
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de células dendriticas estimuladas con LPS (1pug/mL). Los tamafios de los productos de PCR para
cada gen fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. (anexo G).

3.6.3 Cuantificacion de oxido nitrico

Adicionalmente, teniendo en cuenta que el éxido nitrico es una molécula efectora importante en
la eliminacidén de patégenos intracelulares incluidos parasitos de Leishmania en células infectadas
[52], fue relevante determinar su producciéon en las CDMSP. Para tal fin, se empledé un método
indirecto, a través de la medicidn de nitritos (NO,-) uno de los productos estables de esta
molécula, lo cual se realizé a través del Sistema de Reactivos de Griess [53]. Este sistema se basa
en el uso de sulfanilamida al 1% en 5% de &cido fosférico y 0,1% de diclorhidrato de N-1-
naftiletilendiamina (NED) diluido en agua destilada. Brevemente, se tomaron 50 pL de los
sobrenadantes que fueron utilizados para realizar la cuantificacién de proteinas solubles (5 de las
10 muestras), adicionando 50 uL de sulfanilamida y se incubé por 10 minutos a temperatura
ambiente y protegidos de la luz. Pasado este tiempo, se agregaron 50 plL de la solucion NED y
llevando a incubar nuevamente por 10 minutos, posteriormente, se realizé la lectura en un
espectrofotometro Ultramark TM Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, USA) por
absorbancia a 550 nm. Para determinar las concentraciones obtenidas de nitritos, se compararon
los valores de absorbancia con una curva de calibracidon de seis concentraciones conocidas de
nitrito de sodio, obtenidas de diluciones seriadas 1:3 a partir de 100 uM. Los valores calculados se
graficaron bajo un modelo de regresién lineal por medio del software GraphPad Prism versién
5.00 (GraphPad Software, USA) [54,55].

3.7 Analisis estadistico

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron a través de la prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis con el software estadistico GraphPad Prism versidon 5.00 (GraphPad Software, USA). Para
establecer correlaciones se utilizdé el indice de Spearman. Los valores estadisticamente
significativos fueron aquellos con valor p < 0.05.

Tabla 3-1: Primers especificos para cDNAs de citoquinas.

CITOQUINA Secuencia (5™- 3") Referencia Tamafio producto(pb)

IL-12p35 sentido: GCCTTCACCACTCCCAAAAC [56] 267
anti sentido: TACTAAGGCACAGGGCCATC

IL-12p40 sentido: CCAAGAACTTGCAGCTGAAG [57] modificado 355
anti sentido: TGGGTCTATTCCGTTGTGT

IL-6 sentido: GAACCTTCCAAAGATGGCTG [56] 233
anti sentido: CAGGGGTGGTTATTGCATCT

TNF-a sentido: CTTCTGCCTGCTGCACTTTG [58] 158
anti sentido: CCTCAGCTTGAGGGTTTGCT

HPRT-1 sentido: GACCCCACGAAGTGTTGGAT [58] 209

anti sentido: GGCGATGTCAATAGGACTCCA




4. Resultados y Discusion

4.1 Morfologia caracteristica de las células dendriticas derivadas
de monocitos de sangre periférica (CDMSP)

El protocolo para la obtencién de células dendriticas a partir de monocitos de sangre periférica
estd suficientemente estandarizado en nuestro grupo de investigacién, por lo que no
consideramos comprobar cada vez el proceso de diferenciacién celular. Sin embargo, se pudo
comprobar por citometria de flujo que marcadores prototipicos de diferenciacion como el CD14 y
el HLA-DR (haplotipo de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad humano), fueron
bajoregulado y sobreexpresado, respectivamente, lo que corresponde a un proceso de
diferenciacion adecuado (Datos no mostrados). Ademds, morfolégicamente encontramos
caracteristicas propias para monocitos al dia uno (Figura 4-1 A) de cultivo, mientras que entre el
dia 7-8 (Figura 4-1 B) después de someterlos al proceso de diferenciacién con citoquinas
recombinantes, se observaron caracteristicas morfoldgicas compatibles con células dendriticas
(como aumento de tamano y prolongaciones propias de este tipo celular). Se resalta ademas
gue, como resultado adicional de esta tesis, se encuentra el trabajo de grado titulado “Secrecidn
de exosomas de células dendriticas monociticas infectadas in vitro por parasitos de Leishmania
guyanensis” realizado por Lesly Carolina Pefialoza para optar al titulo de Bidlogo de la Universidad
Nacional. En ese trabajo de grado, se lograron determinar otras caracteristicas propias de este
linaje celular, cuando se infectan experimentalmente con parasitos de Leishmania.
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Figura 4-1: Cambios morfoldgicos en el proceso de diferenciacién celular de monocitos a células dendriticas. A.
Monocitos, B. Células dendriticas. (Objetivo 40X).
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4.2 Actividad citotdxica del isetionato de pentamidina sobre
células dendriticas

Al evaluar la citotoxicidad del isetionato de pentamidina sobre las CDMSP, la CLs, fue de 6.96 +
1.05 uM (2.37ug/mL), observandose una alta sensibilidad a este farmaco (Figura 4-2). Los valores
correspondientes a cada experimento se encuentran en el anexo H. Estudios en macrdéfagos de
lineas celulares J774 (origen murino) y U937 (origen humano) como también, de cultivos
primarios (macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica) presentaron valores de Cls,
para el isetionato de pentamidina de 451.2 uM [49], 21.44 uM [59]; y de 650.96 uM [49], y de
13.7 uM [58] respectivamente; lo que sugiere que los niveles de toxicidad del isetionato de
pentamidina sobre poblaciones celulares tipo macréfago, dependen del linaje celular y su origen,
siendo mas sensibles las CDMSP al tratamiento respecto a los macréfagos murinos. Igualmente,
las CDMSP fueron 100 veces mas susceptibles al isetionato de pentamidina que los macréfagos de
la linea celular U937, a pesar que ambos son de origen humano, lo que podria indicar que los
resultados de lineas celulares no siempre se pueden extrapolar a lo que sucede con células
primarias de origen humano. Y con respecto a los macréfagos de cultivos primarios igualmente se
observa que las CDMSP son mas sensibles al isetionato de pentamidina, pero en menor grado,
cuando se comparan con los macréfagos de cultivos continuos (lineas celulares).
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Figura 4-2: Actividad citotéxica del isetionato de pentamidina sobre las CDMSP. Se representa la curva dosis-
respuesta de un experimento representativo realizado por triplicado.

4.3 Efectividad del isetionato de pentamidina sobre L. (V)
guyanensis

En este trabajo reportamos para el isetionato de pentamidina una CEs, de 0.15 + 0.01 uM (0.05
pg/mL) (Figura 4-3) sobre la forma extracelular o promastigote y una CEsy de 0.38 + 0.08 uM (0.13
pug/mL) (Figura 4-4) para la forma intracelular o amastigote de L. (V.) guyanensis, cabe destacar
gue la infeccion con esta especie perdurd por mas de 24 horas (Figura 4-5). Al comparar estos
resultados podemos ver que los promastigotes son mas sensibles al medicamento, resultado
esperado, ya que el isetionato de pentamidina no requiere ser metabolizada y actla
directamente sobre el DNA (acido desoxirribonucleico) de Leishmania spp. [34] a diferencia de los
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antimoniales pentavalentes, profarmacos reducidos a la forma trivalente (molécula
biolégicamente activa) dentro del hospedero [17], razén por la cual el isetionato de pentamidina
es el antileishmanial mas reportado en la literatura como control para este tipo de ensayos in
vitro [60, 61]. Esto mismo se evidencio para L. (L.) chagasi donde el isetionato de pentamidina
tuvo CEspde 0.49 y 64.83 uM sobre promastigotes y amastigotes, respectivamente [62]. También,
se observa que este farmaco es selectivo sobre ambas formas de L. (V.) guyanensis, acorde con
los indices de selectividad obtenidos superiores a 2 (46 y 18 respectivamente).
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Figura 4-3: Efectividad del isetionato de pentamidina sobre promastigotes de L. (V.) guyanensis. Se presenta la curva
dosis-respuesta de un experimento representativo realizado por triplicado.

Por otra parte, siendo la forma amastigote intracelular la que permite simular de mejor manera la
accion de cualquier antileishmanial, para otras especies como L. (L.) amazonensis y L. (V.)
panamensis también causantes de la forma cutdnea de la enfermedad y L. (L.) donovani de la
forma visceral, se han reportado CEs, para el isetionato de pentamidina, de 6 uM [63] y 1.73 uM
[49] y de 35 uM [64, 65, 66], respectivamente. Se destaca una mayor sensibilidad al medicamento
por parte de especies del nuevo mundo (L. (V) guyanensis, L. (V) panamensis, L. (L) amazonensis)
respecto a las del viejo mundo (L. (L.) donovani), con una mayor eficacia sobre la cepa de L. (V.)
guyanensis utilizada, lo cual se relaciona con resultados de estudios clinicos, donde el isetionato
de pentamidina resulta efectiva en pacientes infectados por esta especie parasitaria [67]. Los
resultados parciales para determinar las CEsq se encuentran en el anexo H.
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Figura 4-4: Efectividad del isetionato de pentamidina sobre amastigotes intracelulares de L. (V.) guyanensis. Se
representa la curva concentracidon-respuesta de un experimento representativo realizado por triplicado.
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Figura 4-5: CDMSP infectadas con promastigotes de L. (V.) guyanensis, observado mediante SYBR® Safe (objetivo
40X). La flecha indica amastigotes intracelulares.

4.4 Inmunomodulacion

4.4.1 Produccion de IL-12, IL-6 y TNF-a cuantificados por citometria de

flujo

En los sobrenadantes de cultivo se lograron detectar IL-6 y TNF-a resultados reportados en las
Tablas 4-1 y 4-2 respectivamente, no se detecté IL-12 para ninguna de las muestras analizadas.

Tabla 4-1: Resultados de cuantificacién de IL-6.

IL-6 (pg/mL)
M TRATAMIENTOS
1 2 3 4 5 6

85 1937.58 £110.13  1353.21+117.83  1794.78 +1183.27 2945.24 +229.19 4896.11 + 358.62 4188.39 + 852.34
88 20.49 +1.07 1.45+2.04 6.22 £8.79 55.99 +55.73 3422.46 +260.12 2538.10 + 2616.88
89 3.48+4091 5.62 +4.04 33.28 £32.65 12.63+17.85 1163.12 +764.28 4810.85 +579.66
92 9.14+2.01 7.32+£2.02 30.86 + 19.64 5.76 £8.14 2874.08 +£1054.92 327.63 +£101.04
93 2.75+3.89 0 1.49+2.10 0 645.83 + 285.47 19.61 + 13.46
97 6.87 £ 1.50 7.32+10.35 0 0 404.77 £77.16 333.85+256.94
929 14.63 £ 8.46 0 0 31.25+20.87 6477.73 +524.89 3712.39+£35.32
01 0.65+0.91 0 0 1.11+1.57 1391.37 + 1460.37 1833.39 £703.28
03 212+3 2.42+3.42 0 13.20 +18.67 2017.61 +£1745.77 78.62 +£19.25
07 349.50 +483.10 3.00+2.72 7.99 £11.29 2.82+3.99 4459.87 +731.29 2961.63 +205.11

Se presenta el promedio * la desviacidn estandar para cada muestra realizada por duplicado. Tratamientos: 1. CDMSP,
2. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de
pentamidina, 4. CDMSP tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con
LPS y el isetionato de pentamidina.
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Es importante aclarar que para el analisis de los datos no se incluyd la muestra 85 ya que los
resultados no tuvieron un comportamiento similar a las demds muestras, lo que generaba
conclusiones erréneas no representativas de la unidad muestral (ver Tablas 4-1 y 4-2).

En relacién con la produccién de IL-6 por parte de las CDMSP no se pudo determinar con claridad
si L. (V.) guyanensis o el isetionato de pentamidina o ambos en conjunto generaban algin cambio
en la produccién de esta citoquina con respecto al control, debido a la alta variabilidad en los
datos. Sin embargo, el antileishmanial podria estar restableciendo los niveles basales de IL-6 en
las CDMSP despues de la infeccién con L. (V.) guyanensis (tratamiento N°3) e inhibiendo su
produccién en aquellas no expuestas al parasito (tratamiento N°4). Ademas, se observé que el
LPS estimuld la produccidon de esta citoquina y que en algunos individuos alcanzé hasta 6000
pg/mL (Tabla 4-1). Por ultimo, en el tratamiento de las células identificadas con el N° 6, al parecer
el isetionato de pentamidina no inhibe la actividad moduladora reconocida del LPS en las células
dendriticas como se puede observar en la figura 4-6. Sin embargo, solamente se observaron
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre las CDMSP tratadas con LPS (tanto en
presencia como en ausencia del isetionato de pentamidina), respecto a los demas tratamientos
(Figura 4-6) evidenciandose el poder estimulador de esta molécula, sobre células dendriticas,
evento ampliamente descrito en la literatura [68,69].
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Figura 4-6: Produccion de IL-6 y TNF-a por las CDMSP ante diferentes tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP infectadas
con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de pentamidina, 4. CDMSP
tratadas con isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de
pentamidina. Se presenta el promedio y la desviacion estandar de nueve muestras realizadas por duplicado. * (P < 0.05)
indica la diferencia estadisticamente significativa entre las CDOMSP tratadas con LPS y los demds tratamientos.

La tendencia a que las CDMSP produzcan IL-6 y no IL-12 en este estudio, pulsadas o no con
lipopolisacdrido, es un evento ya descrito en estudios in vivo de inmunoterapia con células
dendriticas, en los cuales la produccién de IL-6 y no de IL-12 por parte de éstas, regula la eficacia
de la terapia, controlando la poblacién celular de linfocitos T CD4+IL-10+ que se han visto
implicados en progresion de la enfermedad [70]. Adicionalmente, se ha visto que ratones
resistentes a la infeccion por parasitos de L. (L.) major tienen una produccién temprana de varias
citoquinas entre ellas la IL-6 en la epidermis la cual resultd ser importante para generar una
respuesta protectora mediada por linfocitos T [71]. Sin embargo, los alcances de este estudio no
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nos permiten determinar la influencia positiva de esta citoquina en las células dendriticas y por
supuesto en la infeccién por Leishmania, dada la variabilidad derivada quizd, de cada individuo
incorporado en el estudio.

Para el caso de TNF-a, en los sobrenadantes de las CDMSP solas, infectadas y/o expuestas al
isetionato de pentamidina no se observd produccion de esta citoquina (ver Tabla 4-2), lo cual
coincide con lo reportado por Quay et al [72] para macréfagos alveolares tratados con este
ingrediente farmacéuticamente activo. El LPS fue el Unico estimulo que indujo la produccion de
TNF-a en las CDMSP alcanzando niveles hasta de 3000 pg/mL tanto en presencia como en
ausencia del isetionato de pentamidina, observandose una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05) entre las CDMSP que fueron estimuladas con lipopolisacarido y los demds
tratamientos (Figura 4-6). Al igual que lo observado para la IL-6, cuando CDMSP son maduradas
con LPS y tratadas con isetionato de pentamidina, se detectan cantidades TNF-a similares a las
secretadas por células que solamente fueron expuestas al LPS.

En conjunto, podemos afirmar que el isetionato de petamidina no inhibe la produccién de IL-6 ni
de TNF-a previa estimulacion con lipopolisacdrido, lo cual puede ser dependiente del tipo celular,
ya que en macréfagos alveolares humanos [72] y de ratas [9], estimulados con LPS y luego de ser
tratados con este ingrediente farmaceutico activo se reporta que éste ejerce un efecto inhibitorio
en la produccidn de estas citoquinas.

Tabla 4-2: Resultados de cuantificacion de TNF-a.

TNF-a (pg/mL)

M TRATAMIENTOS
1 2 3 4 5 6

85 333.39+£65.73 175.31+1.61 238.82 +190.64 462.69 +131.51 2831.50 +196.70 3333.87 +141.44
88 0 0 0 0 670.43 +135.19 1213.44 + 1643.87
89 0 0 0 0 556.48 + 536.01 4573.24 +1793.37
92 0 0 0 0 96.37 +45.96 13.65 + 14.32
93 0 0 0 0 13.29+16.18 1.76 +2.48

97 0 0 0 0 268.01+£51.31 46.06 + 34.22
99 0 0 0 0 3308.01 +523.21 3701.21 +317.22
101 0 0 0 0 606.54 + 763.36 2039.85 +684.53
103 0 0 0 0 800.31 £367.61 254.20 +16.22
107 72.88 +103.07 0 0 0 1040.53 +459.78 520.39 +35.62

Se presenta el promedio * la desviacidon estandar para cada muestra realizada por duplicado. Tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP
infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de pentamidina, 4. CDMSP
tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de pentamidina

El hecho que las CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis generen cierta cantidad de IL-6 y no de
TNF-a se puede relacionar con lo encontrado por Latifynia et al [73] en suero de pacientes con
leishmaniosis cutdnea que no respondieron al tratamiento aunque, pudiendo asociarse esta
produccidén, quiza como un factor que denote susceptibilidad de los voluntarios a este parasito. Es
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bueno aclarar en este punto que, de las 108 muestras procesadas en este proyecto, 52 fueron
empleadas en los experimentos de infeccidon, de las cuales solo el 23% permitieron infecciones
(250%) sostenidas en el tiempo con Leishmanias del complejo Viannia y también con L. (L.) major
y L. (L.) mexicana (ver anexo |) lo cual se puede probablemente extrapolar a lo ocurrido in vivo
durante una infeccién natural, donde la mayoria de los pacientes infectados controlan la
parasitosis y no desarrollan la enfermedad [74]. En efecto, se ha visto que las células dendriticas
derivadas de monocitos son las principales productoras de sintasa de dxido nitrico inducible
(iNOS), enzima implicada en la produccién de dxido nitrico, durante la infeccién con L. (L.) major,
lo cual hace de este tipo celular, esencial para reducir la carga parasitica en el organismo
resistente natural a la enfermedad, como lo reporta Petritus et al [52] para el 2012. Considerando
lo anterior, fue necesario evaluar la produccién de éxido nitrico en las CDMSP expuestas a los
diferentes tratamientos (ver Tabla 4-3).

Tabla 4-3: Resultados de cuantificacidn de éxido nitrico.

OXIDO NiTRICO (uM)

M TRATAMIENTOS
1 2 3 4 5 6
88 12,98 +4,80 6,43+9,14 13,06 + 3,98 19,60 + 6,68 16,45+0,12 21,67 +2,58
89 11,73 +2,81 10,66 +5,74 60,10 + 74,96 7,18 +0,35 7,34+2,23 8,42+1,17
93 11,24 +1,64 7,43+0,70 8,75 9,99 +£0,59 10,33+1,76 71,69 +0,47
101 5,03+1,29 14,14 + 12,06 13,14+ 2,46 16,12 +13,94 18,36 + 18,97 6,02 +0,59
103 11,32 £ 8,08 31,44 + 38,65 4,69 + 0,59 15,87 +£13,12 14,14 + 14,87 7,01+2,69

Se presenta el promedio + la desviacidon estandar para cada muestra realizada por duplicado. Tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP
infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de pentamidina, 4. CDMSP
tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de pentamidina.

Se pudo establecer que no hubo diferencias estadisticamente significativas en la produccién de
oxido nitrico (NO) por parte de CDMSP expuestas a los diferentes tratamientos con respecto al
control (tratamiento 1). Sin embargo y a pesar de la variabilidad en los datos, la exposicién al
isetionato de pentamidina tiende a aumentar los niveles de esta molécula microbicida en los
tratamientos 3 y 6, los cuales en nuestro estudio estuvieron por encima de la concentracién a la
cual se ha reportado que ejerce un efecto parasitocida (mayor a 15uM de nitritos) [75] (Figura 4-
7). Lo anterior, favoreceria la depuracion del parasito internalizado por parte de las CDMSP
infectadas con L. (V.) guyanensis. Asi mismo, para el caso de las CDMSP expuestas a este
ingrediente farmacéutico activo o al LPS hubo cierta tendencia a que estos tratamientos elevaran
los niveles basales de dxido nitrico, pero que no tienen relevancia en el contexto de la infeccion
con Leishmania. Ademas, cabe destacar que a diferencia de IL-6 y TNF-a, el LPS no fue un
potente estimulador de esta molécula efectora, sin embargo no es de sorprender, dado que el
LPS es un mediador de maduracién, mds no de activacion directa de la capacidad microbicida de
fagocitos, situacidn en la cual el NO es un mediador critico.
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Figura 4-7: Produccién de 6xido nitrico (medido indirectamente por la cantidad de nitritos) por las COMSP ante
diferentes tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.)
guyanensis y expuestas al isetionato de pentamidina, 4. CDMSP tratadas con isetionato de pentamidina, 5. COMSP
tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de pentamidina. Se presenta el promedio y la desviacidn
estdndar de las muestras realizadas por duplicado.

La no deteccidn de IL-12 en ninguno de los tratamientos sugiere, una baja estimulacién para
lograr una respuesta protectora ante la infeccidn con L. (V.) guyanensis. Es relevante mencionar
que la produccién de IL-12 por las células dendriticas, se ha visto como dependiente de la especie
de parasito infectivo, asi como de los estimulos externos (LPS/TNF-a, CD40Ligando, LPS/IFN-y)
[76]. Por ejemplo, DCs derivadas de monocitos de donadores sanos infectadas con L. (L.) major y
estimuladas con CD40 ligando produjeron IL12p70, al contrario de lo sucedido con células
dendriticas que fueron infectadas con otras especies [L. (L.) tropica y L. (L.) donovani] y cuando
fueron expuestas a otros estimulos (LPS/IFN-y) tanto infectadas como no infectadas produjeron
esta citoquina, sin presentar diferencias entre estas tres especies de Leishmania [25]. En otro
estudio, en 2008 Revest et al [20] infectaron células dendriticas con L. (L.) donovani o L. (L.) major
y las estimularon con LPS/TNF-a, y observaron que ambas especies de parasito indujeron la
disminucién de la secrecidon de IL12p70 con respecto a las células no infectadas.

4.4.2 Expresion de los mRNAs de IL-12, IL-6 y TNF-a por qRT-PCR

Se logrd detectar la expresion de mRNAs de IL-6 y TNF-a en las CDMSP expuestas a los diferentes
tratamientos (Tabla 4-4).

Para IL-6, a pesar que los datos fueron muy variables (ver figura 4-8), se puede decir que los
diferentes tratamientos generaron aumento en la expresidon de esta citoquina, lo cual de algin
modo puede relacionarse con que esta proteina se haya encontrado en los sobrenadantes de
cultivo. Para el caso de la poblacién de CDMSP que fue expuesta a parasitos de L. (V.) guyanensis
ese aumento en la expresidon de la IL-6 coincide con lo reportado por Chaussabel et al [19] [pero
en CDMSP expuestas a L. (L.) majory (L. (L.) donovani)], en un estudio empleando microarreglos.
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Con relacion a los cambios en la expresién de TNF-a en las CDMSP, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (Figura 4-8). Sin embargo, se observo cierta
tendencia a que el parasito de L. (V.) guyanensis reduce los niveles de mRNA (una vez) de esta
citoquina, a diferencia de cuando células dendriticas son expuestas a otras especies de
Leishmania (L. (L.) major y L. (L.) donovani) [19]. Ademas de lo anterior, cuando las CDMSP se
expusieron al isetionato de pentamidina, no se evidenciaron cambios en la expresidon del TNF-a,
sugiriendo que tanto a nivel transcripcional como traduccional este ingrediente farmacéutico
activo, no induce un efecto sobre las CDMSP, lo cual es similar a lo que se reporta para
macrdéfagos alveolares también expuestos a este medicamento [9].

TNF-a
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2600 i 55+ o
2100 .
1600 -
37+
1100 - -
Q 28-
6004 - e 3
100+ v . o N 194
.
a1 109 4 *
214 A ° 1 eemetes  m R AA yv¥ * o0
v
1 ~sea w® : ] AA vy "‘ 0©
T T T T T 1 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
TRATAMIENTO TRATAMIENTO

Figura 4-8: Cambio en los niveles de expresién de mRNAs de IL-6 y TNF-a. Tratamiento: 1. CDMSP (control), 2.
CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de
pentamidina, 4. CDMSP tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDOMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con
LPS e isetionato de pentamidina. Los resultados se interpretan como cambio en la expresién del gen en estudio
después de ser normalizados con el gen HPRT-1 y el grupo control, con el método 2 Una linea horizontal
representa el promedio. Cada figura representa una muestra.

La no deteccidon de transcritos para ninguna de las subunidades que conforman la IL-12, se
correlaciona con la no deteccién de ésta citoquina en el medio de cultivo. Sin embargo, como se
menciond en el apartado 4.4.1, dependiendo del estimulo se producen tanto transcritos como
proteina. Adicionalmente, se ha observado que la IL-12 disminuye su expresién drasticamente
después de 24 horas que las células productoras, han estado en presencia del estimulo
(principalmente para la subunidad IL-12 p40 [77, 78]). A fin de establecer la causa por la cual no
se detectaron transcritos para IL-12, se verificé nuevamente el disefio de los primers (IL12p35,
IL12p40). Para ello, se realizd una qRT-PCR con RNA derivado de un tipo celular fagocitico
diferente a células dendriticas [macrofagos derivados de la linea celular humana monocitica THP-
1 estimulados con lipopolisacarido (1pg/mL)] con la cual se demostrd a través de una corrida
electroforética que, los primers disefiados para este estudio amplifican el cDNA correspondiente
a las dos subunidades de la IL-12 (ver anexo J). Teniendo en cuenta esto, es necesario realizar
experimentos que permitan determinar si la expresién de los genes para la IL-12 se asocia con
una cinética dependiente del tiempo, soportado en la observacién donde la expresion de esta
citoquina disminuye con el tiempo en las células dendriticas, lo que permitiria atribuir la no
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deteccidon de transcritos de IL-12 en las CDMSP a las condiciones experimentales (en razén del
tiempo) utilizadas en el presente estudio.

Finalmente, no se evidencié una relacidon representativa y significativa, entre la produccion de
citoquinas y los niveles de expresidn de las mismas ante los diferentes tratamientos por parte de
las células dendriticas derivadas de monocitos de sangre periférica. Tales comparaciones en
nuestro estudio, solamente se lograron establecer para tres individuos, lo cual es insuficiente
para utilizar el coeficiente de correlacién de Spearman, andlisis estadistico que aplica para la
distribucién que presentaron nuestros datos (segun software estadistico GraphPad Prism versién
5.00).



Resultados y Discusion | 27
Tabla 4-4: Compilado de los resultados obtenidos, distribuidos por muestra
N° MONONUCLE | %CDMSP % % INF+ | T Produccion de proteina (pg/mL) Cambio en la expresion génica 2 -aact
M ARES/ mL obtenidas | INF* | P." (rango)
SEXO IL-6 TNF-a IL- | IL-6 TNF-a IL-12
12
1 1937.58 +110.13 333.39 ¢ 65.73 0 | 1,0(081,3) 1(0,7-1,5) nd
2 1353.21+117.83 17531+ 1.61 0 | 1,0(0,2-4,5) 0,8 (0,2-3,5) nd
85 F 6
3 1794.78 +1183.27 | 238.82+190.64 0 | 16(1,418 0,02 d
22x10 1 27 | 14048 ( ) "
4 2945.24 +229.19 462.69 + 131.51 0 | 59(4183) 1(0,5-1,9) nd
5 4896.11 + 358.62 2831.50 + 196.70 0 |61(556,38) 0,9(0,8-1,0) nd
6 4188.39 + 852.34 3333.87 + 141.44 0 |[nd 2,0(1,3-3,2) nd
1 20.49 + 1.07 0 0 | 1,0(01-11,7) 1,0(0,6-1,7) nd
88 F 2 1.45 +2.04 0 0 | 10,3(9,1-11,6) 0,1 nd
X 3 6.22 +8.79 0 0 d d d
24,7x10 1,2 21 23(0) " " "
4 55.99 + 55.73 0 0 | 54(18,5-158) 0,7(0,2-2,0) nd
5 3422.46 +260.12 670.43 +135.19 0 | 1520,2(457,2-5054,4) | nd nd
6 2538.10+2616.88 | 1213.44+1643.87 | 0 | 10,6(0,7-166,9) 0,8(0,0-23,5) | nd
1 3.48+4.91 0 0 |[nd nd nd
89 2 5.62+4.04 0 0 |[nd nd nd
s 3 33.28 +32.65 0 0 |[nd nd nd
. 24,5x10 11

’ 26 14(46) | 4 12.63+17.85 0 0 |nd nd nd
5 1163.12 + 764.28 556.48 + 536.01 0 |nd nd nd
6 4810.85 + 579.66 4573.24+179337 | 0 | nd nd nd

a. Porcentaje de CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis. b. Porcentaje de infeccion de CDMSP después del tratamiento con isetionato de pentamidina (% de reduccion de

la infeccion con respecto al control). c.Tratamiento: 1. CDMSP (control), 2. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al

isetionato de pentamidina, 4. CDMSP tratadas con isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de pentamidina. nd. no

detectado.
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Tabla 4-4:  (continuacidn)
1914201 0 0 1,0(0,5-2,1) nd nd
9 ; 2 | 7.32+2.02 0 0 nd nd nd
3 | 30.86+19.64 0 0 nd nd nd
6
22,2x10 0,4 24 29(0) 4 | 576+814 0 0 nd nd nd
5 | 2874.08 t | 96.37£45.96 0 0,05(0,01-0,52) nd nd
1054.92
6 | 327.63+101.04 | 13.65+14.32 0 nd nd nd
1] 2.75+3.89 0 0 nd 1(0,9-1,1) nd
2|0 0 0 nd nd nd
93 M
© 3 | 1.49%2.10 0 0 d d d
10,5x10 0,8 23 32(26) n n n
410 0 0 nd nd Nd
5 | 645.83+285.47 | 13.29 £ 16.18 0 nd nd Nd
6 | 19.61+13.46 1.76£2.48 0 nd nd Nd
1| 6.87+1.50 0 0 1,0(0,8-1,3) 1,0(0,8-1,3) nd
97 2 | 732£10.35 0 0 nd nd nd
M 6
3o 0 0 d d d
10,2x10 0,3 30 21(30) " " "
4o 0 0 13,8(10,4-18,3) nd nd
5 | 404.77£77.16 268.01£5131 | 0 nd nd nd
6 | 333.85+256.94 | 46.06 £34.22 0 nd nd nd
1 | 14.63£8.46 0 0 1,0(0,3-3,9) 1,0(0,8-1,2) nd
% 210 0 0 0,3 (0-4,3) 1,9(1,3-2,7) nd
10,7%10° 3]0 0 0 22,2(17,6-28,0) 9,9(7,4-13,2) nd
3,1 97 91(6)
4 | 31.25+20.87 0 0 3,4(2,8-4,1) 1,5(0,6-3,8) nd
5 | 6477.73 + | 3308.01 +|0 148,6(91,2-242,1) 13,7(11,2-16,8) | nd
524.89 523.21
6 | 3712.39£3532 | 3701.21 +|0 26,7(26,1-27,4) 53,6(51,2-56,2) | nd
317.22
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Tabla 4-4: (continuacion)
1 | 065091 0 0 1(0,3-3,3) nd nd
101 2 |o 0 0 184,2(43,5-779,8) nd nd
20,9x10° 18 86 83(3) 3 |o 0 0 nd nd nd
4 [111+157 0 0 43,6(41,8-45,4) nd nd
5 | 1391.37+1460.37 | 606.54+763.36 | O 4,4(4,0-4,9) nd nd
6 | 1833.39+703.28 | 2039.85+684.53 | 0 3,5(2,6-4,8) nd nd
1 | 212+3 0 0 nd 1(0,9-1,1) nd
103 2 | 242+3.42 0 0 nd nd nd
3 0 0 0 nd nd nd
20x10° 03 68 62(9) |4 | 13.20+18.67 0 0 nd 1,7 nd
5 | 2017.61£174577 | 800.31+367.61 | O nd nd nd
6 | 78.62+19.25 254.20 £ 16.22 0 nd 10,0(5,5-18,1) nd
1 | 349.50£483.10 | 72.88+103.07 0 1(0,6-1,7) 1(0,5-1,9) nd
107 2 [ 300£272 0 0 0,1(0,0-0,1) 0,1(0,0-0,1) nd
3 [ 7.99+11.29 0 0 0,1(0,0-0,1) 0,6(0,5-0,7) nd
20x10° 04 44 37(16) [ 4 | 2.82£3.99 0 0 nd nd nd
5 | 4450.87+731.29 | 1040.53+459.78 | 0 nd nd nd
6 | 2961.63+205.11 | 520.39 £ 35.62 0 0,2 1,1(0,9-1,4) nd




5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

= La infeccién experimental de CDMSP de individuos sanos con Leishmania sp. es
comparable al panorama clinico de esta infeccidn en la cual, entre el 80 y el 90% de los
individuos logran depurar los pardsitos de manera natural y el porcentaje restante
desarrolla la enfermedad, que para el caso de la infeccidn experimental corresponderia al
23% de las CDMSP que mantuvieron infecciones por mas de 24 horas.

= Los promastigotes de L. (V.) guyanensis junto con otras especies del complejo Viannia,
causantes de la leishmaniosis cutdnea en el nuevo mundo son mas sensibles al isetionato
de pentamidina que las especies responsables de esta manifestacion clinica en el viejo
mundo, lo cual coincide con que este antileishmanial no se considere una opcidn
terapéutica para infecciones producidas por esta especie.

= Se evidencid que el isetionato de pentamidina tiende a generar cambios, tanto en los
niveles de expresion de mRNAs como en la liberacién de proteina de IL-6 y TNF-a en las
CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis o maduradas con LPS.

= Se confirmd que el lipopolisacarido (LPS) es un potente inductor en la liberacién de las
proteinas IL-6 y TNF-a, por parte de las células dendriticas derivadas de monocitos de
sangre periférica. La induccion de estos mediadores inmunes, se relaciona con el proceso
de maduracion de las células dendriticas, lo cual confirma que a nivel experimental,
contamos con células dendriticas maduras.

= No se evidencié el efecto del isetionato de pentamidina sobre la expresion génica de IL-12
en las CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis bajo las condiciones experimentales
planteadas para este estudio.

=  La produccion de citoquinas (IL-6 y TNF-a) es dependiente de factores criticos como el
estimulo antigénico/maduracion, e independiente del nimero de células dendriticas
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derivadas de monocitos de sangre periférica, considerando que en la unidad muestral
estudiada el numero de células fue variable.

= Si bien el nimero de muestras incluidas en este estudio no permitié establecer una
correlacién con significancia estadistica, se observd una tendencia a que un cambio en la
expresion génica de IL-6 y TNF-a induzca la produccidn de estas proteinas por parte de las
CDMSP.

5.2 Recomendaciones

= Tener en cuenta factores genéticos (polimorfismos) que puedan estar afectando la
produccién de las citoquinas, lo que podria condicionar la respuesta celular a la infeccién
por Leishmania y al tratamiento de esta parasitosis.

= Realizar estudios complementarios sobre la influencia de este antileishmanial en la
produccién de IL-6 por parte de las CDMSP, ya que segln nuestros resultados existiria
alguna tendencia a la modulacion de la produccidon de la citoquina en las células
dendriticas infectadas o no con L. (V.) guyanensis luego del tratamiento con isetionato de
pentamidina. De igual forma es importante, determinar si la produccién basal de IL-6 que
al parecer tienen las CDMSP, se relaciona con susceptibilidad o resistencia a la infeccion
con este parasito.

= |mplementar estrategias metodoldgicas que nos permitan contribuir en determinar si, el
isetionato de pentamidina tiene algun efecto inmunomodulador en la produccién de IL-12
en las células dendriticas derivadas de sangre periférica.

= Complementar los estudios génicos utilizando otras metodologias a fin de establecer el
papel que pueden cumplir las citoquinas en el contexto particular de la infeccidon con L.
(V.) guyanensis y en respuesta a un tratamiento.



Referencias

10.

Instituto Nacional de Salud (INS) (2010). Comportamiento epidemioldgico de la
Leishmaniasis en Colombia. Periodo epidemioldgico 6 afio. Sistema de Vigilancia en Salud
Publica - SIVIGILA.

Tiuman T. S., A. O. Santos, T. Ueda-Nakamura, B. P. Dias Filho, C. V. Nakamura. 2011.
Recent advances in leishmaniasis treatment. International Journal of Infectious Diseases
15(8):e525-32.

Robledo S., J. A. Puerta, D. L. Muioz, M. Guardo, |. D. Vélez. 2006. Eficacia y tolerancia
de la pentamidina en el tratamiento de la Leishmaniasis cutdnea producida por
Leishmania (V.) panamensis en Colombia. Biomedica 26(supl 1):188-93.

Instituto Nacional de Salud (INS). 2011. Informe epidemiolégico del evento Leishmaniasis,
afio 2011. Sistema de Vigilancia en Salud Publica - SIVIGILA.

Sacks D. and N. Noben-Trauth. 2002. The Immunology of Susceptibility and Resistance to
Leishmania major in Mice. Nature Reviews Immunology 2(11):845-58.

Soto J. y P. Soto. 2006. Estado actual y futuro de la terapia anti-leishmanidsica en
Colombia. Biomédica 26 (supl1): 194-206.

Soto-Mancipe J., M. Grogl and J. D. Berman. 1993. Evaluation of Pentamidine for the
Treatment of Cutaneous Leishmaniasis in Colombia. Clinical Infectious Diseases
16(3):417-25.

Rosenthal GJ, E. Corsini, W.A. Craig, C.E. Comment, M.I. Luster. 1991. Pentamidine: an
inhibitor of interleukin-1 that acts via a post-translational event. Toxicology and Applied
Pharmacology 107(3):555-61.

Corsini E., W.A. Craig y G.J. Rosenthal. 1992. Modulation of tumor necrosis factor release
from alveolar macrophages treated with pentamidine isethionate. International Journal
Immunopharmacology 14(2):121-30.

Van Wauwe J., F. Aerts, H. Van Genechten, H. Block, W. Deleersnijder y H. Walter. 1996.
The inhibitory effect of pentamidine on the production of chemotactic cytokines by in
vitro stimulated human blood cells. Inflammation Research 45(7):357-63.



Referencias | 33

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Plaza D. F.,, A. Marifio, G. Delgado. 2007. Characterizing the Effect of Pentamidine
Isethionate on the Immune System Using Mouse Splenocytes as an Experimental Model.
Journal of Immunotoxicology 4(4):279-85.

Abbas A.K., AH. Lichtman y S. Pillai. 2008. Inmunologia Celular y Molecular. Sexta
edicion. Barcelona-Espafia p: 56.

Ueno H., E. Klechevsky, R. Morita, C. Aspord, T. Cao, T. Matsui et al. 2007. Dendritic cell
subsets in health and disease. Immunological reviews 219:118-42.

Rojas W., J-M Anaya, B. Aristizabal, L. E. Cano, L. M. Gémez, D. Lopera. 2010
Inmunologia de Rojas. Corporacion para Investigaciones Bioldgicas. decimoquinta edicién.
Medellin-Colombia.

Banuls AL, Hide M, Prugnolle F. Leishmania and the leishmaniases: a parasite genetic
update and advances in taxonomy, epidemiology and pathogenicity in humans.
2007;64:1-109. Adv Parasitol.

World Health Organization (WHO) 2010. “Control of the leishmaniasis”. Disponible en
(http://whglibdoc.who.int/trs/WHO_TRS 949 eng.pdf).

Kedzierski L., A. Sakthianandeswaren, J. M. Curtis, P. C. Andrews, P. C. Junk and K.
Kedzierska. 2009. Leishmaniasis: current treatment and prospects for new drugs and
vaccines. Current Medicinal Chemistry 16(5):599-614.

Brandonisio O., R. Spinelli y M. Pepe. 2004. Dendritic cells in Leishmania infection.
Microbes and Infection 6(15):1402-9.

Chaussabel D., R. T. Semnani, M. A. McDowell, D. Sacks, A. Sher y T. B. Nutman. 2003.
Unique gene expression profiles of human macrophages and dendritic cells to
phylogenetically distinct parasites. Blood 102(2):672-81.

Revest M., L. Donaghya, F. Cabillic, C. Guiguenc y J-P Gangneux. 2008. Comparison of the
immunomodulatory effects of L. donovani and L. major excreted—secreted antigens,
particulate and soluble extracts and viable parasites on human dendritic cells, Vaccine
26(48):6119-23.

Favali C., N. Tavares, J. Clarencio, A. Barral, M.| Barral-Netto y C. Brodskyn. 2007.
Leishmania amazonensis infection impairs differentiation and function of human
dendritic cells. Journal of Leukocyte Biology 82(6):1401-6.

Zuluaga M., K. Gilchrist, J. Moreno, S. Robledo. 2004. Efecto de la infeccién de células
dendriticas humanas por promastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis. IATREIA
17(3):224-226.

Delgado G., C.A. Parra-Lépez, L.E. Vargas, R. Hoya, M. Estupifidan, F. Guzman, et al. 2003.
Characterizing cellular immune response to kinetoplastid membrane protein-11 (KMP-11)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ba%C3%B1uls%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17499100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hide%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17499100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prugnolle%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17499100
http://whqlibdoc.who.int/trs/WHO_TRS_949_eng.pdf

Referencias | 34

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

during Leishmania (Viannia) panamensis infection using dendritic cells (DCs) as antigen
presenting cells (APCs). Parasite Immunology 25(4):199-209.

Cezario G. A., L. R. de Oliveira, E. Peresi, V. C. Nicolete, J. Polettini, C. R. de Lima, M. Gatto,
S. A. Calvi. 2011. Analysis of the expression of toll-like receptors 2 and 4 and cytokine
production during experimental Leishmania chagasi infection. Memdrias do Instituto
Oswaldo Cruz 106(5):573-83.

McDowell M.A., M. Marovich, R. Lira, M. Braun y D. Sacks. 2002 .Leishmania Priming of
Human Dendritic Cells for CD40 Ligand-Induced Interleukin-12p70 Secretion is Strain and
Species Dependent. Infection and Immunity 70(8): 3994-4001.

Von Stebut E., Y. Belkaid, B.V. Nguyen, M. Cushing, D.L. Sacks, M. C. Udey. 2000.
Leishmania major-infected murine langerhans cell-like dendritic cells from susceptible
mice release IL-12 after infection and vaccinate against experimental cutaneous
Leishmaniasis. European Journal of Immunology 30(12):3498-506.

Liu D., C. Kebaier, N. Pakpour , A. Capul, S. M. Beverley, P. Scott, J. E. Uzonna. 2009.
Leishmania major Phosphoglycans Influence the Host Early Immune Response by
Modulating Dendritic Cell Functions. Infection and immunity 77(8): 3272—-3283.

Schleicher U., J. Liese, I. Knippertz, C. Kurzmann, A. Hesse, A. Heit, et al. 2007. NK cell
activation in visceral Leishmaniasis requires TLR9, myeloid DCs, and IL-12, but is
independent of plasmacytoid DCs. The Journal of Experimental Medicine 204(4):893-906.

Murray H. W. 2008. Accelerated Control of Visceral Leishmania donovani Infection in
Interleukin-6-Deficient Mice. Infection and Immunity 76(9):4088-91.

Moskowitz N., D.R. Brown y S. L. Reiner. 1997. Efficient Immunity against Leishmania
major in the Absence of Interleukin-6. Infection and Immunity 65(6):2448-50.

Ritter U., A. Lechner, K. Scharl, Z. Kiafard, J. Zwirner, H. Kérner. 2008. TNF controls the
infiltration of dendritic cells into the site of Leishmania major infection. Medical
Microbiology of Immunology, 197(1):29-37.

Engwerda C.R., M. Ato, S. Stager, C. E. Alexander,.A. C. Stanley y P. M. Kaye. 2004. Distinct
Roles for Lymphotoxin-B and Tumor Necrosis Factor in the Control of Leishmania
donovani Infection American Journal of Pathology 165 (6): 2123-33.

Carvalho L. P., E. J. Pearce y P. Scott. 2008. Functional Dichotomy of Dendritic Cells
following Interaction with Leishmania braziliensis: infected cells produce high levels of
TNF-a, whereas Bystander Dendritic Cells are activated to promote T Cell responses. The
Journal of Immunology 181(9):6473-80.

Wilson W.D., F.A. Tanious, A, Mathis, D. Tevis, J.E. Hall, D.W. Boykin. 2008. Antiparasitic
Compounds That Target DNA. Biochimie 90(7):999-1014.

Basselin M., F. Lawrence y M. Robert-Gero. 1996. Pentamidine uptake in Leishmania
donovani and Leishmania amazonensis promastigotes and axenic amastigotes. Biochem.
Journal 315, 631-634.



Referencias | 35

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Basselin M., H. Denise, G. H. Coombs y M. P. Barrett. 2002 Resistance to Pentamidine in
Leishmania mexicana Involves Exclusion of the Drug from the Mitochondrion Antimicrob
Agents Chemother. 2002 Dec;46(12):3731-8.

Palumbo E. 2009. Current treatment for cutaneous leishmaniasis: a review. American
journal of therapeutics 16(2):178-82.

Fidalgo L. M. and L. Gille. 2011. Mitochondria and Trypanosomatids: Targets and Drugs.
Pharmaceutical research 28(11):2758-70.

Croft S. L., S. Sundar y A. H. Fairlam. 2006. Drug Resistance in Leishmaniasis. Clinical
Microbiology Reviews 19(1):111-26.

El Fadili K., M. Imbeault, N. Messier, G. Roy, B. Gourbal, M. Bergeron, M. J. Tremblay, D.
Légare y M. Ouellette. 2008. Modulation of Gene Expression in Human Macrophages
treated with the anti-Leishmania Pentavalent Antimonial Drug Sodium Stibogluconate.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 52(2):526-33.

Maurer-Cecchini A., S. Decuypere, F. Chappuis, C. Alexandrenne, S. De Doncker, M.
Boelaert, et al. 2009. Immunological determinants of clinical outcome in Peruvian
patients with tegumentary leishmaniasis treated with pentavalent antimonials. Infection
and immunity 77(5):2022-9.

Simitsopoulou M., E. Roilides, J. Dotis, M. Dalakiouridou, F. Dudkova, E. Andreadou et al.
2005. Differential Expression of Cytokines and Chemokines in Human Monocytes Induced
by Lipid Formulations of Amphotericin B. Antimicrobial Agents and Chemotherapy
49(4):1397-403.

Griewank K, C. Gazeau, A. Eichhorn, E. von Stebut. 2010. Miltefosine efficiently
eliminates Leishmania major amastigotes from infected murine dendritic cells without
altering their immune functions. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 54(2):652-9.

Conte E., A. Modica, B. Cacopardo, L. Messina, L. Nigro y A. Messina. 2005. Ribavirin up-
regulates IL-12 p40 gene expression and restores IL-12 levels in Leishmania-treated
PBMCs. Parasite Immunology 27(12):447-51.

Mendez S, R. Traslavina, M. Hinchman, L. Huang, P. Green, M. H. Cynamon, J.T. Welch.
2009. The antituberculosis drug pyrazinamide affects the course of cutaneous
leishmaniasis in vivo and increases activation of macrophages and dendritic cells.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 53(12):5114-21.

Pérez-Cordero J. J., J. M. Lozano, J. Cortés and G. Delgado. 2011. Leishmanicidal activity of
synthetic antimicrobial peptides in an infection model with human dendritic cells.
Peptides 32(4):683-90.

Escobar L., F. A. Aristizabal. 2010. Aplicacién de un método fluorométrico para evaluar la
proliferacién celular en lineas celulares tumorales. Vitae 17(2): 173-180.



Referencias | 36

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Pérez-Cordero J. J., J. Sdnchez-Sudrez, G. Delgado. 2011. Use of a fluorescent stain for
evaluating in vitro infection with Leishmania panamensis. Experimental Parasitology
129(1):31-5.

Lopez R., L. E. Cuca, G. Delgado. 2009. Antileishmanial and immunomodulatory activity of
Xylopia discreta. Parasite immunology 31(10):623-30.

Schmittgen T. D. and K. J. Livak. 2008. Analyzing real-time PCR data by the comparative C;
method. Nature protocols 3(6):1101-1108.

Livak K. J. and T. D. Schmittgen. 2001. Analysis of Relative Gene Expression Data Using
Real-Time Quantitative PCR and the 2°; Method. Methods 25(4):402-8.

Petritus P. M., D. Manzoni-de-Almeida, C. Gimblet, C. Gonzalez Lombana, P. Scott. 2012.
Leishmania mexicana Induces Limited Recruitment and Activation of Monocytes and
Monocyte-Derived Dendritic Cells Early during Infection. PLoS Neglected Tropical
Diseases 6(10): e1858.

Promega 2009. Griess Reagent System. Instructions for use of product G2930. Disponible
en (http://www.promega.com/resources/protocols/technical-bulletins/0/griess-reagent-
system-protocol/).

Sanchez-Suarez J. 2011. Efecto leishmanicida e inmunomodulador in vitro de extractos y
compuestos de plantas colombianas de las familias Lauraceae y Rutaceae (Tesis
Maestria). Universidad Nacional de Colombia, Bogota D. C.

Sun J., X. Zhang, M. Broderick, H. Fein. 2003. Measurement of Nitric Oxide Production in
Biological Systems by Using Griess Reaction Assay. Sensors 3(8): 276-284.

Rozen S. and H. J. Skaletsky. 2000. Primer3 on the WWW for general users and for
biologist programmers. En: Krawetz S, Misener S (eds) Bioinformatics Methods and
Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ, pp 365-386.
Disponible en (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/).

Liu J., S. Cao, L. M. Herman and X. Ma. 2003. Differential regulation of interleukin (IL)-12
p35 and p40 gene expression and interferon (IFN)-gamma—primed IL-12 production by
IFN regulatory factor 1. The Journal of experimental medicine 198 (8)1265-1276.

Freudenreich O., M. A. Brockman, D. C. Henderson, A. E. Evins, X. Fan, J. P. Walsh, D. C.
Goff. 2010. Analysis of peripheral immune activation in schizophrenia using quantitative
reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Psychiatry Research 176(2-
3):99-102.

Sanchez-Suarez J., E. Coy-Barrera, L. E. Cuca and G. Delgado. 2011. Leishmanicidal and
Cytotoxic Activities of Extracts and Naturally-Occurring Compounds from two Lauraceae
Species. Natural Product Communications. 6(2): 231-34.

Tempone A. G., N. N. Taniwaki and J. Q. Reimdo. 2009. Antileishmanial activity and
ultrastructural alterations of Leishmania (L.) chagasi treated with the calcium channel
blocker nimodipine. Parasitology research 105(2): 499-505.


http://www.promega.com/resources/protocols/technical-bulletins/0/griess-reagent-system-protocol/
http://www.promega.com/resources/protocols/technical-bulletins/0/griess-reagent-system-protocol/
http://fokker.wi.mit.edu/primer3/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Freudenreich%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20132993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brockman%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20132993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Henderson%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20132993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Evins%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20132993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fan%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20132993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walsh%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20132993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goff%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20132993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20132993

Referencias | 37

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Reimado J. Q., F. A. Colombo, V. L. Pereira-Chioccola and A. G. Tempone. 2011. In vitro and
experimental therapeutic studies of the calcium channel blocker bepridil: detection of
viable Leishmania (L.) chagasi by real-time PCR. Experimental parasitology 128(2): 111-5.

Grecco Sdos. S., J. Q. Reimao, A. G. Tempone, P. Sartorelli, R. L. Cunha, P. Romoff, et al.
2012. In vitro antileishmanial and antitrypanosomal activities of flavanones from
Baccharis retusa DC. (Asteraceae). Experimental Parasitology 130(2):141-5.

Souza A. M., H. C. Castro, M. A. Brito, C. R. Andrighetti-Fréhner, U. Magalhdes, K. N.
Oliveira, et al. 2009. Leishmania amazonensis growth inhibitors: biological and theoretical
features of sulfonamide 4-methoxychalcone derivatives. Current microbiology 59(4):374-
9.

Kumar S., N. Shakya, S. Gupta, J. Sarkar, D. P. Sahu. 2009. Synthesis and biological
evaluation of novel 4-(hetero) aryl-2-piperazino quinazolines as anti-leishmanial and anti-
proliferative agents. Bioorganic and medicinal chemistry letters 19(9):2542-5.

Kumar R., S. Khan, A. Verma, S. Srivastava, P. Viswakarma, S. Gupta et al. 2010. Synthesis
of 2-(pyrimidin-2-yl)-1-phenyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-beta-carbolines as antileishmanial
agents. European journal of medicinal chemistry 45(8):3274-80.

Pandey V.P,, S. S. Bisht, M. Mishra, A. Kumar, M. I. Siddiqi, A. Verma, et al. 2010. Synthesis
and molecular docking studies of 1-phenyl-4-glycosyl-dihydropyridines as potent
antileishmanial agents. European journal of medicinal chemistry 45(6):2381-8.

Mitropoulos P., P. Konidas and M. Durkin-Konidas. 2010.
New World cutaneous leishmaniasis: updated review of current and future diagnosis and
treatment. Journal of the American Academy of Dermatology 63(2):309-22.

Rossol M., H. Heine, U. Meusch, D. Quandt, C. Klein, M. J. Sweet et al. 2011. LPS-Induced
Cytokine Production in Human Monocytes and Macrophages. Critical Reviews in
Immunology, 31(5):379-446.

Lapara N. J. 3rd and B. L. Kelly. 2010. Suppression of LPS-
induced inflammatory responses in macrophages infected with Leishmania. Journal of
Inflammation 2010, 7:8.

Stager S., A. Maroof, S. Zubairi, S.L. Sanos, M. Kopf and P.M. Kaye. 2006. Distinct roles for
IL-6 and IL-12p40 in mediating protection against Leishmania donovani and the expansion
of IL-10+CD4+ T Cells. European Journal of Immunology 36(7): 1764-1771.

Ehrchen J.M., K. Roebrock, D. Foell, N. Nippe, E. von Stebut, J. M. Weiss et al. 2010.
Keratinocytes determine Thl immunity during early experimental leishmaniasis. PLoS
pathogens 6(4):e1000871.

Quay J., G. Rosenthal, S. Becker. 1993. Effect of pentamidine on cytokine (IL-1 beta, TNF
alpha, IL-6) production by human alveolar macrophages in vitro. Experimental lung
research 19(4):429-43.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kumar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20457476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20457476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verma%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20457476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Srivastava%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20457476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viswakarma%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20457476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gupta%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20457476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitropoulos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20303613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Konidas%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20303613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Durkin-Konidas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20303613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rossol%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22142165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heine%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22142165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meusch%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22142165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quandt%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22142165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22142165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sweet%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22142165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lapara%20NJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20205812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kelly%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20205812

Referencias | 38

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Latifynia A., A. Khamesipour, S. Bokaie, N. Khansari. 2012. Antioxidants and
proinflamatory cytokines in the sera of patients with cutaneous leishmaniasis. Iranian
journal of immunology 9(3):208-14.

Murray H. W, J.D. Berman, C. R. Davies, N. G. Saravia. 2005. Advances in Leishmaniasis.
Lancet 366(9496):1561-77.

Cunha, F.Q., D. W. Moss, L. M. C. C. Leal, S. Moncada and F. Y. Liew. 1993. Induction of
macrophage parasiticidal activity by Staphylococcus aureus and exotoxins through the
nitric oxide synthesis pathway. Immunology 78(4): 563-7

Lutz M. B., N. Romani and A. Steinkasserer. 2006. Handbook of Dendritic Cells. Biology,
Diseases, and Therapies. WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim p: 681-2.

Xin L., K. Li and L. Soong. 2008. Down-regulation of dendritic cell signaling pathways by
Leishmania amazonensis amastigotes. Molecular immunology 45(12): 3371-3382.

Soong L. 2008. Modulation of dendritic cell function by Leishmania parasites. Journal of
immunology 180(7):4355-60.



Anexos ‘ 39

Anexo A: Articulo aceptado para publicacion

Latin American Journal of Pharmacy Regular Article
(formerly Acta Farmacéutica Bonaerense) Received: August 3,2012

Revised version: November 28. 2012
Lat. Am.J. Pharm. 32 (2): (2013) Accepted: December 3,2012

In Vitro Sensitivity of Leishmania Promastigotes
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SUMMARY . The aim of this study was to evaluate the in vitro sensibility of Leishmania parasites to pen-
tamidine isethionate in order to know their possible therapeutic response, by means of eytotoxicity assays
using promastigotes of Leishmania mgjor and Viannia complex Leishmania spp, etiological agents of the
disease. The in vifro sensitivity of Leishmania promastigotes to pentamidine isethionate at dilTerent time
points was determined. It was established that L. major is less sensitive to this drug than Viannia complex
species. The drug demonstrated a higher median effective concentration (ECg;) between 3.24 (12 h) and
0.08 (72 h) pg/mL for L. major with respect o Viannia complex species. The use of the [ree forms of Leish-
mania in this study for in vifre sensitivity screening of parasite species to pentamidine isethionate allowed
confirmation that the drug is elfective against New World species and could eventually be wsed to treat
cases of leishmaniasis caused by Old World parasites.
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EFECTO DE LA PENTAMIDINA SOBRE LA PRODUCCION DE CITOQUINAS EN
CELULAS DENDRITICAS HUMANAS INFECTADAS IN VITRO CON L. guyanensis

Torres Erika, Delgado Gabriela

Grupo de Investigacion en Inmunotoxicologia, Departamento de Farmacia, Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogota D.C.

Objetive General: Determinar el efecio de la pentamidina sobre la produccién de
citoquinas en células dendriticas humanas infectadas in vifro con L. guyanensis.
Objetivos especificos: (i) Cuantificar los niveles de citoquinas en celulas dendriticas sin
infectar e infectadas con parasitos de L. guyanensis, (ii) Cuantificar citoquinas en celulas
dendriticas sin infectar e infectadas y tratadas con pentamidina. Materiales y métodos:
Las células dendriticas fueron obtenidas in vitro a partir de monocitos de sangre periférica
humana (CDMSP) con el uso de gradiente de densidad (Ficoll-Hypaque). 1 x 10° CDMSP
fueron expuestas por 24 horas a promastigotes de L. guyanensis, retirando luego los
parasitos no internalizados las COMSP fueron tratadas con 0,2ug/mL de pentamidina y 24
horas después, los sobrenadantes fueron recogidos para realizar la cuantificacion de
citoquinas (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-8) mediante el Kit BD ™ Cytometric Bead Array
(CBA). Como controles experimentales se usaron COMSP en ausencia del parasito con y
sin pentamidina, y en presencia del parasito sin tratamiento, adicionalmente celulas
activadas con lipopolisacarido (LPS) con y sin pentamidina. Se realizaron diez
experimentos cada uno por duplicado. Resultados: L. guyanensis estimuld la produccion
de IL-8 sin diferencias estadisticas para las variables analizadas. El LPS generd mayor
produccion de IL8 y demas citoguinas, a excepcion de IL-12. Con lo anterior, se concluye
que L. guyanensis suprime la produccion de algunas citoquinas proinflamatorias y que la
pentamidina no promueve un efecto inmunomodulador, a excepcion de cuando es
utilizada en presencia de LPS, con el cual genera un efecto sinérgico.

Bibliografia: (i) Lapara M.J. & B.L. Kelly (2010} J. Inflamm. (Lond) 7:8. {(ii) Pérez-Cordero
J.J., J.M. Lozano, J. Cortés & G. Delgado (2011) Peptides. 32: 683-90. (iii) Solinhac R., F.
Mompart, P. Martin, D. Robelin, P. Pinton, E. lannuccelli, Y. Lahbib-Mansais, |.P. Oswald
& M. Yerle-Bouissou (2011) Chromosoma. 120:501-20.

Correspondencia:

Igdelgadom@unal.edu.co. Carrera 30 No. 45-03 edificio 450 Laboratorio 301, Bogota,
Colombia. Tel. 3165000 ext 14643-14665
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Anexo D: Certificado presentacion modalidad oral
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Anexo E: Resumen presentacion modalidad oral

Efecto de la pentamidina sobre promastigotes de L. panamensis y de L. major

Erika Torres, Gabriela Delgado

Grupo de Investigacidn en Inmunotoxicologia, Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias, Universidad
Macional de Colombia, Bogota D.C

Introduccién. La pentamidina es una de las alternativas terapéuticas para tratar la leishmaniosis cutanea,
determinar su efecto sobre L. panamensis y L. major, principales causantes de esta enfermedad del nuevo y
viejo mundo respectivamente, contribuye en la determinacion de su efecto leishmanicida y de los regimenes de
tratamiento que se utilizan actualmente.

Materiales y métodos. Se sometieron promastigotes (en fase estacionaria) de L. panamensis y L. major (2x10°
/poza) a diferentes concentraciones de pentamidina, obtenidas mediante diluciones seriadas a partir de Gug/mL;
los cultivos fueron incubados a 26°C por 72 horas. Los controles utilizados fueron pozos con promastigotes sin
tratamiento y pozos con RPMI 1640. La efectividad del farmaco se determind con base en la capacidad de
parasitos viables para metabolizar la resazurina a resorufina, para esto, se agregd 50uL/pozo de resazurina a
una concentracion de 44uM y después de 48 horas de incubacion a 26°C las unidades de fluorescencia
arbitraria (UFA) fueron determinadas en un espectrofluorometro Tecan GEMios Microplate Reader (Tecan,
Austria) con excitacion a 535 nm y emisién a 595 nm, por medio del software Magelland (Tecan, Austria).
Posteriormente, estos datos se utilizaron para obtener las concentraciones efectivas cincuenta (CEsg) para cada
una de las cepas, empleando el software estadistico GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad Software, USA).
Se realizaron tres experimentos, cada uno por triplicado.

Resultados. La CEs; en la cepa de L. major fue de 0,54 £ 0,08 ug/mL y en la cepa de L. panamensis fue de
0,077 + 0,013 ug/mL,

Conclusiones. Las cepas estudiadas mostraron baja resistencia a la pentamidina, siendo L. panamensis la mas
susceptible a este farmaco. Este estudio constituye el primer reporte sobre la sensibilidad de promastigotes de L.
major a la pentamidina.
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Anexo F: Porcentajes de infeccion con diferentes
cepas de L. (V.) panamensis

En el Grupo de Investigacidn en Inmunotoxicologia (donde se desarrollé el trabajo) la cepa de L.
(V.) panamensis MHOM/CO/87/UA140 fue usada para realizar los experimentos de infeccién de
CDMSP en las condiciones establecidas previamente por proyectos anteriores [proporcion de
infeccién (1:25) y tiempo (72horas)]. Sin embargo, con estas condiciones no se logré porcentajes
de infeccidn sostenidas en el tiempo. Por tanto, se cambid la proporcion de infeccidn, sin ningin
resultado satisfactorio. Posteriormente y a fin de retomar la infectividad, se realizd un pasaje in
vivo por Hamster dorado (protocolos estudios in vivo-Grupo de investigacion en
Inmunotoxicologia) y se adquirieron dos cepas nuevas (donadas por la Universidad de Antioquia)
para un total de tres las cuales fueron evaluadas cambiando las condiciones experimentales, sin
obtener resultados favorables para la continuaciéon del proyecto de investigacion con esta
especie, como se puede observar en la siguiente tabla.

Porcentaje de infeccién de CDMSP expuestas a promastigotes de diferentes cepas de L. (V.) panamensis en
diferentes puntos tiempo.

PROPORCION % infeccion de CDMSP después de
INFECCION CEPA horas de exposicion al parasito.
6 24 48 72
1:40 MHOM/CO/87/UA140 - — — 0
1:40 MHOM/CO/87/UA140 62 12 4 -
1:50 MHOM/CO/87/UA140 —_ —_ — 1
1:60 MHOM/CO/87/UA140 — — 5 —
1:80 MHOM/CO/87/UA140 — 18 4 1
1:100 MHOM/CO/87/UA140 —_ —_ 4 —
1:60 MHOM/CO/87/UA1702 — 1 0 1
1:80 MHOM/CO/87/UA1702 7 0 — 1
1:60 MHOM/CO/87/UA140pIReGFP — 20 0 —
1:80 MHOM/CO/87/UA140pIReGFP — 23 4 —
1:20 MHOM/CO/87/UA1702 — 17 — —
1:40 MHOM/CO/87/UA1702 — 27 — —
1:40 MHOM/CO/87/UA140 recuperada de Hamster 30 35 1 0
1:50 MHOM/CO/87/UA140 recuperada de Hamster S — — 18
1:30 MHOM/CO/87/UA140 recuperada de Hamster S — — 1

Por dltimo, cabe mencionar que con la cepa de L. (V.) panamensis MHOM/CO/87/UA140 se pudo
realizar un Unico experimento de efectividad sobre amastigotes intracelulares, obteniéndose una
CEsp de 0.36 uM realizado por duplicado evaluando cuatro concentraciones del isetionato de
pentamidina desde 5.87 hasta 0.73 uM. Sin embargo, como se menciond al principio, no se
pudieron realizar mas réplicas debido a la pérdida de infectividad de esta cepa.
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Anexo G: Verificacion de los tamafios esperados
con los primers

Corrida electroforética en un gel de agarosa al 1.2% de los productos de amplificacién de los
cDNAs de HPRT-1, IL-6 y TNF-a obtenidos por qRT-PCR con los primers utilizados para el presente
estudio. Los carriles 1 y 2 corresponden a HPRT-1; 3 y 4 corresponden a TNF-a y el 5 se refiere a
IL-6 en las CDMSP control.
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Anexo H: Datos parciales para CLs; y CEs;p del
isetionato de pentamidina

= (Citotoxicidad del isetionato de pentamidina a diferentes concentraciones sobre CDMSP.

Concentracion de PORCENTAJE DE CDMSP VIABLES

pentamidina en pM *E1 E2 E3
73.44 7.98 +°0.60 17.50+1.55 427 +0.25
35.25 17.81+1.75 28.88 +7.84 14.27 +0.63
17.63 33.18+2.81 36.50+8.77 25.48 £5.05
8.81 48.98 +5.88 52.58 £10.55 4143 +3.44
4.70 65.72 £6.33 52.81+7.92 60.73+3.3
2.35 69.17 £5.83 70.17 £12.76 79.41 +£13.27
1.18 79.61 £ 3.62 73.91+22.67 80.63 +9.66
0.59 108.53 +1.56 55.83£2.85 94 +7.56

. A . . . b . .
Se presenta el promedio de cada uno de los experimentos realizados por triplicado. *Experimento, “Desviacién
Estandar.

= Efectividad del isetionato de pentamidina sobre promastigotes de L. (V.) guyanensis.

Concentracion de PORCENTAIJE DE PROMASTIGOTES VIABLES

pentamidina en pM %E1 E2
17.63 2.05 +°0.20 2.23+0.82
8.81 1.08 +0.25 -0.53+2.61
4.41 1.09 +£0.05 -1.75+1.06
2.20 1.43+0.15 -0.17 £4.49
1.10 2.22 £0.07 -1.64£0.42
0.55 6.96 £ 0.15 1.63+1.29
0.28 23.36+£2.82 21.30+15.18
0.14 57.04 £8.12 62.97 £8.32
0.07 86.54 +4.78 66.99 £ 13.53

Se presenta el promedio de cada uno de los experimentos realizados por
. a . b . .z .
triplicado. “Experimento, "Desviacidn Estandar.

= Efectividad del isetionato de pentamidina sobre amastigotes intracelulares de L. (V.)

guyanensis.
Concentracion de PORCENTAJE DE CDMSP INFECTADAS
pentamidina en pM 1 )
1.47 46.0+°0.33 34.38+0.09
0.73 45.1+0.16 56.25 +0.09
0.37 65.5 48.44 +0.02
0.18 49.6 £ 0.03 56.25+0.04
0.09 65.5+0.18 53.13+0.04
0.05 46.9+0.14 76.56 £ 0.02
0 56.5 +3.54 32+2.83

Se presenta el promedio de cada uno de los experimentos realizados por duplicado.
. b s .
a'Experlmento, Desviacion Estandar.
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Anexo |: Tabulacidon de las muestras utilizadas en la
infeccion in vitro con especies de Leishmania

Se presenta el total de muestras empleadas para realizar los experimentos de infeccién con
diferentes especies del género Leishmania, indicando la procedencia de la muestra, el sexo, el
porcentaje de células mononucleares obtenidas por mililitro de sangre procesada, el porcentaje
de CDMSP obtenidas después del proceso de diferenciacion y el porcentaje de infeccién en
diferentes tiempos.

PROCEDENCIA | ° % % INFECCION
N° M :,IEUL:STRA i mono/ mL glg'll\'/ésl\lpl ESPECIE
o DAS
6| 24| 48| 72
1 12 | Cruz Roja F |10x10° 1 L. panamensis - |- - 1
2 13 | Cruz Roja M | 10x10° 0,4 | L. panamensis - - | 5] -
3 14 | Cruz Roja M | 12,4x10° 0,2 | L panamensis - |- |- |57
4 16 | Cruz Roja 9,7x10° 1 | L panamensis - |- |- |10
5 17 | CruzRoja M | 5x10° 2 L. panamensis - 18 | 4 1
6 22 | Hemocentro F | 4,3x10° 3,2 | L. panamensis - - |4 -
7 23 |Hemocentro | M |17,6x10° 03 | L panamensis - |- 1- 1o
8 24 | Hemocentro | M | 20x10° 1 L. panamensis - - - 18
L. braziliensis - - - 33
9 26 | Hemocentro M | 9x10° 1 L.panamensis - - 1] -
10 27 | Kalai - | 12x10° 1 | L.panamensis 62| 12| 4| -
L. panamensis 30| 35 1 -
L. braziliensis 20 2 2| -
L. major 10 1 -
11 28 | Kalai - | 6x10° 0,4 | L. panamensis - 27 - -
12 35 | Hemocentro - | 12x10° 1 L. major - - - 52
L. panamensis - - 2| -
13 36 | Particular F |4,2x10° 1 | L panamensis - 26| 6] 1
14 38 | Hemocentro - | 8x10° 1 L. panamensis - - - 1
L. major - - - 7
15 39 | Hemocentro M | 5x10° 1 L. major - - - 0
16 41 | Hemocentro - | 7x10° 0,4 | L. panamensis - - - 50
17 42 | Hemocentro F | 3,5x10° 2 L. panamensis - - - 0
18 44 | Hemocentro | M | 4,7x10° 03 | L panamensis - - - 0
19 | 47 |Particular M | 1,7x10° 2 | L panamensis - |- |- ]o
20 48 | Particular M | 2,4x10° 1 L. panamensis - 1 0 1
21 50 | Particular M | 1,4x10° 2 | L. panamensis 7 10| 1] -
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(Continuacioén)

22 54 | CruzRoja M | 9,9x10° 0.6 | . panamensis transfectada 20| 0| -
23 55 | Cruz Roja F | 1,3x10° 4 L. panamensis transfectada 23 41 0

L. mexicana 49| 36| 35
24 56 | CruzRoja M | 1,3x10° 2 | L. mexicana - 0
25 57 | CruzRoja M | 8,3x10° 42 |1 mexicana - 3
26 69 | Particular M | 3,8x10° 2 L. major 12 | 3 -

L. panamensis 20 - -
27 71 | Particular M | 5x10° 1 | L braziliensis 61| 44| 1
28 72 | Particular M | 2,4x10° 52 | L. braziliensis - 34| -

L. guyanensis - 27| -
29 74 | Particular F | 2x10° 6 | L braziliensis 69| 9| -

L. panamensis 17 - -
30 77 | Particular F |1,7x10° 73 | L. braziliensis - 33| -
31 78 |Hemocentro | F |2,8x10° 2,2 | L. braziliensis - | 32] -
32 79 | Hemocentro F | 7,4x10° 2 L. guyanensis - 56| -

L. braziliensis - 11] -
33 80 |Hemocentro | M | 6x10° 0,5 | L guyanensis - 29| -

L. braziliensis - 3| -
34 83 |Hemocentro | F |22x10° 05 | L. guyanensis . aa| -

L. braziliensis - 22| -
35 85 | Hemocentro F | 22x10° 1 L. guyanensis - 27| -
36 87 |Hemocentro | F |11,2x10° 04 | L. braziliensis - 16| -
37 88 | Hemocentro | F |24,7x10° 12 | L. guyanensis - 21| -
38 89 | Hemocentro F | 24,5x10° L1 |1 guyanensis - 26| -
39 90 |Hemocentro | F |24,5x10° 0,4 | L. guyanensis - 2] -
40 92 | Hemocentro F |22,2x10° 0,4 | L guyanensis - 24| -
4 93 |Hemocentro | M | 10,5x10° 1 | L guyanensis - | a3 -
42 96 | Cruz Roja 21,1x10° 0,2 L. guyanensis - 22| -
43 97 | CruzRoja M | 10,2x10° 0,3 | L guyanensis - 30| -
44 99 | CruzRoja 10,7x10° 3,1 | L guyanensis - 97| -
45 | 100 |C.Marly M | 18,7x10° 1,2 | L guyanensis - | 78] -
46 | 101 |C.Marly F | 20,9x10° 2 | L guyanensis - 86| -
47 103 | C.Marly M | 20x10° 0,3 | L guyanensis - 68| -
48 | 104 |C.Marly F |29,2x10° 0,4 | L guyanensis - 70| -
49 | 105 |C.Marly F |38,5x10° 0,3 | L guyanensis - 63| -
50 106 | C.Marly F | 13x10° 2 L. guyanensis - 55| -
51 107 | C.Marly F | 20x10° 0,4 | L. guyanensis - 44| -
52 108 | C.Marly M | 22,6x10° 1 L. guyanensis - 1] -
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Anexo J: Deteccion de cDNA de IL-12p35 e IL-12p40
en la linea celular THP-1

Verificacidn de la especificidad de los primers disefiados para amplificar cDNA de IL-12p35
(267pb) e IL-12p40 (355pb), en células derivadas de la linea THP-1 estimuladas con LPS. La imagen
corresponde a un gel de agarosa al 1.2%, donde 1 representa el marcador de peso molecular, 2-3
aIL-12p40y 4-5 a IL12p35.




