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“Muchos cientificos jovenes esperan que la ciencia que han llegado a amar pueda ser agente de
una transformacion social que conduzca a la mejora de la humanidad; por consiguiente,
lamentan que tan pocos politicos hayan recibido una preparacion cientifica, y que tan pocos
tengan un entendimiento profundo de las promesas y realizaciones de la ciencia. Estas
lamentaciones revelan una profunda incomprension de la naturaleza de los problemas mas
apremiantes a los que se enfrenta el mundo: los problemas de la sobrepoblacion y de lograr una
existencia armoniosa en una sociedad multirracial. Estos no son problemas cientificos, ni
admiten soluciones cientificas. Esto no significa que los hombres de ciencia deban limitarse a
ser horrorizados espectadores de los acontecimientos o de las disposiciones politicas que
amenazan el bienestar de las naciones y, a la postre, de la humanidad; los cientificos, como tales,
encontrardn que tienen que hacer aportaciones necesarias y distintivas a la solucion de estos
problemas; pero son soluciones que estdn muy lejos de inaugurar el reino de los mil afios.”

-Medawar, P. B. (1979). Consejos a un Joven Cientifico.
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RESUMEN

La leishmaniosis cutanea es una enfermedad causada por parasitos unicelulares del género Leishmania
y es transmitida a los seres humanos a través de la picadura de mosquitos infectados. Cada afio se reportan
mas de 1 millon de casos nuevos a nivel mundial y existe una poblacion en riesgo de transmision de 300
millones de personas. En México se reportan mas de 500 casos nuevos al afio y se estima una poblacién
de 9 millones de habitantes en riesgo de desarrollar esta enfermedad. Se han asociado diversos factores
de riesgo con el desarrollo de leishmaniosis cutinea como: la pobreza, la desnutricion, la
inmunosupresion y las inmunodeficiencias. Desde hace mas de 30 afios se describid a la radiacion
ultravioleta como un fenémeno fisico inductor de inmunosupresion local y sistémica. Actualmente no
hay evidencia cientifica que relacione la exposicion a la radiacion ultravioleta emitida por el sol con la
susceptibilidad de desarrollar leishmaniosis cutanea. El objetivo principal de este trabajo consistio en
determinar si la inmunosupresion local inducida por luz UVB exacerba la infeccion por el parasito
Leishmania mexicana, mediante el analisis de la evolucion de la lesion, determinacion de la carga
parasitaria, analisis histopatologico y analisis de poblaciones celulares y citocinas que participan en el
establecimiento o resolucion de la infeccion. Para esto se irradiaron ratones hembra de la cepa C57BL/6
con una dosis inmunosupresora (25mJ/cm?) de UVB en la region dorsal del tronco, utilizando dos
lamparas solares Philips UVL (FS-40T12 UVB) y la funcién inmunologica in vivo se midié mediante la
induccion de una reaccion de hipersensibilidad tardia. Posterior a la inmunosupresion inducida por UVB,
los ratones fueron infectados por via intradérmica en la region dorsal del tronco con 1x10° de
promastigotes de Leishmania mexicana y se les dio seguimiento. A los 15, 30 y 42 dias de infeccion se
sacrificaron los ratones y se realizé analisis histopatologico de la lesion, determinacion de la carga
parasitaria y analisis de macrofagos, mastocitos, linfocitos T CD4+ y CD8+, IL-10 e IFN-y en el sitio de
la lesion. El modelo de infeccion establecido utilizando ratones C57BL/6 inmunosuprimidos con luz
UVB infectados con parasitos de la especie Leishmania mexicana en la fase de promastigote metaciclico
a una dosis de 1 x 10° por via intradérmica en la region dorsal del tronco, es un modelo de infeccion que
actualmente no esta reportado en la literatura universal. Utilizando el modelo establecido, observamos
que los ratones inmunosuprimidos e infectados presentaron un mayor tamafio de la lesion correlacionado
con una mayor carga parasitaria en comparacion con los no inmunosuprimidos e infectados. Las lesiones
se caracterizaron por presentar un infiltrado celular mixto en la dermis, hipodermis, capa muscular y
submuscular con la presencia de células PMN, linfocitos, células fagociticas, células parasitadas y la
presencia de amastigotes en el intersticio. Las lesiones no presentaron una estructura de contencion del
agente infeccioso. Se observd un microambiente inmunologico desfavorable para la resolucion de la
infeccion caracterizado por la elevada presencia de mastocitos, macrofagos e IL-10 y ausencia de INF-
y. Los resultados sugieren que la exposicion a UVB antes y durante la infeccion participa en la
susceptibilidad a desarrollar leishmaniosis cutanea.



Prefacio

La historia nos permite conocer el pasado, para entender el presente y poder reflexionar acerca

del futuro.

Desde los albores de la historia, el ser humano ha tratado de sobrevivir en este planeta y
conseguir alimento de las diferentes fuentes existentes en su entorno. A medida que el ser
humano se fue desplazando en diferentes direcciones, tuvo que adaptarse a las condiciones
ambientales de una zona particular y alimentarse de sus fuentes naturales. Conforme el hombre
se extendia en nuevas regiones, entraba en contacto no sélo con la flora y la fauna de esa zona,
sino también con los microorganismos presentes en vegetales, animales, tierra o agua; de igual
modo, algunos animales infectados se convertian en fuente de contaminacién para el hombre
cuando éste interactuaba con ellos. Los insectos que portaban algun patogeno lo transmitian, sea
que el hombre se alimentara o se protegiera de ellos y en ocasiones esto lo llevaba a desarrollar

enfermedades .

Las primeras observaciones de enfermedades parasitarias proceden con toda seguridad del
mismo inicio de la historia, cuando el hombre advirtié que la materia fecal contenia gusanos en
forma de lombrices de tierra (Ascaris lumbricoides), o que eliminaba en sus heces organismos
en forma de cinta de varios metros de longitud (tenias). Sin embargo, no fue sino hasta que el
microscopio hizo posible reconocer los parasitos no observables a simple vista, cuando el

hombre pudo identificar las causas de los signos y sintomas de las afecciones que lo aquejaban?.



1.1 Leishmania y leishmaniosis

1.1.1 Leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad causada por parasitos unicelulares del género Leishmania
que dependiendo del estado inmunologico en el que se encuentre el organismo infectado y/o la
especie de Leishmania infectante, se pueden desarrollar tres formas principales de esta
enfermedad clasificadas como: leishmaniosis cutanea localizada (LCL), leishmaniosis
mucocutanea (LMC) y leishmaniosis visceral (LV) **. Ademas del hombre, puede infectar a
animales como el perro y los roedores. Es transmitida por la picadura de mosquitos infectados
del género Phlebotomus que se encuentra en zonas tropicales y subtropicales del viejo mundo

(Europa, Asia y Africa) y de mosquitos del género Lutzomyia en el nuevo mundo (América)™S.

1.1.2 Origen, evolucion y clasificacion de Leishmania y leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad antigua que historicamente ha sido retratada en figuras,
papiros, estatuas y ceramica, y se ha discutido a partir del analisis de restos humanos
momificados y hallazgos arqueoldgicos 7. La reconstruccion de la historia de esta enfermedad
se ha visto facilitada por la recolecciéon de ADN y su amplificacion y anélisis por medio de la
técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR). En un estudio paleoparasitologico realizado
en 42 momias egipcias de una tumba encontrada en la antigua region de Tebas, capital del
Imperio Medio (ano 2050-1650 a.C.), se encontré6 ADN mitocondrial de Leishmania en cuatro
especimenes. Secuenciacion directa del fragmento de ADN amplificado reveld que las cuatro
momias estaban infectadas con Leishmania donovani, lo cual sugiere que LV estaba presente
en el antiguo Egipto ®. La leishmaniosis también se menciona en el Papiro de Ebers, una

coleccion de documentos médicos egipcios antiguos que se remonta al afio 1500 a.C. Esta



escritura, reporta una enfermedad cutanea conocida en ingles como “Nile Pimple” que hace
referencia a LCL °. Se han encontrado representaciones de lesiones cutaneas y deformidades
faciales en figuras de cerdmica pre-Inca en Perti y Ecuador que datan del siglo I !°. Ademas,
utilizando analisis inmunoldgico, macrofagos infectados con Leishmania fueron detectados en
una momia Peruana de una nifia de 6 afios que data del afio 800 a.C '!.

En noviembre de 1900, el patélogo escocés William Boog Leishman, que sirvid con el ejército
britanico en la India, descubridé cuerpos ovoides en frotis tomados post-mortem del bazo de un
soldado que muri6 de emaciacion y esplenomegalia mientras se encontraba estacionado en Dum
Dum, una ciudad cerca de Calcuta '2. Posteriormente, encontr6 cuerpos similares en una rata
infectada experimentalmente. Publico sus hallazgos en 1903 y sugirié que los cuerpos ovoides
eran formas degeneradas de tripanosomas y, por lo tanto, propuso que la enfermedad que
denomin6 "fiebre Dum-dum" era una forma de tripanosomiasis '2. Semanas mas tarde, el médico
irlandés Charles Donovan, profesor de fisiologia en la Escuela de Medicina de Madrés, publico
un documento que informaba que habia encontrado cuerpos similares en muestras de bazo
tomadas durante la vida y en autopsia de sujetos indios nativos con fiebre persistente y
esplenomegalia 3. Mas adelante, el médico britanico Ronald Ross, a quien el gobierno indio
ordend en 1898 investigar la enfermedad de kala-azar, publicé un articulo en noviembre de 1903
en el que comentaba acerca del descubrimiento de los cuerpos ovoides encontrados por
Leishman y Donovan en el bazo de pacientes con pirexia cronica y esplenomegalia 4. Concluy6
que los cuerpos ovoides no eran tripanosomas degenerados sino un nuevo organismo
protozoario. En un documento de seguimiento, Ross asegurd que estos microorganismos
pertenecian a un nuevo género y propuso llamarlos Leishmania donovani en honor a Leishman

y Donovan'®,



Desde la descripcion realizada por Leishman y Donovan hace mas de 100 anos hasta el dia de
hoy, se han descrito 18 especies diferentes de Leishmania que son patdogenas para los humanos

(Tabla 1) '6-17:18,

Tabla 1. Especies de Leishmania causantes de leishmaniosis en humanos (adaptado y modificado de acuerdo a referencias [16-18])
Subgénero Especie Viejo/Nuevo Mundo  Enfermedad clinica  Distribucion
Leishmania L. aethiopica VM LCL,LCD Aftica del Este (Etiopia, Kenia)
L. amazonensis NM LCL, LCD, LMC América del Sur (Brasil, Venezuela, Bolivia)
L. donovani VM LV Africa Central, Sur de Asia, Medio Oriente, India, China
L. infantum VM, NM LV,CL Paises del Mediterrineo (Africa del Norte y Europa), Sudeste de Europa, Medio
Oriente, Asia Central, América (México, Venezuela, Brasil, Bolivia)
L. major VM LCL Norte de Africa, Africa Central, Medio Oriente, Asia Central
L. mexicana NM LCL,LCD Estados Unidos, Ecuador, Venezuela, Pert, México
L. tropica VM LCL,LV Norte de Africa, Africa Central, Medio Oriente, Asia Central, India
L. venezuelensis ~ NM LCL Region norte de America del Sur, Venezuela
L. waltoni NM LCD Republica Dominicana
Viannia L. braziliensis NM LCL, LMC Oeste del Amazonas, América del Sur (Guatemala, Venezuela, Brasil, Bolivia, Pert)
L. guayanensis NM LCL,LMC Region norte de América del Sur (Guayana Francesa, Surinam, Brasil, Bolivia)
L. lainsoni NM LCL Brasil, Bolivia, Perii
L. lindenbergi NM LCL Brasil
L. naiffi NM LCL Brasil Guayana Francesa
L. panamensis NM LCL, LMC América Central y América del Sur (Panama, Colombia, Venezuela, Brasil)
L. peruviana NM LCL, LMC Pert, Bolivia
L. shawi NM LCL Brasil
Mundinia L. martiniquensis NM, VM LCL,LV Martinica, Tailandia
Abreviaturas: LCD leishmaniosis cutanea difusa, LCL leishmaniosis cutanea localizada, LMC leishmaniosis mucocutanea, LV leishmaniosis visceral, NM Nuevo
Mundo, VM Viejo Mundo

Tabla 1. Especies de Leishmania causantes de leishmaniosis en humanos (adaptado y modificado de acuerdo a
referencias [16-18]). Abreviaturas: LCD leishmaniosis cutanea difusa. LCL leishmaniosis cutanea localizada.
LMC leishmaniosis mucocutanea. LV leishmaniosis visceral. NM Nuevo Mundo, VM Viejo Mundo.

1.1.3 Epidemiologia global y nacional

La leishmaniosis representa un problema de salud publica global. El Programa Especial de
Investigacion y Entrenamiento en Enfermedades Tropicales en conjunto con la Organizacion
Mundial de la Salud (TDR/OMS) actualmente la consideran como una de las enfermedades
infecciosas mas importantes a nivel mundial y la colocan en “Categoria 1” debido a la ausencia
de control que se tiene sobre la misma !°. Se considera una enfermedad tropical desatendida
(NTD, por sus siglas en ingles), debido a que es una enfermedad infecciosa que prevalece en

entornos empobrecidos, sin saneamiento adecuado, que se encuentran en estrecho contacto con

vectores infecciosos en las regiones tropicales y subtropicales del planeta 2°.



La OMS estima que cada afio se producen entre 700,000 y un milléon de nuevos casos y entre
20,000 y 30,000 defunciones en todo el mundo 3. Esta enfermedad se considera endémica en 98
paises a lo largo de los 5 continentes, afectando a una poblacion de 350 millones de habitantes

2l La forma visceral de esta enfermedad (LV) es endémica en el

en riesgo de infeccion
subcontinente indio y Africa oriental. Se estima que cada afio se producen en el mundo entre
50,000 y 90,000 casos nuevos. En 2015, mas del 90% de los nuevos casos notificados a la OMS
se produjeron en siete paises: Brasil, Etiopia, India, Kenia, Somalia, Sudan y Sudéan del Sur.

Mas del 90% de los casos de leishmaniosis mucocutanea (LMC) se producen en el Brasil,
Bolivia, Etiopia y Perti Aproximadamente un 95% de los casos de leishmaniosis cutanea
localizada (LCL) se producen en América, la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia
Central. Méas de dos terceras partes de los casos nuevos aparecen en seis paises: Afganistan,

Argelia, Brasil, Colombia, Iran y Siria. Se calcula que cada afio se producen en el mundo entre

600,000 y 1 millon de casos nuevos (Imagen 1) 2.

Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2015
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Imagen 1. Estado de endemicidad de leishmaniosis cutanea en todo el mundo en el afio 2015.



En México del ano 2005 al afio 2015 la OMS reportd un promedio de 512 casos por afo de
LCL?. Esta enfermedad se ha identificado en 22 entidades federativas, aunque se considera la
mayor endemicidad en 13 estados de la republica: Regién del Golfo: Veracruz, Tabasco,
Campeche, Quintana Roo y Yucatan. Region del Pacifico: Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit,
Oaxaca y Sinaloa. Regién Centro: Morelos y Puebla. También se reportan casos en Coahuila,

Nuevo Leon, Tamaulipas, Hidalgo y San Luis Potosi - el llamado foco norte (Imagen 2) 4.

ESTADOS Y CAPITALES DE MEXICO “*%‘h

% Capital Federal
Capital Estadual

Imagen 2. Estados de la Republica Mexicana considerados endémicos de leishmaniosis cutanea (adaptado y
modificado de acuerdo a referencia 24). Foco Norte: Coahuila, Nuevo Leon, Tamaulipas, San Luis Potosi e
Hidalgo. Region del Golfo: Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan. Region del Pacifico:
Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa. Regién Centro: Morelos y Puebla.

La poblacion en riesgo de LCL es de aproximadamente 8 millones de habitantes en 11 estados,
principalmente ubicados en el sureste de México. Hasta 1986, la transmision de LCL se limitd
a la peninsula de Yucatadn (En el suroeste de la peninsula con 17% de pruebas cutaneas de
Leishmania positivas, pero en aldeas en el bosque de hasta 90%), Tabasco (con 37% del total
de casos), Veracruz, Coahuila, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Morelos (muy baja endemicidad,

2 casos reportados en Cuernavaca en 1958) y Puebla. Después de 1987, se confirm¢é un nuevo



enfoque en Nayarit, donde la especie encontrada fue Leishmania braziliensis, y posteriormente
en Jalisco y Sinaloa, que probablemente ya existian sin haberse registrado. Entre 1990 y 2007
se registraron un total de 16,992 casos, el 99% de ellos LCL. En 2006, se produjo un brote de
LCL en el estado de Veracruz, que afect6 a 76 personas, principalmente en plantaciones de
cacao 2.

1.1.4 Factores de Riesgo

Condiciones socioeconémicas: La pobreza aumenta el riesgo de leishmaniosis. Las malas
condiciones de vivienda y la deficiencia de saneamiento de los hogares (por ejemplo, la ausencia
de sistemas de gestion de residuos, alcantarillado abierto) puede promover el desarrollo de
lugares de cria y reposo de los fleb6tomos y aumentar su acceso a la poblacion humana. Los
flebotomos se ven atraidos por el hacinamiento, ya que constituye una buena fuente de ingesta
de sangre. Las pautas de comportamiento humano (por ejemplo, dormir a la intemperie o en el
suelo) también es probable que aumenten el riesgo. El uso de mosquiteros tratados con
insecticida reduce el riesgo 2.

Malnutricion: Las dietas bajas en proteinas, hierro, vitamina A y cinc aumentan el riesgo de
que la infeccion progrese hacia LV 2°,

Movilidad de la poblacién: Las epidemias de las dos formas principales de leishmaniosis a
menudo se asocian con la migracion y el desplazamiento de personas no inmunizadas a zonas
donde ya existen ciclos de transmision. La exposicion en el trabajo y el aumento de la
deforestacion siguen siendo factores importantes. Por ejemplo, asentarse en zonas previamente
boscosas significa acercarse al habitat del flebotomo, lo que puede llevar a un aumento rapido

del ntimero de casos %°.



Cambios ambientales: La urbanizacion, la integracion del ciclo de transmision en el hébitat
humano y la incursiéon de las explotaciones agricolas y los asentamientos en las zonas
boscosas?®.

Cambio climatico: La leishmaniosis es sensible a las condiciones climaticas, y los cambios en
las precipitaciones, la temperatura y la humedad influyen en gran medida en la enfermedad. El
calentamiento de la Tierra y la degradacion del suelo afectan en muchos aspectos a la
epidemiologia de la leishmaniosis: los cambios de temperatura, precipitaciones y humedad
pueden tener efectos importantes en los vectores y los reservorios animales, al alterar su
distribucion e influir en las tasas de supervivencia y el tamafio de la poblacion; pequefias
fluctuaciones en la temperatura pueden tener un acusado efecto en el ciclo de desarrollo de los
promastigotes de Leishmania en los flebotomos, y permitir que el parasito se transmita en zonas
donde la enfermedad no era previamente endémica; las sequias, las hambrunas y las
inundaciones que se producen como consecuencia del cambio climdtico pueden llevar a
desplazamientos masivos y la migracion de personas hacia zonas de transmision de la
leishmaniosis, y la desnutricion puede debilitar la inmunidad de las poblaciones afectadas 26.
1.1.5 Formas principales de la enfermedad

Leishmaniosis visceral (LV): También conocida como kala azar, en mas del 95% de los casos
es mortal si no se trata. Se caracteriza por episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso,
hepatoesplenomegalia y anemia. Es endémica en el subcontinente indio y Africa oriental. Se
estima que cada afio se producen en el mundo entre 50,000 y 90,000 nuevos casos de
leishmaniosis visceral. En 2015, mas del 90% de los nuevos casos notificados a la OMS se

produjeron en siete paises: Brasil, Etiopia, India, Kenia, Somalia, Sudan y Sudan del Sur 7.



Leishmaniosis mucocutanea (LMC): conduce a la destruccion parcial o completa de las
membranas mucosas de la nariz, la boca y la garganta. Mas del 90% de los casos de
leishmaniosis mucocutinea se producen en el Brasil, Bolivia, Etiopia y Pert 27,

Leishmaniosis cutinea localizada (LCL): es la forma mdas frecuente de leishmaniosis, y
produce lesiones cutdneas, sobre todo ulcerosas, en las zonas expuestas del cuerpo. Dejan
cicatrices de por vida y son causa de discapacidad grave. Aproximadamente un 95% de los casos
de leishmaniosis cutanea se producen en América, la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio
y Asia Central. Mas de dos terceras partes de los casos nuevos aparecen en seis paises:
Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Irdn y Siria. Se calcula que cada afio se producen en el

mundo entre 600,000 y 1 millon de casos nuevos (Imagen 3) 2.

Imagen 3. Manifestaciones clinicas de las tres formas principales de leishmaniosis. (A) Leishmaniosis cutanea
localizada (LCL), (B) Leishmaniosis mucocutanea (LMC), (C) Leishmaniosis visceral (LV).

1.1.6 Diagnostico y Tratamiento

El diagndstico de la leishmaniosis visceral se realiza mediante la combinacion de un examen
clinico con pruebas parasitologicas o seroldgicas. Las pruebas seroldgicas tienen un valor
limitado en las leishmaniosis cutdnea y mucocutanea. En el caso de la leishmaniosis cutanea, el
diagnédstico se confirma cuando los andlisis parasitologicos corroboran las manifestaciones
clinicas 8.

El tratamiento de la leishmaniosis depende de varios factores, como la forma de la enfermedad,

comorbilidades, la especie del pardsito y la ubicacion geogréafica. La leishmaniosis es una
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enfermedad que se puede tratar y curar, pero para ello es necesario un sistema inmunitario
competente, dado que los medicamentos, por si solos, no son capaces de eliminar el parésito del
organismo. De ahi el riesgo de recidiva en caso de inmunosupresion. Todos los pacientes a
quienes se haya diagnosticado leishmaniosis visceral requieren la administracion inmediata de
un tratamiento completo. En el numero 949 de la Serie de Informes Técnicos de la OMS,
dedicado a la lucha contra las leishmaniosis, se ofrece informacion detallada sobre el tratamiento
de las diferentes formas de la enfermedad en funcion de la zona geografica 8.

1.1.7 Leishmania spp.

Leishmania es un protozoario flagelado intracelular obligatorio. El género Leishmania se divide
en los subgéneros Leishmania (L.) y Viannia (V.) de acuerdo con el sitio de desarrollo en el
intestino del diptero transmisor. Leishmania se localiza en el area suprapilorica (proxima a la
proboscide), en tanto que Viannia se encuentra en el intestino medio y posterior 2°.

1.1.8 Morfologia

Leishmania posee caracteristicas morfoldgicas y moleculares diferentes, segun sea el ambiente
en el que se encuentre. En el intestino de la mosca vector, el parésito se encuentra en forma de
promastigote; alargado, flagelado y movil. Mide entre 6 y 20 pum, y contiene un flagelo
anteronuclear que se origina en el cuerpo basal. En el huésped vertebrado, el parasito se
transforma en amastigote; no flagelado, esférico de localizacion intracelular. En esta forma tiene
un didmetro de 2 a 3.5 pum (Imagen 4) 3%3!, Las moléculas mas abundantes de la superficie del
parésito son la glucoproteina de 63 kDa (gp63) con actividad de metaloproteasa, y el
lipofosfoglucano (LPG), un glucofosfolipido fijado a la membrana. Ambas moléculas
sobresalen de la membrana del parésito y participan en procesos de adaptacion del parasito a su

complejo ciclo de vida en el insecto vector y su huésped mamifero *2. Las distintas especies de
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Leishmania se distinguen por presentar diferencias en el LPG, de manera especifica en las

cadenas laterales que se ramifican desde la columna central de fosfosacaridos *.

Imagen 4. Leishmania spp. (A) Promastigotes; tincion: H&E. (B) Multiples amastigotes dentro de células
fagociticas; tincion: Giemsa.

1.1.9 Ciclo Bioldgico

La enfermedad se transmite por la picadura de la hembra hematofaga de moscas de la arena,
pequeftios dipteros del género Lutzomyia en el nuevo mundo y Phlebotomus en el viejo mundo
34 La hembra necesita sangre para el desarrollo de sus huevecillos y adquiere el parasito al
ingerir sangre con células infectadas de hospederos vertebrados *. En el intestino de la mosca
vector, el parasito inicia un proceso de maduracion y diferenciacion, en el cual los amastigotes
se transforman en promastigotes prociclicos, que se adhieren al epitelio del intestino medio del
mosquito mediante su LPG 3¢, El promastigote prociclico se convierte en promastigote
metaciclico infectivo y durante esta metaciclogénesis el pardsito se desprende del epitelio
intestinal y migra a la valvula estomodeal y cavidad bucal del diptero *’. Al picar de nueva
cuenta, el mosquito inocula al promastigote infectivo al nuevo hospedero vertebrado, en el que
los macrofagos de la piel, células de Langerhans o monocitos circulantes lo fagocitan. Una vez
dentro de los fagolisosomas de las células fagociticas, los promastigotes se diferencian de nuevo

a amastigotes, los cuales proliferan intensamente por fision binaria y llevan al rompimiento de

12



la célula. Los amastigotes liberados infectan células vecinas y el ciclo se cierra cuando un nuevo

mosquito pica al huésped vertebrado infectado **(Imagen 5).

| Proliferation in the midgut |

/ Procyclic -Q
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Imagen 5. Ciclo Bioldgico del parasito Leishmania. Los promastigotes prociclicos de Leishmania, se diferencian
en promastigotes metaciclicos infectivos dentro del intestino de la mosca vector. En esta forma, los parasitos
migan y se alojan en la valvula estomodeal de la mosca donde se acumulan y preparan para su transmision.
Durante la siguiente alimentacion sanguinea de la mosca, al introducir su probocide en la piel del hospedero
vertebrado, ésta va a regurgitar diversos componentes salivales y a los promastigotes metaciclicos 0.1 mm dentro
de la piel. Los parasitos son fagocitados por diversas células fagociticas que se encuentran en el entorno local.
Una vez dentro de las células fagociticas, los promastigotes metaciclicos se transforman en amastigotes. Los
amastigotes se replican dentro de las células del huésped, que pierden continuidad de la membrana celular cuando
hay demasiados amastigotes presentes provocando su liberacion al intersticio y la infeccion de los fagocitos
locales. El ciclo de transmision se completa cuando los fagocitos infectados son absorbidos por una mosca sana
al succionar sangre del hospedero infectado y los amastigotes se convierten en promastigotes en el intestino medio
de la mosca.

1.1.10 Mecanismos Patogénicos

La enfermedad comienza cuando Leishmania es inoculada a 0.1 mm dentro de la piel por la
picadura del mosquito transmisor. Las células del sistema fagocitico mononuclear (macrofagos,
células dendriticas, monocitos), a través de diversos receptores que reconocen principalmente a

gp63 y LPG, fagocitan al pardsito. Ambas moléculas participan en la activacion del sistema de



complemento. La manosa presente en el LPG se puede unir a la lectina de unién a mananos
(MBL) y a la proteina C reactiva, ambas proteinas de fase aguda del huésped. La unién de LPG
a MBL activa el complemento por la via de las lectinas. La union de LPG a la proteina C reactiva
también activa el complemento mediante la unién de ésta a los componentes de tipo colagena

de Cigs el primer componente de la via tipica del complemento. La activacion de ambas vias
del complemento asegura un incremento de las opsoninas C3p y C3pi en la superficie del
parasito, y ello hace posible su fagocitosis por los receptores CR| y CR3, respectivamente.

Ademas, los parasitos cubiertos con MBL y proteina C reactiva pueden ser fagocitados por el

macrofago mediante su receptor para Cig- El receptor CR3 también puede reconocer

directamente al LPG y posibilitar la fagocitosis. La metaloproteasa gp63 favorece también la

opsonizacion y fagocitosis del parasito mediante su capacidad de degradar C3p a C3y, lo que
asegura la participacion de una amplia gama de receptores fagociticos, incluidos CR3 y CRy.

Asimismo, la molécula gp63 contiene una secuencia Ser-Arg-Tir-Asp que semeja a la
fibronectina, y por lo tanto el receptor de fibronectina del macrofago la reconoce. Otros dos
receptores del macréfago que intervienen en la fagocitosis de Leishmania son el receptor de
manosa-fucosa (que reconoce a la manosa presente en LPG) y el receptor Fc de
inmunoglobulinas. La uniéon a multiples receptores le permite al parasito una fagocitosis rapida
y lo protege de los mecanismos liticos del complejo de ataque a la membrana del complemento.
Dentro de su célula huésped, el parasito también utiliza LPG y gp63 para inhibir los mecanismos

leishmanicidas del macrofago *°.
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1.2 La Piel

1.2.1 Generalidades

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano. En un adulto promedio, cubre un area de
1.5 a 2.0 m?. Esta conformada por tres capas principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis
40 (Imagen 6). Ademas de proporcionar un recubrimiento para la totalidad de los tejidos blandos,
la piel desempefia funciones adicionales que incluyen: a) proteccion contra lesiones, invasion
bacteriana y desecacion; b) regulacion de la temperatura corporal; c¢) recepcion de sensaciones
continuas del ambiente (p. ej., tacto, temperatura y dolor); d) excrecion de glandulas

sudoriparas, y €) adsorcion de la radiacion ultravioleta del sol para la sintesis de vitamina D *!.
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Imagen 6. Anatomia de la piel que muestra la epidermis, dermis e hipodermis y sus anexos.

1.2.2 Histologia

La piel estd conformada por tres capas: la epidermis, la dermis y la hipodermis. La epidermis se
compone de un epitelio escamoso estratificado queratinizado en donde se encuentran cuatro
poblaciones de células: queratinocitos, células de Langerhans (células presentadoras de
antigeno), melanocitos (productoras del pigmento melanina que confiere una coloracion oscura

a la piel) y células de Merkel (mecanoreceptores).
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Los queratinocitos que forman la poblacion més grande de células, estan dispuestos en cinco
capas identificables; De la capa més interna a la externa son: 1) estrato basal: es la capa germinal
que se divide por mitosis, forma interdigitaciones con la dermis y estd separada de ella por una
membrana basal, 2) estrato espinoso: se compone de varias capas de células polimorfas con
actividad mitdtica cuyas numerosas prolongaciones proporcionan a esta capa un aspecto
espinoso, 3) estrato granuloso: se compone de tres a cinco capas de células que contienen
granulos de queratohialina, 4) estrato lucido: solo se encuentra en la piel gruesa, sus células
carecen de nucleos y organelos y 5) estrato corneo: se integra con varias capas de células muertas
aplanadas, que contienen queratina y se conocen como escamas ** (Imagen 7).

Justo abajo e interdigitada con la epidermis se encuentra la dermis, compuesta de tejido
conjuntivo denso, irregular y colagenoso. La dermis se divide en dos capas: la capa superficial
o papilar tramada de manera laxa y la capa profunda o reticular mucho mas densa. La capa
papilar estd interdigitada en forma directa con la epidermis separada de ella por la membrana
basal. Esta constituida de un tejido conjuntivo laxo, compuesto de fibras de coldgena y fibras
elasticas. Contiene fibroblastos, macréfagos, células plasmaticas, mastocitos y otras células
comunes al tejido conjuntivo. La capa reticular se constituye de tejido conjuntivo denso irregular
colagenoso, se compone de fibras de colagena entremezcladas con redes de fibras elasticas. En
esta capa se encuentran las glandulas sudoriparas, foliculos pilosos y glandulas sebaceas. Las
células son més escasas en esta capa que en la papilar. Incluyen fibroblastos, células cebadas,
linfocitos, macrdfagos y, con frecuencia, células adiposas en la superficie més profunda de la
capa reticular *.

La hipodermis esta conformada de tejido conjuntivo laxo que contiene cantidades variables de

grasa, nervios, vasos sanguineos y células musculares 44,

16



Queratinocitos muertos

. |- Estrato corneo

Estrato lucido

' Estrato L
granuloso

— Estrato espinoso

IVT“

IJ

Queratinocitos vivos

JLL

= Melanocitos
Estrato basal —[

Células de Langerhans

R— Membrana basal

Dermis | Célula sensorial

Terminacion nerviosa sensorial

Imagen 7. Histologia de la piel. La epidermis se compone de un epitelio escamoso estratificado queratinizado en
donde se encuentran cuatro poblaciones de células: queratinocitos, células de Langerhans melanocitos y células
de Merkel. Los queratinocitos estan dispuestos en cinco capas: estrato basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo.
La dermis esta compuesta de tejido conjuntivo denso, irregular y colagenoso y se divide en dos capas: capa papilar
y la capa reticular. Contiene fiboblastos, macrofagos, células plasmaticas, mastocitos y linfocitos.

La piel es una barrera entre el organismo vivo y su entorno; como tal, se defiende contra los
estimulos externos, incluidos el estrés fisico y quimico, la exposicion a la luz ultravioleta, las
bacterias, los hongos, los virus y los parésitos. Parte de esta actividad de defensa ocurre a través
del sistema inmunologico #°.

En 1970, Fichtelius et al. sugirid que la piel podria ser considerada un "6rgano linfoide de primer
nivel" comparable al timo, debido a su participacion en la formacioén de 6rganos linfoides al
inducir inmunidad sistémica al exponerse a antigenos exdgenos %°. Afios mas adelante, un
concepto visionario proporciond una interpretacion moderna y un paradigma general para los
investigadores interesados en la inmunologia cutdnea: El Tejido Linfoide Asociado a la Piel
(SALT; por sus siglas en inglés), descrito por primera vez por Streilein en 1983 7. Mas tarde el

"sistema inmunitario de la piel" 3

. El concepto inicial de SALT introdujo la idea que distintas
células inmunes se desplazan continuamente entre la piel, los ganglios linfaticos regionales que

drenan la piel y la circulacion sistémica, lo que proporciona una inmunovigilancia 6ptima.
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Recientemente se demostrd que hay alrededor de 20 mil millones de células T de memoria
residentes en la piel de un ser humano adulto promedio. Esto quiere decir que hay el doble de
células T en la piel que en la sangre y que el numero de células T de memoria en la piel (CLA+),
es 20 veces mayor que las que se encuentran en circulacion sanguinea . Las células de
Langerhans se localizan en la epidermis como células presentadoras de antigeno a una densidad
de 1,000 células por mm?, lo que sugiere que la piel es un érgano inmunoldgico de
importancia®.

La epidermis tiene una histologia simple y principalmente se encuentran dos células del sistema
inmunologico entre sus capas: células de Langerhans y linfocitos T CD8+. La dermis subyacente
es anatdmicamente mas compleja y posee una mayor diversidad celular. Contiene diversas
células inmunes especializadas, incluidas las células dendriticas, los linfocitos T CD4+, los
linfocitos T yd, células T asesinas naturales (NKT), macrofagos, mastocitos y fibroblastos. La
dermis se drena por conductos linfaticos y vasculares, a través de los cuales las células
migratorias pueden circular *° (Imagen 8).

La funcion protectora de la piel se vuelve evidente cuando esta barrera se interrumpe después
de una lesion. Una vez que la barrera se interrumpe, la respuesta inmune innata, rapida pero no
especifica, se recluta en defensa, un proceso que depende de la deteccion de "senales de peligro"
propias y ajenas como alarma inicial. Posteriormente, puede requerirse la respuesta inmune

adaptativa mas lenta pero especifica para la eliminacion definitiva de un patogeno .
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Imagen 8. Anatomia de la piel y efectores celulares. Las células especializadas en la epidermis incluyen
melanocitos que producen pigmento (melanina), células de Langerhans, y linfocitos T citotéxicos CD8+
localizados en el estrato basal y el estrato espinoso. En la dermis se encuentran células especializadas, como los
subconjuntos de células dendriticas (DC), que incluyen DC dérmicas y DC plasmocitoides (pDC) y subconjuntos
de células T, incluidas CD4 + Th1 (Tul), células Tu2 y Tul7, células T yd y células T asesinas naturales (NKT).
Ademas, estan presentes macrofagos, mastocitos y fibroblastos. Vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios (no
mostrados) también estan presentes en toda la dermis.

Los mecanismos de defensa inmunitaria de la piel se pueden dividir en dos categorias: respuesta
inmune innata y respuesta inmune adaptativa (Imagen 9) 2.

La inmunidad innata constitutiva consiste en: la flora cutdnea normal, queratinocitos
cornificados, polipéptidos y lipidos antimicrobianos expresados constitutivamente, un nivel de
pH bajo y temperatura corporal normal. Bajo ciertas circunstancias, la lesion cutanea ocurre sin
exceder la capacidad inherente de la inmunidad constitutiva, y la inflamacion seguida de la
reparacion del tejido es suficiente para manejar el dafio. Sin embargo, si la interrupcion de la
barrera cutanea constitutiva permite una penetracion significativa de microorganismos o
patdgenos comensales, las moléculas de inmunidad innata con amplia especificidad y actividad
relativamente dirigida contra los microbios intrusos evitan la diseminacion de la infeccion vy,

cuando es necesario, guian la inmunidad adquirida. Estas moléculas dirigidas a patdgenos
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incluyen: polipéptidos antimicrobianos (defensinas y catelicidinas), proteinas activadoras de

complemento, opsoninas, proteinas del complemento y receptores reconocedores de patrones

(PRRs)%.
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Imagen 9. A. En ausencia de inflamacion, la piel contiene varias células inmunitarias, algunas estacionarias y
otras transitorias, que vigilan el entorno y estan preparadas para responder. B. La respuesta innata a la lesion
epitelial o a la presentacion de antigeno activa las células inmunitarias residentes, que a su vez atraen células
efectoras inespecificas, como neutréfilos y eosinodfilos. C. La respuesta adaptativa se activa cuando el antigeno
presentado en el contexto del complejo principal de histocompatibilidad es reconocido de modo especifico por
las células T y como consecuencia son atraidas células T residentes en la piel especificas de antigeno (CLA+).
RCT, receptor de célula T.

Diferentes patogenos y antigenos conducen a diferentes patrones de expresion génica del
huésped e influyen en el grado y la composicion del infiltrado de células inmunitarias.

En general, la respuesta inflamatoria aguda conduce a la activacion de las células residentes y
al aumento de la accesibilidad de los componentes sanguineos y los leucocitos al sitio de la
incursion patdégena. Funciona de forma sinérgica con varias subclases de PRRs para mejorar la
eliminacion directa y el aclaramiento de patdogenos como parte de la inmunidad innata inducible
en la piel >. Los componentes de la inmunidad adaptativa de la piel son una serie de mecanismos

antigeno-especificos realizados por varios componentes celulares de la epidermis y la dermis,
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cuyas caracteristicas clave son la especificidad y la memoria. Los linfocitos CLA+ de la piel
son CD4+ o CD8+ ; los CD4+ predominan en la dermis y se localizan principalmente alrededor
de los vasos, mientras que los CD8+, en la epidermis >4,

1.2.3 Métodos de investigacion biomédica para el estudio y analisis de la piel

Aunque la mayoria de las enfermedades de la piel se pueden diagnosticar con una simple
inspeccion visual, la investigacion de laboratorio es necesaria en ciertas circunstancias clinicas
y en el estudio de fendomenos desconocidos. Entre los métodos de andlisis de la piel se
encuentran: el uso de la lampara de Wood, citodiagndstico de Tzanck, toma de biopsia y andlisis
bajo el microscopio, inmunohistoquimica, citometria de flujo, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) aislamiento celular, cultivo celular, entre otras >°.

1.2.3.1 Técnica histologica

Se denomina técnica histologica al conjunto de procedimientos aplicados a un material
bioldgico cuyos procesos vitales se han detenido y es necesario conservar la estructura que
tenian en vida (en este caso a una biopsia o necropsia de piel), con la finalidad de prepararlo y
conferirle las condiciones Optimas para poder observar, examinar y analizar sus componentes
morfologicos a través de los microscopios fotonicos y electronicos >°.

1.2.3.2 Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHC, por sus siglas en inglés) es una prueba de laboratorio que utiliza
anticuerpos para detectar ciertos antigenos (marcadores) en una muestra de tejido. Los
anticuerpos suelen estar unidos a una enzima o un colorante fluorescente. Cuando los
anticuerpos se unen al antigeno en la muestra de tejido, la enzima o colorante se activa, y el
antigeno se puede observar bajo un microscopio. Con esta técnica se pueden identificar
poblaciones celulares especificas y moléculas intracelulares, transmembranales o intersticiales

especificas °” (Imagen 10).
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Imagen 10. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-MOMAZ2 como anticuerpo primario en piel de
raton C57BL/6 sano. Se observa la presencia de células inmunomarcadas MOMA2+ en las tres capas de la piel
(flechas negras). A. Células MOMAZ2+ en la epidermis. B. Dermis. C. Hipodermis. (Gonzdlez-Mireles AF, Limon-
Flores AY, 2018).

1.3 Radiacion Electromagnética

1.3.1 Generalidades

La luz ultravioleta, las ondas de radio, la luz visible y la radiacién infrarroja son formas de
radiacion electromagnética. La radiacion electromagnética es una forma de energia emitida por
el Sol que viaja a través del espacio en forma de campos eléctricos y magnéticos oscilantes y en
esa forma llega a la Tierra >®. Estas ondas eléctricas y magnéticas viajan perpendiculares entre
si y tienen ciertas caracteristicas, que incluyen amplitud, longitud de onda y frecuencia, de esto
depende el nivel de energia de la onda >°.

1.3.2 Longitud de onda, frecuencia y energia

La radiacién electromagnética (EM) se describe en términos de su longitud de onda, frecuencia
o energia. Toda la energia electromagnética viaja a la velocidad de la luz. Las ondas largas
tienen una frecuencia baja y las ondas cortas tienen una frecuencia alta. La longitud de onda y

la frecuencia también indican la energia de la onda. La radiacién electromagnética con
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longitudes de onda mas cortas es mas energética. Existe una relacion directa; La radiacion

electromagnética con una frecuencia mas alta es mas enérgica .

1.3.3 El espectro electromagnético

El espectro electromagnético estd dividido en varias secciones; Los nombres se asignan a los
diferentes rangos. Los rayos gamma y los rayos X son los tipos de EM con la longitud de onda
mas corta, las frecuencias mas altas y, en consecuencia, la energia mas alta. En el otro extremo
del espectro estan las ondas de baja energia. En el orden del aumento de la energia, estos
incluyen ondas de radio, ondas de television, microondas y ondas de radar. La energia que
conocemos como luz visible es la mitad del espectro. La luz mas baja de la energia es infrarroja,
seguida por visible y ultravioleta. El ojo humano es capaz de discriminar entre ondas EM de
diferente energia en el rango visible entre aproximadamente 400 y 700 nm en longitud de onda.
El espectro de luz visible aparece como los diferentes colores: rojo, naranja, amarillo, verde,
azul y violeta. Dentro de la gama visible, la luz roja tiene la energia mas baja y violeta la mas

alta %° (Imagen 11)°'.

Types of Electromagnetic Radiation
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Imagen 11. Epectro electromagnetico. Las ondas de radio, los rayos infrarrojos, la luz visible, los rayos

ultravioleta, los rayos X y los rayos gamma son tipos de radiacion electromagnética. Las ondas de radio tienen la
longitud de onda mas larga y los rayos gamma tienen la longitud de onda mas corta.
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1.3.4 Absorcion y emision de energia por atomos y moléculas

Los electrones se encuentran en varios niveles de energia discreta dentro de un dtomo. Los
electrones son particulas muy pequefias y los niveles de energia electronica estin muy
separados. Los electrones que ocupan los niveles de energia mas cercanos al nticleo tienen la
energia mas baja; A medida que uno se mueve hacia los niveles de energia externos, los
electrones tienen cantidades de energia progresivamente mayores. Ciertos tipos de radiacion
EM son absorbidos por los 4&tomos o moléculas expuestas y los mueven a un estado de mayor
energia o excitacion, en ocasiones desestabilizando la estructura molecular. Los atomos o
moléculas en un estado excitado emiten un exceso de energia para regresar al estado
fundamental. El exceso de energia puede perderse por la produccion de calor o la emision de
radiacion ©°.

1.3.5 Radiacion ultravioleta

Las radiacion ultravioleta (UV) es radiacion electromagnética con longitud de onda entre 100 y
400 nm y se divide en tres bandas: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm), UVC (100-280
nm). A medida que la luz solar (principal fuente de radiacion ultravioleta) pasa a través de la
atmosfera, toda la radiacion UVC y aproximadamente el 90% de la radiacion UVB es absorbida
por el ozono, el vapor de agua, el oxigeno y el dioxido de carbono. La radiacion UVA es menos
afectada por la atmosfera. Por lo tanto, la radiacion UV que llega a la superficie de la Tierra esta
compuesta en gran parte de UVA con un pequefio componente UVB ©2,

En cantidades pequefias, las radiacion ultravioleta es benéfica para la salud y desempefia una
funcién esencial en la produccion de vitamina D. Sin embargo, la exposicion excesiva a ella se
relaciona con el desarrollo de cancer de piel, quemaduras de sol, envejecimiento acelerado de
la piel, cataratas y otras enfermedades oculares y una disminucion en la eficacia del sistema

inmunitario 3.
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La radiaciéon UV tiene suficiente energia para romper los enlaces quimicos. Debido a sus
energias superiores, los fotones UV pueden causar ionizacion, un proceso en el cual los
electrones se separan de los atomos. La vacante resultante afecta las propiedades quimicas de
los 4&tomos y hace que formen o rompan enlaces quimicos que de otra manera no harian. Esto
puede ser util para el procesamiento quimico, o puede dafiar materiales y tejidos vivos. Este
dafio puede ser benéfico, por ejemplo, en la desinfeccion de superficies, pero también puede ser
dafiino, particularmente para la piel y los ojos .

1.3.5.1 indice de luz ultravioleta

La cantidad de luz ultravioleta que alcanza el suelo en cualquier lugar depende de un numero
de factores, incluyendo la hora del dia, la temporada del afio, la elevacion, y la formacion
nubosa. Para ayudar a las personas a entender mejor la intensidad de la luz ultravioleta en su
area en un dia determinado, el National Weather Services y la Environmental Protection Agency
han creado el indice de luz ultravioleta. Este indice le proporciona a las personas una idea de
cuan intensa es la radiacion ultravioleta en el drea donde viven en una escala de 1 al 11+. Un
mayor numero significa un riesgo mas alto de exposicion a los rayos UV, y una mayor

probabilidad de quemadura solar y dafio a la piel %.

25



2. Antecedentes

2.1 Respuesta inmune en la leishmaniosis cutanea

Larespuesta inmunoldgica comienza cuando Leishmania es inoculada en forma de promastigote
metaciclico a 0.1 mm de profundidad en la piel, tras la picadura del mosquito transmisor
infectado. La ruptura celular producida por la picadura del flebotomo activa en el hospedero un
proceso inflamatorio con el objetivo de reparar el tejido lesionado y la presencia del parasito
activa un proceso de defensa. La piel representa la via de entrada y por lo tanto los mecanismos

de defensa inmunitaria cutaneos son la primer barrera de defensa contra Leishmania 6.

2.1.1 Fase temprana de la infeccion y respuesta inmune innata.

Durante los primeros 30 minutos tras ser inoculado el parésito, Leishmania es fagocitada por
células dendriticas residentes de la dermis y neutréfilos en el microambiente cutaneo. Sin
embargo, la mayoria de las células que seran infectadas durante los siguientes dias son
monocitos y macrofagos infiltrantes %78, Los neutrofilos infectados experimentan cambios
fisioldgicos, uno de ellos es la sobreproduccion de la quimiocina reclutadora de monocitos,
MIP-1. Posterior a esto, los neutrofilos entran en apoptosis y son fagocitados por macrofagos,
lo que lleva a la produccion de citocinas anti-inflamatorias como TGF-f y una reducida
produccién de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a. Esto lleva al establecimiento de un
microambiente anti-inflamatorio lo cual permite la supervivencia del pardsito dentro del
macrofago %°. Las células dendriticas de la dermis también participan en la fagocitosis de los
neutrdfilos infectados apoptoticos, lo cual resulta en una disminucion en la capacidad de

presentacion de antigenos de Leishmania, disminucion en la expresion de marcadores
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superficiales de activacion y disminucion en la habilidad de activar células T CD4+ %7, Asi,
Leishmania utiliza a los neutr6filos como “Caballos de Troya” para infectar macrofagos y
células dendriticas y establecer la fase inicial de la infeccion cutanea ¢77°, Es probable que los
neutrdfilos sean reclutados por una via IL-17 dependiente, esto demostrado experimentalmente
en ratones deficientes de IL-17 (IL-17-/-) al observar una disminucion en el reclutamiento de
neutréfilos 7!, Las primeras 4-5 semanas de infeccion se caracterizan por ser una fase de

multiplicacion parasitaria rapida sin desarrollo manifiesto de patologia cutanea 7.

La segunda etapa de infeccion, posterior a la fase silente, comienza a las 5 semanas post-
infeccion 72. En experimentos realizados en ratones infectados con Leishmania se ha demostrado
el inicio de la segunda fase a la par del desarrollo de una lesion visible. Durante esta fase hay
un influjo de neutrofilos, células dendriticas y macrofagos al sitio de la lesion 72, Ultimadamente,
los macréfagos son las células preferidas por el pardsito para sobrevivir y replicarse. El
aclaramiento del parasito esta determinado por la capacidad de los macréfagos de producir 6xido
nitrico (NO) a través de su activacion por la enzima oxido nitrico sinatasa (iNOS). Ademas de
NO, la produccion de otros intermediarios oxidativos por los macréfagos activados,
complementa su actividad leishmanicida. Los macréfagos activan la produccion de 6xido nitrico
a través de su estimulacion con citocinas como IFN-y y TNF-a. Por otro lado, citocinas como
IL-4, 1IL-10, IL-13, y TGF-f disminuyen la produccién de NO, por consiguiente atenuan la

capacidad leishmanicida de los macréfagos 7>.

2.1.2 Fase tardia de la infeccion y respuesta inmune adaptativa.

A la par del desarrollo de la lesion se observa la presencia aumentada de células dendriticas

CDll1c" en el sitio de la lesion cutanea 7*. Las células dendriticas son células presentadoras de
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antigeno vitales que participan en la iniciacion de la respuesta inmune adaptativa. El hecho de
que el reclutamiento de las células dendriticas en la lesion coincida con un incremento en la
produccion de IFN-y, indica que éstas células contribuyen al desarrollo de la respuesta inmune
protectora en el sitio de la infeccion y en los ganglios linfaticos regionales 2. Las células
dendriticas de manera preferencial fagocitan al pardsito en su forma de amastigote en vez de
promastigote, posteriormente lo procesan y presentan a las células T en el contexto de las
moléculas clase I y II del complejo mayor de histocompatibilidad 7>7°. Mas adelante, la
fagocitosis de amastigotes de Leishmania lleva a la liberacion de IL-12 lo que dirige la
diferenciacion de células T cooperadoras CD4" ThO al subtipo de célula T CD4" Thl
productoras de TFN-y 76, Células T CDS8" Leishmania-especificas también son activadas y
contribuyen a la produccion de IFN-y en ganglios linfaticos regionales y microambiente de la
lesion. La eliminacion del parésito en los macrofagos es promovida por el IFN-y producido por

linfocitos CD4+ y CD8+ activados ¢ (Imagen 12) 7.

2.1.3 Papel de las Células T

Un gran cuerpo de evidencia indica la existencia de células funcionalmente polarizadas de
linfocitos T CD4+ basado en su perfil de secrecion de citocinas. Las células T cooperadoras tipo
1 (Thl) producen IFN-y, IL-2 y TNF-B, estas citocinas tienen la funcioén de activar macréfagos
y son responsables de la inmunidad celular y de las respuestas protectoras dependientes de los
fagocitos. Por otro lado, las células T cooperadoras de tipo 2 (Th2) producen IL-4, IL-5, IL-10
e IL-13, son responsables de la produccion de anticuerpos, la activacion de eosindfilos y la
inhibicion de varias funciones de macrofagos 8. En ratones infectados experimentalmente con
Leishmania major, se ha demostrado extensamente que la proliferacion de linfocitos Thl

conduce a la resolucién de la infeccion, pero la proliferacion de linfocitos Th2 favorece al
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Respuesta Inmune Local a la
Infeccion por Leishmania spp.

Ganglio
Linfatico
Regional

TGF-B TNF-at
IL-6, IL-17

DC . Exacerbacion I\/Id') IFN-y

Resolucion Modificado de: Vélez Beral, I, et. al. (2010). Manual Diagnéstico y control de la leishmaniasis en Centroamérica

Imagen 12. Respuesta inmune local contra Leishmania spp. La lesion producida por la Lutzomyia spp al picar
al mamifero induce una respuesta inflamatoria con el fin de reparar el tejido lesionado, favoreciendo la activacion
de la cascada del Complemento y la migracion de células inmunolégicas como polimorfonucleares, neutrofilos
(PMN), y macrofagos (M® ). Los promastigotes inyectados por el vector en el sitio de la picadura son eliminados
por el Complemento (C5-C9), mientras que otros son opsonizados por el C3, favoreciendo su entrada en los M®
tisulares. Otros parasitos pueden infectar PMN para que posteriormente sean fagocitados por los M®. Al interior
del M® los promastigotes se transforrrRM astigotes y se multiplican profusamente, favoreciendo la lisis de
los M® infectados. Los amastigotes libres son internalizados por otros M® o po s dendriticas (DC)
adyacentes. Dependiendo de la carga parasitaria y del estado inmunolégico del hospedero, los M® pueden ser
capaces de eliminar los amastigotes y resolver la infeccion o por el contrario ser incapaces de activar sus
mecanismos microbicidas, favoreciendo el desarrollo de la lesion en el tejido infectado. Las DC que han
internalizado amastigotes en el tejido y los M® infectados migran a los ganglios linfaticos donde presentan los
antigenos (Ag) a los linfocitos T ya sean cooperadores (ThO) o citotoxicos (CD8+). Dependiendo del tipo de Ag,
de la celula presentadora de antigeno, y del influjo de citocinas que estan presentes en el momento de la activacion
de los LT, se induce la diferenciacion de los linfocitos ThO en cualquiera de las diferentes subpoblaciones de Th,
tanto Th1 como Th2, Th17 o T reguladoras (Treg). Los Th1 y Tc activados producen IFN- y que activa la respuesta
microbicida del M® lo que favorece la eliminacion de los parasitos y por ende la resolucion de 1a lesion (curacion).
A su vez, los Th2 activados producen citocinas que activan los Linfocitos B (LB) para que se transformen en
células plasmaticas productoras de anticuerpos (Acs). La presencia de Acs se asocia con la exacerbacion de la
lesion ya que favorece el ingreso de los promastigotes y los amastigotes a otros M®. Por su parte, los Th17,
aunque aun no es claro su papel, al parecer favorecen el reclutamiento de PMN al sitio de la lesion, permitiendo
que perdure el estimulo inflamatorio.

establecimiento y exacerbacion de la enfermedad . Se ha demostrado que después de la

infeccion por Leishmania los linfocitos T CD8+ responden a los péptidos presentados en el

contexto de MHC-I y proliferan, lo que lleva a la formacion de una poblacion de linfocitos T
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CD8+ Leishmania-especificos. La funcion efectora de éstas células depende de la especie de
Leishmania infectante, el modelo de raton empleado y el sitio de la lesion del hospedero #. Los
primeros estudios experimentales que abordaron la importancia de las células T CD8+ en la
leishmaniosis sugirieron que las células T CD8+ no tenian ningtn papel en la proteccion. En
estos estudios infectaron ratones deficientes de células CD8+ con Leishmania major o
Leishmania mexicana y observaron que los ratones resolvian la lesion a la par de ratones WT
infectados ®1'%2. M4s adelante se establecieron nuevos modelos de infeccion que simulaban una
infeccion natural y revelaron que las células T CD8+ desempefian un papel en la proteccion a
través de la produccion de IFN-y 8. La evidencia actual indica que la produccion de IFN-y por
células CD4+ Thl y por células T CD8+ contribuye a la proteccion a largo plazo contra

leishmaniosis cutanea %*.

2.1.4 Papel de las Células Dendriticas

En el desarrollo de la respuesta inmune contra Leishmania, influyen factores intrinsecos al
parésito y al hospedero; de particular importancia es el tipo participante de célula presentadora
de antigeno. Se ha observado que durante la fase temprana de la infeccion con Leishmania hay
muy pocas células T en el sitio de la infeccion. Esto sugiere que es poco probable que los
macrofagos infectados encuentren células T especificas necesarias para la eliminacion del
parasito, por lo tanto, son las células de Langerhans las que proporcionan la sefial que activa las
células T especificas para Leishmania en los ganglios linfaticos regionales que drenan de la
lesion e inducen su migracion al sitio de lesion 3. La infeccion de células dendriticas por L.
mexicana parece afectar los mecanismos celulares e inmunoldgicos necesarios para el desarrollo
de una respuesta inmune eficaz y protectora, favoreciendo asi la supervivencia y propagacion

del parésito dentro de su huésped *¢. En modelos de infeccion por L. mexicana se ha observado
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un insuficiente reclutamiento, activacion y migracion de monocitos y células dendriticas a los

ganglios linfaticos regionales, lo cual resulta en una insuficiencia de respuesta tipo Th1 %7

2.1.5 Papel de los Macrofagos

Durante los primeros 30 minutos tras ser inoculado el parésito, Leishmania es fagocitada por
células dendriticas residentes de la dermis y neutrofilos infiltrantes en el microambiente cutaneo.
Sin embargo, la mayoria de las células que serdn infectadas durante los siguientes dias son
monocitos y macrofagos infiltrantes %78, Los neutrofilos infectados experimentan cambios
fisioldgicos, entran en apoptosis, y son fagocitados por macréfagos lo que lleva a la produccion
de citocinas anti-inflamatorias como TGF-B y una reducida producciéon de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a. Esto lleva al establecimiento de un microambiente anti-inflamatorio
lo cual permite la supervivencia del parasito dentro del macrofago ®. Asi, Leishmania utiliza a
los neutréfilos como “Caballos de Troya” para infectar macrofagos y células dendriticas y
establecer la fase inicial de la infeccion cutanea 577, Los macrofagos son las células preferidas
por el parasito para sobrevivir y replicarse. El aclaramiento del parasito estd determinado por la
capacidad de los macrofagos de producir 6xido nitrico (NO) a través de su activacion por la
enzima oxido nitrico sintasa (iNOS). Ademas de NO, la produccion de otros intermediarios
oxidativos por los macrofagos activados, complementa su actividad leishmanicida. Los
macrofagos activan la produccion de oxido nitrico a través de su estimulacion con citocinas
como [FN-y y TNF-a. Por otro lado, citocinas como IL-4, IL-10, IL-13, y TGF-B disminuyen

la produccion de NO, por consiguiente atentian la capacidad leishmanicida de los macrofagos’>.

2.1.6 Papel de IL-10

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que puede ser producida por diferentes células del
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sistema inmune. Durante la infeccion por L. mexicana, inhibe la actividad de las células Thl,
células NK y macrofagos, componentes necesarios para la eliminacion Optima de agentes
patdégenos pero que también contribuyen al dafio tisular. En consecuencia, la IL-10 puede
impedir el aclaramiento del patogeno y mejorar la inmunopatologia. La infeccidon en ratones
C57BL/6 con Leishmania mexicana se asocia con una respuesta inmune inefectiva y al
desarrollo de enfermedad crénica. En estudios experimentales utilizando ratones C57BL/6
modificados genéticamente deficientes en la produccion de IL-10 (IL-10 -/-) infectados con
Leishmania mexicana se demostr6 la importancia que tiene IL-10 en el establecimiento de la
infeccion. En los ratones IL-10-/- se observo una disminucion en el tamafio de al lesion en
funcion del tiempo, a la par de una eliminacion efectiva del parasito reflejada por la disminucion
de la carga parasitaria en comparacion con ratones WT. Ademas presentaron un aumento en el
nivel de IFN-y y la produccion de 6xido nitrico, en comparacion con ratones WT 88, Otro estudio
subsecuente utilizando un modelo de infeccién similar, ratones C57BL/6 y L. mexicana,
demostrdé que la IL-10 especificamente producida por células T y no por macréfagos o
granulocitos, es requerida para el desarrollo de enfermedad cronica. A la IL-10 se le atribuye un
papel directo en el establecimiento y cronicidad de la leishmaniosis cutanea por Leishmania

mexicana ®°.

2.1.7 Papel de IFN-y

Estudios seminales en los que utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 y BALB/c infectados con
el parasito L. major, correlacionaron el control de la carga parasitaria y la resolucion con la
produccion de IFN-y por parte de células T CD4+ y el desarrollo de una infeccion descontrolada
con la ausencia de IFN-y en ratones C57BL/6 y BALB/c, respectivamente °*°!. En un estudio

reciente realizado en ratones C57BL/6 modificados genéticamente deficientes en la produccion
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de IL-10 (IL-10 -/-) e infectados con L. mexicana, se demostrd que éstos resuelven la lesion y
exhiben un aumento en el nivel de IFN-y y la produccion de 6xido nitrico, en comparacion con
ratones no modificados genéticamente *. En estudios previos se habia demostrado que ratones
C57BL/6 modificados genéticamente deficientes en la produccion de IFN-y (IFN-y-/-) o en el
receptor para [FN-y (IFN-y R-/-) infectados con L. major, se volvian altamente susceptibles a la
infeccion y se observaba una expansion de la respuesta tipo Th2 2. Antagonico a IL-10, estos
estudios demuestran que IFN-y juega un papel clave en la eliminacion del parasito y la
resolucion de la infeccidn, y a la inversa, su ausencia induce susceptibilidad a la infeccion y

permite expansion de una respuesta tipo Th2 9% %3,

2.1.8 Papel de los Mastocitos

Los mastocitos se han estudiado principalmente en el contexto de las enfermedades alérgicas,
sin embargo, la importancia de esta célula en la defensa del hospedero contra varios patdgenos
ya se ha establecido. El mastocito tiene un "armamento" Unico de receptores y mediadores para
responder a sefnales asociadas a patdgenos. Se caracteriza por tres propiedades: una, produccion
rapida y selectiva de mediadores para provocar respuestas innatas protectoras y respuestas
fisioldgicas; dos, la capacidad de mejorar el reclutamiento de células efectoras; y tres, la
capacidad para modificar las respuestas a una infeccion posterior a través de la activacion
dependiente de anticuerpos e inmunidad adquirida ®*. Poco se sabe acerca del papel del
mastocito en la defensa contra Leishmania. En un estudio reciente realizado en ratones C57BL/6
infectados con L. mexicana, se realizo un analisis de la cantidad de mastocitos y porcentaje de
degranulacion en el sitio de la lesion. Se demostré que los mastocitos reconocen el LPG de la
superficie del parésito a través de TLR2, son reclutados al sitio de la lesion, se degranulan y

participan en la regulacion del desenlace de la enfermedad a través de la produccion de TNF-q,
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IL-10 y MIP-1a citocinas que regulan la inflamaciéon y mantienen un niimero elevado de células
inmunitarias en las lesiones *> 6. En otro estudio realizado en ratones C57BL/6 genéticamente
modificados deficientes de mastocitos WBB6F -W/W infectados con L. major, observaron que
los mastocitos aumentan significativamente la intensidad y el tamafio méaximo de las lesiones y
en algunos casos prolongaron sustancialmente la persistencia de las infecciones *7.

Adjudicandole a los mastocitos un papel de promotores de una afluencia sostenida de células al

sitio de la lesion en la infeccion cutédnea por Leishmania.

2.2 Radiacion UV y la piel.

2.2.1 Mecanismos Inmunosupresores por UVB

La naturaleza energética de la radiacion electromagnética como fendmeno fisico le permite
incidir sobre los atomos de los enlaces quimicos moleculares de las células y puede participar
en la formacion o ruptura de ellos %. Cuando la luz UV llega a la piel, una parte se remite por
reflexion y dispersion, y otra parte se absorbe transfiriendo la energia electromagnética de la
UVB a las moléculas dentro del tejido. Las moléculas que absorben la luz se llaman cromoforos.
La energia electromagnética de UVB se transforma en energia quimica por absorcion. Este paso
es el evento fotobioldgico mas critico. Lleva a la molécula receptiva a un estado excitado, lo
que permite cambios conformacionales o incluso una nueva formacién de los enlaces
covalentes. Por consecuencia, esto puede cambiar su funcionalidad. Las moléculas que han
sufrido cambios estructurales inducidos por la absorcion de luz se denominan fotoproductos. La
radiacion UVB es absorbida en su mayor parte por los cromo6foros en las capas superiores de la

piel ?8. Debido a que la epidermis construye la capa mas externa de la piel, la mayoria de los

34



efectos inducidos por UVB tienen lugar aqui. El dafio al ADN, la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), los cambios en la membrana celular y la isomerizacion del 4cido
trans-urocdnico a su conformacion cis- dentro del estrato corneo se identifican como los
primeros efectos directamente inducidos por la radiacion UVB, algunos de ellos
inmunosupresores *°. Después de ser absorbida por cromoforos, la energia tiene repercusiones
en eventos celulares primarios. Los queratinocitos expuestos a UVB modulan la molécula de
adhesion ICAM-1 y sintetizan un conjunto de citocinas, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a y PGE2.
Estas citocinas son responsables de la aparicion de inflamacion, dando sefiales quimiotacticas a
los neutréfilos y macrofagos en la piel 9% 191 Ta TL-1 inducida por UVB a partir de
queratinocitos humanos aumenta la sintesis de PGE2, que se sabe es capaz de suprimir la
respuesta de hipersensibilidad por contacto (CHS). TNF-a e IL-10, dos citocinas
inmunosupresoras potentes también son producidas por queratinocitos. IL-10 también es
liberado por macrofagos CD11b + en piel humana. IL-10 es una citocina de linfocitos Th2 y
anula la produccion de citocinas de linfocitos Th1, en particular IFN-y. La produccion de IL-10
inducida por UVB por queratinocitos en modelos murinos o macréfagos en piel de humanos
cambia la predominancia de la respuesta inmunitaria de un tipo Th1l a uno Th2. Esto puede
explicar por qué las reacciones inmunitarias celulares mediadas por Thl se ven afectadas por la
radiacion UV %°, La exposicion a rayos UV provoca una cascada de citocinas, que comienza con
PAF, posteriormente PGE2, IL-4 e IL-10. De este modo las respuestas Thl se desactivan,
ultimadamente resultando en una inmunosupresion sistémica inducida por UVB 102,

En experimentos de transferencia adoptiva, se demostré que la UVB induce células T
reguladoras; en estos trabajos, se prepararon suspensiones celulares del bazo y ganglios

linfaticos de ratones expuestos a UVB y previamente tratados con haptenos, posteriormente se
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inyectd la suspension celular en ratones sin un tratamiento previo. Cuando los ratones receptores
se sensibilizaron y retaron con el mismo hapteno que se uso para los ratones donantes, mostraron
respuestas de CHS significativamente deterioradas 9. Otros eventos locales y regionales que

se desencadenan tras la exposicion a dosis inmunosupresoras de UVB se resumen en la (Imagen

13)104.
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3. Justificacion

La leishmaniosis sigue siendo un problema importante de salud ptblica global y esta clasificada
como “Categoria I” por el Programa Especial de Investigacion y Entrenamiento en
Enfermedades Tropicales en conjunto con la Organizacion Mundial de la Salud (TDR/OMYS),
principalmente debido a la ausencia de control sobre esta enfermedad.

No se conoce el efecto de la inmunosupresion local con luz UVB en la infeccion por Leishmania
mexicana.

Existen pocos estudios enfocados en la determinacion del mecanismo inmune involucrado en la
resolucion de la leishmaniosis cutdnea causada por la especie de L. mexicana, asi como los
posibles factores ambientales, como la radiacion solar que podrian contribuir en el
establecimiento de la misma mediante mecanismos inmunosupresores.

Actualmente no existe un modelo de infeccion experimental en ratones de la cepa C57BL/6
inmunosuprimidos con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana en la region dorsal del

tronco, ni la descripcion del microambiente inmunologico de la lesion bajo estas circunstancias.
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4. Hipotesis

La inmunosupresion inducida por UVB favorece al establecimiento y cronicidad de

leishmaniosis cutanea.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Determinar si la inmunosupresion local por UVB exacerba la infeccion por Leishmania

mexicana.

5.2 Objetivos Especificos

Determinar la dosis Optima de promastigotes de Leishmania mexicana necesaria para

generar infeccion cutdnea en ratones C57BL/6.

Determinar la dosis de radiacion ultravioleta UVB capaz de inmunosuprimir la respuesta

inmune local en contra de antigenos de Leishmania mexicana.

Cuantificar la carga parasitaria en las lesiones cutaneas de ratones inmunosuprimidos con

luz UVB e infectados.

Evaluar la respuesta inmune en las lesiones de ratones inmunosuprimidos con luz UVB e

infectados.
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6. Estrategia General

6.1 Objetivo 1 - Determinar la dosis Optima de promastigotes de Leishmania mexicana

necesaria para generar infeccion cutanea en ratones C57BL/6.

Determinacion del dia del cultivo en el que el parasito es mas infectante:

Grupo 1 Q
Grupo 2 A Grupo 1: Ratones inoculados con parasitos en el dia 5 del cultivo.
% Grupo 2: Ratones inoculados con parasitos en el dia 7 del cultivo.
Grupo 3: Ratones inoculados con parasitos en el dia 9 del cultivo.

Grupo 4: Ratones inoculados con parasitos en el dia 11 del cultivo.
30 dias de seguimiento de la lesion. Medicion de lesion cada S dias.

Mcdmon Medlcmn Medmon Medmon Med|C|0n Medicion

>

Grupo 3 _ %

Grupo 4 &

»

Infeccién

Estrategia experimental para determinar el dia del cultivo en el que el parasito es mas infectante. Se
formaron 4 grupos de 3 ratones cada grupo y se infectd con 1x107 promastigotes de Leishmania mexicana a cada
raton en diferentes dias de cultivo. Las infecciones se realizaron por via intradérmica en la region dorsal del
tronco. Se midieron las lesiones cada 5 dias durante 30 dias.

Determinacion de la dosis de parasitos minima infectante

Grupo I _ . Q
Grupo 2 _ Q
-

Grupo3 _, Q
Grupod & & / e

% Q A Ve % 77 o

& 5 5 s )G PSacrificio

Grupo 1: Ratones inoculados con 5x105 parasitos
Grupo 2: Ratones inoculados con 1x10° parasitos
Grupo 3: Ratones inoculados con 5x10° parasitos
Grupo 4: Ratones inoculados con 1x107 parasitos
30 dias de seguimiento de la lesion. Medicion de lesion cada 5 dias.

lnteccmn Medicién Medicién Medicion Medicién Medicién Medicién
| 4 | 4 > > > >

Estrategia experimental para determinar la dosis de parasitos minima infectante. Se formaron 4 grupos de
3 ratones cada grupo y se infectaron con distintas dosis de promastigotes de Leishmania mexicana en el dia 9 de
cultivo. Las infecciones se realizaron por via intradérmica en la region dorsal del tronco. Se midieron las lesiones
cada 5 dias durante 30 dias.
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6.2 Objetivo 2 - Determinar la dosis de radiacion ultravioleta UVB capaz de inmunosuprimir
la respuesta inmune local en contra de antigenos de Leishmania mexicana.

Ensayo para evaluar la dosis de UVB inmunosupresora

Grupo 1: Ratones irradiados con 6 mJ/cm?

7 = 6 ml/em? Grupo 2: Ratones irradiados con 12 mJ/cm?
) .E? Grupo 3: Ratones irradiados con 18 mJ/cm?
2 s 12 mY/em? Grupo 4: Ratones irradiados con 25 mJ/cm?

ew Grupo 5: Ratones no irradiados
/ Q

% 4 dias  Sensibilizar con antigeno 7 dias Reto con antigeno 48 hrs Medir grosor de la oreja
25 mJ/cm? L. mexicana L. mexicana (Infiltrado celular)
1x107/100ul 3x106/20pu1
No UVB /o
ol 5o & e
Exposicién a UVB Sensibilizacién Reto Medicién de oreja
> > > >

Estrategia experimental para determinar la dosis de UVB inmunosupresora. Se formaron 5 grupos de 4
ratones cada grupo y se expusieron a distintas dosis de radiacion UVB. Posteriormente se realizé un ensayo de
reaccion de hipersensibilidad tardia. La sensibilizacion se realiz6 4 dias después de la exposicion a UVB
utilizando 1x107 de antigenos de L. mexicana, se inocularon 5x10° en cada flanco de los ratones por via
subcutanea. El reto se realizd 7 dias mas adelante, inoculando 3x10° antigenos por via intradérmica en la oreja
derecha de los ratones. 48 horas mas adelante se realiz6 la medicion de la oreja (condiciones previamente
estandarizadas).

Ensayo para evaluar la evolucion de la infeccion en ratones radiados con distintas dosis de UVB

Sl 6 ml/cm?
!0

12 mJ/em?
Grupo 1: Ratones irradiados con 6 mJ/cm?

Grupo 2: Ratones irradiados con 12 mJ/cm?
Grupo 3: Ratones irradiados con 18 mJ/cm?
Grupo 4: Ratones irradiados con 25 mJ/cm?
Grupo 5: Ratones no irradiados

Todos inoculados con 1x10¢ promastigotes

g @18 mJ/cm?
¢' I
';%25 mJ/cm?

\%
“NOU B HP+1HQ >
Sacrificio P>
Exposiciona UVB - ppfeccign Medicién Medicién Medicién Medicién ~ Medicién
> > > > > > >

Estrategia experimental para evaluar la evolucion de la infeccion en ratones radiados con distintas dosis
de UVB. Se formaron 5 grupos de 4 ratones cada grupo y se expusieron a distintas dosis de radiacion UVB.
Posteriormente se infectaron con 1x10° promastigotes por via intradérmica en la region dorsal del tronco y se les
dio seguimiento durante 25 dias. En el dia 25 se sacrificaron los ratones y se analiz6 el tejido de la lesion. HP:
Andlisis histopatologico. IHQ: Inmunohistoquimica.
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6.3 Objetivo 3 y 4 - Cuantificar la carga parasitaria en las lesiones cutdneas de ratones
inmunosuprimidos con luz UVB e infectados. Evaluar la respuesta inmune en las lesiones de

ratones inmunosuprimidos con luz UVB e infectados.

Inmunohistoquimica
Blanco Anticuerpo
Macréfagos anti-MOMA-2
IL-10 anti-IL-10
IFN-y anti-IFN-y \
Linfocito T CD4+ anti-CD4
Linfocito T CD8+ anti-CD8 Azul de Toluidina H&E Carga Parasitaria
& ey '
. ‘ M P> Sacrificio P> Sacrificio o
@ @ »HP +1HQ »HP +1HQ p-Sacrificio
Exposicion UVB  Infeccién @ UVB UVB \(,argd o
| 2 | g o parasitaria

Dia0O|1|2|3|4 5|67 8|9|10/11/12/13/14|15/16|17|18|19|20|21|22|23|24|25/26|27|28/29(30| 31/32|33|34(35|36|37|38|39|40|41 Dia 42

>

1 1 1 l 1

>

Medicién >Medici(’)n

>Medici()n >Medi(:i(in »Medici()n >Medici(’)n Medicién > >Me(.lici()n

Estrategia experimental para cuantificar la carga parasitaria en las lesiones de ratones inmunosuprimidos
con UVB e infectados y para evaluar la respuesta inmune local en sus lesiones. Se formaron 8§ grupos de 3
ratones cada grupo y se infectaron con 1x10° promastigotes de Leishmania mexicana en €l dia 9 de cultivo. Las
infecciones se realizaron por via intradérmica en la region dorsal del tronco. Se midieron las lesiones cada 5 dias
durante 42 dias. En los dias 15, 30 y 42 se sacrificaron 3 ratones de cada grupo y se analiz6 el tejido de la lesion.
HP: Andlisis histopatologico. IHQ: Inmunohistoquimica. UVB: Exposicion a dosis inmunosupresora de UVB.
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7. Material y Métodos
7.1 Material

7.1.1 Equipos:

Equipo Marca No. de catilogo
Campana de Flujo Laminar ESCO AC2-4E9
Refrigerador Daewoo RF-T425NB
Bomba Extractora a Vacio N/A N/A
Pipeteador automatico Fastpette PRO Labnet P2002
Incubadora JM. Ortiz DI-03-007
Bafio de agua PolyScience AC2-4E9
Centrifuga Refrigerada Thermo Scientific SL40R
Microscopio Motic Ba310
Maquina Profesional de Motor para Corte Oster Classic 97 N/A
Tanque de nitrégeno Thermo CY509106
Pipeta automatica de 100-1000 pL Eppendorf 010043E
Pipeta automatica de 20-200 puL Eppendorf J38204E
Pipeta automatica de 10-100 pL Eppendorf 142916E
Pipeta automatica de 2-20 puL Eppendorf N14226E
Pipeta automatica de 1-10 pL Eppendorf 016565E
Bascula Portatil CSSeries-CS OHAUS 2000-001
Agitador mecanico basculante N/A N/A
Lamparas solares UVB Philips UVL FS-40T12
Radiometro Digital Company Seven UVP-UVX
Tabla de diseccion de raton N/A N/A
Plancha digital con magneto Corning PC-620D
Agitador magnético ThermoFisher N/A
Criostato microtomo Roundfin 2230
Campana de extraccion ESCO CLAS II BSC
Potenciometro Conductronic N/A
Balanza analitica AND GR-120
Invertoscopio — FLoid Cell Imaging Station Life Technologies N/A
Vortex Thermolyne T37600 Mixer
Cémara hiimeda N/A N/A
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7.1.2 Material e Instrumentos:

Material Marca No. de catilogo
Guantes de nitrilo para exploracion no estériles (Sin Ambiderm 069028
Polvo) Chico/Grande/Mediano Lanceta HG 069030
Cubrebocas Unimask Lanceta HG 060039
Gafas protectoras de seguridad superponible esterilizable Univet RBGO012
Sanitas/Toalla para manos TORK TORK H21
Parafilm Laboratory Film Senna 7-109
Sistema de Filtrado de Vacio de 150mL Cellgro Corning 431153
Puntilla para micropipeta Eppendorf 10 puL Eppendorf N/A
Puntilla para micropipeta Eppendorf 100 pL Eppendorf N/A
Puntilla para micropipeta Eppendorf 1000 puL. Eppendorf N/A
Pipeta Plastica Serologica Estéril 25mL Corning Costar CLS4250 SIGMA
Pipeta Plastica Serologica Estéril 10mL Corning Costar CLS4100 SIGMA
Pipeta Plastica Serologica Estéril SmL Corning Costar CLS4050 SIGMA
Ultra Afelpados Pafios de Microfibra Kirkland 713160
Gradilla para tubos conicos Heathrow-S HS-24306
Tubo coénico para centrifuga 15 mL Corning 430052
Tubo coénico para centrifuga 50 mL Corning CLS430829 Sigma
Frasco de Cultivo Celular T 25c¢cm? Cellgro Corning 430168
Gradilla para 80 microtubos Eppendorf 908009
Contador de células manual Indistinto Indistinto
Camara de Neubauer Marienfeld 06.400.30
Microtubo Eppendorf 200 pL Eppendorf 200400.EPPENDORF
Algodoén Absorbente Plisado Protec CTR 213090
Jeringa para insulina U-100 con aguja. 25Gx13mm estéril. Terumo SS”10M2713L100
Jeringa para insulina U-100 con aguja. 27Gx13mm estéril. Terumo SS”10M2713L100
Jeringa para insulina U-100 con aguja. 30G x 9mm estéril. Terumo SS”10M2713L100
Estuche de diseccion completo N/A N/A
Hoja de bisturi Hergom N/A
Crema Corporal Depilatoria Veet N/A
Unidad de Filtracion con Jeringa 0.22 pL Millex SLGVO033RS
Jeringa estéril de plastico 10mL 22G x 32mm BD Plastipak 302560
Crioviales 2 mL Corning 430499
Micrémetro digital Mitutoyo N/A
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Calibrador Dial Vernier 50011
Placa de Cultivo Celular de 24 Pocillos estéril Costar 3526
Placa de Cultivo Celular de 96 Pocillos estéril Costar 3598
Caja de Petri estéril N/A N/A
Papel aluminio Reynolds N/A
Gasas estériles N/A N/A
Filtro para cafetera Hill Country N/A
Cuba de vidrio para tincion N/A N/A
Vasos de precipitado 500 mL Corning N/A
Canastilla para 50 laminillas WHEATON N/A
Canastilla para 24 laminillas N/A N/A
Canastilla para 12 laminillas N/A N/A
Laminillas Velab VE-P10
Cubreobjetos Corning N/A
Tren de Tincidén manual Tissue-Tek N/A
7.1.3 Reactivos y Kits:
Reactivo Marca No. de catalogo
Medio de Cultivo RPMI-1640 suplementado (SFB al
10% y Ab 3%) y acidificado (80puL).
Medio RPMI-1640 Gibco 11875093
Suero Fetal Bovino ATCC 30-2020 63310972
Antibidtico Penicilina-Estreptomicina Gibco 15140-122
Acido clorhidrico fumante 37% Merck 1.00317.2500
Otros
Formaldehido 1% SIGMA F&8775
Solucién CS (NaCl) Solucién Inyectable 0.9% PiSA L-4390
Anestésico para ratones Ketamina/Xilacina AnaSed Injection | NDC 59399-111-
Dosis: 0.1 ml/20mg via L.P. Cheminova 50
Isodine N/A Lote: 11112183
Etanol al 70% CTR CTR 144531
Etanol al 95% CTR CTR 144531
Etanol al 100% CTR CTR 144531
Xilol CTR CTR 05120
DMSO SIGMA D-5879
Tissue-Tek O.C.T. SAKURA 162550-01
Liberase TL Research Grade Roche 05401020001
Agua destilada CTR N/A
Gelatina DIFCO N/A
Sulfato de cromo potasico CrK(SO4),-12H,0 SIGMA 243361
Hematoxilina N/A N/A
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Eosina N/A N/A
Azul de Toluidina Sigma Aldrich N/A
Nuclear Fast Red Vector H-3403
ImmPACT SG SK-4705 Vector W-93951-99
Rat anti Mouse Interleukin-10 antibody BIO-RAD MCA1302G
Rat anti Mouse IFNy Mab Thermo Scientific MM701
Rat anti Mouse MOMA?2 antibody BIO-RAD MCAS519G
Rat anti Mouse CD4 antibody BIO-RAD MCA1767
Rat anti Mouse CD8 antibody BIO-RAD MCA1768
Biotin-SP-conjugate Goat Anti-Rat IgG (H+L) Jackson I Research 112-065-003
Acetona fria (-20 °C) CTR 416
PBS pH 7.2-74 SIGMA P-5368
Albumina sérica bovina SIGMA A9647
Azida de sodio SIGMA S-2002
H>0zal 30% CTR CTR0O7764
Metanol CTR CTRO1212
Suero humano N/A N/A
Gelatina de pescado SIGMA G7041
Tween 20 SIGMA P-1379
Peroxidase-conjugated Streptavidin Jackson I Research (016-030-084)
Vectamount VectorLabs H-5000
Ciclofosfamida Lab. Sanfer 317CT244
7.1.4 Material bioldgico:
Biolégico Especificaciones
Ratones Cepa C57BL/6 hembras de 6-10 semanas de edad
de Charles River Laboratories©
Parasitos Leishmania mexicana (Biagi) Garnham (ATCC®

50157™) Cepa: MHOM/BZ/82/BEL21HG

7.1.5 Soluciones

Ver Anexo 13.1
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7.2 Métodos

7.2.1 Preparacion de medio de cultivo RPMI-1640 suplementado para el cultivo de

Leishmania mexicana.

NOTA: Todos los medios y/o reactivos que se utilizaron para preparar el medio suplementado

se encontraban a temperatura ambiente. El medio se prepard en condiciones de esterilidad.

1- Encender la campana de flujo laminar. (Deben transcurrir al menos 15 minutos desde el
momento del encendido hasta el comienzo de uso).

2- Limpiar las superficies de la campana con Etanol al 70%.

3- Asegurarse de tener todo el material, incluida la bomba extractora a vacio, listo y al alcance

(Figura 1).

4- Abrir el sistema de filtro de vacio de botella Corning® 150 mL.

5- Con el Faspette Pro/Pipetor y pipeta costar estéril de 25 mL, pipetear 130.5 mL de medio
RPMI-1640 en el contenedor superior del sistema de filtro de vacio de botella Corning®
150 mL (Figura 2).

6- Desechar la pipeta.
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7- Nuevamente, utilizando el Faspette Pro y pipeta Costar de 25 mL, pipetear 15 mL de suero

fetal bovino (Figura 2).

8- Desechar la pipeta.

9- Pipetear con pipeta automatica de 100-1000 pL, 4.5 mL de antibidtico penicilina-
estreptomicina (Figura 2).

10- Pipetear con pipeta automatica de 10-100 pL, 80 pL acido clorhidrico fumante 37%.

BN
|

Pipeta Plastica Serologica Estéril 25mL
15 mL \ Pipeteador automatico Fastpette PRO

80 pL
Ml ‘s
| —

Y o -

Suero Fetal Bovino & == Acido clorhidrico fumante 37%

I \ 4
Medio RPMI-1640 0

Sistema de Filtrado de Vacio de 150mL

Antibiotico Penicilina-Estreptomicina

11- Agitar gentilmente el medio hasta que el color se torne a un tono amarillo-canela.

12- Conectar la manguera de la bomba extractora a vacio al sistema de filtro de vacio de botella
Corning® 150 mL y esperar a que el medio de cultivo se filtre al bote inferior.

13- Cambiar la tapa del bote y sellar con parafilm.

14- Almacenar a 4°C.
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7.2.2 Descongelacion de promastigotes de L. mexicana (Biagi) Garnham (ATCC®

50157™) Cepa: MHOM/BZ/82/BEL21 almacenados a -80°C criopreservados con DMSO.

1-

Encender la campana de flujo laminar. (Deben transcurrir al menos 15 minutos).

Limpiar las superficies de la campana con Etanol al 70%.

Asegurarse de tener todo el material listo y al alcance.

Preparar bafio de agua a 35°C de temperatura utilizando el equipo “Bafio de agua de
PolyScience” (Realizar una limpieza de la tina del equipo antes de utilizarlo).

Asegurarse que la temperatura del bafio de agua se mantenga a 35°C sin variaciones,

verificar utilizando un termoémetro mercurial (Figura 1).

Colocar una gradilla para tubos cénicos de 15 mL dentro de la campana de flujo laminar y
colocar un tubo conico estéril en la gradilla.
Preparar en el tubo conico estéril de 15 mL una solucién compuesta de:
e RPMI-1640: 9.5 mL
e Suero Fetal Bovino (5%): 0.5 mL
Dejar la solucién dentro de la campana de flujo laminar.

Tomar un frasco de cultivo T 25¢cm? y llevarlo a la campana de flujo laminar.
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10- Agregar al frasco de cultivo T 25cm?, 5 mL de medio de cultivo RPMI-1640 completo
(RPMI-1640, SFB 10%, Ab 3%, Acidificado con 80 puL).
11-Tomar _ ampulas de parasitos congelados y colocarlas en el bafio de agua asegurandose

que el tercio superior se mantenga por encima del nivel de agua (Figura 2).

12- Mantener en esta posicion durante 2:45 minutos.

13- Importante no agitar el ampula durante el baio de agua ni después del mismo.

14- Inmediatamente después de su descongelacion remover el &mpula del bafio de agua, rociarla
con etanol al 70% y secarla, introducirla en la campana de flujo laminar, destaparla y
cuidadosamente transferir el contenido del ampula al tubo conico de 15mL previamente
preparado, decantandolo.

15-Evitar a toda costa que el d&mpula haga contacto con el tubo conico en el que se esta
decantando.

16- Posterior al decantado, utilizar una pipeta automatica de 100-1000 pL para asegurar la
transferencia de todo el contenido del &mpula (solo en caso de observar remanente).

17- Centrifugar a 1,500 rpm durante 10:00 minutos.

18- Decantar el sobrenadante.

19- Utilizando la pipeta automatica de 100-1000 pL, resuspender el pellet con 1 mL de medio
RPMI-1640 completo y sembrar en frasco de cultivo T 25¢cm? previamente preparado con

medio completo.
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20- Cerrar bien el frasco de cultivo y sellarlo con parafilm.

21-Incubar a 26°C.

7.2.3 Conteo y ajuste de concentracion de cultivo de Leishmania mexicana.

1- Encender la campana de flujo laminar.

2- Limpiar las superficies de la campana con Etanol al 70%.

3- Asegurarse de tener todo el material listo y al alcance.

4- Tomar una gradilla para tubos de 200-1000 pL y colocarla dentro de la campana de flujo
laminar.

5- Una vez dentro de la campana, colocar 1 tubo Eppendorf de 200 pL en la gradilla.

6- Agregar 90 puL de formaldehido al 1% en el tubo Eppendorf de 200 pL.

7- Tomar una gradilla para tubos conicos de 15 mL y colocarla dentro de la campana de flujo
laminar.

8- Una vez dentro de la campana, colocar 1 tubo conico estéril de 15 mL en la gradilla.

9- Ir ala incubadora, tomar el frasco de cultivo T 25¢cm? con el cultivo del parasito Leishmania
mexicana con el que se pretende trabajar y colocarlo dentro de la campana de flujo laminar.

NOTA: Es recomendado observar el cultivo en el invertoscopio para documentar el estado del

mismo previo a cualquier procedimiento que vaya a realizarse con los parasitos.

10- Transferir el contenido de la caja de cultivo al tubo cénico de 15mL decantandolo.

11- Agregar 1 mL de medio suplementado frio al frasco y agitar suavemente.

12- Recuperar con la micropipeta el liquido agregado, pasar al tubo cénico de 15mL.

13- Centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos.

14- Tomar el tubo conico centrifugado y decantar el sobrenadante.
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15- Resuspender con 3mL de medio RPMI-1640 completo, frio, de preferencia recién sacado
del refrigerador y homogenizar el pellet utilizando una pipeta automatica de 1000 pL.

16- De ese tubo resuspendido, tomar 10 pL y agregarlos en el tubo Eppendorf de 200 pL. que se
habia colocado previamente en los pasos 5 y 6, con 90 pL. de formaldehido al 1%.

17- Homogenizar con la pipeta automatica de 1-10 pL.

18- Tomar 10 pL. del homogenizado y cargar un lado de la camara de Neubauer doble.

19- Volver a tomar 10 pL y cargar el otro lado de la cdmara de Neubauer doble.

20- Contar los 4 cuadrantes anotar la cantidad de parasitos de cada cuadrante y sacar un
promedio de los 4.

21-Multiplicar ese promedio por 10* x 10 x 3 (volumen en mL en el que se resuspendio el
pellet).

22-Dividir el total entre 1.5 y el resultado serda la cantidad de mL a los que los que se debe llevar
el volumen de esos parasitos para tener una concentracion de 1.5 x 10%/mL.

Ejemplo:

71, 72,75y 72 en los cuadrantes = 72.5 es el promedio

72.5x 10*x 10 x mL x (3 mL) = 21,750,000

21,750,000/1.5 = 14,500,000

14,500,000 = 14.50 mL

En este momento tiene un tubo coénico con 3 mL de un cultivo de parasitos, en esos 3 mL se

encuentran 21,750,000 de parasitos. Para obtener una concentracion de 1.5 millones de parasitos

por mL, debe llevar esos 3 mL a 14.50 mL. Para esto se le agrega el medio de cultivo

suplementado necesario para llegar a esos 14.50 mL.

Al final de este ejemplo, tiene un tubo cénico para centrifuga con un volumen total de 14.50 mL

a una concentracion de 1.5 x 10/mL.
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7.2.4 Extraccion de parasitos a partir de lesion de raton infectado con Leishmania

mexicana.

1-

Dentro de la campana de flujo laminar, utilizando una pipeta automatica de 100-1000 pL y
siguiendo la técnica aséptica agregar 4.5 mL de medio de cultivo RPMI-1640 suplementado
en un Frasco de Cultivo Celular T 25cm? y cerrar el frasco.

Preparar una jeringa de 27G con 300 pL de Solucion CS (agua inyectable estéril).

Preparar una jeringa de 25G con 100 pL de anestésico para ratones ketamina/xilacina (el
volumen de anestésico puede variar dependiendo de la concentracion a la que esté
preparado).

Agregar el material preparado a una caja para transportar material y descender al bioterio.

Check List antes de bajar al bioterio.

Frasco de Cultivo Celular T 25cm2 con 4.5 mL de medio suplementado.

Jeringa de 27G con 300 L de solucion salina estéril

Jeringa de 27G con 100 uL de anestésico.

Torundas de algodon empapadas de etanol al 70%

Isodine

Torundas de algodon limpias

Parafilm Laboratory Film

Estuche de diseccion (Pinzas) o

Maquina Profesional de Motor para Corte Oster Classic 97’ o

NOTA: Material minimo necesario para extraer parasitos de 1 solo raton. Ajustar cantidad de material
dependiendo cantidad de ratones.

Descender al bioterio.

Encender la campana de flujo laminar (15 min antes de usar).

Limpiar las superficies de la campana con etanol al 70%.

Tomar la jaula con el raton infectado del cual se pretende extraer los parésitos y colocarla
sobre la mesa de trabajo.

Anestesiar al raton utilizando la jeringa de 25G previamente preparada administrando el

anestésico por via intraperitoneal.

53



10- De encontrarse la lesion en un sitio donde el pelo del ratén impida o dificulte la correcta
visualizacion de la misma, rasurar con cuidado el sitio de la lesion utilizando la maquina
profesional de motor para corte.

11- Anestesiado y rasurado el ratdn, trasladarlo a la campana de flujo laminar junto con el
material restante.

12- Colocar al raton de manera que la lesion de la que se vaya a extraer parasitos (lesion dorsal
o lesion podal) sea facilmente visible, manipulable y se encuentre sobre una superficie
estable.

13- Realizar asepsia de la lesion y tejido circundante con isodine.

14- Con ayuda de una pinza operada con la mano no dominante, tomar el tejido donde se
encuentra la lesion e introducir la aguja de la jeringa que previamente se habia cargado con
300 pL de Solucion CS.

15- Muy lentamente inyectar entre 150 —200 pL de Solucion CS en la lesién y retraer el embolo
para aspirar el liquido inyectado nuevamente a la jeringa.

16- Es importante realizar esto con cuidado y paciencia. En ocasiones la jeringa parecerd estar
tapada, es importante girar lentamente la jeringa sin sacar la aguja y repetir la inyeccion y
aspiracion de Solucion CS.

17-Repetir el paso nimero 15 multiples ocasiones, lentamente empujando y retrayendo el
embolo y girando con cuidado la jeringa.

18- De realizar esto correctamente, la Solucion CS originalmente encontrada en la jeringa de
aspecto cristalino, se tornara turbia. Es comun observar la presencia de sangre.

19- Descargar la muestra extraida en el frasco de cultivo T25 previamente preparado con medio
de cultivo.

20- Sellar la tapa con Parafilm e incubar a 26°C.
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7.2.5 Congelacion de promastigotes de Leishmania mexicana a -80°C utilizando
criopreservador DMSO para su conservacion.
Antes de comenzar es importante conocer algunos conceptos clave en torno al proceso de la
criopreservacion de parasitos en DMSO a -80°C.

e Todos los medios y/o reactivos que se utilicen durante esta metodologia deben estar frios.

Todo el procedimiento y preparacion de medio debe realizarse en condiciones de esterilidad.

e La cantidad de “Medio DMSO” (Medio RPMI-1640 suplementado con DMSO) a preparar
depende directamente de la cantidad de parasitos que se desee congelar.

e La concentracion de DMSO del cultivo final listo para congelarse sera de 5%,
independientemente de que en su preparacion inicial se prepare al 10%.

e La concentracion maxima a la que se recomienda congelar los parasitos es de 20 millones
de parasitos por mL.

e Se recomienda congelar utilizando crioviales de 2 mL afadiendo un maximo de 1 mL de
volumen por criovial.

e Es importante preparar y rotular los crioviales y la caja en la que se guardaran los parasitos

en el congelador a -80°C antes de comenzar con el paso #1.

e El dia 6ptimo del ciclo de vida de los parasitos para ser congelados es después de:

B — -
[ ] [ ]
1- Encender la camllgolammrdﬁl antes de comenzar).

2- Limpiar las superficies de 13 canfpana con etanol al 70%.

3- Asegurarse de tenerQO});Ll materiMsz al alcance. 2 d i a

55



4-

Tomar el frasco con el cultivo del parasito Leishmania mexicana que se desee congelar y
siguiendo la metodologia antes descrita: “Conteo y ajuste de concentracion de cultivo de
Leishmania mexicana” centrifugar, resuspender en medio suplementado fresco y contar los
parésitos del frasco.

Dependiendo de la cantidad de parasitos que se tengan en el cultivo y la concentracion a la
que se dese¢ congelar por criovial, se prepara “Medio DMSO” en un tubo conico para
centrifuga.

Recordar: La concentracion no debe exceder 20 millones de parasitos por mL, el volumen
por criovial no debe exceder de 1 mL y el célculo se debe realizar teniendo en mente que se
agregara el mismo volumen del “Medio DMSO” con DMSO al 10% para que esa
concentracion descienda a 5%.

El “Medio DMSO” esta compuesto de:

RPMI-1640 suplementado con SFB 10%, DMSO 10% y Antibidtico 2%.

Reactivo Volumen
RPMI-1640 *11,700 L.
SFB *1,500 ulL
DMSO *1,500 ulL

Antibidtico *300 pL

*Volumen calculado en caso de preparar 15 mL de “Medio DMSO”.
En caso de preparar 15 mL de “Medio DMSO” llevar al mismo volumen (15 mL en este
caso) el cultivo resuspendido en el paso # 4. En caso de preparar 5 mL de “Medio DMSO”
llevar al mismo volumen (5 mL en este caso) el cultivo resuspendido en el paso # 4. En caso
de preparar 10 mL de “Medio DMSQO” llevar al mismo volumen (10 mL en este caso) el

cultivo resuspendido en el paso # 4. Y asi sucesivamente.
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7- El volumen de Medio DMSO debe ser preparado con base en la cantidad de parasitos en el

cultivo. Para no exceder una concentracion final de 20 millones de parasitos por 1mL al ser

congelados.

Por ejemplo:

En el caso de tener un cultivo que se haya resuspendido en 5 mL y se haya contado un total de

300 parasitos en promedio.

Se realiza la Formula de la Cadmara de Neubauer

300 x 10,000, x 10 x 5 (resuspendido en 5 mL) = 150,000,000

En este ejemplo se tienen 150,000,000 parasitos que se desean criopreservar.

Recordar que este medio serd agregado a un medio del mismo volumen, pero con el

criopreservador DMSO al 10%. La intencion de este paso es reducir esa concentracion total de

DMSO de 10% a 5% en el cultivo que sera congelado, pero esto se debe de hacer segundos antes

de su congelacion debido a que el DMSO es toxico para los parasitos a temperatura ambiente.

5 mL (T

150,000,000
parasitos

30,000,000/mL

Medio RPMIN 640

con parasito
SFB 10%
Ab 2%

10 mL

150,000,000
parasitos

15,000,000/mL

8- Se almacena la caja con los crioviales a -80°C.
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7.2.6 Inoculacion de promastigotes de Leishmania mexicana en la region dorsal del tronco
de raton.

Durante los meses de agosto-diciembre 2017 se establecieron las condiciones experimentales
para inocular ratones con el parésito Leishmania mexicana del lote #100717 y observar de
manera altamente reproducible el desarrollo de la lesion clasica generada tras la infeccion a
nivel cutdneo por el parésito Leishmania mexicana. La metodologia a continuacion descrita es
el producto de meses de experimentacion.

Para que se desarrolle la lesion caracteristica a nivel cutaneo, es necesario que los parasitos sigan

la siguiente linea del tiempo:

Antes de comenzar, necesario Si el cultivo se realizard a partir de
preparar medio de cultivo de parasitos congelados, revisar:
acuerdo a: “Instructivo de trabajo para descongelar
“Instructivo de trabajo para parasitos en almacenamiento a -80°c de
preparacion de medio de cultivo Leishmania mexicana ATCC® 50157
RPMI-1640 suplementado.” criopreservados con DMSO”

Inicio de —_—— Cambio de —_— m
cultivo medio y reajuste

4 dias 9 dias

N A
Si el cultivo se realizard a partir de Revisar:
parésitos obtenidos de lesion de ratén “Instructivo de trabajo
infectado, revisar: para el conteo y ajuste de
“Instructivo de trabajo para extraccion concentracion de cultivo de
de parasitos a partir de lesion de ratén Leishmania mexicana.”
infectado con Leishmania mexicana”

Este protocolo consta de dos partes.

PARTE 1 PARTE 2
Metodologia para formar un indculo a Metodologia para preparar al ratén que
determinada concentracién a partir de sera inoculado y su inoculacién en
cultivo de Leishmania mexicana region dorsal del tronco
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Parte 1 - Preparacion de Inoculo

Tomar el frasco con el cultivo del parasito Leishmania mexicana y siguiendo la metodologia
antes descrita: “Conteo y ajuste de concentracion de cultivo de Leishmania mexicana”
centrifugar, resuspender en medio suplementado fresco y contar los parasitos del frasco (Pasos
1 a21) y continuar:

1- Llevar el cultivo de parasitos a una concentracion de 1 millon de parasitos/20uL de volumen

de Soluciéon CS (Cloruro de Sodio) Solucion Inyectable 0.9% estéril.

Si tienen 21,750,000 parasitos, (En cuanto volumen se debe resuspender para llegar a una

concentracion de 1,000,000 de parasitos por cada 20 pL?

£\

1,000,000 wessssp 20yl S| 435uL | €

| ]
21,750,000
\d

El dato obtenido tras realizar la ecuacion anterior es la cantidad de pL en los que se debe

resuspender esos 21,750,000 parasitos para llegar a una concentracion de 1,000,000 de
parasitos por cada 20 pL.
2- Centrifugar el tubo conico de 15 mL con los parasitos a 1,500 rpm durante 10 minutos.

3- Tomar el tubo cénico centrifugado y decantar el sobrenadante.

4- Utilizando Solucion CS, resuspender el pellet con elldato obtenido tras realizada la ecuacion

(cantidad expresada en pL).

Nota: Recomendable filtrar (utilizando filtro Millex 0.22 pL y jeringa de 10 mL estéril) la

solucion salina inyectable.
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En este momento tiene un tubo cénico de 15 mL con _ pL de solucidn salina inyectable estéril

a partir de la cual puede tomar 20 pL y tener una concentracion de 1,000,000 de parasitos en ese

volumen.

Parte 2 — Preparacion de raton e inoculacion.

1-

Agregar el material preparado a una caja para transporte de material y prepararse para

descender al bioterio.

Check List antes de bajar al bioterio.

Jeringa de 30G estéril

Jeringa de 27G con 100 pL de anestésico
Torundas de algodén empapadas en etanol al 70%
Inéculo Leishmania mexicana

Torundas de algoddn limpias

Parafilm Laboratory Film

Estuche de diseccién (Pinzas)

Maquina Profesional de Motor para Corte Oster Classic 97
Crema depilatoria Veet

Pipeta automadtica de 2-20 pL

goooooooooao

Puntilla para micropipeta Eppendorf 100 pL

Descender al bioterio.

Encender la campana de flujo laminar (15 min antes de usar).

Limpiar las superficies de la campana con etanol al 70%.

Tomar la jaula con el raton que se pretende infectar y colocarla sobre la mesa de trabajo.
Anestesiar al raton utilizando la jeringa de 25G previamente preparada administrando el
anestésico por via intraperitoneal.

Rasurar la espalda del raton utilizando la maquina profesional de motor para corte.

Depilar al ratén utilizando crema depilatoria veet (Se unta crema depilatoria en el area que
se desea depilar, se deja actuar durante 3 minutos, posteriormente se enjuaga al raton con
agua corriente directa al area donde se ha untado la crema para removerla y se talla, gentil
pero firmemente con la orilla mojada de una toalla toda el 4rea donde la crema fue aplicada,

el pelo se debe de ir soltando al tallar.) Secar al raton.
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9- Trasladar al raton a la campana de flujo laminar junto con el material de trabajo y colocarlo
sobre la superficie de la campana de manera que se facilite al operador su manipulacion

(Figura 1).

Figura 1 Figura 3

NOTA: Si usted documentara la evolucion del tamafio de la lesion utilizando un microémetro
digital Mitutoyo, ahora es el momento para medir el grosor de la piel atin no infectada (grosor
de piel sana; dia 0).

10- Una vez colocado el ratéon en la campana de flujo laminar, tomar un trozo de Parafilm en
forma de cuadro y colocarlo a un lado del ratén.

11- Tomar la pipeta automatica de 2-20 pL, tomar 20 pL del vial con el indculo de Leishmania
mexicana y descargarlo sobre el cuadrado de Parafilm (Figura 2).

12- Aspirar el indculo de 20 pL utilizando una jeringa de 30G estéril (Figura 2 y 3).

13- Con la ayuda de las pinzas que usted mejor maneje, tomar la piel del ratén donde se vaya a
inocular. Tirar gentilmente la piel hacia arriba e introducir la jeringa al ras (Figura 4).
Descargar el contenido lentamente y dar un giro de 180° a la jeringa previo a su extraccion.
Extraer la jeringa (Figura 5).

14- Regresar al raton a su caja sin realizar limpieza del sitio de inoculacion.
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Figura 4

Las infecciones se realizaron inoculando 1x10° de promastigotes metaciclicos de Leishmania
mexicana en su noveno dia de cultivo (fase estacionara de crecimiento del parasito) en un

volumen de 20 pL de Solucion CS estéril por via intradérmica en la regioén dorsal del tronco.

7.2.7 Seguimiento de la evolucion de lesion y pesaje de raton infectado con Leishmania

mexicana.

1- Tomar la jaula con el ratén que se pretende medir y colocarla sobre la mesa de trabajo.

2- Anestesiar al raton utilizando la jeringa de 25G previamente preparada administrando el
anestésico por via intraperitoneal.

3- Rasurar y depilar al raton de la manera antes descrita. La depilacion se realiza cada 15 dias.

4- Colocar al raton gentilmente sobre la bascula y documentar su peso.

5- Colocar al raton sobre un fondo blanco para fotodocumentar la lesion.
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6- Medir la lesion utilizando el calibrador dial Vernier, midiendo los ejes: X, Y y Z.

7- Medir la lesion utilizando el micrometro digital Mitutoyo. Con ayuda de unas pinzas
operadas con la mano no dominante, tomar la piel 1 cm en direccion craneal al sitio que se
desea medir y gentilmente tirar en direccion opuesta al raton (Figura 1).

8- Con la mano dominante, tomar el micrometro, presionar la palanca para retraer el tornillo
medidor, colocar el espacio de medicion del micrometro entre la piel que se desea medir y
lentamente dejar de presionar la palanca del micrometro (Figura 2).

9- Documentar.

Figura 1 Figura 2

7.2.8 Obtencion de antigeno particulado de Leishmania mexicana.

A partir de un cultivo de Leishmania mexicana.

1- Tomar el frasco con el cultivo del parasito Leishmania mexicana y siguiendo la metodologia
antes descrita: “Conteo y ajuste de concentracion de cultivo de Leishmania mexicana”
(Paso 1 a 21) centrifugar, resuspender en medio suplementado fresco, contar los parésitos

del frasco y volver a sembrar.
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Repetir el procedimiento cada 4 dias hasta obtener la cantidad de parasitos deseada (En este
caso, el antigeno se obtuvo a partir de un cultivo de 3,265,000,000 parésitos).

Una vez obtenida la cantidad de parasitos deseada, transferir los parasitos a un tubo conico
para centrifuga y centrifugar a 1,500 rpm durante 10 minutos.

Tomar el tubo conico centrifugado y decantar el sobrenadante.

Resuspender el pellet con Solucion CS y volver a centrifugar a 1,500 rpm durante 10 minutos
(repetir tres veces).

Tomar el tubo conico centrifugado y decantar el sobrenadante.

Resuspender el pellet con Solucion CS hasta llegar a una concentracion de 250 x 10°
parasitos/mL.

Transferir parésitos a crioviales y congelar a -80°C.

Documentar el volumen y concentracion al que se almacenaron los parasitos.

7.2.9 Curva de crecimiento del parasito Leishmania mexicana.

1-

Preparar medio de cultivo fresco siguiendo la metodologia antes descrita: “Preparacion de
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado para el cultivo de Leishmania mexicana”.
Descongelar 2 viales de parasitos criopreservados a -80°C siguiendo la metodologia antes
descrita: “Descongelar promastigotes de Leishmania mexicana almacenados a -80°C
criopreservados con DMSO”.

48 horas después de descongelados y sembrados los parasitos, realizar un conteo y ajuste de
medio siguiendo la metodologia antes descrita: “Conteo y ajuste de concentracion de
cultivo de Leishmania mexicana” (Pasos 1 al 22).

Llevar los parasitos a una concentracion de 1.5 x 109/mL.

Tomar 3 placas de cultivo celular de 24 pocillos estériles y catalogar “#1, #2 y #3”.
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6- Agregar 500 uL. de volumen del cultivo en cada pozo (750,000 parasitos/pozo) utilizando

unicamente 8 pozos por placa (Figura 1).

Figura 1
7- Una vez sembradas las 3 placas de cultivo, sellarlas con parafilm e incubar a 25°C.

8- 24 horas después del comienzo de incubacion, encender la campana de flujo laminar y
limpiar las superficies de la campana con Etanol al 70%.

9- Tomar una gradilla para tubos de 200-1000 pL y colocarla dentro de la campana de flujo
laminar.

10- Una vez dentro de la campana, colocar 2 tubos Eppendorf de 200 pL en la gradilla.

11- Agregar 90 pL de formaldehido al 1% a cada tubo Eppendorf de 200 pL.

12- Tomar la “Placa #1” de la incubadora y transferirla a la campana de flujo laminar, por ningin
motivo destapar la placa fuera de la campana.

13- Abrir la placa dentro de la campana de flujo laminar.

14- Agregar 1.5mL de solucién salina estéril fria al primer pocillo catalogado “Dia 17,

15- Homogenizar durante 1 minuto.

16- Tomar 10 pL del homogenizado de 2 mL y agregarlos a uno de los dos tubos Eppendorf de

200 pL previamente preparados con 90 uL de formaldehido al 1%.
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17- Homogenizar.

18- Tomar 10 pL del homogenizado y cargar un lado de la cdmara doble de Neubauer, volver a
tomar 10 puL del homogenizado y cargar el otro lado de la cdmara.

19-Realizar el conteo de parésitos de la manera previamente descrita en la metodologia:
“Conteo y ajuste de concentracion de cultivo de Leishmania mexicana” y documentar
los resultados.

20- Repetir el procedimiento contando los parasitos del otro lado de la camara doble.

21- Limpiar la camara de Neubauer.

22- Repetir los pasos (14-20) para el segundo pozo catalogado “Dia 1.

23- Al finalizar, tomar el contenido de los pocillos catalogados “Dia 1” y desecharlo.

24- Sellar la placa de cultivo celular con parafilm y volver a colocar en la incubadora a 25°C.

25- Repetir el procedimiento cada 24 horas durante 12 dias.

7.2.10 Reaccion de hipersensibilidad tardia (DTH)

1- Preparar antigeno particulado a partir de parasito Leishmania mexicana siguiendo la
metodologia antes descrita: “Obtencion de antigeno particulado de Leishmania
mexicana’.

2- Formar 3 grupos de 4 ratones hembra de 6-8 semanas de edad cada grupo. Los grupos se
forman con base en el peso de los ratones y se separan minimo 5 dias antes de comenzar el

experimento. Este experimento obedece la siguiente linea del tiempo:

Sensibilizacion
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Sensibilizacion:

3-

10-

A partir de los crioviales almacenados a -80°C con antigenos de Leishmania mexicana a una
concentracion de 250x 106 parasitos/mL, calcular la cantidad de volumen a descongelar para
obtener un indculo de 1.5 mL a una concentracion de 1x107 parasitos/100 pL, completar el
volumen con Solucién CS estéril.

Una vez formado el in6culo para la sensibilizacion, descender al bioterio.

Tomar las 3 cajas con los 12 ratones que seran sensibilizados y colocarlas sobre la mesa de
trabajo. Para este procedimiento no es necesario que los ratones estén anestesiados.

Tomar un trozo de Parafilm en forma de cuadro y colocarlo a un lado del raton.

Con la pipeta automatica de 1-100 pL, tomar 100 pL del vial con el in6culo de antigenos de
Leishmania mexicana y descargarlo sobre el cuadrado de Parafilm (Figura 1).

Aspirar el inoculo de 20 pL utilizando una jeringa de 27G estéril (Figura 2).

Inocular 50 pL en cada flanco de cada raton por via subcutinea (5x10° antigenos en cada

flanco, para un total de 1x107 por ratdn) y regresarlos a sus cajas (Figura 3).

Esperar 7 dias.

Reto:

11-

Siente dias después, a partir de los crioviales almacenados a -80°C con antigenos de

Leishmania mexicana a una concentracion de 250x 10° parasitos/mL, calcular la cantidad de
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volumen a descongelar para obtener tres indculos de 100uL a tres concentraciones
diferentes:

e 1x10° parasitos/20uL

e 3x10° parasitos/ 20uL

e 5x10° parasitos/20uL

12-Una vez formados los 3 inoculos para el reto, descender al bioterio (Para llegar a la
concentracion adecuada completar el volumen con Solucion CS estéril de ser necesario).

13- Tomar las 3 cajas con los 12 ratones que seran retados y colocarlas sobre la mesa de trabajo.

14- Anestesiar a los ratones del primer grupo utilizando una jeringa de 25G previamente
preparada y administrar el anestésico por via intraperitoneal.

15- Una vez anestesiado medir el grosor de ambas orejas de cada raton utilizando el micréometro
digital Mitutoyo y documentarlo (Figura 4).

16- Tomar un trozo de Parafilm en forma de cuadro y colocarlo a un lado del raton.

17- Con la pipeta automatica de 1-100 pL, tomar 20 pL del vial con el indculo de antigenos de
Leishmania mexicana y descargarlo sobre el cuadrado de Parafilm (Figura 1).

18- Aspirar el in6culo de 20 pL utilizando una jeringa de 30G estéril (Figura 2).

19- Inyectar 20 pL del indculo de 1x10° parésitos/20uL por via intradérmica en la oreja derecha
de cada raton del primer grupo e inyectar 20 pL de Solucién CS por via intradérmica en la
oreja contralateral y regresarlos a sus cajas (Figura 5). Se utiliza una jeringa por grupo para
inocular los antigenos y otra jeringa diferente por grupo para inocular la Solucién CS.

20- Anestesiar a los ratones del segundo grupo de la manera previamente descrita.

21- Medir el grosor de ambas orejas de cada raton y documentarlo.
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22-Con ayuda de una pinza y repitiendo la técnica antes descrita, inyectar 20 pL del indculo a
una concentracion de 3x10° parasitos/20 pL por via intradérmica en la oreja derecha de cada
raton e inyectar 20 pL de Solucion CS por via intradérmica en la oreja contralateral y
regresarlos a sus cajas.

23- Anestesiar a los ratones del tercer grupo de la manera previamente descrita.

24- Medir el grosor de ambas orejas de cada ratén y documentarlo.

25-Inyectar 20 pL del indculo a una concentracion de 5x10° parasitos/20 pL por via
intradérmica en la oreja derecha de cada raton e inyectar 20 pL. de Solucion CS por via
intradérmica en la oreja contralateral y regresarlos a sus cajas.

26- Esperar 2 dias.

27-48 horas mas adelante, sacrificar a los ratones de cada caja, medir el grosor de las orejas

utilizando el micrometro digital Mitutoyo y documentar los resultados (Figura 4).

7.2.11 Supresion de la reaccion de hipersensibilidad tardia (DTH) por exposicion a luz
UVB.
1- Designar un area especifica en el laboratorio donde se montard la lampara solar emisora de

UVB.
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Delimitar la zona donde se colocaran a los ratones que seran irradiados utilizando el
radiometro digital UVP-UVX realizando mediciones de emision de UVB para que todos los
ratones reciban la misma cantidad de radiacion ultravioleta.

Una vez delimitada la zona de méxima emision de la lampara solar, nuevamente utilizando
el radiometro digital UVP-UVX determinar la distancia a la que se colocaran los ratones.
Acomodar la ldmpara y la superficie donde se colocara a los ratones de manera que éstos
reciban una dosis de 25mJ/cm? al cabo de dos minutos de exposicion.

Formar 3 grupos de 4 ratones hembra de 6-8 semanas de edad cada grupo. Los grupos se
forman con base en el peso de los ratones y se separan minimo 5 dias antes de comenzar el

experimento. Este experimento obedece la siguiente linea del tiempo:

—> —_— | | —

6-

Los ngsX,p@Siaeai 6T'Tuiente manera:

UVB+ Sensibilizacién Reto Solucién CS estéril

25 mJ/cm? UVB a v v v

62.5 mJ/cm> UVB

v

v
Control + v v /
v

Control — v

O-

10-

Pasados los 5 dias de separacion, descender al bioterio, tomar las 3 cajas con los 12 ratones
y colocarlas sobre la mesa de trabajo.

Anestesiar a todos los ratones utilizando jeringas de 25G previamente preparadas
administrando el anestésico por via intraperitoneal (1 jeringa por grupo).

Rasurar toda la espalda de los ratones utilizando la maquina profesional de motor para corte.

Depilar a los ratones utilizando crema depilatoria Veet de la manera antes descrita.
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11- Colocar a los 4 ratones del grupo “62.5 mJ/cm? UVB” debajo de la lampara solar y cubrir

sus orejas y una franja horizontal de la region dorsal del tronco utilizando papel carton

(Figura 1y 2).

12- Encender la ldmpara solar durante 5 minutos hasta llegar a una dosis de exposiciéon de UVB
de 62.5 mJ/cm?.

13- Regresar a los ratones a sus jaulas.

14- Repetir el procedimiento con el grupo “25 mJ/cm? UVB”, este grupo estara expuesto 2
minutos hasta llegar a una dosis de exposicion de UVB de 25mJ/cm?.

15- El grupo “Control +” no se expone a radiacion ultravioleta y se regresa a su caja. El grupo
“Control —” estd conformado por las orejas contralaterales de todos los ratones a las que se
les inoculard Solucion CS como reto como se describid en la metodologia “Reaccion de
hipersensibilidad tardia (DTH)”.

16- Cuatro dias después de la exposicion a UVB, se continta con la metodologia antes descrita:

“Reaccion de hipersensibilidad tardia (DTH)”.

7.2.12 Sacrificio de ratones y obtencion de tejido cutaneo para su analisis.
Seglin la NOM-062-Z0O0-1999, la dislocacion cervical manual ejecutada apropiadamente es un

método que induce inconsciencia rapidamente en el animal y no contamina los tejidos con
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sustancias quimicas. Esto lo hace un método de eutanasia apropiado y permitido en el campo de

investigacion siempre y cuando el animal pese menos de 200 gr.

1- Realizando movimientos gentiles pero firmes, tomar al raton por la base de la cola con la
mano no dominante y colocarlo sobre la rejilla de su jaula, instintivamente el animal va a
sujetarse de la rejilla.

2- Tirar gentilmente de la base de la cola en direccién caudal, esto ocasionara que el raton
extienda el dorso y exponga la region cervical (Figura 1).

3- Colocar los dedos indice y pulgar de la otra mano justo debajo de la base del craneo.

4- Traccionar con la mano que sujeta la base de la cola en direccion caudal y empujar con la
mano que sujeta la base del craneo en direccion craneal al mismo tiempo de manera firme y

contundente para ocasionar la dislocacion cervical (Figura 2).

5- Para la obtencién de 6rganos linfoides consultar Anexo 13.6 “Obtenciéon de Organos
Linfoides”.

6- Para la obtencion de una lesion cutanea, rasurar y depilar al raton de la manera previamente
descrita.

7- Colocar al ratén en posicion de decubito prono sobre la tabla de diseccion y se clavan las

cuatro extremidades extendidas con alfileres o agujas a la tabla.
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8- Con una pinza curva operada con la mano no dominante se toma la piel a 1 cm de distancia
en direccion craneal de la base de la cola siguiendo la linea media, se tracciona hacia el
operador y se realiza una pequefia incision con tijera operada por la mano dominante.

9- En la incisién se introducen las tijeras cerradas y se abren para separar la piel de los planos
profundos, la separacion de la piel de los planos profundos se debe realizar en la extension
que sea necesaria para cubrir la linea punteada de la Figura 3.

10- Una vez separada la piel, se corta siguiendo la linea punteada y se transfiere a una caja de
Petri previamente adicionada con Tissue-Tek O.C.T. (Figura 3).

11- En la caja de Petri utilizando un bisturi se corta el exceso de piel sin cortar la lesion.

12- Se transfiere el tejido lesional a un molde de aluminio previamente llenado con Tissue-Tek

y se coloca de forma vertical (Figura 3).

Lesion

S o

Molde de aluminio Molde de aluminio

Molde de aluminio Vista frontal Vista lateral

Piel obtenida de raton infectado

Raton C57BL/6 infectado con L. mex

13- De estar trabajando con un grupo experimental de 3 ratones, repetir el procedimiento y
colocar los tejidos cutaneos obtenidos uno detrés de otro como se observa en la Figura 3.
14- Esperar 20 minutos.

15- Almacenar el molde de aluminio con el tejido a -80°C.
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7.2.13 Determinacion de carga parasitaria por dilucion limitante.

10-

11-

12-

Encender la campana de flujo laminar. (Deben transcurrir al menos 15 minutos).

Limpiar las superficies de la campana con Etanol al 70%.

Asegurarse de tener todo el material listo y al alcance.

Preparar medio de cultivo fresco siguiendo la metodologia antes descrita: “Preparacion de
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado para el cultivo de Leishmania mexicana ™.
Preparar las soluciones necesarias para llevar a cabo la metodologia (Anexo 10.1.6).
Sacrificar al grupo de ratones que se pretende analizar siguiendo la metodologia antes
descrita: “Sacrificio de ratones y obtencion de tejido cutdneo para su analisis” y detenerse
en el paso #7.

Trasladar al raton sacrificado a la campana de flujo laminar y colocarlo sobre gasas estériles.
Realizar asepsia de la lesion y tejido circundante con gasas estériles e isodine.
Manteniendo la esterilidad, con una pinza curva operada con la mano no dominante se toma
lapiel a I cm de distancia en direccion craneal de la base de la cola siguiendo la linea media,
se tracciona hacia el operador y se realiza una pequefia incision con tijera operada por la
mano dominante.

En la incision se introducen las tijeras cerradas y se abren para separar la piel de los planos
profundos, la separacion de la piel de los planos profundos se debe realizar en la extension
que sea necesaria para cubrir el area de la lesion.

Cortar la piel con la lesion y colocarla sobre una caja de Petri estéril, cortar el exceso de piel
y disgregar la lesion lo mejor posible utilizando un bisturi.

Recuperar el tejido disgregado con 1 mL de “Solucion de trabajo” y transferirlo al tubo con

la solucion de trabajo.
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13- Incubar durante 1 hora a 37°C sobre el agitador mecanico basculante.
14- Posteriormente agregar 1 mL de medio de cultivo RPMI suplementado y catalogar el tubo:
“Lesion disgregada”.

15- Afiadir medio RPMI suplementado a una placa de cultivo de 96 pocillos estéril como se

observa en la Figura 1. T2z 5 4 5 5 7 8 5 1 1B

16- Afiadir 20 pL de la solucién “Lesion disgregada™ a los pocillos 1A, 1B, 1C y 1D, en este
momento el panorama debe lucir de la siguiente manera (Figura 2).

17- Realizar una dilucién seriada del contenido de los pocillos 1A, 1B, 1C y 1D, transfiriendo
100 pL de cada pocillo a lo largo de la placa como se muestra en la Figura 3. El pocillo 1A
sera disuelto a lo largo de la fila A y posteriormente la fila E. El pocillo 1B sera disuelto a
lo largo de la fila B y posteriormente la fila F. El pocillo 1C sera disuelto a lo largo de la fila
C y posteriormente G. El pocillo 1D sera disuelto a lo largo de la fila D y posteriormente H.

18- Al llegar a la columna con los pocillos E12, F12, G12, H12, realizar la Gltima dilucién y

desechar los 100 puL sobrantes.

1 2 3 4 6 8 9 10 11 12

Continua fila A

Continua fila B

Continua fila C

T O pmMm OO W >

Continua fila D

Figura 2 Figura 3
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19- Anadir 100 pL de medio RPMI suplementado a todos los pocillos para obtener un volumen
final de 200 pL en cada pocillo.

20- Colocar la tapa y sellar con parafilm.

21-Incubar 7 dias a 25°C.

22- Transcurridos los 7 dias, revisar cada pocillo de la placa en un invertoscopio para determinar
la presencia o ausencia de parésitos en ese pocillo, la presencia de al menos un parésito es
suficiente para considerar ese pocillo como “positivo”. Se clasifican “negativos” los pocillos

ausentes de parasitos (Figura 4).
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Figura 4
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23-Los datos correspondientes al nimero de pocillos negativos se agregan a un software que
arroja la concentracion total de parasitos y el valor de logl0 (Anexo 13.2).
7.2.14 Cortes de tejido cutaneo congelado y tincion de Hematoxilina y Eosina y Azul de
Toluidina.
1- Una vez obtenido el molde con el tejido congelado (Paso #15 de metodologia antes descrita:
“7.2.12 Sacrificio de ratones y obtencion de tejido cutdneo para su andlisis”.) encender el
Criostato Microtomo.

2- Ajustar la temperatura de la cdmara a -35°C y de la base de corte a -28°C.
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3- Esperar aproximadamente 30-60 minutos para que el criostato microtomo descienda a la
temperatura asignada.

4- Montar el tejido congelado en el criostato microtomo y destazar el exceso de Tissue-Tek
con cortes gruesos hasta llegar al tejido de interés.

5- Al llegar al tejido de interés, modificar el grosor de corte a 3-5 pm.

6- Recuperar los cortes con laminillas previamente tratadas (Figura 1).

:

7- Sumergir la laminilla en agua bidestilada para remover el Tissue-Tek.
8- Para la tincién de Hematoxilina y Eosina se sigue el siguiente protocolo:
a. Sumergir la laminilla en Hematoxilina de Mayer durante 70 segundos.
b. Realizar un lavado con agua corriente durante 10 segundos.
c. Sumergir en Eosina durante 12 segundos.
d. Lavado con agua corriente 5 segundos.
e. Sumergir en Etanol al 70% 15 veces.
f.  Sumergir en Etanol al 95% 15 veces.
g. Sumergir en Etanol al 100% durante 2 minutos.
h. Sumergir en Etanol al 100% durante 2 minutos.
i.  Sumergir en Xilol durante 3 minutos.

J. Agregar una gota de Vecta Mount sobre el tejido y cubrirlo con un cubreobjetos.
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k. Presionar gentilmente el cubreobjetos para remover las burbujas.
9- Para la tincion de Azul de Toluidina se sigue el siguiente protocolo:
a. Sumergir la laminilla en Azul de Toluidina durante 3 minutos.
b. Realizar 3 lavados en agua destilada de 5 segundos cada uno.
c. Sumergir en Etanol al 95% 10 veces.
d. Sumergir en Etanol al 100% 10 veces.
e. Sumergir en Etanol al 100% 10 veces.
f.  Sumergir en Xilol durante 3 minutos.
g. Sumergir en Xilol durante 3 minutos.
h. Agregar una gota de Vecta Mount sobre el tejido y cubrirlo con un cubreobjetos.
i. Presionar gentilmente el cubreobjetos para remover las burbujas.
7.2.15 Analisis histopatologico.
1- Se obtiene el tejido de lesion de la manera previamente descrita en: “7.2.12 Sacrificio de
ratones y obtencion de tejido cutdneo para su analisis” y se congela a -80°C.
2- Se monta en el criostato, se realizan cortes y se tifien con H&E de la manera previamente
descrita en: “7.2.14 Cortes de tejido cutaneo congelado y tincion de Hematoxilina y Eosina
y Azul de Toluidina”
3- Se observa el tejido bajo el microscopio para el andlisis a diferentes objetivos y se realizan
micrografias de estructuras y hallazgos representativos de cada grupo.
4- A partir de multiples micrografias panoramicas a 4x, se realiza una reconstruccion de la

lesion completa en Power Point para representar lo observado (Figura 1).
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Figura 1

7.2.16 Analisis semicuantitativo para determinar cantidad de parasitos en la lesion.

1- Se obtiene el tejido de lesion de la manera previamente descrita en: “7.2.12 Sacrificio de
ratones y obtencion de tejido cutdneo para su analisis” y se congela a -80°C.

2- Se monta en el criostato, se realizan cortes y se tiilen con H&E de la manera previamente
descrita en: “7.2.14 Cortes de tejido cutaneo congelado y tincion de Hematoxilina y Eosina
y Azul de Toluidina”.

3- Se observa el tejido bajo el microscopio a 100x y se cuentan los parasitos observados en 3

campos microscopicos, en 3 ratones de cada grupo como minimo.

Nota: La manera adecuada y recomendada de determinar la carga parasitaria en una lesion es a
través de la técnica previamente descrita: “7.2.13 Determinacion de carga parasitaria por
dilucion limitante.” El andlisis semicuantitativo sirve el proposito Unico de tener una

aproximacion de la cantidad de parasitos y visualizacion de su distribucion en las lesiones.
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7.2.17 Analisis de distribucion y porcentaje de degranulacion de mastocitos en la lesion.

1-

Se obtiene el tejido de lesion de la manera previamente descrita en “7.2.12 Sacrificio de
ratones y obtencion de tejido cutdneo para su analisis” y se congela a -80°C.

Se monta en el criostato, se realizan cortes y se tifien con Azul de Toluidina de la manera
previamente descrita en “7.2.14 Cortes de tejido cutdneo congelado y tincion de
Hematoxilina y Eosina y Azul de Toluidina”

Se observa el tejido bajo el microscopio a 40x para identificar la distribucion inicial de los
mastocitos en la lesion y tejido cutaneo circundante.

Se realiza una reconstruccion de la lesion completa a partir de multiples micrografias

panoramicas a 4x (Figura 1).

Figura 1

Una vez realizada la reconstruccion de la lesion completa, nuevamente se observa el tejido
bajo el microscopio a 40x o 100x y se identifica el estado morfolégico de los mastocitos, al
mismo tiempo, en el ordenador se observa la reconstruccion de la lesion.

Dependiendo del estado de degranulacion morfologico, se le otorga un color falso a cada

mastocito (Figura 2 y 3).
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7- Se realiza un conteo del total de mastocitos en cada lesion por grupo y el porcentaje de

mastocitos en sus diferentes estados morfoldgicos del total de mastocitos por lesion.

Figura 2

Figura 3

7.2.18 Inmunohistoquimica para IL-10+, IFN-Y+, MOMA2+, CD4+ y CD8+ en la lesion

cutanea.

Antes de realizar la inmunohistoquimica es importante tomar en cuenta lo siguiente:

Es necesario preparar varias soluciones, ver: “Anexo 13.1 Preparacion de Soluciones”.

El anélisis de diferentes poblaciones celulares utilizando diferentes anticuerpos primarios

requiere la preparacion y uso de diferentes buffers de bloqueo de peroxidasa, ver: “Anexos

13.1.10y 13.1.11".

La concentracion del anticuerpo primario depende de la poblacion celular que se pretende

analizar y el tamafio de la lesion ver: “Anexo 13.1.12 Anticuerpo primario para

inmunohistoquimica (IL-10 1:200, IFN 1:250, MOMAZ2 1:250, CD4 1:200 y CDS8 1:200)”.

El tiempo de incubacion del anticuerpo primario depende de la concentracion del mismo y

del tamaiio de la lesion.
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La laminilla que serd analizada debe tener en el extremo contrario un corte secuencial que
servird como control negativo. A este tejido se le realizara todo el procedimiento a
continuacion descrito, excepto agregar el anticuerpo primario.

Obtener el tejido de lesion de la manera previamente descrita en: “7.2.12 Sacrificio de
ratones y obtencion de tejido cutdneo para su analisis” y congelar a -80°C.

Montar en el criostato, realizar cortes y montar en laminillas de la manera previamente
descrita en: “7.2.14 Cortes de tejido cutaneo congelado y tincion de Hematoxilina y Eosina
y Azul de Toluidina” los cortes se pueden almacenar a 4°C o -20°C.

Al dia siguiente, tomar las laminillas que seran procesadas y dejarlas secar durante 20
minutos a temperatura ambiente en una canastilla para 12 laminillas.

Pasados los 20 minutos, retirar las laminillas de la canastilla con ayuda de una pinza y
sumergirlas en un contenedor con acetona fria durante 10 minutos dentro del congelador de
-20°C.

Retirar las laminillas del contenedor con acetona y colocarlas en una canastilla para 24
laminillas, dejar secar a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Transcurridos los 20 minutos, sumergir las laminillas en 250 ml de PBS pH 7.2-7.4 durante
10 minutos. Escurrir el exceso de PBS.

A partir de este momento, el tejido no debe secarse.

Transcurridos los 10 minutos, sumergir las laminillas en 250 mL de Buffer de bloqueo de
peroxidasa durante 10 minutos. El buffer varia dependiendo el anticuerpo primario que se
utilice. Ver Anexo 13.1.9 (anticuerpos: CD4, CD8 en H>O, PBS 0.3%) y 13.1.10
(anticuerpos: IL-10, MOMA2, IFN-y IL H2O2 -MeOH 0.3 %). Escurrir el exceso de Buffer

sobre papel secante.
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8- Transcurridos los 10 minutos, sumergir las laminillas en 250 mL de PBS pH 7.2-7.4 durante
5 minutos, dos veces. Escurrir el exceso de Buffer sobre papel secante.

9- Con mucho cuidado colocar las laminillas en una cdmara humeda acostadas con el tejido
hacia arriba y anadir 200 pL de Buffer de bloqueo (suero humano) sobre cada seccion.

10- Cerrar la camara humeda e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

11- Transcurridos los 30 minutos, retirar el exceso de buffer inicamente ladeando las laminillas
sobre papel secante.

12- Volver a colocar las laminillas en la cAmara hiimeda y afiadir 150 pL del anticuerpo primario
a una dilucion de 1:200 o 1:250 utilizando el buffer de dilucién de anticuerpo primario. Ver
Anexo 13.1.7 para la preparacion de buffer de anticuerpo primario y Anexo 13.1.12 para
conocer la dilucion de cada anticuerpo primario.

13- Colocar un cuadro de Parafilm sobre cada tejido para evitar que se seque y cerrar la cdmara
humeda.

14- Trasladar la camara himeda al refrigerador de 4°C y dejar incubando durante al menos 12
horas.

15- Transcurridas las 12 horas, retirar la cAmara humeda del refrigerador, destaparla y remover
el Parafilm de las laminillas.

16- Colocar las laminillas en una canastilla para 24 laminillas y enjuagarlas sumergiéndolas en
250 mL de PBS pH 7.2-7.4 dos veces 5 minutos cada vez. Escurrir el exceso de buffer sobre
papel secante.

17- Volver a colocar las laminillas boca arriba en una cdmara himeda y afiadir 150 pL del
anticuerpo secundario Anti-Rat IgG a cada seccion de tejido en una dilucion 1:2000

utilizando el buffer de dilucion para Anticuerpo Secundario (ver Anexo 10.1.13).
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18- Colocar la tapa y dejar incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

19- Colocar las laminillas en una canastilla para 24 laminillas y enjuagarlas sumergiéndolas en
250 mL de PBS pH 7.2-7.4 dos veces 5 minutos cada vez. Escurrir el exceso de buffer sobre
papel secante.

20- Volver a colocar las laminillas boca arriba en una camara humeda y afiadir 150 pLL de Strp-
HRP a cada seccion de tejido en una dilucion 1:1000 utilizando PBS de sobre (ver Anexo
10.1.14).

21- Colocar la tapa, cubrir la camara de la luz y dejar incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

22- Colocar las laminillas en una canastilla para 24 laminillas y enjuagarlas sumergiéndolas en
250 mL de PBS pH 7.2-7.4 dos veces 5 minutos cada vez. Escurrir el exceso de buffer sobre
papel secante.

23-Volver a colocar las laminillas boca arriba y afiadir 150 pLL de Sustrato-Cromdgeno (Para su
preparacion ver Anexo 13.1.15). En este paso es importante observar bajo el microscopio el
proceso de revelado para saber cuando detener la reaccion.

24- Decantar el exceso del Sustrato-Cromogeno y detener la reaccion agregando 1 mL de PBS
pH 7.2-7.4.

25- Enjuagar las laminillas con agua corriente durante 10 segundos.

26- Afiadir 300 pL. de Nuclear Fast Red sobre cada tejido. Dejar actuar durante 10 segundos y
volver a enjuagar con agua corriente durante 10 segundos.

27- Sumergir en Etanol al 70% 15 veces.

28- Sumergir en Etanol al 95% 15 veces.

29- Sumergir en Etanol al 100% durante 2 minutos.

30- Sumergir en Etanol al 100% durante 2 minutos.
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31- Sumergir en Xilol durante 3 minutos.

32- Agregar una gota de Vecta Mount sobre el tejido y cubrirlo con un cubreobjetos.

33- Presionar gentilmente el cubreobjetos para remover las burbujas.

7.2.19 Analisis de células IL-10+, IFN-y+, MOMA2+, CD4+ y CD8+ en la lesion cutanea

por Inmunohistoquimica.
Se obtiene el tejido de lesion de la manera previamente descrita en: “7.2.12 Sacrificio de
ratones y obtencion de tejido cutdneo para su analisis” y se congela a -80°C.
Se monta en el criostato, se realizan cortes de la manera previamente descrita en: “7.2.14
Cortes de tejido cutdneo congelado y tincion de Hematoxilina y Eosina 'y Azul de Toluidina”
Se realiza la técnica de inmunohistoquimica de la manera previamente descrita en: “7.2.18
Inmunohistoquimica para IL-10+, IFN-y+, MOMA2+, CD4+ y CD8+ en la lesion
cutanea.”
El analisis cuantitativo de células se realiza contando el nlimero de células inmunomarcadas
en 10 campos microscopicos a 40x.

Todos los analisis deben realizarse por triplicado.

7.2.20 Analisis de porcentaje de IL-10 e IFN-y en la lesion cutianea por

1-

2-

Inmunohistoquimica.
Se obtiene el tejido de lesion de la manera previamente descrita en: “7.2.12 Sacrificio de
ratones y obtencion de tejido cutdneo para su analisis” y se congela a -80°C.
Se monta en el criostato, se realizan cortes de la manera previamente descrita en: “7.2.14
Cortes de tejido cutaneo congelado y tincion de Hematoxilina y Eosina y Azul de

Toluidina”.
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Se realiza la técnica de inmunohistoquimica de la manera previamente descrita en: “7.2.18
Inmunohistoquimica para IL-10+, IFN-y+, MOMA2+, CD4+ y CD8+ en la lesion cutanea”.
El andlisis de porcentaje de citocina en tejido lesional se realiza utilizando el programa
GIMP.

Para esto es necesario tomar 3 micrografias representativas de cada lesion a evaluar,
cargarlas en el programa, y seleccionar los pixeles que representen un inmunomarcaje
positivo en la micrografia.

Comparar la cantidad de pixeles inmunomarcados contra el resto de los pixeles no
inmunomarcados en la micrografia y determinar el porcentaje que representa el
inmunomarcaje.

Todos los analisis deben realizarse por triplicado.

7.2.21 Inmunosupresion sistémica inducida por ciclofosfamida.

El esquema de inmunosupresion sistémica inducida por ciclofosfamida aplicado al grupo de

ratones “CP + L. mex” consistié en administrar 1 dosis (150 mg/kg de peso) de ciclofosfamida

por via intraperitoneal cada 7 dias a cada uno de los ratones pertenecientes al grupo. La primer

dosis de ciclofosfamida se administro el dia de la infeccion.
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8. Resultados

8.1 Curva de crecimiento del parasito Leishmania mexicana.

En un escenario silvestre cuando la mosca vector transmisora de Leishmania spp. introduce su
proboscide y regurgita al parasito, no regurgita a un grupo de pardsitos con un 100% de
viabilidad, si no que ésta regurgita parasitos vivos, pardsitos muertos e incluso parasitos
fragmentados. Se ha demostrado que la proporcion de parasitos vivos:muertos se encuentra
aproximadamente en un 70:30, es decir, 70% parésitos vivos, 30% parasitos muertos en el
inoculo, y esta proporcion juega un papel importante en el establecimiento de la infeccion.

Para replicar las condiciones silvestres en el laboratorio, fue necesario realizar una curva de
crecimiento del parasito para conocer su comportamiento en el cultivo y poder identificar las
fases de crecimiento que reflejan el porcentaje de viabilidad. Se sabe que la fase estacionaria es

donde sucede la proporcion deseada 70:30 y la forma infectante del parasito (Figura 1).
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Figura 1. Curva de crecimiento del parasito Leishmania mexicana. En 3 placas de cultivo celular de 24
pocillos se sembraron promastigotes del parésito Leishmania mexicana a una concentracién de 1.5 x 10%/mL. Se
contaron los parasitos todos los dias durante 12 dias por triplicado. En la curva de crecimiento se identifican las
4 fases de crecimiento: latencia (dias 1-3), exponencial (3-5), estacionaria (5-10), muerte celular (10-12).
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8.2 Identificacion de la fase de mayor infectividad del parasito en la curva de crecimiento.
Con base en el comportamiento observado en la curva de crecimiento, se decidié tomar parasitos
en los dias 5, 7, 9 y 11 de cultivo (fase estacionaria y de muerte celular) e infectar 4 grupos de
3 ratones C57BL/6 cada grupo con la misma concentracion de parasitos, siendo la unica
diferencia el dia del cultivo en el que se realizo la infeccion. Se le dio seguimiento a las lesiones

de todos los grupos durante 30 dias, realizando mediciones cada 5 dias (Figuras 2-6).
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Figura 2. Ratones infectados con 1x107 de promastigotes de L. mexicana en el dia 5 de cultivo. Se infectaron
3 ratones hembra de la cepa C57BL/6 de 8-10 semanas de edad y se les dio seguimiento durante 30 dias midiendo
la lesion cada 5 dias. A) Tamaiio de la lesion (mm) en funcion del tiempo. B) Raton representativo del grupo.
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Figura 3. Ratones infectados con 1x107 de promastigotes de L. mexicana en el dia 7 de cultivo. Se infectaron

3 ratones hembra de la cepa C57BL/6 de 8-10 semanas de edad y se les dio seguimiento durante 30 dias midiendo
la lesion cada 5 dias. A) Tamaiio de la lesion (mm) en funcion del tiempo. B) Raton representativo del grupo.
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Figura 4. Ratones infectados con 1x107 de promastigotes de L. mexicana en el dia 9 de cultivo. Se infectaron
3 ratones hembra de la cepa C57BL/6 de 8-10 semanas de edad y se les dio seguimiento durante 30 dias midiendo
la lesion cada 5 dias. A) Tamaiio de la lesion (mm) en funcion del tiempo. B) Raton representativo del grupo.
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Figura 5. Ratones infectados con 1x107 de promastigotes de L. mexicana en el dia 11 de cultivo. Se infectaron
3 ratones hembra de la cepa C57BL/6 de 8-10 semanas de edad y se les dio seguimiento durante 30 dias midiendo
la lesion cada 5 dias. A) Tamaiio de la lesion (mm) en funcion del tiempo. B) Raton representativo del grupo.
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Figura 6. Ratones infectados con 1x107 de promastigotes de L. mexicana en los dias 5,7, 9 y 11 de cultivo.
Se infectaron 3 ratones de cada grupo y se les dio seguimiento durante 30 dias midiendo la lesion cada 5 dias.
Los ratones infectados con parasitos en el noveno dia de cultivo presentaron el mayor tamaiio de lesion el dia 30

de infeccion.
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Después de 30 dias de seguimiento, observamos que los ratones infectados con parasitos en el

noveno dia de cultivo presentaron el mayor tamano de lesion (Figuras 6 y 7).
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Figura 7. Ratones infectados con parasitos en el dia 9 de cultivo presentan el mayor tamaiio de lesion el dia
30 de infeccién. A) Tamaifio de lesion (mm) dia 30 de infeccion B) Ratones representativo de cada grupo el dia
30 de infeccion. Circulo blanco: lesion.

8.3 Determinacion de la dosis Optima de promastigotes de L. mexicana necesaria para
generar infeccion cutanea.
Se formaron 4 grupos de 4 ratones C57BL/6 cada grupo y se infectaron con diferentes dosis de
promastigotes (1x107, 5x10°, 1x10%y 5x10°) en su noveno dia de cultivo. Se le dio seguimiento

a las lesiones de todos los grupos durante 30 dias, realizando mediciones cada 5 dias (Figura8).
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Figura 8. Ratones infectados con diferentes dosis de promastigotes de L. mexicana en el dia 9 de cultivo. Se
infectaron 3 ratones hembra de la cepa C57BL/6 de 8-10 semanas de edad de cada grupo y se les dio seguimiento
durante 30 dias midiendo la lesion cada 5 dias. Los ratones infectados con 1x10° de pardsitos presentaron el mayor
tamafio de lesion el dia 30 de infeccion.
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Después de 30 dias de seguimiento, observamos que los ratones infectados con 1x10° de

parésitos presentaron el mayor tamafio de lesion (Figura 9).
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Figura 9. Ratones infectados con 1x10° promastigotes en el dia 9 de cultivo presentan el mayor tamafio de
lesion al dia 30 de infeccion. A) Tamaio de lesion (mm) dia 30 de infeccion de los 4 grupos B) Grupo de cuatro
ratones infectados con 1x10° parésitos en el dia 9 de cultivo. Los ratones presentan lesiones homogéneas y
reproducibles a los 30 dias de infeccion. Circulo blanco: lesion.

Con base en los resultados anteriores se establecio el modelo de infeccion. Experimentalmente
establecimos que para lograr una infeccion cutanea clasica por el parésito Leishmania mexicana
altamente reproducible, habia que infectar ratones en la region dorsal del tronco, por via
intradérmica con 1x10° de promastigotes metaciclicos de Leishmania mexicana en el dia 9 de

cultivo, la fase de latencia del parasito.

8.4 Establecimiento de las condiciones necesarias para inducir una reaccion de
hipersensibilidad tardia (DTH) contra antigenos de Leishmania mexicana.
Tras la obtencidon de antigenos de L. mexicana a partir de congelar y descongelar un cultivo de
la manera previamente descrita, se experimento para establecer la dosis de antigenos necesaria
para sensibilizar y posteriormente retar a un raton e inducir una reaccion de hipersensibilidad

tardia.
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Para esto se formaron 3 grupos de 4 ratones cada grupo de la cepa C57BL/6, hembras de 6-8
semanas de edad y se sensibilizaron inoculando 1x107 antigenos particulados por via
subcutanea. 7 dias después se retaron las orejas de los ratones de los grupos con diferentes dosis
de antigenos (1x10°, 3x10°, 5x10%) y 48 horas mas tarde se midio el grosor de las orejas. El
grosor de las orejas retadas se compard con un control negativo que consistio en el grosor de la

oreja contralateral a la oreja retada, inyectada con agua inyectable estéril (Figura 10).
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Figura 10. Reaccion de hipersensibilidad tardia (DTH) positiva en las tres condiciones experimentales. Se
sensibilizaron ratones con 1x107 de antigenos y se retaron 7 dias después con diferentes dosis. El grosor de las
orejas fue medido 48 horas después del reto. Los 3 grupos mostraron una reaccion de hipersensibilidad tardia
positiva. ¥*¥*P < (0.01. ***P < 0.001.

Con los resultados obtenidos se establecieron las condiciones para inducir una reaccion de
hipersensibilidad tardia, al sensibilizar con 1x107 antigenos en un volumen de 100 pL
inyectando 50 pL en cada flanco por via subcutanea de cada ratén y 7 dias mas tarde retar con
3 millones de antigenos del parasito en un volumen de 20 uL inyectados por via intradérmica

en la oreja.
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8.5 Supresion de la reaccion de hipersensibilidad tardia tras exposicion a luz UVB.
Una vez establecidas las condiciones para inducir una reaccion de hipersensibilidad tardia, se
busco encontrar la dosis necesaria de luz UVB a la que se tiene que exponer a un ratoén para
inducir una supresion de la respuesta inmune celular de memoria (DTH).

Para esto se formaron 3 grupos de 4 ratones cada grupo de la cepa C57BL/6 hembras de 6-8
semanas de edad. Dos grupos se expusieron a diferentes dosis de luz UVB (25mlJ/cm® y
62.5mJ/cm?) y el tercer grupo no se expuso a luz UVB. 4 dias mas tarde, se sensibilizaron y se
retaron los ratones de los 3 grupos de la manera previamente estandarizada y 48 horas después

se midio el grosor de las orejas (Figura 11).
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Figura 11. Supresion de la reaccion de hipersensibilidad tardia en ratones expuestos a luz UVB. Se
expusieron ratones a luz UVB y posteriormente se les indujo una DTH de la manera previamente estandarizada.
Los ratones expuestos a 25mlJ/cm? y 62.5mJ/cm? de UVB, suprimieron la reaccion de hipersensibilidad tardia. El
grupo de ratones no expuestos a UVB “Control +” presentd una reaccion de hipersensibilidad tardia positiva. **P
<0.01. ***P <0.001

Con los resultados obtenidos se determind la dosis inmunosupresora de luz UVB. Ratones
expuestos a 25mJ/cm?y 62.5mJ/cm? de UVB 4 dias antes del ensayo de DTH, suprimen la

reaccion de hipersensibilidad tardia, es decir, la respuesta inmune celular de memoria.
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8.6 Evaluacion de la infeccion por Leishmania mexicana en ratones expuestos a
diferentes dosis de radiacion UVB; primer acercamiento.

Con base en estos resultados se decidi6 realizar un ensayo para evaluar la evolucion de la
infeccion por el pardsito Leishmania mexicana en ratones expuestos a distintas dosis de
radiacion UVB, incluida la dosis ya demostrada ser inmunosupresora de 25mJ/cm?.

Para esto se formaron 5 grupos de 3 ratones cada grupo de la cepa C57BL/6 hembras de 6-8
semanas de edad. Cuatro grupos se expusieron a diferentes dosis de luz UVB (6mJ/cm2,
12mJ/cm?, 18mJ/cm? y 25mJ/cm?) y el quinto grupo no se expuso a luz UVB. 4 dias mas tarde,
se infectaron con amastigotes de L. mexicana y se les dio un seguimiento durante 25 dias

(Figura 12).
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Figura 12. Los ratones expuestos a luz UVB e infectados presentan un mayor tamaiio de lesién el dia 25 de
infeccion que los no expuestos e infectados. A) Grupos de 4 ratones C57BL/6 se expusieron a 6-25 mJ/cm? de
UVB o no se expusieron y posteriormente se infectaron con amastigotes de L mexicana, el tamano de lesion se
monitorizé durante 25 dias. B) Tamafio de lesion el dia 25 de infeccion. **P < 0.01

Los resultados muestran que los ratones inmunosuprimidos con UVB (25mJ/cm?) e infectados,

desarrollan un mayor tamafio de lesion que los no expuestos e infectados.
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Al dia 25 de la infeccion los ratones fueron sacrificados y se realizé un analisis semicuantitativo
para determinar la cantidad de parasitos en la lesion. Observamos que los ratones
inmunosuprimidos con UVB (25mJ/cm?) e infectados presentaron una mayor cantidad de
parasitos en el sitio de la lesion que los no inmunosuprimidos e infectados (Figura 13).
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Figura 13. Analisis semicuantitativo de parasitos en la lesion. Después de 25 dias de infeccion los ratones se
sacrificaron, se realizaron cortes congelados del tejido de la lesion y tifieron con H&E. El ntimero de parasitos se
determiné contando tres campos a 100x de cada lesion. (Flechas negras: amastigote Leishmania mexicana).
*P <0.05

Los ratones radiados con dosis menores a 25mJ/cm? (dosis no inmunosupresoras) no presentaron
una diferencia estadisticamente significativa en el tamafio de la lesion ni en la cantidad de
parasitos en la lesion el dia 25 de infeccion en comparacion con los no radiados e infectados.

Con base en estos resultados y la evidente diferencia en el tamafio de lesion y la cantidad de
parasitos in situ entre los grupos, como acercamiento preliminar se decidi6 realizar un analisis
de la presencia de células IL-10 positivas y porcentaje de IL-10 en el tejido de la lesion por
medio de la técnica de inmunohistoquimica (Figura 14). También se evalud la presencia y

distribucion de macréofagos en la lesion de los diferentes grupos (Figura 15).
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Figura 14. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IL10 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con amastigotes de L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e
infectado (25mJ/cm? + L. mex). Dia 25 de infeccién. A) Célula IL-10+ de la epidermis. B) Micrografias
representativas de cada grupo inmunomarcadas IL-10+, se observan células IL-10+ (flechas). C) Numero de
células IL-10+ en 10 campos microscopicos a 40x. D) Porcentaje de IL-10 en tejido se determind por andlisis de
pixeles. Ep: epidermis. De: dermis. Barra de referencia: 15um. **P < 0.01

Los resultados muestran que los ratones inmunosuprimidos con UVB (25mJ/cm?) e infectados,

presentan una mayor cantidad de células I[L-10+ en la epidermis y una mayor cantidad de IL-10

en el tejido de la lesion.
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Figura 15. Andlisis inmunohistoquimico utilizando anti-MOMA2 como anticuerpo primario. Dia 25 de
infeccion. El numero de células MOMAZ2+ en epidermis, dermis, € hipodermis se determiné contando 10 campos
microscopicos en cada capa de la piel a 40x. A) Numero de células MOMAZ2+ en las diferentes capas de la piel.
B) Lesion cutanea inmunomarcada. C) Célula MOMAZ2+ en hipodermis (flecha). Ep: epidermis. De: dermis. Hi:
hipodermis. Barra de referencia: 15um. *P < 0.05
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Los resultados muestran que los ratones inmunosuprimidos con UVB (25mJ/cm?) e infectados
presentan una mayor cantidad de células MOMA2+ en la dermis en comparacion con los ratones
no inmunosuprimidos e infectados.

8.7 Evaluacion macroscopica de la lesion cutanea en ratones C57BL/6 inmunosuprimidos
con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana 'y determinacion de la carga
parasitaria por dilucion limitante.

Se formaron 4 grupos de 6 ratones cada grupo. El primer grupo (WT + L. mex) consistié en
ratones WT infectados. El segundo grupo (UVB + L. mex) consisti6 en ratones
inmunosuprimidos con luz UVB e infectados. El tercer grupo (UVB + PBS) consistio en ratones
inmunosuprimidos con luz UVB e inoculados con PBS. El cuarto grupo (CP + L. mex) consistid
en ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida e infectados. Todos los ratones se infectaron
con 1x10° promastigotes de Leishmania mexicana en su noveno dia de cultivo (fase
estacionaria). Se midieron las lesiones cada 5 dias durante 42 dias y se determiné la carga

parasitaria al finalizar el ensayo (Figuras 16-18).
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Figura 16. Los ratones inmunosuprimidos con luz UVB e infectados (UVB + L. mex) presentan un mayor
tamaiio de lesion al dia 30 de infeccién que los no expuestos a UVB e infectados (WT + L. mex). Grupos de
6 ratones WT, inmunosuprimidos por UVB (UVB+) e inmunosuprimidos por ciclofosfamida (CP+), fueron
infectados en la region dorsal del tronco por via intradérmica con 1x10° promastigotes de L. mexicana. Y se les
dio seguimiento durante 30 dias. A) Tamaio de lesion dia 15, sin diferencia entre los grupos. B) Dia 30, los
ratones UVB + L. mex presentan el mayor tamafio de lesion. *P < 0.05

97



Los resultados muestran que los ratones inmunosuprimidos con luz UVB e infectados (UVB +
L. mex) presentan un mayor tamafo de lesion al dia 30 de infeccidon que los ratones no expuestos
a UVB e infectados (WT + L. mex). Por otro lado, los ratones inmunosuprimidos con
ciclofosfamida e infectados (CP + L. mex) no desarrollaron lesion aparente al dia 30 de infeccion
(Figura 16). La diferencia en el tamafio de lesion se volvid aun mas evidente y aumentd en
significancia estadistica el dia 42 de infeccidn; los ratones inmunosuprimidos e infectados

presentaron un mayor tamano de lesion que los no inmunosuprimidos e infectados (Figura 17).

Dia 42

©® WT+L mex 4 UVB + L. mex c

A E 60-
T

é 50

S 40
®

9 5
[}]
T

o 20
c
£

104
K

o.

‘Qd‘. 6\0“'
x\/ xV~
Q
Ry &

Figura 17. Los ratones inmunosuprimidos con luz UVB e infectados (UVB + L. mex) presentan un mayor
tamaiio de lesion al dia 42 de infeccién que los no expuestos a UVB e infectados (WT + L. mex). Grupos de
3 ratones se infectaron en la region dorsal del tronco de la manera descrita en la leyenda de la Figura 16. (A y B)
Ratones representativo de cada grupo el dia 42 de infeccion. (C) Tamafio de lesion (mm?) dia 42 de infeccion.
**P <0.01

El dia 42 los ratones fueron sacrificados y se realiz6 la determinacioén de carga parasitaria por
medio de la técnica de dilucion limitante. Los resultados mostraron que los ratones
inmunosuprimidos con luz UVB e infectados (UVB + L. mex) presentaron una mayor carga
parasitaria en la lesion que los ratones no inmunosuprimidos e infectados (WT + L. mex)
(Figura 18). Los ratones inmunosuprimidos e infectados no solo presentan un mayor tamafio

de lesion, sino que también una mayor cantidad de parasitos en la lesion.
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Figura 18. Los ratones inmunosuprimidos con luz UVB e infectados (UVB + L. mex) presentan una mayor
carga parasitaria el dia 42 de infeccion que los no expuestos a UVB e infectados (WT + L. mex). Grupos de
3 ratones se infectaron en la region dorsal del tronco de la manera descrita en la leyenda de la Figura 16. El dia
42 de infeccion se realizo la determinacion de carga parasitaria por medio de la técnica de dilucion limitante. *P
<0.05.

8.8 Evaluacion histopatoldgica de la lesion cutianea en ratones CS7BL/6

inmunosuprimidos con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana.
Se formaron 4 grupos de 6 ratones cada grupo. El primer grupo (WT + L. mex) consistié en
ratones WT infectados. El segundo grupo (UVB + L. mex) consisti6 en ratones
inmunosuprimidos con luz UVB e infectados. El tercer grupo (UVB + PBS) consistio en ratones
inmunosuprimidos con luz UVB e inoculados con PBS. El cuarto grupo (CP + L. mex) consistid
en ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida e infectados. Todos los ratones se infectaron
con 1x10° promastigotes de Leishmania mexicana en su noveno dia de cultivo (fase
estacionaria). Se midieron las lesiones cada 5 dias durante 42 dias y se sacrificaron 3 ratones de

cada grupo los dias 15 y 30 de infeccion. Se obtuvo el tejido lesional, se congeld y tifi6 con

H&E para realizar el analisis histopatologico (Figuras 19-24).
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Figura 19. Lesion cutanea de ratéon no inmunosuprimido e infectado (WT + L. mex); dia 15 de infeccion.
Después de 15 dias de infeccion los ratones se sacrificaron, se realizaron cortes congelados del tejido de la lesion
y tifieron con H&E. (A) Infiltrado celular en la hipodermis, se observan células PMN, linfocitos y células
fagociticas (flechas). (B) Amastigotes de L. mexicana dentro de células fagociticas y en el intersticio (flechas).
(C) Infiltrado celular difuso confinado en la hipodermis con invasion a la capa muscular, presencia de amastigotes
en intersticio y células parasitadas (asteriscos) en toda la lesion. (D y E) Infiltrado celular en la capa muscular, se
observan células PMN, linfocitos y células fagociticas. Amastigotes en intersticio y células parasitadas (flechas).
Ep: epidermis. De: dermis. Hi: hipodermis. Mu: capa muscular.
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Figura 20. Lesion cutanea de ratén inmunosuprimido e infectado (UVB + L. mex); dia 15 de infeccion.
Después de 15 dias de infeccion los ratones se sacrificaron, se realizaron cortes congelados del tejido de la lesion
y tifieron con H&E. (A) Infiltrado celular difuso en la hipodermis con invasion a la capa muscular e importante
presencia parasitaria en capa submuscular. Presencia de amastigotes en intersticio y células parasitadas
(asteriscos) en toda la lesion. (B) Amastigotes de L. mexicana dentro de células fagociticas y en el intersticio
(flechas) debajo de la capa muscular. (C) Células PMN, linfocitos y células fagociticas. Amastigotes en intersticio
y células parasitadas. Ep: epidermis. De: dermis. Hi: hipodermis. Mu: capa muscular.

El analisis histopatologico a los 15 dias de infeccion H’rios grupos, mostré un infiltrado
celular difuso en la hipodermis con invasion a la capa muscular, presencia de amastigotes en
intersticio y células parasitadas en toda la lesion. Se observd la presencia de células PMN,
linfocitos y células fagociticas en el infiltrado (Figura 19). En las lesiones de los ratones
inmunosuprimidos e infectados (UVB + L. mex.) se observo la presencia de parasitos y células

fagociticas parasitadas debajo de la capa muscular, a diferencia de los ratones no

Mu
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inmunosuprimidos e infectados (WT + L. mex) donde la presencia de parésitos y células

parasitadas se limita en la capa muscular y no debajo de ella (Figura 20).
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Figura 21. Lesion cutanea de ratén no inmunosuprimido e infectado (WT + L. mex); dia 30 de infeccion.
Después de 30 dias de infeccion los ratones se sacrificaron, se realizaron cortes congelados del tejido de la lesion
y tifieron con H&E. Se observa un infiltrado celular contenido en la dermis e hipodermis sin invasion a la capa
muscular, con una predominancia de linfocitos y de células fagociticas. Presencia de amastigotes dentro de células
fagociticas y en el intersticio (asteriscos). Estructura celular de contencidn del agente infeccioso (Linea
discontinua) Ep: epidermis. De: dermis. Hi: hipodermis. Mu: capa muscular.
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Figura 22. Lesion cutanea de ratén inmunosuprimido e infectado (UVB + L. mex); dia 30 de infeccion. Se
observa una lesion descontrolada sin una estructura de contencidn del agente infeccioso. Presencia de un Infiltrado
celular en la dermis, hipodermis, muscular y submuscular. Predominancia de linfocitos y de células fagociticas.
Presencia de amastigotes dentro de células fagociticas y en el intersticio (asteriscos). Pardsitos en la capa muscular
y submuscular (flechas). Ep: epidermis. De: dermis. Hi: hipodermis. Mu: capa muscular.
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El andlisis histopatoldgico a los 30 dias de infeccion en los ratones no inmunosuprimidos e
infectados (WT + L. mex) mostr6 un infiltrado celular contenido en la dermis e hipodermis sin
invasion a la capa muscular, con una predominancia de linfocitos y células fagociticas. Se
observo la formacion de una estructura de contencidn tisular al rededor del agente infeccioso y
de células parasitadas (Figura 21 y 23). En los ratones inmunosuprimidos e infectados (UVB +
L. mex.) se observo una lesion descontrolada sin una estructura de contencidon del agente
infeccioso. Presencia de un infiltrado celular en la dermis, hipodermis, muscular y submuscular

y predominancia de linfocitos y de células fagociticas (Figura 22 y 23).
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Figura 23. Analisis histolégico de lesion cutinea de ratones WT + L. mexy UVB + L. mex; Dia 30. (A) Vista
panoramica de lesion de raton WT + L. mex. Se observa infiltrado celular denso en dermis (De) e hipodermis
(Hi). (B) Infiltrado linfocitario en la periferia de la lesion. (C) Aumento de grosor de la epidermis (Ep) y dermis
en ratones UVB + L. mex. (D) Amastigotes invadiendo la capa muscular (Mu) en ratones UVB + L. mex (flechas).
(E) Muro de contension tisular entre piel sana y lesion (linea discontinua). (F y G) Amastigotes presentes dentro
y fuera de células fagociticas (flechas). Barra de referencia: 15um.

En los ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida e infectados (CP + L. mex.) no se observo
el desarrollo macroscopico de una lesion cutanea. Sin embargo, al realizar el andlisis histoldgico
del tejido cutaneo, se observo la presencia de amastigotes y de células fagociticas infectadas a

los 30 dias de infeccion (Figura 24).
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Figura 24. Analisis histoldgico de la piel de ratones CP + L. mex; Dia 30. En los ratones inmunosuprimidos
con ciclofosfamida e infectados (CP + L. mex) no se observé el desarrollo macroscépico de una lesidn cutinea.
Sin embargo, al realizar el andlisis histolégico del tejido cutdneo, se observé la presencia de amastigotes y de
células fagociticas infectadas a los 30 dias de infeccion. (A y B) Ratones sin lesion aparente a los 30 dias. (C)
Infiltrado celular mixto (PMN, linfocitos, fagocitos) en la dermis e hipodermis del sitio del in6culo. Se observa
la presencia de amastigotes dentro de células fagociticas (asteriscos). Ep: epidermis. De: dermis. Hi: hipodermis.
Mu: capa muscular.

8.9 Evaluacion de la presencia, distribucion y porcentaje de degranulacion de mastocitos
en lesiones cutanea de ratones C57BL/6 inmunosuprimidos con luz UVB e infectados con
Leishmania mexicana.

A partir del tejido de los cuatro grupos experimentales mencionados anteriormente (Resultado
8.8) se realizaron cortes congelados y se tifieron con azul de toluidina. Se observd la presencia
de mastocitos distribuidos en el tejido sano y en las lesiones y se identificaron 3 estados
morfoldgicos de degranulacion. A cada estado morfolégico se le otorgd un color falso para
poder observar su distribucion en las lesiones (Figura 25). En las lesiones de 15 dias de
evolucion de los ratones UVB + L. mex se observo una mayor cantidad de mastocitos y un mayor
porcentaje de mastocitos completamente degranulados que los ratones WT + L. mex. En estas

lesiones se observa un patréon en la distribucion de mastocitos, encontrandose una mayor
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cantidad de mastocitos completamente degranulados en el interior de la lesion y mastocitos

degranulados o en reposo en la periferia o fuera de ella (Figura 26).
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Figura 25. Estado morfologico de los mastocitos en tejido cutaneo. A partir del tejido de los grupos
experimentales se realizaron cortes congelados y se tifiieron con azul de toluidina. Se observo la presencia de
mastocitos distribuidos en el tejido sano y en las lesiones y se identificaron 3 estados morfoldgicos de
degranulacion. A cada estado morfoldgico se le otorgd un color falso para poder observar su distribucién en las
lesiones. A) Mastocito en reposo. B) Mastocito en degranulacién. C) Mastocito completamente degranulado.
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Figura 26. Lesiones cutineas de ratones
ratones WT + L. mex y UVB + L. mex; Dia 15
de infeccion y piel sana. Después de 15 dias de
infeccion los ratones se sacrificaron, se realizaron
cortes congelados del tejido de la lesion y tifieron
C con azul de toluidina. (A y B) Micrografias
representativas de ambos grupos tefiidas con azul
de toluidina y distribucidn de mastocitos con base
en su estado morfoldgico de degranulacion. (C)
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En las lesiones de 30 dias de evolucion de los ratones UVB + L. mex se observd una mayor
cantidad de mastocitos y un mayor porcentaje de mastocitos completamente degranulados que
los ratones WT + L. mex. En estas lesiones se observa un patréon en la distribucion similar de
mastocitos, encontrandose una mayor cantidad de mastocitos completamente degranulados en
el interior de la lesion y mastocitos degranulados o en reposo en la periferia o fuera de ella
(Figuras 27 y 28).

@ WT+L mex 4 UVB + L. mex

Figura 27. Lesiones cutineas de ratones ratones WT + L. mexy UVB + L. mex; Dia 30 de infeccion. Después
de 30 dias de infeccion los ratones se sacrificaron, se realizaron cortes congelados del tejido de la lesion y tifieron
con azul de toluidina. (A y B) Micrografias representativas de ambos grupos tefiidas con azul de toluidina y
distribucion de mastocitos con base en su estado morfoldgico de degranulacion. (C) Color asignado dependiendo
estado morfoldgico de degranulacion. Barra de referencia:15 pm.
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Figura 28. Analisis de mastocitos en lesiones de ratones WT + L. mexy UVB + L. mex; Dia 30 de infeccion.
Después de 30 dias de infeccion los ratones se sacrificaron, se realizaron cortes congelados del tejido de la lesion
y tifieron con azul de toluidina. (A) Las lesiones se evaluaron morfolégicamente para determinar el porcentaje
(%) de mastocitos degranulados. (B) El nimero de mastocitos se determind contando células en 10 campos
microscopicos a 40x. *P < 0.05.
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8.10 Evaluacion de la respuesta inmune local en las lesiones cutaneas de ratones C57BL/6
inmunosuprimidos con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana.

A partir del tejido de los cuatro grupos experimentales mencionados anteriormente (Resultado
8.8) se realizaron cortes congelados de lesiones en los dias 15 y 30 de infeccion y se realizo la
técnica de inmunohistoquimica utilizando como anticuerpos primarios: IL-10, IFN-y, CD4, CD8
y MOMAZ2 para la deteccion de células IL-10+, IL-10 en tejido, células IFN-y+, IFN-y en tejido,
linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y macrofagos MOMAZ2+.

Tras el andlisis inmunohistoquimico utilizando anti-IL10 como anticuerpo primario, se
observaron y cuantificaron una mayor cantidad de células IL-10+ en la epidermis de los ratones
UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex en las lesiones de 15 dias de
evolucion (Figura 29). También se observo una mayor cantidad de IL-10 en el tejido de la lesion

tras realizado el analisis de pixeles del tejido lesional a los 15 dia de evolucion (Figura 30).
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Figura 29. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IL10 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 15 de infeccion. [HQ representativa de grupo UVB + L. mex. (A) Control negativo y positivo de
inmunohistoquimica (IHC) al control negativo no se le agrega anticuerpo primario anti-IL10. (B) Célula IL-10
positiva (flecha). (C) Numero de células IL-10+ en 10 campos microscopicos a 40x. Barra de referencia: 15um.
**P<0.01.
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Figura 30. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IL10 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 15 de infeccion. (A) Tejido IL-10+ de grupo WT + L. mex. (B) Tejido IL-10+ de grupo UVB + L.
mex. (C) Porcentaje de IL-10 determinado por analisis de pixeles de 3 micrografias representativas de cada grupo
en el sitio de lesion. *P < 0.05.

Posteriormente se continud con el andlisis inmunohistoquimico de IL-10 en las lesiones de 30
dias de evolucion. La diferencia observada en las lesiones de 15 dias de evolucion entre los
grupos se mantuvo, se cuantifico una mayor cantidad de células IL-10+ en la epidermis de los

ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex (Figura 31).
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Figura 31. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IL10 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 30 de infeccion. [HQ representativa de grupo UVB + L. mex. (A) Control negativo y positivo de
inmunohistoquimica (IHC). Células IL-10 positivas (flechas). (B) Namero de células IL-10+ en 10 campos
microscopicos a 40x. **P < 0.01.
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También se observo y cuantificd una mayor cantidad de IL-10 en el tejido de la lesion de los
ratones inmunosuprimidos e infectados (UVB + L. mex), en las lesiones de 30 dias de evolucion,

en comparacion con las lesiones de ratones de los demds grupos tras realizado el analisis de

pixeles (Figura 32).
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Figura 32. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IL10 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 30 de infeccion. (A) Micrografias representativas IL-10+ de cada grupo. Células IL-10+ (flechas).
(B) Porcentaje de IL-10 determinado por analisis de pixeles de 3 micrografias representativas de cada grupo en
el sitio de lesion.

Posteriormente se realizé el analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IFN-y como anticuerpo
primario. Tras el analisis se cuantificé una menor cantidad de células IFN-y+ en la lesion de los
ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex en las lesiones de 15 dias
de evolucion (Figura 33). Al finalizar el andlisis cuantitativo de células IFN-y+ en la lesion, se
realizo la cuantificacion de IFN-y en la lesion por analisis de pixeles. Se cuantificé una menor
cantidad de IFN-y en el tejido de la lesion de los ratones UVB + L. mex en comparacion con los

ratones WT + L. mex en las lesiones de 15 dias de evolucion (Figura 34).
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Figura 33. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IFN-y como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 15 de infeccion. IHQ representativa de grupo WT + L. mex. (A 'y B) Control negativo y positivo de
inmunohistoquimica (IHC) al control negativo no se le agrega anticuerpo primario anti-IFN-y. (C y D) Célula
IFN-y positiva (flecha). (E) Numero de células IFN-y+ en 10 campos microscopicos a 40x. Barra de referencia:
15pm.
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Figura 34. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IFN-y como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 15 de infeccion. (A) Tejido IFN-y+ de grupo WT + L. mex, control negativo y positivo de
inmunohistoquimica (IHC) al control negativo no se le agrega anticuerpo primario anti-IFN-y. (B) Porcentaje de

IFN-y determinado por analisis de pixeles de 3 micrografias representativas de cada grupo en el sitio de lesion.
*P <0.05.
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Posteriormente se continud con el andlisis inmunohistoquimico de IFN-y en las lesiones de 30
dias de evolucion. La diferencia observada en las lesiones de 15 dias de evolucion entre los
grupos se mantuvo, se cuantific6 una menor cantidad de células IFN-y+ en la lesion de los
ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex, algo inmunolégicamente

desfavorable para la resolucion de la infeccion en los ratones inmunosuprimidos e infectados

(Figura 35).
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Figura 35. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IFN-y como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 30 de infeccion. IHQ representativa de grupo WT + L. mex. (A 'y B) Control negativo y positivo de
inmunohistoquimica (IHC) al control negativo no se le agrega anticuerpo primario anti-IFN-y. Inmunomarcaje en
células IFN-y positivas (flechas). (C) Numero de células IFN-y+ en 10 campos microscopicos a 40x. *P < 0.05.

También se observo y cuantificd una menor cantidad de inmunomarcaje IFN-y+ en el tejido de
la lesion de los ratones inmunosuprimidos e infectados (UVB + L. mex), en las lesiones de 30
dias de evolucion, en comparacion con las lesiones de ratones no inmunosuprimidos e infectados
(WT + L. mex) tras realizado el analisis de pixeles (Figura 36). Se observa una importante
presencia de IFN-y+ en las lesiones de los ratones WT + L. mex a los 30 dias de infeccion. Algo

que resulta inmunolégicamente favorable para la eliminacion del agente infeccioso (Figura 36

B).
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Figura 36. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-IFN-y como anticuerpo primario en piel de ratén
C57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 30 de infeccion. (A y B) Tejido IFN-y+ de grupo WT + L. mex, control negativo y positivo de
inmunohistoquimica (IHC) al control negativo no se le agrega anticuerpo primario anti-IFN-y. (B) Porcentaje de
IFN-y determinado por andlisis de pixeles de 3 micrografias representativas de cada grupo en el sitio de lesion.
**P <0.01.

Mas adelante, se realizo el andlisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD4+ como anticuerpo
primario en las lesiones de 15 y 30 dias de evolucion. Tras el analisis se cuantifico una menor
cantidad de células CD4+ en las lesiones de los ratones UVB + L. mex en comparacion con los
ratones WT + L. mex a los 15 dias de evolucion (Figura 37). También se observo y cuantifico
una menor cantidad de células CD4+ en las lesiones de los ratones inmunosuprimidos e
infectados (UVB + L. mex) en comparacion con los ratones no inmunosuprimidos e infectados
(WT + L. mex), en las lesiones de 30 dias de evolucion (Figura 38). La trascendencia de la
presencia de linfocitos T cooperadores CD4+ en las lesiones por L. mexicana depende del
subtipo al que pertenezcan. Los linfocitos T CD4+ Thl se han asociado a la resolucion de la
infeccion. Linfocitos T CD4+ Th2 y T reguladores se han asociado al establecimiento y

cronicidad de la misma.
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Figura 37. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD4 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 15 de infeccion. (A) Inmunohistoquimica representativa de grupo WT + L. mex. (B) Linfocitos T
CD4+ inmunomarcados. Se observa el inmunomarcaje en los antigenos de superficie de las células (flechas). (C)
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Figura 38. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD4 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 30 de infeccion. (A) Inmunohistoquimica representativa de grupo WT + L. mex. (B) Linfocitos T
CD4+ inmunomarcados. Se observa el inmunomarcaje en los antigenos de superficie de las células (flechas). (C)
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Mas adelante se realizo el andlisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD8+ como anticuerpo
primario en las lesiones de 15 y 30 dias de evolucion. Tras el analisis del tejido lesional de 15
dias de evolucidn, no se observo una diferencia estadisticamente significativa entre la cantidad
de células CD8+ entre los dos grupos. Se presentd una tendencia hacia una mayor cantidad de
células CD8+ en las lesiones de los ratones WT + L. mex en comparacion con los ratones UVB

+ L. mex, pero sin significancia estadistica (Figura 39).
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Figura 39. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD8 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 15 de infecciéon. (A) Inmunohistoquimica representativa de grupo WT + L. mex. (B) Linfocito T
CD8+ inmunomarcado. Se observa el inmunomarcaje en los antigenos de superficie de la célula (flecha). (C)
Numero de células CD8+ en 10 campos microscopicos a 40x. Barra de referencia: 15um.

La tendencia persiste a los 30 dias de evolucion, en donde se cuantificé una mayor cantidad de
células CD8+ en las lesiones de los ratones no inmunosuprimidos e infectados (WT + L. mex)
en comparacion con los ratones inmunosuprimidos e infectados (UVB + L. mex). Sin embargo,

tras el andlisis estadistico no se observé una diferencia estadisticamente significativa entre los
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grupos en las lesiones de 30 dias de evolucion (Figura 40). Hasta la fecha, la trascendencia de
la presencia de linfocitos T citotoxicos CD8+ en las lesiones por Leishmania mexicana es

incierta, no se ha asociado con la resolucion o el establecimiento de la infeccion.
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Figura 40. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD8 como anticuerpo primario en piel de ratén
CS57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB +
L mex); Dia 30 de infeccion. (A) Inmunohistoquimica representativa de grupo WT + L. mex. (B) Linfocito T
CD8+ inmunomarcado. Se observa el inmunomarcaje en los antigenos de superficie de la célula (flecha). (C)
Numero de células CD8+ en 10 campos microscopicos a 40x. Barra de referencia: 15pum.

Por ultimo, se realizé el andlisis inmunohistoquimico utilizando anti-MOMA2+ (un antigeno
intracelular presente en los monocitos circulantes y macrofagos tisulares) como anticuerpo
primario en las lesiones de 15 y 30 dias de evolucioén. Tras el andlisis no se observo una
diferencia en la cantidad ni distribucion de macrofagos tisulares en las lesiones de los ratones a
los 15 dias de evolucion. En ambos grupos result6 evidente que los macrofagos son las células
predominantes en el sitio de la lesiéon (Figura 41). De igual forma se realizo el analisis

cuantitativo y de distribucion de macrofagos en las lesiones de 30 dias de evolucién de ambos
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grupos. Se cuantificd una mayor cantidad de células MOMAZ2+ en las lesiones de los ratones
inmunosuprimidos e infectados (UVB + L. mex) en comparaciéon con los ratones no
inmunosuprimidos e infectados (WT + L. mex), en las lesiones de 30 dias de evolucion (Figura
42). La trascendencia de la presencia de macréfagos en las lesiones por Leishmania mexicana
depende del ambiente de citocinas en el que se encuentren. En un ambiente donde predomina
IFN-y se han asociado a la resolucion de la infeccién. En un ambiente donde predomina IL-10

se han asociado al establecimiento y cronicidad de la misma.
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Figura 41. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-MOMAZ2 como anticuerpo primario en piel de
ratéon inmunosuprimido con UVB e infectado (UVB + L mex); Dia 15 de infeccion. Inmunohistoquimica
representativa de grupo UVB + L. mex. (A y B) Control negativo y positivo de inmunohistoquimica (IHC) al
control negativo no se le agrega anticuerpo primario anti-MOMA2.
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Figura 42. Analisis inmunohistoquimico utilizando anti-MOMA2 como anticuerpo primario en piel de
raton C57BL/6 sano, infectado con L. mexicana (WT + L. mex) e inmunosuprimido con UVB e infectado
(UVB + L mex); Dia 30 de infeccion. Inmunohistoquimica representativa de grupo WT + L. mex. . (A y B)
Control negativo y positivo de inmunohistoquimica (IHC) al control negativo no se le agrega anticuerpo primario
anti-MOMAZ2. Macréfagos inmunomarcados (flechas). (C) Numero de células MOMA2+ en 10 campos
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9. Discusion

9.1 Cultivo del parasito, fases de diferenciacion y curva de crecimiento

Antes de establecer un modelo de infeccion, es necesario entender las condiciones biologicas
naturales en las que ésta sucede y conocer los elementos que participan y son necesarios para
que se lleve a cabo. En un escenario silvestre, la mosca de la arena se infecta del parasito
Leishmania mexicana cuando ésta se alimenta/succiona sangre de un mamifero infectado con el
parésito. Durante las primeras 12-18 horas tras la llegada del parasito al tracto gastrointestinal
del vector, comienza la diferenciacion de su forma de amastigote a promastigote. Los
promastigotes inicialmente transformados se denominan prociclicos y permanecen cortos,
ovoides y con una movilidad muy limitada. La primera etapa de multiplicacion de esta forma
comienza aproximadamente a las 18-24 horas. Durante las siguientes 36-60 horas la
multiplicacion rapida continta, acompafiada por la transformacion de los promastigotes a una
forma alargada, delgada y moévil denominada nectomonada. Siete dias mas adelante la
migracion de los promastigotes al tracto digestivo superior y a la valvula estomodal continua
hasta que se logra una acumulacion masiva de parésitos detrds de la valvula. Durante esta
migracion sucede otra etapa de diferenciacion del parésito de la forma de nectomonada a la
forma de haptomonada, con una tasa muy baja de division y en promastigotes metaciclicos, que
son formas cortas, delgadas y altamente activas con un flagelo al menos el doble de la longitud
del cuerpo celular y que nunca se ven en division. Algunos parasitos, principalmente los
promastigotes metaciclicos, migran mas alla de la valvula estomodal hacia el es6fago, la faringe
y la probdscide y son depositados por el vector en la piel del siguiente hospedero cuando vuelve

a alimentarse '%. Esto toma relevancia debido a que estd extensamente demostrado que ésta
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forma del parésito (promastigote metaciclico) predomina en el indculo y es necesario que la
mayor parte de los parasitos inoculados se encuentren en este estado de diferenciacion
morfoldgica para generar una infeccion 1%, Algo que se debe de tomar en cuenta si alguien desea
infectar ratones en un laboratorio de una forma reproducible y efectiva.

Para poder replicar las condiciones silvestres en el laboratorio, fue necesario identificar el dia
en el cultivo en el que el parasito se encontrara en la forma de diferenciacion infectiva, es decir,
de promastigote metaciclico no divisorio. Para esto realizamos una curva de crecimiento del
parésito para conocer su comportamiento en el cultivo e identificar las fases de crecimiento y
de diferenciacion. Identificamos las 4 fases de crecimiento: fase de latencia del dia 1 al 3, fase
exponencial dias 3 a 5, fase estacionaria del dia 5 al dia 10 y fase de declive o muerte celular
del dia 10 al dia 12 (Figura 1). El comportamiento del parasito en el cultivo resultd similar al
previamente reportado en las especies Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis y
Leishmania infantum, presentando un crecimiento constante durante los primeros 5 dias, y
entrando en la fase estacionaria a partir del 5to dia de cultivo %7 19 Este comportamiento en el
cultivo también habia sido reportado en un anélisis de eventos morfométricos y del ciclo celular
de la especie Leishmania mexicana (cepa MNYC/BZ/62/M379) ', El resultado de la curva de
crecimiento y la comparacion de los datos obtenidos de la literatura universal nos permitio
identificar que la fase estacionaria (del dia 5 al dia 10 del cultivo) representa la fase en la que la
mayor parte de los parésitos en el cultivo se encuentran en la forma de promastigote metaciclico
no divisorio, la forma infectiva del parasito. Este resultado sirvié6 como base para decidir los
dias del cultivo en los que se iban a tomar parasitos para realizar los primeros ensayos de

infeccion y mas adelante establecer el modelo de infeccion.
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9.2 Modelo de infeccion

Durante décadas se han utilizado modelos murinos para el estudio experimental de la infeccion
por Leishmania spp. La mayoria de ellos se han establecido inoculando paréasitos en el cojinete
plantar de ratones. Se ha descrito que las cepas C57BL/6, CBA/J, C3H y BIOD?2 resisten la

10 Por otro lado, BALB/c y todas las cepas

infeccion y resuelven en pocos meses
inmunodeficientes de células T manifiestan una infeccion visceral sistémica que conduce a la
muerte '!!. La resistencia y la susceptibilidad estan estrechamente relacionadas con el desarrollo
de respuestas de células T de tipo Thl o Th2, respectivamente lo cual ha hecho que este modelo
de infeccion sea popular entre los inmunodlogos de todo el mundo para estudiar la dicotomia
Th1-Th2 ''2, La infeccion de ratones singénicos con Leishmania major proporciona el mejor
modelo para la inmunorregulacion que se produce durante una respuesta mediada por células a
un patogeno intracelular. En ratones BALB/c susceptibles, la infeccion cutanea por L. major
provoca una enfermedad progresiva con diseminacion visceral que se asocia con la presencia de
células de tipo Th2 especificas del parasito en los ganglios linfaticos regionales, es decir, células
T efectoras CD4+ que liberan IL-4 después de la estimulacion. A la inversa, las cepas CBA,
C3H o C57BL/6 controlan facilmente la infeccion y desarrollan una respuesta robusta asociada
con la aparicion de células de tipo Thl, es decir, células T efectoras CD4+ que liberan IFN-y,
pero no IL-4, y son necesarias para la activacion de la inmunidad dependiente de fagocitos '
14 Hasta la fecha, se han descrito decenas de modelos de infeccion por Leishmania spp. y se
ha observado que la enfermedad evoluciona de manera distinta dependiendo de la especie de
Leishmania spp en cuestion, la via de inoculacién de los pardsitos, la cantidad de parasitos
inoculados, el estado de diferenciacion morfologica del parasito en el momento de la infeccién

y la cepa del raton elegido como modelo ''°. Debido al objetivo de nuestro trabajo (evaluar la
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respuesta inmune local en la piel de ratones radiados con UVB) buscamos establecer la infeccion
en la piel de la region dorsal de los ratones. Teniendo como antecedente importante y tomando
como base los resultados observados en la curva de crecimiento (Figura 1), se tomaron parasitos
en los dias 5, 7, 9 y 11 de cultivo y fueron inoculados a la misma dosis (1x107) por via
intradérmica en la region dorsal del tronco de ratones C57BL/6 hembra de 6-10 semanas de
edad. Se dio seguimiento de las lesiones durante 30 dias y observamos que los ratones
inoculados con parasitos en el noveno dia de cultivo presentaron el crecimiento mas uniforme y
el mayor tamafio de lesion (Figuras 2-7). Previamente habia sido reportado en estudios in vivo
e in vitro que en el noveno dia de cultivo del parésito Leishmania mexicana es cuando se
encuentra el mayor porcentaje de promastigotes metaciclicos no divisorios, la forma infectiva®’.
Posteriormente se infectaron ratones con diferentes dosis de parasitos (5 x 10°,1 x 10, 5 x 10°
y 1 x 107) todos tomados el dia 9 de cultivo, se les dio seguimiento durante 30 dias y observamos
que los ratones inoculados con 1 x 10° de promastigotes metaciclicos presentaban el crecimiento
mas uniforme y el mayor tamano de lesion en comparacion con los otros grupos. Con respecto
a la dosis inoculada, un estudio report6 que en ratones BALB/c susceptibles, no se observo
ningln signo clinico (aumento en el tamafio del cojinete plantar infectado) después de la
inoculacion subcutanea de dosis bajas de parasitos (10> a 10° parasitos). A la inversa, la
inoculacion de dosis altas (10° a 107 parasitos) condujo a un aumento significativo del cojinete
plantar ''®, Este efecto dosis-dependiente habia sido reportado previamente '!7. En otros trabajos
se habia reportado que en ratones C57BL/6, independientemente de la dosis (102 a 107), las
lesiones mostraron una tendencia a la resolucion y esto se asocid con la induccion de una
respuesta inmune Th1 (analizada para las dosis de 10% y 10°) '8, Sin embargo, en otro estudio,
la respuesta clinica clasica (curacion de la lesion y respuesta inmune Thl) se observd solo

cuando los ratones C57BL/6 se inocularon con una dosis alta de parasitos (10%) ''°. En los
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ensayos de infeccion realizados por nuestro grupo de trabajo, demostramos experimentalmente
algunos de los fendmenos previamente reportados; la trascendencia del dia del cultivo en el que
el parésito es inoculado, un reflejo de su estado diferencial, y la evolucion de la lesion temprana
dosis-dependiente al inocular distintas dosis y observar diferencias en el desarrollo de la lesion.
En resumen, nuestros resultados y la literatura consultada demuestran que la dosis inoculada, el
estado diferencial del parasito, la via de inoculacion, la especie de Leishmania spp en cuestion
y las bases genéticas del raton influyen en la respuesta inmune del hospedero y, por lo tanto, en
el desarrollo de la enfermedad. Experimentalmente establecimos que para lograr una infeccion
cutanea clasica en la region dorsal del tronco de ratones hembra de la cepa C57BL/6 por el
parasito Leishmania mexicana, altamente reproducible, habia que infectar ratones en esa region
por via intradérmica con 1 x 10° de promastigotes metaciclicos de Leishmania mexicana en un
volumen de 20uL de agua inyectable estéril, el dia 9 de cultivo del parasito (fase estacionaria,
mayor porcentaje del cultivo en estado de diferenciacion de promastigote metaciclico no
divisorio). Sin embargo, se recomienda que todo aquél que desee replicar este modelo de
infeccion, realice ensayos preliminares para determinar el dia de mayor infectividad de los

parésitos y ajuste la dosis dependiendo del objetivo especifico de su trabajo.

9.3 Establecimiento de las condiciones necesarias para inducir una reaccion de

hipersensibilidad tardia (DTH) y supresion tras exposicion a luz UVB

La reaccion de hipersensibilidad tardia ha sido, y sigue siendo, un sistema de ensayo
ampliamente utilizado para medir la funciéon inmune in vivo. Aunque poco sofisticado para los
estandares actuales, este ensayo tiene grandes ventajas porque presenta un sistema modelo

rapido, econdmico y confiable para ayudar a establecer ensayos de supresion inmunitaria
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inducida por UV y a analizar los mecanismos involucrados '?°. Para establecer un ensayo
estandarizado de induccidn de reaccion de hipersensibilidad tardia se deben de estandarizar los
siguientes parametros: el antigeno que sera utilizado y el método de obtencion del antigeno dado
el caso, la dosis de antigenos para la sensibilizacion, la dosis de antigenos para el reto, la via por
la cual serdn inyectados los antigenos, el volumen del vehiculo, los tiempos entre
sensibilizacion, reto y medicion final y los parametros de medicion a evaluar para determinar si
la induccion de DTH es positiva o negativa.

En nuestro caso, se utilizaron antigenos particulados del parasito Leishmania mexicana, estos
fueron obtenidos a partir de un cultivo de parasitos vivos que fue lavado y transferido a solucion
salina estéril, posteriormente congelado a -80°C y descongelado a temperatura ambiente,
repitiendo este proceso 3 veces. La eleccion del antigeno a utilizar para la induccion de una
DTH depende de su disponibilidad y del objetivo del trabajo en cuestion. En un trabajo
metodoldgico de referencia de supresion de DTH por exposicion a UVR publicado en el 2002,
se utilizaron antigenos derivados de Cdndida albicans fijados en formaldehido '*°. En otro
trabajo donde se explord la posibilidad de una aceleracion del desarrollo de leishmaniosis
cutanea progresiva en ratones previamente sensibilizados para Leishmania major, se utilizaron
parasitos de la especie Leishmania major fijados en formaldehido '?!. 'Y en otros ensayos se ha
reportado el uso de ovoalbumina '?2, 1-Cloro-2,4-Di-Nitrobenceno (DNCB) !23, 2-4-Di-
Nitrofluorobenceno (DNFB) en ensayos de induccion y supresion de hipersensibilidad por

contacto (CHS) por exposicion a UVR 124125

, unidades formadoras de placa del virus del herpes
simple, entre otros antigenos virales, fingicos y parasitarios '26. Una vez obtenido el antigeno,

se determinaron las vias de sensibilizacion y de reto. Como via de sensibilizacion, se utilizé la

via subcutdnea de cada flanco de los ratones y se determin6 la dosis de sensibilizacion
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inoculando 1 x 107 de antigenos particulados del parasito Leishmania mexicana en un volumen
de 100uL, 50uL en cada flanco. La via subcutanea e intradérmica son las vias mas
frecuentemente utilizadas para inducir sensibilizacion en ensayos de DTH 29122, Por otro lado,
la aplicacion directa del antigeno en una formulacién tdpica sobre la piel rasurada del raton es
la via utilizada en ensayos de CHS '>* 125, En otros ensayos de induccion de DTH utilizando
antigenos particulados derivados del parasito Leishmania major, se reportaron diversas dosis
inductoras de sensibilizacion, desde 1 x 10° hasta 2 x 107 de parasitos fijados en formaldehido
por via intradérmica '?!. En el trabajo metodoldgico de referencia de supresion de DTH por
exposicion a UVR mencionado previamente, se utilizé una dosis de sensibilizacion similar a la
estandarizada por nuestro equipo de trabajo de 1 x 107 antigenos derivados de Candida albicans
fijados en formaldehido !%. En otro trabajo referenciado anteriormente, se establecio como dosis
de sensibilizacion la inoculacion de 100 pg de ovoalbiimina por via subcutdnea en cada flanco
de los ratones 22, En otro reporte se realizo la sensibilizacion inoculando 1x10° unidades
formadoras de placa del virus del herpes simple por via subcutanea en el cuello de los ratones
126, 'Y en el caso de ensayos de CHS mediante la administracion topica directa del antigeno en
la piel rasurada del raton, se han reportado dosis de 0.5 mg de DNCB o 25 uLL. de DNFB al 0.5%

aplicacion directa 124 123

. Como se mencion6 anteriormente, y aqui repasado, es evidente que
dependiendo del antigeno utilizado y del objetivo del trabajo en cuestion, la estandarizacion de
las condiciones de induccion de sensibilizacién pueden variar significativamente entre ensayos.
En nuestro ensayo, se determind que el reto antigénico se realizara 7 dias después de la
sensibilizacion, administrando la dosis de antigenos por via intradérmica en la oreja derecha de

los ratones. Como control se utilizo la oreja contralateral en donde se inocul6 agua inyectable

estéril. La medicién del grosor de ambas orejas se realizd 48 horas mas tarde. Ensayos
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estandarizados publicados en la literatura universal, nos demuestran la flexibilidad a la hora de
determinar las condiciones del reto que este ensayo le permite al investigador. En nuestro caso,
establecimos el tiempo de espera entre la sensibilizacion y el reto en 7 dias, una condicion
similar a las previamente reportadas '?2. Otros ensayos estandarizados, reportan que la induccion
del reto se puede realizar 5, 6 o hasta 10 dias después de la sensibilizacion y observar una
induracion reflejo de una reaccion de hipersensibilidad tardia de manera reproducible y
confiable 20123126 Incluso en un ensayo donde se utilizan antigenos a partir de Leishmania
major se demostrd positividad al realizar el reto tan temprano como 3 dias después de la
sensibilizacion, aunque al final hayan estandarizado y recomienden 6 dias de espera 2!, Al igual
que en la sensibilizacion, los sitios mas utilizados para realizar el reto antigénico son el cojinete
plantar y la oreja de los ratones. En nuestros ensayos preliminares, se experiment6 con 3 dosis
distintas de antigenos para el reto antigénico: 1 x 105, 3 x 10% y 5 x 10, En los tres ensayos
observamos un aumento estadisticamente significativo en el grosor de las orejas retadas en
comparacion con las orejas control. Dosis similares de antigenos para establecer el reto (desde
1 x 10° hasta 1 x 107 de parasitos de la especie Leishmania major fijados en formaldehido)
habian sido previamente reportadas como dosis de reto efectivas en ensayos de DTH
establecidos !2!. En otro trabajo modelo, utilizaron Candida albicans fijada en formaldehido
como antigeno de reto a una dosis de 5 x 10° de antigenos particulados del microorganismo,
observando positividad en la reaccion de hipersensibilidad tardia '2°. Al igual que en las
variables ya repasadas, existen diferencias entre los ensayos reportados en cuanto al tiempo de
espera posterior al reto para realizar la medicion de la oreja o cojinete plantar retado. En nuestro
caso esperamos 48 horas posterior al reto para realizar las mediciones. Otros trabajos reportan
realizar una sola medicion del grosor a las 18-24 horas '2° . Por otro lado, se han reportado

esquemas de multiples mediciones, midiendo cada 24 horas durante 3 dias '?2, cada 24 horas
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durante 4 dias ' o cada 3 horas durante 48 horas '?! posterior al reto. En nuestro ensayo de
DTH utilizamos la oreja contralateral de los ratones inoculada por via intradérmica con agua
inyectable estéril como control. Si bien esta no es una préctica incorrecta, no es recomendado
debido a que el agua inyectable estéril no imita adecuadamente el efecto irritante que causa la
inyeccion del antigeno '?°. Otros ensayos reportan utilizar como control orejas de ratones sanos
no sensibilizados y tnicamente retados con la misma dosis de antigeno 2% 2!, Al finalizar el
ensayo, la respuesta inflamatoria de fondo de la oreja control se mide y se le resta al grosor de
la oreja del control positivo, es decir, del raton sensibilizado y retado. Con los resultados
obtenidos y la literatura consultada se establecieron las condiciones para inducir una reaccion
de hipersensibilidad tardia, al sensibilizar con 1 x 107 antigenos particulados de Leishmania
mexicana en un volumen de 100 puL inyectando 50 pL en cada flanco por via subcutianea de
cada raton y 7 dias mas tarde retar con 3 x 10° de antigenos del parésito en un volumen de 20
pL inyectados por via intradérmica en la oreja derecha. Se utiliza como control la oreja izquierda
en la cual se inyectan 20 puL. de agua inyectable estéril y 48 horas més adelante, se realiza la
medicion del grosor de ambas orejas.

La inmunosupresion inducida por UVB es un fendémeno ampliamente conocido y mundialmente
utilizado en experimentacion animal. Una vez establecidas las condiciones para inducir una
reaccion de hipersensibilidad tardia, nos dimos a la tarea de estandarizar un protocolo, con todas
sus implicaciones, de inmunosupresion inducida por UVB. Para establecer un ensayo
estandarizado de inmunosupresion inducida por UVB se deben de estandarizar los siguientes
pardmetros: la cantidad minima de ratones por grupo a utilizar, la fuente de radiacion
ultravioleta, el espectro y la intensidad de emision de la lampara, el tratamiento de los ratones

antes y durante la exposicion a UV, el tiempo y la distancia de exposicion, la dosis
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inmunosupresora, el tiempo entre la exposicion a UVR y la sensibilizacion de los ratones (para
esto se debe tener estandarizado el protocolo de induccion de DTH) y los controles que seran
utilizados para poder validar los datos. En nuestro ensayo utilizamos grupos de 5 ratones cada
grupo como minimo, siguiendo la recomendacion internacional de utilizar de 5-10 ratones '°.
Como fuente de radiacion ultravioleta se utilizaron dos lamparas solares Philips UVL FS-40T12
con un espectro e intensidad de emision de 0.5% UVC (200-280 nm), 60% UVB (280-320 nm),
40% UVA (320-400 nm). Esta fuente de UV es ampliamente utilizada por la comunidad
internacional, aunque lo cominmente reportado son bancos de 6 ldmparas '?°. Los ratones
fueron rasurados y depilados inmediatamente antes de ser expuestos a UVR. Aunque no existe
un consenso general, autores reportan rasurar y depilar a los ratones el mismo dia '?°, 1 dia antes
122 0 hasta 2 dias antes '?° de la exposicion a UVR. Es importante tener cuidado al rasurar y
depilar para no ocasionar quemaduras ni heridas y dar exactamente el mismo tratamiento a todos
los ratones incluidos los controles no expuestos a UV. Durante la exposicion es importante
cubrir las orejas y la cabeza de los ratones. En nuestro caso utilizamos papel carton grueso para
cubrir la cabeza, las orejas y una franja de la piel de la region dorsal del tronco que es donde
posteriormente se infectaria a los ratones. La idea de utilizar una franja de carton para cubrir la
region dorsal de los ratones irradiados surgié como una necesidad después de haber realizado
ensayos preliminares en donde no se cubria la piel que iba a ser infectada o se cubria con un
pequeno rectangulo de carton y el dia de la infeccion el engrosamiento y el dafio por quemadura
de la piel era tal que resultaba imposible realizar las infecciones. Otra razon por la que decidimos
cubrir la region a infectar, fue que observamos que a los 15 dias los ratones experimentaban
descamacion del espesor total del tejido cutaneo radiado e infectado. Otros autores reportan

cubrir las orejas con papel aluminio '?3, cinta negra opaca '>* o metacrilato de metilo de color
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negro 2. La distancia de exposicion es variable reportandose entre 20 a 40 cm de distancia
entre la [dmpara y el raton irradiado.

La dosis de UVB depende del tiempo de exposicion. En nuestro ensayo, se probaron distintos
tiempos (dosis) de exposicion. Inicialmente el problema radico en que, para llegar a las dosis
inmunosupresoras previamente reportadas en la literatura, el tiempo de exposicion de los ratones
a luz UV era tal, que el calor y la emisiéon de UVA de la lampara generaba quemaduras graves
en las areas expuestas de los ratones y esto imposibilitaba poder continuar con el ensayo. Tras
numerosos ensayos preliminares demostramos que la exposicion a 62.5 mJ/cm?y 25mJ/cm? de
UVB es suficiente para suprimir la reaccion de hipersensibilidad tardia previamente
estandarizada y no generar lesiones ni quemaduras que imposibiliten a los ratones de poder
continuar con el ensayo. En otros ensayos se han reportado dosis de UVB inmunosupresoras
consideradas “bajas dosis” que van desde 72mJ/cm? %5, 180mJ/cm? 124, y 300mJ/cm? 1?3 hasta
dosis inmunosupresoras consideradas “altas dosis” como 10 kJ/m? '?°, El ensayo de exposicion
y el tiempo entre exposicion a UV vy la sensibilizacion (o en el caso de nuestro modelo, de la
infeccion) también varia entre ensayos. En nuestro caso, se realizé la exposicion a una dosis
tnica de 25mJ/cm? y 4 dias mas tarde se realizo la sensibilizacion o la infeccion de los ratones.
En la literatura se reportan diferencias en esta variable. En un ensayo donde se utilizé una sola
exposicion a 10 kJ/m? de UVB, se reportd una espera de 3-5 dias entre la exposicion y la
sensibilizacion para la induccion de DTH '?°. En otro caso se utilizo un esquema de exposicion
de 150 mJ/cm? 1 vez al dia durante 3 dias seguidos y posteriormente la sensibilizacion para
induccion de DTH 22, En otro trabajo se report6 una sola exposicion a 300 mJ/cm?y 10 dias
después se realizo la sensibilizacion para induccion de DTH 23, Y en otros ensayos se realizaba

124, 126

la exposicion a UVB y 2 dias después '?° 0 3 dias después se realizaba la sensibilizacion

o la infeccion de los ratones. Por ultimo, es importante mencionar que los controles para estos
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experimentos son cruciales. El control positivo consiste en el grosor de la oreja de un grupo de
ratones sanos no irradiados que estan sensibilizados y posteriormente son retados. El control
negativo consiste en el grosor de la oreja de un grupo de ratones que son irradiados, no son
sensibilizados, y son retados con agua inyectable estéril. Y los grupos experimentales, el grosor
de la oreja de ratones que son irradiados, sensibilizados y retados. La respuesta de fondo del
engrosamiento de las orejas de los controles negativos se resta de los valores obtenidos en el

grupo de control positivo y de los grupos experimentales.

9.4 Evaluacion de la infeccion por Leishmania mexicana en ratones expuestos a

diferentes dosis de radiacion UVB; primer acercamiento.

Se realiz6 un ensayo preliminar para evaluar la evolucion de las lesiones de ratones expuestos a
distintas dosis de radiacion UV e infectados con L. mexicana. Para esto, se tomaron 3 grupos de
ratones y se expusieron a dosis no inmunosupresoras; 6 mJ/cm?, 12 mJ/cm? y 18 mJ/cm? una
dosis por grupo, y se incluy6 un grupo expuesto a la dosis inmunosupresora de UVB 25mJ/cm?.
Posteriormente se infect6 a todos los ratones con amastigotes del parasito Leishmania mexicana.
En 25 dias de seguimiento se observd que las lesiones de todos los ratones expuestos a cualquier
dosis de UV eran de mayor tamafio que las lesiones de los ratones no expuestos a UV e
infectados. Sin embargo, tras realizado el andlisis estadistico unicamente las lesiones de los
ratones expuestos a la dosis inmunosupresora 25mJ/cm? presentaron significancia estadistica en
la diferencia del tamafio de la lesion en comparacion con los ratones no expuestos a UV e
infectados. Posteriormente se realizd la determinacion de la carga parasitaria por andlisis
semicuantitativo in situ y se observé una mayor cantidad de parasitos en las lesiones de los

ratones radiados con 25mJ/cm? e infectados en comparacion con los ratones radiados con dosis
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no inmunosupresoras y el grupo no radiado e infectado. Ciertamente este ensayo preliminar no
es la primer evidencia publicada en donde se observe que un agente patogeno prolifere y la
infeccion se exacerbe en un hospedero inmunosuprimido por UVB. En uno de los primeros
trabajos publicados en este respecto, utilizaron el virus del herpes simple tipo 1 (HSV1)'?7. Los
autores partieron de la observacion de que seres humanos y animales de experimentacion
infectados con HSV1 continuaban albergando al virus en el sistema nervioso durante el resto de
sus vidas y que aunque no mostraran datos de infeccion, el virus podia ser aislado a partir de la
raiz dorsal del ganglio de los nervios asociados con el sitio de lesion recurrente a través del
cultivo del ganglio completo in vitro '?8. Los autores se preguntaron si ante un estimulo
inmunosupresor inducido tras la exposicion a UVB era posible la recurrencia de la infeccion.
Para responder esta pregunta, tomaron ratones blancos Swiss, los infectaron con HSV1 y de 4 a
14 semanas después de controlada la infeccion primaria, los ratones fueron expuestos a luz UV.
Los resultados fueron alentadores, los ratones expuestos a UV presentaron recurrencia de la

infeccidn e incluso se aisld HSV1 del sitio irradiado 27

. Anos mas adelante el mismo grupo de
trabajo publicoé otro ensayo similar, utilizando HSV1 y aplicando otros estimulos
inmunosupresores incluida la UV, nuevamente observando una recurrencia de la infeccion en
los ratones inmunosuprimidos '2°. Continuando en el contexto de HSV1, otro grupo de trabajo
estandariz6 un modelo animal utilizando ratones C3H. Los autores expusieron a los ratones a
una dosis preestablecida de UVB de 96mJ/cm?y 3 dias mas adelante los infectaron con HSV1.
Hasta 7 semanas después de la infeccién primaria volvieron a exponer a los ratones a la dosis
mencionada y el 80% presento recurrencia de la infeccion 3%, En otro estudio mas reciente se
demostré que la inmunosupresion inducida por UVB provocd que un grupo de ratones de una

cepa inmunocompetente se volviera altamente susceptible a la enfermedad causada por el virus

del papiloma de ratén tipo 1 (MmuPV1). En este estudio se formaron 3 grupos de ratones de la
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cepa FVB/NJ. El primer grupo no se expuso a UVB, el segundo grupo se expuso a 150 mJ/cm?
de UVB vy el tercer grupo a 300 mJ/cm?. Posteriormente se infectd a los ratones con el virus del
papiloma de ratén tipo 1 y se les dio seguimiento. 3 meses después, el 0% de los ratones del
grupo 1 (no inmunosuprimidos) y del grupo 2 (expuestos a 150 mJ/cm?) no presentaron el
desarrollo de papilomas. Por otro lado, mas del 55% de los ratones del grupo 3 (expuestos a
300mJ/cm?) habian desarrollado papilomatosis '23. En aquél trabajo ademas de demostrar que
la inmunosupresion inducida por UVB se relaciona directamente con el desarrollo de la
enfermedad por MmuPV 1, nosotros destacamos que al igual que en nuestro ensayo preliminar,
la dosis especifica de UVB a la que se expone a los ratones puede influir en el desarrollo de la
lesion (Grupo 3, ratones expuestos a 300mJ/cm? en donde >55% desarroll6 papilomatosis) o no
tener un efecto significativo en la capacidad inmunoldgica del hospedero en el combate a la
infeccion (Grupo 2, ratones expuestos a 150mJ/cm? en donde el 0% desarrolld papilomatosis).
Al igual que ellos, en nuestro ensayo preliminar observamos diferencias en el tamafio de la
lesion y la carga parasitaria presentada por los ratones expuestos a las dosis de 6 mJ/cm?, 12
mJ/cm? y 18 mJ/cm? de UVB en comparacion con el tamafio de la lesion y la carga parasitaria
de los ratones expuestos a 25mJ/cm? de UVB. Esta serie de resultados, trabajos referenciados y
algunos otros que serdn discutidos mdas adelante, representan evidencia experimental que
soporta la hipotesis que la inmunosupresion inducida por luz UVB tiene un efecto en el sistema
inmunolodgico lo suficientemente importante como para afectar directamente en la evolucion y
el desarrollo de una enfermedad infecciosa.

Con base en estos resultados y la evidente diferencia en el tamafio de lesion y la cantidad de
parasitos in situ entre los grupos, como acercamiento preliminar realizamos un andlisis de la
presencia de células IL-10 positivas y porcentaje de IL-10 en la epidermis del tejido lesional y

la evaluacion de la presencia y distribucion de macrofagos en la lesion de los diferentes grupos
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por THQ. Todos los ratones radiados presentaron una mayor cantidad de células IL-10+ en la
epidermis y una mayor cantidad de IL-10 en el tejido de la lesion en comparacion con los ratones
no radiados e infectados, pero tnicamente los ratones radiados con 25mJ/cm? presentaron
diferencia estadisticamente significativa. La tendencia presentada por los ratones radiados con
dosis no inmunosupresoras no es de menospreciarse. Esta tendencia es reflejo evidente de un
fendmeno de produccion y liberacion de IL-10 dosis-dependiente inducido por la exposicion a
UVR, un fenémeno previamente reportado '3!. La técnica de IHQ realizada en todas las lesiones
de los ratones de todos los grupos y la reconstruccion de las lesiones nos permitié mapear e
identificar que los principales productores de esta citocina se encuentran en la epidermis del
tejido lesional. Con base en lo observado y lo reportado en la literatura, las células observadas
y responsables de esta produccién muy seguramente sean queratinocitos !32. El andlisis
inmunohistoquimico utilizando anti-MOMAZ2 como anticuerpo primario y la reconstruccion de
las lesiones de este ensayo preliminar, nos permitio evidenciar a los macréfagos como la célula
principal en el tejido lesional de los ratones de ambos grupos, algo previamente reportado 768,
A pesar de haber obtenido informacion valiosa y observado fendmenos interesantes en este
ensayo preliminar y los experimentos subsecuentes, es importante mencionar que durante su
realizacion se presentaron algunos imprevistos. La principal desventaja fue la falta de control
sobre la dosis inoculada. Las infecciones de los ratones se realizaron a partir de parasitos en su
forma de amastigote obtenidos del macerado de una lesion de larga evolucion de un ratéon
C57BL/6 infectado con L. mexicana. El ratdon fue sacrificado minutos antes de comenzar el
ensayo, se macerd la lesion y a partir del macerado se realizaron las infecciones. Si bien, todas
las infecciones se hicieron en el mismo momento, a partir del mismo macerado y llevando a
cabo la misma serie de pasos, es algo que se debe de tomar en cuenta aquel que deseé reproducir

estos resultados. En resumen, independientemente de los detalles metodologicos enfrentados en
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este ensayo preliminar, observamos que los ratones inmunosuprimidos con UVB (25mJ/cm?) e
infectados con L. mexicana desarrollan lesiones de mayor tamafio, presentan una mayor carga
parasitaria por analisis semicuantitativo in situ y una mayor cantidad de IL-10 en la epidermis
de las lesiones que los ratones no inmunosuprimidos e infectados. También observamos la
tendencia al desarrollo de un mayor tamaino de lesion y una mayor cantidad de células IL-10+
en la epidermis de los ratones radiados con dosis de UVB no inmunosupresoras, lo cual nos
habla de una relacion entre el tamafio de la lesion y la liberacion de IL-10 dosis-dependiente,
independientemente de que la dosis de UVB en cuestion no genere supresion de DTH. Por
ultimo, con base en estos resultados preliminares, se decidid llevar los ensayos de infeccion més
alla de los 25 dias y repetir la exposicion de UVB al menos cada 15 dias a lo largo de la duracion

de los siguientes ensayos.

9.5 Evaluacion de la evolucion de la infeccion en ratones C57BL/6 inmunosuprimidos
con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana 'y determinacion de la carga

parasitaria por dilucion limitante.

El modelo de infeccion establecido utilizando ratones hembra de la cepa C57BL/6,
inmunosuprimidos con luz UVB, infectados con parasitos de la especie Leishmania mexicana
en la fase de promastigote metaciclico a una dosis de 1 x 10° por via intradérmica en la region
dorsal del tronco, es un modelo de infeccion que actualmente no esté reportado en la literatura
universal. Después de estandarizado el modelo de infeccién y las condiciones para la
inmunosupresion, se inmunosuprimieron e infectaron ratones de la manera antes descrita. Se
midieron las lesiones cada 5 dias durante 42 dias y se determind la carga parasitaria al finalizar

el ensayo. Los resultados mostraron que los ratones inmunosuprimidos e infectados (UVB + L.
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mex) presentaron un mayor tamafo de lesion al dia 30 y 42 de infeccion y una mayor carga
parasitaria, que los ratones no inmunosuprimidos e infectados (WT + L. mex). Durante décadas
se han utilizado modelos murinos para el estudio experimental de la infeccion por Leishmania
spp. pero no hay reportes de un modelo de infeccidon en ratones C57BL/6 inmunosuprimidos
con UVB e infectados con Leishmania mexicana en la piel de la region dorsal del tronco. Los
reportes existentes donde se haya utilizado ratones C57BL/6 infectados con Leishmania
mexicana difieren del nuestro en aspectos fundamentales como: la eleccion del sitio de infeccion
(por lo general se utiliza el cojinete plantar o las orejas de los ratones), el método de medicion
empleado y las unidades en las que se reporta el tamafio de la lesion (algunos autores utilizan
calibrador dial Vernier y miden unicamente el Eje X, otros el Eje Y, otros miden ambos Ejes y
determinan el area, otros utilizan un micrémetro digital y determinan circunferencia, etc.) y por
supuesto, la exposicion a UVB. Esto dificulta ain mas la comparacion de nuestros resultados
con lo reportado en la literatura. En nuestro trabajo la evolucion de las lesiones fue documentada
utilizando dos métodos. La medicion del didmetro del eje X de las lesiones se realizo utilizando
un micrémetro digital Mitutoyo y se expres6 en milimetros, y la medicion de las lesiones en los
ejes X y Y se utilizo un calibrador dial Vernier y se expres6 en mm?. Los ratones del grupo WT
+ L. mex desarrollaron lesiones homogéneas y con un crecimiento constante, algo previamente
observado en el establecimiento del modelo y ensayos preliminares. Este comportamiento de la
evolucion de la infeccidon en cuanto a tamafo de lesion, habia sido previamente reportado en
otros trabajos. En un trabajo donde se compar¢ la evolucion de las lesiones de ratones de la cepa
BALB/c, C57BL/6 y C3H infectados con bajas (10%) y altas (5 x 10°) dosis de Leishmania
mexicana se reportd un comportamiento similar al observado en nuestros experimentos en la
evolucion de la lesion de los ratones C57BL/6 infectados con altas dosis durante las primeras 6

semanas 33, En otro trabajo donde infectaron ratones BALB/c por via intradérmica con
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Leishmania amazonensis reportaron el tamano de la lesion a las 6 semanas de aproximadamente
20 mm? 134, Un tamafio similar al observado en los ratones del grupo WT + L. mex en nuestro
ensayo. En otro trabajo donde infectaron ratones C57BL/6 en el cojinete plantar con
promastigotes de L. mexicana también reportaron un crecimiento constante de las lesiones
durante las primeras 6 semanas y un tamaiio al finalizar la sexta semana similar al observado en
nuestro grupo experimental WT + L. mex '3, Durante la evolucion de las lesiones de los ratones
de los grupos WT + L. mex y UVB + L. mex observamos que las lesiones de los ratones WT+
L. mex comenzaba a presentar datos de ulceracion que se tornan evidentes para el dia 42 de la
infeccion, algo que no se observé en los ratones UVB + L. mex. Muy probablemente esto se
deba al aumento de la division celular de los queratinocitos inducido por la radiaciéon UV, lo
que lleva a la acumulacion de queratinocitos epidérmicos y aumento del grosor de la epidermis
136 Algo observado en el andlisis histopatologico de estas lesiones que sera discutido mas
adelante. El papel que juega la ulceracion de las lesiones de los ratones WT + L. mex en la
resolucion o cronicidad de la infeccion, es incierto y sin duda presenta un motivo para evaluar
la evolucion de las lesiones durante una mayor cantidad de tiempo.

Como se coment6 en la discusion del punto anterior, este ensayo no representa la primer
evidencia publicada en donde se observe que un agente patdégeno prolifere y la infeccion se
exacerbe en un hospedero inmunosuprimido por exposicion a UVB. Ademaés de los trabajos
previamente mencionados en donde se demostrd la recurrencia de la infeccion por el virus HSV1

127’ el

en ratones blancos Swiss infectados y semanas mdas tarde expuestos a luz UV
establecimiento del modelo animal utilizando ratones C3H inmunosuprimidos con UVB e
infectados con HSV1 donde demostraron una recurrencia del 80% de la infeccion al volver a

exponer a los ratones a una dosis inmunosupresora de UVB '3 ¢ el trabajo donde demostraron

que la inmunosupresion inducida por UVB en un grupo de ratones de una cepa
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inmunocompetente los volvia altamente susceptibles a la enfermedad causada por el virus
MmuPV1 !23 se ha reportado este fenomeno de susceptibilidad en modelos experimentales
utilizando otros agentes infecciosos ademas de los virus.

En nuestros resultados observamos una correlacion entre el aumento en el tamano de la lesion
y el aumento de la carga parasitaria. Esta correlacion ya habia sido reportada en modelos de
infeccion utilizando ratones C57BL/6 y al parasito Leishmania mexicana, pero bajo condiciones
experimentales distintas (utilizaron otra cepa del parasito [MNYC/BZ/62/M379], inicialmente
se inocularon 5x10° parasitos, y las infecciones se realizaron en el cojinete plantar) %°. A
diferencia de nuestros resultados, existen reportes donde no siempre sucede esta correlacion en
ratones inmunosuprimidos con UVB. Tal es el caso de un trabajo donde se expusieron ratones
de la cepa BALB/c y C3H a 45 kJ/m? de UVB y tres dias mas tarde se infectaron con 1x10° de
bacilos vivos de Mycobacterium bovis. Se monitorearon las lesiones realizando mediciones del
cojinete plantar (sitio del in6culo) y periddicamente se determind el nimero de bacterias en los
ganglios linfaticos regionales y en el bazo de los ratones infectados. Al finalizar el ensayo, no
observaron una diferencia significativa en el grosor del cojinete plantar de los animales
inmunosuprimidos e infectados en comparacion con los no inmunosuprimidos e infectados, de
ninguna de las dos cepas. Pero si observaron que los ratones inmunosuprimidos e infectados de
ambas cepas, presentaban una mayor cantidad de bacterias en los ganglios linfaticos regionales

y en el bazo a los 21, 42 y 65 dias de infeccion %7

. Es evidente que el agente patdgeno en
cuestion juega un papel clave en el comportamiento de la infeccion y los parametros micro o
macroscopicos que el investigador debe establecer para medir la evolucion de la misma deben
adecuarse a cada caso en particular. En referencia a lo mencionado, hay reportes donde ratones

inmunosuprimidos con UVB e infectados no muestran susceptibilidad ante el agente patogeno.

Tal es el caso de un trabajo donde utilizaron ratones C57BL/6 los expusieron a una dosis de 80-
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170 kJ/m2 de UVB y posteriormente infectaron con Schistosoma mansoni. Establecieron como
parametros del desarrollo de enfermedad: la formacion de granulomas en el higado, fibrosis, y
carga parasitaria. Al finalizar el estudio no se observaron diferencias entre los ratones
inmunosuprimidos e infectados y los controles no inmunosuprimidos e infectados. Los autores
concluyeron que la inmunosupresion inducida por radiacion UV no causa alteraciones
importantes en la esquistosomiasis en contraste con los estudios sobre otras enfermedades
infecciosas '*%. Por ultimo, es importante mencionar que la carga parasitaria presentada por los
ratones del grupo WT + L. mex. en las lesiones de 6 semanas de evolucioén es similar a la
reportada en un trabajo de referencia de la técnica de dilucion limitante donde infectaron ratones
C57BL/6 con Leishmania mexicana y se realizd la misma técnica para determinar carga
parasitaria en lesiones del mismo tiempo de evolucion '3°. Como se discutird mas adelante, las
lesiones de mayor tamafio presentadas por los ratones del grupo UVB + L mex. a los 30 dias,
son el reflejo macroscopico de un microambiente inmunologico desfavorable para los ratones

inmunosuprimidos.

9.6 Evaluacion histopatologica de la lesion cutanea en ratones CS7BL/6

inmunosuprimidos con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana.

Se sabe que existe un espectro tanto clinico como histologico en la leishmaniosis cutanea '%°. E1
espectro y su variabilidad dependen de varios factores, como el tipo y la duracion de la lesion,
la cepa de Leishmania infectante, la ubicacion geografica en la que haya sido adquirida, la carga

141 " Tas lesiones evolucionan de ser una

parasitaria, la inmunidad del hospedero, etc
papula/ndédulo que se torna blando a la formacion de una placa/nddulo que posteriormente pierde

la cubierta dermoepidérmica y se ulcera. Al cabo de 3-4 meses se forma una ulcera bien
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circunscrita de bordes indurados y fondo limpio que tiende a sanar de 3-12 meses después 4!,
En las lesiones cutaneas por Leishmania se pueden identificar patrones histologicos indicativos
de prondstico favorable o desfavorable para la resolucion '#2. En nuestro estudio, se realizo el
analisis histopatologico a partir de cortes congelados tefiidos con H&E del tejido lesional de los
4 grupos experimentales (WT + L. mex, UVB + L. mex, UVB + PBS y CP + L. mex) alos 15y
30 dias de evolucion de la infeccion. El andlisis a los 15 dias de infeccion en las lesiones de los
ratones del grupo WT + L. mex mostré un infiltrado celular difuso en la hipodermis con invasion
a la capa muscular, presencia de amastigotes en intersticio y células parasitadas en toda la lesion.
Se observo la presencia de células PMN, linfocitos y células fagociticas en el infiltrado. En las
lesiones de los ratones inmunosuprimidos e infectados (UVB + L. mex.) se observo la presencia
de parasitos y células fagociticas parasitadas debajo de la capa muscular, a diferencia de los
ratones no inmunosuprimidos e infectados donde la presencia de parasitos y células parasitadas
se limitd en la capa muscular y no debajo de ella. De igual forma el tejido de estos ratones
presentd un infiltrado celular difuso en la hipodermis y la presencia de células PMN, linfocitos
y células fagociticas en el infiltrado. El espectro histoldgico de la leishmaniosis cutanea se ha
clasificado de diversas maneras en diferentes tipos. Uno de los primeros reportes de su
clasificaciéon la encasilla en tres formas: forma tuberculoide, forma de predominio de

macrofagos y forma intermedia '43.

Anteriormente se habian reportado dos patrones
histolégicos: lesiones tempranas (<1 afio de evolucion) caracterizadas por la presencia de un
infiltrado de macrofagos difuso y gran cantidad de parasitos en la lesion, y lesiones tardias (>1
afo) con un infiltrado granulomatoso '44. Esta clasificacion ha sido utilizada por otros autores
145, En otro trabajo se sugirio una clasificacion de cuatro patrones diferentes dependiendo de las

diferentes poblaciones celulares, formacién de granuloma, presencia de necrosis y recuento de

parasitos %, El analisis realizado a los 15 dias por nuestro equipo de trabajo es ambicioso al
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tratarse de una enfermedad cronica, las diferencias histopatologicas observadas a los 15 dias
entre los dos grupos experimentales son finas y es muy temprano en la infeccion para
clasificarlas segln la literatura. La diferencia més destacada observada que persiste hasta los
30 dias de evolucion es la presencia de amastigotes en células fagociticas o en el intersticio en
la capa muscular y debajo de ella. El analisis histopatologico a los 30 dias de infeccion en los
ratones no inmunosuprimidos e infectados (WT + L. mex) mostr6 un infiltrado celular contenido
en la dermis e hipodermis sin invasion a la capa muscular, con una predominancia de linfocitos
y células fagociticas. Se observo la formacion de una estructura de contencion tisular al rededor
del agente infeccioso y de células parasitadas. En los ratones inmunosuprimidos e infectados
(UVB + L. mex.) se observo una lesion descontrolada sin la formacion franca de una estructura
de contencion del agente infeccioso. Presencia de un infiltrado celular en la dermis, hipodermis,
muscular y submuscular y predominancia de linfocitos y de células fagociticas. En una serie de
publicaciones significativas se dilucidd la patogenia de la leishmaniosis cutanea y se clasificd
en 5 subtipos; involucro difuso de macréfagos sin necrosis (tipo 1), necrosis difusa de
macrofagos (tipo 2), necrosis focal de macréfagos (tipo 3), granuloma tuberculoide reactivo
temprano (tipo 4) y granuloma tuberculoide (lupoide) (tipo 5). El autor también hizo hincapié
en que la resolucion se produce en la mitad del espectro de la leishmaniosis y que, a diferencia
de la lepra, la LCL no es principalmente una afeccion granulomatosa. Se destacd ademas que:
el granuloma intacto de macrofagos sin necrosis, la lisis de macréfagos con necrosis y la
activacion de los macrofagos con formacion de granuloma tuberculoide representan las tres
respuestas importantes del huésped contra Leishmania 4> '#7- 148 Ademas de la respuesta
granulomatosa, Leishmania induce una respuesta tisular destructiva en la dermis y la epidermis,
que es mas marcada en algunas formas de LCL del Nuevo Mundo #°. Segun la clasificacion

descrita las lesiones de los ratones del grupo WT + L. mex de 30 dias de evolucion presentan
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caracteristicas del tipo 3 y 4, con la presencia de una necrosis focal de macrdofagos en el centro
de la lesion y el inicio de formacion de un granuloma. Estos tipos de lesion se han asociado a la
formacion de un granuloma y la eliminacion efectiva de parasitos por activacion de macréfagos

en células epitelioides 4% 147

. Lo cual indica que las lesiones de 30 dias de evolucion de los
ratones del grupo WT + L. mex. presentan un ambiente histopatoldgico favorable hacia la
contencidn y resolucion de la lesion. Por otro lado, las lesiones de los ratones del grupo UVB +
L. mex de 30 dias de evolucion presentan caracteristicas principalmente del tipo 2, con la
presencia de una necrosis difusa de macrofagos, algo que refleja una elevada cantidad de
parésitos en la lesion y de muerte celular desorganizada, lo cual nos indica de la presencia de un
ambiente histopatologico desfavorable hacia la contenciéon y resolucion de la lesion. Los
granulomas se caracterizan por la presencia de histiocitos que han evolucionado a células
epitelioides, que forman agregados mas o menos definidos en los que se puede encontrar otras
poblaciones de células inflamatorias. La formacion de granulomas es el resultado de una
compleja interaccion inflamatoria entre un antigeno persistente no degradable y una respuesta
inmune cronica del hospedero caracterizada por: actividad de macrofagos, respuesta celular
Th1, actividad excesiva de células B, complejos inmunes circulantes y un amplia gama de
mediadores biologicos °°. La formacion de granulomas comunmente se ha asociado con
lesiones de meses o afios de evolucion, pero en el caso de LCL no siempre es asi. Aunque el
granuloma epitelioide reactivo temprano es comiin en LCL de corta evolucion, el granuloma
tuberculoide bien organizado es raro. Sin embargo, hay reportes de la formacion de esta
estructura histologica en lesiones de apenas cuatro semanas de evolucion 42, En otro estudio,
en el 25% de las lesiones agudas se encontraban células epitelioides e infiltrado linfocitario '>!.

Se ha sugerido que en la LCL la poblacion de células epitelioides puede ocurrir en cualquier

etapa de la evolucion de la enfermedad. Incluso las lesiones tempranas con alta carga parasitaria
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pueden mostrar granuloma en el borde de las lesiones y secciones mas profundas de la
biopsia/necropsia 4> 47, Por tltimo, es importante mencionar que en el analisis histopatoldgico
a los 30 dias de infeccion de las lesiones de los ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida e
infectados (CP + L. mex.) no se observo el desarrollo macroscopico de una lesion cutdnea, sin
embargo, se observo la presencia de amastigotes y de células fagociticas infectadas a los 30

dias de infeccion.

9.7 Evaluacion de la presencia, distribucion y porcentaje de degranulacion de mastocitos
y su papel en la patogénesis en lesiones cutanea de ratones C57BL/6 inmunosuprimidos

con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana

Los mastocitos son células efectoras importantes del sistema inmunolédgico y tienen funciones
inmunomoduladoras en procesos de salud y enfermedad. Se distinguen por su alto contenido de
granulos secretores electrodensos, que se llenan con grandes cantidades de compuestos
inmunomoduladores preformados y pre-activados. Cuando se activan apropiadamente, los
mastocitos sufren una degranulacion, un proceso mediante el cual los granulos preformados se
liberan rapidamente en el entorno. En muchos casos, los efectos que tienen los mastocitos en la
respuesta inmune estan estrechamente asociados con las acciones biologicas de los compuestos
granulados que liberan !32. Los mastocitos producen tres clases principales de mediadores:
mediadores asociados con granulos preformados; mediadores lipidicos; y una amplia variedad
de citocinas y quimiocinas. Algunas de las citocinas producidas por los mastocitos incluyen
mediadores pro-inflamatorios clasicos como TNF o IL-1B, o mediadores anti-inflamatorios o

inmunomoduladores como IL-10 o TGF-f. También se han descrito como fuente importante de

citocinas tipo Th2: IL-4, IL-5 e IL-13 o de citocinas de tipo Thl: IFN-y, IL-12 ¢ IL-18 *. En
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nuestro trabajo, el analisis histologico de las lesiones tefiidas con azul de toluidina revel6 una
importante presencia de mastocitos en las lesiones y en el tejido circundante de los 4 grupos
experimentales (WT + L. mex, UVB + L. mex, UVB + PBS y CP + L. mex) a los 15y 30 dias
de evolucion de la infeccion. A primer instancia resultd evidente notar una diferencia en el
patrén de distribucion de los mastocitos en las lesiones de los diferentes grupos, en la cantidad
de mastocitos presentes y en el porcentaje de degranulacion que presentaban las células. En un
trabajo previamente reportado, se realizd un andlisis de cuantificacion y porcentaje de
degranulacion de mastocitos en ratones C57BL/6 y BALB/c infectados con Leishmania
mexicana. En ese trabajo se infectaron los ratones con 1 x 10° promastigotes metaciclicos de L.
mexicana en el cojinete plantar. Se realiz6 andlisis de la cantidad de mastocitos y porcentaje de
degranulacion después de 1 hora, 3 horas, 3 dias, 1, 3, 4 y 8 semanas de infeccion en ambos
grupos de ratones. A diferencia de nuestra clasificacion morfolégica de degranulacion en 3
categorias, los autores reportaron Unicamente 2 estados morfologicos de degranulacion:
degranulado o no degranulado >3, En ese trabajo los autores observaron un fendmeno similar al
observado por nuestro grupo de trabajo, un incremento en la cantidad y un gran incremento en
el porcentaje de degranulacion de los mastocitos en las lesiones cutdneas de los ratones de ambos
grupos en comparacion con los ratones no infectados. En nuestro trabajo, en las lesiones de 15
dias de evolucion de los ratones UVB + L. mex se observo una mayor cantidad de mastocitos y
un mayor porcentaje de mastocitos completamente degranulados que los ratones WT + L. mex.
En estas lesiones se observd un patrén en la distribucion de mastocitos, encontrandose una
mayor cantidad de mastocitos completamente degranulados en el interior de la lesion y
mastocitos degranulados o en reposo en la periferia o fuera de ella. En las lesiones de 30 dias
de evolucion de los ratones UVB + L. mex se observo una mayor cantidad de mastocitos y un

mayor porcentaje de mastocitos completamente degranulados que los ratones WT + L. mex. En
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estas lesiones se observa un patrén en la distribucion similar de mastocitos entre ambos grupos,
encontrandose una mayor cantidad de mastocitos completamente degranulados en el interior de
la lesion y mastocitos degranulados o en reposo en la periferia o fuera de ella. La activacion y
degranulacion de los mastocitos o la produccion y liberacion de citocinas sin degranulacion,
depende del estimulo de una variedad de receptores exdgenos o enddgenos que poseen estas
células 1%, Algunos de estos receptores son: receptores Fc (FceRI, FeyRI, FeyRII y FeyRIID),
receptores tipo Toll (TLR1 al 7 y TLR 9), receptores tipo NOD, receptores del complemento,
receptores de citocinas, etc 3. La degranulacion o no degranulacion depende del receptor
activado, por ejemplo: TLR4 puede ser activado por LPS de bacterias Gram-negativas, lo cual
induce la produccion de citocinas sin que la célula se degranule. Por otro lado, la activacion a
través de TLR2 por peptidoglucanos puede resultar en la degranulacion y produccion de
citocinas '°®. En el contexto de una infeccion por Leishmania mexicana se ha demostrado
experimentalmente que el lipofosfoglucano (LPG) que abunda en la membrana del parasito es
un ligando para TLR2 '*7. Continuando con el trabajo referenciado anteriormente, ademas del
aumento en la cantidad de mastocitos y el aumento en la degranulacion que los autores
reportaron, compatible con nuestros resultados, los autores realizaron un analisis comparativo
de la respuesta de mastocitos derivados de médula 6sea de ratones BALB/c y C57BL/6
estimulados in vitro con LPG de Leishmania mexicana. Los resultados demostraron que los
mastocitos de los ratones C57BL/6 estimulados con LPG a través de TLR2 llevan a una mayor
produccion de TNF-o, IL-10 y MIP-la. que los mastocitos de los ratones BALB/c !%3.
Adjudicandole a los mastocitos un papel de promotores de una afluencia sostenida de células al

sitio de la lesion en la infeccidon cutdnea por Leishmania mexicana.
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En otro estudio en donde se investigo el papel de los mastocitos durante la infeccion por
Leishmania major, se realizé un analisis morfométrico de los mastocitos en la piel de ratones
C57BL/6 resistentes y BALB/c susceptibles infectados con Leishmania major. Al igual que en
nuestro estudio y el antes referenciado, encontraron un gran porcentaje de degranulacion de los
mastocitos en el tejido de lesion por L. major en ambas cepas de ratones. Posteriormente
examinaron el curso de la infeccion en ratones genéticamente modificados deficientes de
mastocitos (WBB6F-W/W” o WCB6F;-SI/S1¢). Observaron que los mastocitos aumentaron
significativamente la intensidad y el tamafio maximo de las lesiones cutaneas en los sitios de
infeccidon por L. major, y en algunos casos prolongaron sustancialmente la persistencia de las
infecciones °’. El fendmeno antes descrito es compatible con lo observado por nuestro equipo
de trabajo en las lesiones de los ratones pertenecientes al grupo UVB + L. mex. en los que se
cuantificé una mayor cantidad de mastocitos en el sitio de lesion, un mayor porcentaje de
mastocitos degranulados en el sitio de lesion y un mayor tamafio de lesion en comparacion con
las lesiones de los ratones del grupo WT + L. mex.

Hasta este punto de la discusion no se ha mencionado el factor que més influye en la cantidad,
distribucion y porcentaje de degranulacion de los mastocitos de la piel de las lesiones estudiadas
en nuestro trabajo, la radiaciéon UV. La biologia de los mastocitos de la piel y las respuestas
cutaneas de mastocitos estan influenciadas por los efectos de factores ambientales incluida la
radiacion ultravioleta. El nimero de mastocitos en la piel humana, por ejemplo, es mayor en las

areas expuestas al sol en comparacion con la piel no expuesta, 15813

y se ha demostrado que el
numero de mastocitos en las capas superficiales de la piel es hasta 10 veces mas alto que en el
tejido subcutaneo '°°. Es bien sabido que los mastocitos dérmicos son un importante mediador

celular de la supresion de la inmunidad adaptativa inducida por UV a través de la produccion

de IL-10 161 162 En un estudio realizado con mastocitos de piel humana purificados, compararon
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los efectos de diferentes protocolos de irradiacion en la induccidn de liberacion espontanea de
mediadores tipicos de mastocitos. Los mastocitos purificados fueron expuestos a distintas dosis
de UVA (0, 5, 10, 15, 20, 25 J/cm?) y de UVB (0.5, 25, 50, 75, 100 mJ/cm?). Los autores
observaron que los mastocitos en reposo expuestos tanto a UVA como UVB liberaban altas
cantidades de histamina 9. En el contexto de una infeccion por Leishmania mexicana, la
liberacion temprana de histamina por parte de los mastocitos cutdneos irradiados con UVB
podria favorecer a la respuesta tipo Th2 %% y adicionalmente causar vasodilatacion y aumento
de la permeabilidad vascular. La liberacion de TNF-a. en conjunto con histamina, contribuye
como un potencial inductor de inflamacion, llevando a un aumento de la expresion de moléculas
de adhesion celular en el endotelio, aumento de la permeabilidad vascular y quimiotaxis de
neutrofilos al sitio irradiado e infectado. Estos eventos inflamatorios pueden llevar a una
extravasacion rapida de leucocitos de los vasos sanguineos a los tejidos circundantes donde los
paréasitos pueden encontrar nuevos hospederos, exacerbando la lesion '3, Ciertamente esta serie
de eventos desencadenados tras la exposicion a UVB, representan un panorama inmunolégico
desfavorable en la piel de los ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L.
mex. Ademads de la induccion de liberacion de histamina por parte de los mastocitos radiados,
se ha descrito que en la piel irradiada sucede un aumento en el reclutamiento, la cantidad '¢°, 1a

166,167 y 1a produccion de IL-10 inmunosupresora '8 por parte de los mastocitos.

degranulacién
En un estudio realizado en ratones C57BL/6 se demostré que la exposicion a 3 dosis de 0.15
J/em2 de UVB es suficiente para inducir supresion de la reaccion de hipersensibilidad tardia y
un reclutamiento rapido de mastocitos a la superficie de la piel irradiada en comparacion con la

167

piel no radiada '%°. Ademas se ha descrito que la endotelina-1 ¢ y el 4cido cis-urocanico 7 que

son algunos de los mediadores moleculares liberados por las células cutaneas tras la exposicion
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a UVB, inducen la degranulacion de los mastocitos. Algo que en parte explica el aumento de la
cantidad de mastocitos y el aumento en el porcentaje de degranulacion en las lesiones de los
ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex. Ademas del aumento en
la cantidad de mastocitos al sitio irradiado de la piel, aumento de la degranulaciéon y aumento
de la liberacion de histamina, se ha descrito que los mastocitos radiados liberan IL-10. En un
estudio realizado en ratones C57BL/6 expuestos a UVB, se demostrd que los mastocitos que
migraban a la piel radiada liberaban cantidades importantes de IL-10, y ésta contribuia a los
efectos antiinflamatorios e inmunosupresores del microambiente cutineo '8, Nuevamente, algo
inmunologicamente desfavorable para la resolucion de la infeccion en los ratones UVB + L.
mex. En resumen, los resultados experimentales obtenidos y analizados por nuestro grupo de
trabajo y la literatura universal consultada y antes discutida, nos plantea un panorama general
de los mecanismos que se desencadenan tras la exposiciéon a UVB y los efectos que estos tienen
en el papel que juegan los mastocitos, directa o indirectamente, en la respuesta contra
Leishmania. Es evidente que los mastocitos juegan un papel clave en las modificaciones del
microambiente cutaneo inducidas por UVB previo a la llegada del parasito a la piel irradiada y
durante el curso de la infeccion. Sin embargo, seria aventurado responsabilizar inicamente a
estas células del incremento en el tamafio de la lesion o la falta de control que se tiene sobre el
microorganismo en los ratones UVB + L. mex. No obstante, se ha presentado evidencia y
bibliografia que demuestra, al menos en parte, que los mastocitos juegan un papel importante

en la patogénesis de esta infeccion bajo estas circunstancias.

146



9.8 Evaluacion del papel de IL-10, IFN-y, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+y
macrofagos en la respuesta inmune local de las lesiones cutianeas de ratones C57BL/6

inmunosuprimidos con luz UVB e infectados con Leishmania mexicana.

Para analizar la presencia y cantidad de células IL-10+, IL-10 en tejido, células IFN-y+, IFN-y
en tejido, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y macrofagos en las lesiones de los ratones de
los diferentes grupos, se realizaron cortes congelados en los dias 15 y 30 de infeccion y se realizéd
la técnica de inmunohistoquimica utilizando como anticuerpo primario: IL-10, IFN-y, CD4,
CD8 y MOMAZ2. Tras el analisis inmunohistoquimico de las lesiones nos encontramos ante dos
panoramas inmunoldgicamente contrastantes. Como se presentd y discutié en el resultado
anterior, es evidente que las modificaciones del microambiente cutdneo desencadenadas tras la
exposicion a UVB previo a la llegada del parasito a la piel irradiada, y durante el curso de la
infeccion, repercuten de forma directa o indirecta en el desarrollo de la lesion. El tamafio de
lesion, la carga parasitaria y lo observado en el analisis histopatologico, son el reflejo de un
microambiente orquestado y efectuado por mediadores y células del sistema inmune. Los
fendmenos observados en las lesiones de los ratones UVB + L. mex. en los dias que fueron
analizados, sugieren que el microambiente inmunologico local resulta desfavorable para la
eliminacion del parésito y la resolucion de la infeccion.

Tras el andlisis inmunohistoquimico utilizando anti-IL10 como anticuerpo primario, se
cuantific6 una mayor cantidad de células IL-10+ en la epidermis de los ratones UVB + L. mex
en comparacion con los ratones WT + L. mex en las lesiones de 15 y 30 dias de evolucion.
También se observo una mayor cantidad de IL-10 en el tejido de la lesion tras realizado el

analisis de pixeles del tejido lesional a los 15 y 30 dias de evolucion. El aumento de IL-10 en la
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piel de ratones irradiados con UVB e infectados con L. mexicana en comparacion con los ratones
no irradiados e infectados, ya habia sido observado y documentado en uno de nuestros ensayos
preliminares antes discutidos. En aquel punto incluso se discutié acerca del probable fendmeno
dosis-dependiente entre exposicion a UVB y aumento de IL-10. En este sentido es importante
discutir dos puntos: 1) los mecanismos que se desencadenan tras la exposicion a UVB y llevan
a una mayor produccion de IL-10 en la piel radiada, independientemente de la presencia de
Leishmania y 2) el papel que juega la IL-10 como mediador inmunolégico en promover el
establecimiento o cronicidad de la infeccion. En breve, la naturaleza energética de la radiacion
electromagnética como fendmeno fisico le permite incidir directamente sobre los 4tomos de los
enlaces quimicos de las células y moléculas que se encuentran en las capas superficiales de la
piel %. Dependiendo de la dosis de UV, los enlaces quimicos pueden sufrir cambios
conformacionales o de otra indole que modifican a la molécula y su funcién o efecto biologico,
y se convierten en una sefial biolégicamente reconocible *°. Algunos fendmenos descritos que
se desencadenan tras la exposicion a UVB y llevan a una mayor produccion de IL-10 son: 1) La
fotoisomerizacion del acido urocanico (UCA) de su conformacion trans a su conformacion cis
169 El cis-UCA es una molécula inmunosupresora con repercusiones locales y sistémicas. En
relacion a IL-10 se ha demostrado que esta molécula es responsable de iniciar una cadena de
eventos bioldgicos que comienzan por la induccidon de mastocitos a la liberacion de histamina

170, 171

la cual estimula la produccién de prostanoides por ende aumentan los niveles de PGE: y

102 También se ha descrito

promueve el inicio de la cadena PGE, = 1L-4 = IL-10 antes descrita
el efecto inmunosupresor sistémico de cis-UCA al inducir la liberacion de IL-10 por parte de
linfocitos T CD4+ activados 72, 2) La produccion directa de IL-10 por los queratinocitos de la

epidermis radiada '°% 173, 3) La produccion de una gran cantidad de IL-10 por parte de

macrofagos CD11b+ que infiltran la piel radiada con UVB 74, 4) El factor activador de
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plaquetas (PAF) que es liberado por los queratinocitos radiados, aumenta la produccion de
COX2 y promueve la cadena PGE2 - IL-4 - IL-10 73176, 5) Células T supresoras activadas
productoras de IL-10 pero no de IL-4 ni IFN-y 77, 6) Como se discutio en el resultado anterior,
se ha descrito que en la piel irradiada hay un aumento en el reclutamiento!®, la degranulacion
166, 167 y 1a produccion de IL-10 inmunosupresora % por parte de los mastocitos. Estos son
algunos de los mecanismos que se desencadenan tras la exposicion a luz UVB y de las células
probablemente implicadas en el aumento de IL-10+ en las lesiones de la piel de los ratones del
grupo UVB + L. mex cuantificado por nuestro grupo de trabajo. Las dos citocinas
inmunosupresoras que mas se han asociado con formas no curativas de leishmaniosis cutanea
son IL-4 e IL-10. Aunque aun no se haya logrado describir completamente la patogénesis y las
implicaciones de la leishmaniosis cutdnea por L. mexicana, a diferencia de L. major que ha sido
extensamente estudiada, la evidencia actual en este respecto representa un pilar sélido de
referencia. Tal es el caso de una serie de trabajos en los que se ha desenmascarado poco a poco
el papel que juega la IL-10 en el establecimiento y cronicidad de la infeccion por L. mexicana.
En uno de los trabajos mencionados, utilizaron ratones de la cepa C57BL/6-1L-10"" modificados
genéticamente deficientes en la produccion de IL-10. Posteriormente los infectaron con 5 x 10°
de promastigotes de L. mexicana en el cojinete plantar y le dieron seguimiento a las infecciones.
Los autores observaron que los ratones deficientes de IL-10 presentaban una disminucion en el
tamano de la lesion y en la carga parasitaria y todos los ratones del grupo terminaban resolviendo
las infecciones. Por otro lado, las lesiones de los ratones no modificados genéticamente e
infectados, continuaron aumentando de tamafio al igual que la carga parasitaria >28 semanas
después del dia de infeccion 8. En otro estudio realizado por el mismo grupo de trabajo,

utilizaron ratones C57BL/6 con una modificacion genética distinta, en este caso poblaciones
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celulares especificas eran las que presentaban la deficiencia en la produccion de IL-10. Se
infectaron los ratones de la manera previamente mencionada y se les dio seguimiento. Los
autores observaron que los ratones, cuyas células T (CD4+ y CD8+) eran deficientes en la
produccion de IL-10, resolvian las lesiones a diferencia de los ratones deficientes en la
produccion de IL-10 por parte de los macrofagos, o no deficientes 3°. En otro estudio realizado
por otro grupo de trabajo se observa el mismo fendmeno en ratones C57BL/6 modificados
genéticamente deficientes en la produccion de IL-10 e IL-4 infectados con L. tropica. Los
ratones presentaron una disminucion del tamafio de la lesion y de la carga parasitaria en funcion
del tiempo a diferencia de los ratones control 78, Después de analizar los resultados obtenidos
por nuestro equipo de trabajo y la literatura aqui repasada, en conjunto, estos datos indican que
la IL-10 contribuye en gran medida a la incapacidad de ratones C57BL/6 infectados con L.
mexicana de controlar a los parésitos y resolver la infeccion. Esto tiene una implicacion directa
en el mal pronostico de las lesiones de los ratones del grupo UVB + L. mex debido al elevado
nivel de IL-10 presente en el sitio de la lesion, producto de los multiples mecanismos biologicos
desencadenados tras la exposicion a luz UVB. La IL-10 es una citocina de linfocitos Th2 que
anula la produccion de citocinas de linfocitos Thl, en particular de IFN-y+ %°. La importante
produccion de IL-10 inducida por UVB cambia la respuesta inmune de un tipo Thl de
resistencia y resolucion a un tipo Th2 de susceptibilidad. Dicho de otra manera, todo indica que
de continuar el estimulo de UVB y la cadena de eventos subsecuentes que llevan a la elevada
produccion de IL-10, el panorama inmunoldgico hacia la resolucion de la infeccién en esos
ratones es desfavorable. Posteriormente realizamos el andlisis inmunohistoquimico utilizando

anti-IFN-y como anticuerpo primario. En este andlisis se cuantificoé una menor cantidad de

células IFN-y+ en la lesion de los ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT +
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L. mex en las lesiones de 15 y 30 dias de evolucion. También se observé una menor cantidad de
IFN-y en el tejido de la lesion tras realizado el analisis de pixeles del tejido lesional a los 15 y
30 dias de evolucion. El papel del IFN-y en la infeccion por Leishmania mexicana tiene una
implicacion directa en la resolucion de la infeccion debido a que la eliminacion del parasito por
parte de los macrofagos es promovida por el IFN-y producido por linfocitos CD4+ y CD8+ 76
7. Estudios seminales en los que utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 y BALB/c infectados
con el parasito L. major, correlacionaron el control de la carga parasitaria y la resolucion de la
infeccion con la produccién de IFN-y por parte de linfocitos T CD4+ y el desarrollo de una
infeccion descontrolada con la ausencia de IFN-y en C57BL/6 y BALB/c respectivamente °%°!,
En un estudio reciente realizado en ratones C57BL/6 modificados genéticamente deficientes en
la produccion de IL-10 (IL-10 -/-) e infectados con L. mexicana, se demostro que éstos resuelven
la lesion y exhiben un aumento en el nivel de IFN-y y la produccion de 6xido nitrico, en
comparacion con ratones WT infectados 8. Por otro lado, en estudios previos se habia
demostrado que ratones C57BL/6 modificados genéticamente deficientes en la produccion de
IFN-y (IFN-y-/-) o en el receptor para IFN-y (IFN-y R-/-) infectados con L. major, se volvian
altamente susceptibles a la infeccion y se observaba una expansion de la respuesta tipo Th2 °2,
Antagodnico a IL-10, estos estudios demuestran que IFN-y juega un papel clave en la eliminacién
del parésito y la resolucion de la infeccion, y a la inversa, su ausencia induce susceptibilidad a
la infeccion y permite expansion de una respuesta tipo Th2 permisible °% 3. Después de los
resultados obtenidos y de una revision de la literatura antes citada, los resultados observados
por nuestro equipo de trabajo sugieren que el IFN-y presente en las lesiones de los ratones WT
+ L. mex contribuye en la eliminacion del parasito y pinta un panorama inmunoldgicamente

favorable para la resolucion de la infeccion. Por otro lado, el bajo nivel de IFN-y observado en
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las lesiones de los ratones UVB + L. mex aunado a un elevado nivel de IL-10 contribuye en gran
medida a la incapacidad de los ratones de ese grupo de controlar los pardsitos y pinta un
panorama inmunologico desfavorable para la resolucion de la infeccion. Posteriormente
realizamos el analisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD4 como anticuerpo primario. En
este analisis se cuantifico una menor cantidad de células CD4+ en las lesiones de los ratones
UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex en las lesiones de 15 y 30 dias de
evolucion. La trascendencia de la presencia de linfocitos T cooperadores CD4+ en las lesiones
por L. mexicana no solo depende de la cantidad de células presentes en el sitio de la lesion, sino
en el subtipo al que pertenecen. Los linfocitos T CD4+ Th1 se han asociado a la resolucion de
la infeccion y los linfocitos T CD4+ Th2 y T reguladores se han asociado al establecimiento y
cronicidad de la misma. Como se mencion6 en el punto anterior, estudios seminales en los que
utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 y BALB/c infectados con el parasito L. major,
correlacionaron el control de la carga parasitaria y la resolucion de la infeccion con la
elaboracion de IFN-y por parte de linfocitos T CD4+ y el desarrollo de una infeccion
descontrolada con la ausencia de IFN-y en C57BL/6 y BALB/c respectivamente °% °!. Esos
estudios historicos de la respuesta inmune en contra de Leishmania definieron el modelo de
infeccidon que apoyd las observaciones realizadas in vitro en las que la respuesta de células T se
puede dividir con base en le perfil de las citocinas que producen 7. Los linfocitos T CD4+ Th1
y Th2 se distinguen por las citocinas que secretan. Las células Thl secretan activadores de la
inmunidad mediada por células como el IFN-y mientras que las células Th2 secretan citocinas
que promueven la respuesta inmune mediada por anticuerpos como IL-4. La mayoria de las
cepas de ratones (C57BL/6, C3H, CBA) desarrollan una infeccidon cutdnea autolimitada cuando

se infectan con L. major. En estos ratones, la resolucion de la infeccion estd mediada por células
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Thl que producen IFN-y 7°. No cabe duda de que la dicotomia Th1-Th2 y su papel en el
establecimiento o resolucion de la infeccion por Leishmania se ha investigado de manera
extensa. No obstante, los ratones del grupo UVB + L. mex han sido expuestos a UVB antes y
durante el transcurso de la infeccion, por lo tanto, el panorama inmunolédgico en el que se ha
desarrollado la infeccion es distinto y se sale de los modelos de infeccion previamente
reportados. Como se ha mencionado, la exposicion a los rayos UVB desencadena una cascada
de citocinas, que comienza en PAF, incluyendo subsecuentemente PGE,, IL-4 e IL-10. Por lo
que en ratones radiados, las respuestas Thl se encuentran desactivadas, dando como resultado
una inmunosupresion sistémica inducida por UVB 7>-189 1.2 IL-10 es una citocina de linfocitos
Th2 que anula la produccion de citocinas de linfocitos Thl, en particular de IFN-y %°. La
produccion de IL-10 inducida por UVB cambia la respuesta inmune de un tipo Thl de
resistencia a un tipo Th2 de susceptibilidad. Los resultados obtenidos por nuestro equipo de
trabajo y la literatura antes repasada nos sugieren que, mas importante que la cantidad de
linfocitos CD4+ presentes en el sitio de la lesion como pardmetro predictivo de
establecimiento/resolucion de la infeccion, es el subtipo de linfocitos T CD4+ al que
pertenezcan. Es decir, la trascendencia de la presencia de linfocitos T CD4+ en las lesiones no
solo depende de la cantidad de células presentes, sino del subtipo al que pertenecen. En el caso
de los ratones del grupo UVB + L. mex, por los fendmenos inducidos tras la exposicion a UVB
y la importante presencia de IL-10 discutida previamente, es probable que los linfocitos T CD4+
que predominan en las lesiones son del tipo Th2 o T reguladores, como se demostro
experimentalmente en un contexto de inmunosupresion por UVB ¥, Por otro lado, en el caso
de los ratones del grupo WT + L. mex, por el microambiente lesional rico en IFN-y es probable

que los linfocitos T CD4+ que predominan son del tipo Thl. Posteriormente realizamos el
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analisis inmunohistoquimico utilizando anti-CD8 como anticuerpo primario. En este andlisis no
se observo una diferencia significativa en la cantidad de células CD8+ en las lesiones de los
ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex en las lesiones de 15 y 30
dias de evolucion. Los primeros estudios que abordaron la importancia de las células T CD8+
en la leishmaniosis cutdnea, sugirieron que las células T CD8+ no jugaban un papel en la
proteccion. En esos estudios los autores utilizaron ratones deficientes de células T CD8+ y 32-
microglobulina, los infectaron con L. majory L. mexicana. Posteriormente observaron que los
ratones resolvian las infecciones al igual que los ratones WT infectados 3!%2, Otros modelos de
infeccion revelaron que las células T CD8+ desempefiaban un papel en la proteccion a través de
la produccion de IFN-y . Ahora se sabe que el papel de las células T CD8+ en la proteccion o
en el desarrollo de patologia en la leishmaniosis cutanea, estd directamente relacionado con sus
funciones efectoras. Es decir, las células T CD8+ son protectoras cuando producen IFN-y, pero
promueven la patologia cuando son citoliticas. Por lo tanto, en una infeccién primaria, las
células T CD8+ localizadas en los ganglios linfaticos regionales producen IFN-y y contribuyen
al desarrollo de linfocitos CD4+ Thl que inducen la activacion de macréfagos y promueven la
eliminacion de los parésitos, favoreciendo a la resolucion de la infeccion. En contraste, las
células T CD8+ que migran a las lesiones en una infeccion primaria producen poco IFN-y, y en
cambio exhiben un fenotipo citolitico que aumenta la muerte celular, lo que lleva a una respuesta
inflamatoria exagerada que promueve atin mas el dafio tisular en la lesion ®°. En nuestro trabajo,
observamos células T CD8+ en el tejido lesional de ambos grupos experimentales, pero no
presentaron una diferencia estadisticamente significativa. Aunque el papel de las células T
CD8+ en la proteccion o desarrollo de patologia se relacione con las funciones efectoras, hasta

la fecha no se ha asociado su presencia con la resolucion o el establecimiento de la infeccion.
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Por tultimo, se realizo el anélisis inmunohistoquimico utilizando anti-MOMAZ2 como anticuerpo
primario. En este andlisis se observo una mayor cantidad de macrofagos en las lesiones de los
ratones UVB + L. mex en comparacion con los ratones WT + L. mex en las lesiones de 30 dias
de evolucion. La trascendencia de la presencia de macrofagos en las lesiones por L. mexicana
depende del ambiente de citocinas en el que se encuentren. El aclaramiento del parasito esta
determinado por la capacidad de los macrofagos de producir 6xido nitrico a través de su
activacion por iNOS. Ademas del 6xido nitrico, la produccién de otros intermediarios oxidativos
por los macrofagos activados complementa su actividad leishmanicida. Los mecanismos
leishmanicidas de los macrofagos son activados tras la produccion de 6xido nitrico a través de
su estimulacion con citocinas, principalmente IFN-y. Por otro lado, citocinas como IL-4, IL-
10, y TGF-f disminuyen la produccion de 6xido nitrico y por consiguiente atentan la capacidad
leishmanicida de los macrofagos 73. En el escenario en el que los macrofagos que se encuentren
en el microambiente de la lesidbn no se encuentren activados, su presencia resulta
contraproducente ya que el parasito sera fagocitado y utilizara al macrofago como reservorio
donde continuara replicandose 7°. En el contexto de piel irradiada con UVB, un grupo de trabajo
demostr6 experimentalmente que tras la exposicion de la piel a la dosis inmunosupresora de 90
mJ/cm? de UVB, se observa una migracion importante de macrofagos CD11b+ a la dermo-
epidermis radiada. Ademas, los macrofagos arriban en un estado activo de sintesis y liberacion
de IL-10, incluso a una mayor cantidad que los queratinocitos radiados !7* 1¥2, Este fenomeno
resulta doblemente contraproducente ya que los macréfagos se convierten en un blanco para el
parésito, y ademas la liberacion de IL-10 al microambiente lesional irradiado disminuye la
produccion de 6xido nitrico, disminuye la capacidad leishmanicida de los macrofagos, anula la

produccion de citocinas de linfocitos Thl, en particular de IFN-y *, etc. En otro estudio
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realizado por el mismo grupo de trabajo, se demostr6 experimentalmente que tras la exposicion
de la piel a 4 dosis minimas de eritema (MED), no solo sucedia una migracion transcapilar de
macrofagos al sitio irradiado, si no que también se estimulaba la proliferacion in situ de
macrofagos a partir de un precursor dérmico !%3. Estos fenomenos de migracion de macrofagos
y proliferacion in situ en la piel irradiada pudieran explicar la diferencia en la cantidad de
macrofagos cuantificados en las lesiones de los ratones del grupo UVB + L. mex en comparacion
con el grupo WT + L. mex. Los resultados obtenidos y la literatura antes repasada en
complemento con lo previamente discutido sugiere que la mayor cantidad de macréfagos
observados en el microambiente lesional de los ratones UVB + L. mex en comparacion con WT
+ L. mex, independientemente de que el macrofago activado sea la célula leishmanicida por
excelencia, no es indicativo de un mejor prondstico ni de una mayor tasa de eliminaciéon del
parésito. Esto debido a que la activacion de los mecanismos leishmanicidas del macrofago
dependen del microambiente de citocinas en el que se encuentre y en el caso de las lesiones de
los ratones UVB + L. mex no predomina un microambiente que favorezca su activacion.

En resumen, el andlisis inmunohistoquimico de las lesiones nos muestra dos panoramas
inmunologicamente contrastantes. Resulta evidente que las modificaciones del microambiente
cutdneo desencadenadas tras la exposicion a UVB previo a la llegada del parésito a la piel
irradiada, y durante el curso de la infeccion, repercuten de forma directa e indirecta en el
desarrollo de la lesion. El tamafio de lesion, la carga parasitaria y lo observado en el andlisis
histopatologico, son el reflejo de un microambiente orquestado y efectuado por mediadores y
células del sistema inmune. Las lesiones de los ratones inmunosuprimidos por UVB e infectados
por L. mexicana presentan un microambiente inmunoldgico desfavorable para la resolucion de
la infeccion caracterizado por la elevada presencia de mastocitos, macréfagos e IL-10 y la

ausencia de INF-y.
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10. Conclusion

Los resultados sugieren que la exposicion a luz UVB, a dosis inmunosupresoras antes y durante
la infeccidn cutdnea con el parasito Leishmania mexicana, juega un papel en el desarrollo de un

mayor tamafio de lesion y una mayor carga parasitaria.
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11. Perspectivas

Determinar el perfil M1/M2 de los macrofagos en el ambiente lesional.

Utilizar marcadores especificos para el andlisis de mastocitos.

Identificar a las células IL-10 + ¢ IFN-y + en el sitio de lesion.

Realizar ensayos de infeccion en animales inmunosuprimidos inoculando dosis de parasitos
no infectivas.

Evaluar la carga parasitaria en una etapa mas temprana de la infeccion para analizar el efecto
de la segunda y tercer dosis de UVB sobre la cantidad de parasitos presentes en la lesion.
Evaluar la presencia de parédsitos en organos linfoides secundarios de ratones

inmunosuprimidos e infectados.

Evaluar la evolucion de las lesiones durante una mayor cantidad de tiempo.
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13. Anexos

13.1 Preparacion de Soluciones

13.1.1 PBS pH 7.2-7.4

1- Pesar 8 gramos de NaCl.

2- Pesar 0.2 gramos de KCL

3- Pesar 1.44 gramos de Na2HPO4.

4- Pesar 0.24 gramos de KH2PO4.

5- Agregar 800 ml de agua destilada a un vaso de precipitado de 1 litro junto con los reactivos
pesados anteriormente.

6- Ajustar pH a 7.2-7.4

7- Llevar la solucién a 1 litro con agua destilada.

13.1.2 Solucion de lavado DWS 1.7%
1- Agregar 1 litro de agua destilada a un vaso de precipitado de 1 litro.
2- Agregar 17 mL de detergente para platos.

3- Colocar el vaso de precipitado en la plancha magnética, agregar un agitador y disolver.

13.1.3 Formaldehido al 1%
1- En un tubo cénico para centrifuga agregar 270 pL de formaldehido al 37%.

2- Posteriormente agregar 9730 uL de agua destilada.

13.1.4 Medio de cultivo suplementado
1- En un sistema de filtrado de vacio de 150 mL agregar 130.5 mL de medio RPMI-1640.

2- Posteriormente 15 mL de suero fetal bovino.
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3- 4.5 mL antibiotico penicilina-estreptomicina.
4- 80 pL de 4cido clorhidrico fumante al 37%.

5- Filtrar.

13.1.5 Gelatina para tratar laminillas

1- Agregar un litro de agua destilada en un vaso de precipitado de 1 litro.

2- Colocar sobre la plancha digital con magneto y calentar a 45 °C.

3- Agregar 5 gr de gelatina y disolver con la ayuda de un agitador magnético.
4- Una vez disuelta la gelatina, agregar 0.5 gr de CrK(SO4)212H>0.

5- Una vez disuelta, filtrar la solucion y almacenar a 4 °C.

13.1.6 Solucion de trabajo (Para dilucion limitante)
1- En un tubo Eppendorf de SmL agregar 920 pL de RPMI estéril.

2- Diluir 80 pL de enzima “Liberase TL Research Grade”.

13.1.7 Buffer de dilucion del anticuerpo primario (Para Inmunohistoquimica)

1- En un tubo cénico de centrifuga de 50 mL agregar 10 mL de PBS pH 7.2-7.4 estéril.
2- Pesar 0.05 gramos de albumina sérica bovina.

3-Pesar 0.025 gramos de azida de sodio.

4- Agregarlos al tubo conico, diluir y almacenar a 4 °C.

13.1.8 Buffer de dilucion del anticuerpo secundario (Para Inmunohistoquimica)

1- Diluir un sobre de PBS en polvo en 1 litro de agua bidestilada y ajustar el pH a 7.2-7.4.
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13.1.9 Buffer de Bloqueo peroxidasa (Para IHQ; anticuerpos: CD4, CD8)
1- En un carril para tincion agregar 247.5 mL de PBS.

2- Posteriormente 2.5 mL de H,O» al 30%.

13.1.10 Buffer de Bloqueo peroxidasa (Para IHQ; anticuerpos: I1L-10, MOMAZ2, IFN-y)
1- En un carril para tincion agregar 247.5 mL de Metanol.

2- Posteriormente 2.5 mL de H,O» al 30%.

13.1.11 Buffer de Bloqueo suero humano (Para IHQ)

1- En un tubo cénico de centrifuga de 15 mL agregar 9.5 mL de PBS pH 7.2-7.4
2- Pesar 0.1g de albamina sérica bovina.

3- Pesar 0.01g de gelatina de pescado.

4- Pesar 0.005g de azida de sodio.

5- Agregar los reactivos al tubo conico.

6- agregar 500 pL de suero humano.

7- Posteriormente 5 plL. de Tween 20.

&-Almacenar a 4 °C.

13.1.12 Anticuerpo primario para inmunohistoquimica (IL-10 1:200, IFN 1:250, MOMA2
1:250, CD4 1:200 y CD8 1:200)

1- Calcular el nimero de laminillas que se van a marcar con el anticuerpo y prepararlo en una
dilucién de 1:200 o 1:250 segln sea el anticuerpo, utilizando el buffer de anticuerpo primario.

Tomar en cuenta que se aiadiran 150 pL por corte.
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13.1.13 Anticuerpo secundario (1:2000) — Biotin-SP-conjugateGoat Anti-Rat IgG
1- Calcular el nimero de laminillas que se van a marcar con el anticuerpo y prepararlo en una
dilucion de 1:2000 utilizando el buffer de anticuerpo secundario. Tomar en cuenta que se

afiadiran 200 pL por corte.

13.1.14 Strep-HRP (1 pg/mL) — Peroxidase-conjugated Streptavidin
1- Calcular el nimero de laminillas que se van a marcar y prepararlo en una dilucién de 1:1000

utilizando PBS. Tomar en cuenta que se anadiran 200 pL por corte. Proteger de la luz.

13.1.15 Solucion Sustrato-Cromogeno — ImmPACT SG

Dependiendo el nimero de laminillas (150 pL por corte) se calcula para SmL del diluyente:
1- 90 pL del reactivo 1.

2- 120 pL del reactivo 2.

3- Dar vortex.
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13.2 Software para analisis de resultados de carga parasitaria por dilucion limitante.
1. Abrir una plantilla de Excel llamada Parasite Load Calculation, que debe de lucir
exactamente como se muestra en la imagen. Originalmente obsequiada por el Dr. Lawrence
Buxbaum de la Universidad de Pensilvania (buxbaum!l7@hotmail.com) y actualmente

ubicada en archivo: Google Drive/Mayra Alejandra Rodriguez Serrato/Protocolos.

e MB o o R Parasit Load Calcuation i - Modo do compatibiidad — So ha guardado n m Mac

RN e st i e i it 2 compur
o = kGl &8 500 Y
" e (WL SN U i S, O g e S
e B k3 .
S R R ; . " : > « . "
L Lo
> s s o molges i = as) . =
3 1 5.00€-03 4 0 0F  #iNUM 170087553 0.125831984 -0.182524 43.540139043  -0.182523649 -0.022967313
4 2 2.50E-03 4 0 (14 #iINUML 1.007728349 0.51834119 -0.365047 ######### -3.6504730E-01 -0.189219051
5 3 1.256-03 4 0 o #iNUMI 0314581169  0.639388542 -0.730095 ######### -7.3009460E-01 -4.6681412E-01
§ 4 GmEM 43 03 oesum Ovmmon Owewin LA essseess ASE0  Srseca
F; 5 3.136-04 4 4 17 #inum 1071713192 0.28713447 -2.920378 ######s## 1192547103 0.342421381
8 6 1.56E-04 4 4 17 #iNuME 1764860373 0.156072162 -5.840757 #####ksss 1090707345 0.17121069
9 7 7.81E-05 4 4 17 #iNuM -2.458007554 0.08199348 -11.68151 ####sssss 1.044050645 0.085605345
10 8 3.91E-05 4 4 17 #iNuM -3.151154734  0.041893173 -23.36303 ######### 1.021709977 0.042802673
1 9 1.95€-05 4 4 fid #iINUM! -3.844301915  0.021173145 -46.72605 ########s 1010777415 0021401336
12 10 9.77E-06 4 4 17 #iNuM -4.537449095  0.010643518 -93.45211 #####sss 1.005369469 0.010700668
13 11 4.88E-06 4 4 17 #iNuM -5.230596276  0.005336034 -186.9042 #######44 1.002679944 0.005350334
1412 2.44E-06 4 4 17 #iNuM -5.92374346 0.00267159 -373.8084 ######### 1001338777 0.002675167
15 13 1.22€-06 4 4 fid #iNuMt -6.616890637  0.001336689 -747.6160 ####di#s 1.00066909 0.001337584
16 14 6.10E-07 4 4 17 #iNuM -7.310037817  0.000668568 -1495.234 ######s4s 1.00033447 0.000668792
17 15 3.05€-07 4 4 17 #iNuM -8.003184998 0.00033434 -2990.467 #######ss 1.000167217 0.000334396.
18 16 1.53€-07 4 4 17 winum -8.696332179  0.000167184 -5080.935 ########s 1000083604 0.000167198
19 17 7.63E-08 4 4 17 #iNuME -9.389479350  8.35955E-05 -11961.87 ####k##s 1000041801 8.3599E-05
20 18 3.81E-08 4 4 17 #iNuM -10.08262654  4.17986E-05 -23923.74 #####k#sE 1.0000209 4.17995€-05
21 19 1.91E-08 4 4 17 #iNuM -10.77577372 2.08995E-05 -47847.48 #####s#is 1.00001045 2.08997E-05
2 2 9.54E-09 4 4 fid #iINUML -11.4689209 1.04498E-05 -95694.96 ####i#### 1000005225 1.04499E-05.
23 2 4.77E-09 4 4 17 #iNuM -12.16206808 5.22492E-06 -191380.9 ###rassss 1.000002613 5.22494E-06
24 2 2.38E-09 4 4 17 #iNuM -12.85521526  2.61246E-06 -382779.8 ######### 1.000001306 2.61247E-06
25 23 1.19€-09 4 4 17 #inum -13.54836244 1.30623E-06 -765550.7 #####ws## 1000000653 1.30623€-06
26 24 5.96E-10 4 4 17 #iNuM -14.241509062  6.53117E-07 -1531119 ####a#sss 1000000326 6.53117€-07
5
%
»
R 2assnisa samueeas
i
2 eta bar 3.48808E-05
3
1 Luoeenn i 7928502 gt 204
% Vareeniane 0165450 = U Hiiatns)  oaeions
3 SE(In(conc)) 0.324719818
Usto [llE O -——+

2. En la columna D se coloca el numero de pocillos sin parésitos (marcados como negativo)
correspondiente a cada dilucion, recordar que cada dilucién esta por cuadruplicado.

3. De acuerdo con la lectura del paso 22, la plantilla de Excel quedaria de la siguiente manera:

DaEw Parasite Load Calcuation.is - Modo de compatibiic daco enmi

Disofo do pigina_ Férmulas _ Datos _ Rovisar

clE S A =] combinary cenra + + % o Fomato Owrformato €stlos  nsertar Eaminar Fomato Orderar
Sranma N K S & - sl conticaral como tabia e ceida. Prorar yfivar
3 + E M
T
) o e pm g w " w0
3 1 5.00E-03. 4 0 (14 #INUM! 1.70087553  0.125831984 -0.182524 43.540139043  -0.182523649 -0.022967313
4 2 50E-03 4 0 (4 #iNUM! 1.007728349 0.51834119 -0.365047 #######44 -36504730E-01 0.189219051
L 3 1.256-03 4 0 (14 #iNum 0.314581169  0.639388542 -0.730095 ######4#44 -7.3000460E-01 -4.6681412E-01
6 4 6.25E-04. 4 [ (14 #INUM! -0.378566012  0.476897524 -1.460189 ######### -1.4601892E+00 -6.9636061E-01
7 5 3.136-04. 4 0 (4 #iNUM! -1.071713192 0.28713447 -2.920378 ######444 2920378387 0.838541302
8 3 1.56E-04 4 0 (14 #iNum -1.764860373  0.156972162 -5.840757 ######444  -5.840756774 -0.916836221
9 7 7.81E-05. 4 0 (14 #INUM! -2.458007554. 0.08199348 -11.68151 #########  -11.68151355 -0.957807942
10 8 3.91E-05. 4 [ (14 #iNuM! 3151154734 0.041893173 2336303 #######ss 2336302709 0978751331
11 9 1.956-05 4 0 (14 #iNum -3.844301915 0021173145 -46.72605 ###4###444  -46.72605419 -0.9893375
12 10 9.77E-06. 4 0 0" #INUM! -4.537449095 0010643518 -93.45211 #########  -93.45210838 -0.994659208
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15 13 1.22E-06 4 0 0" iNUM! -6.616890637  0.001336689 -747.6169 ####i#is -7 867 0.999331357
17| 15 3.05E-07 4 4 4 iNUMI 003184998 0.00033434 -2090.467 ##££44444 1.00016721: 0.000334396
18 16 1.536-07 4 4 17 #INUM! -8.606332179  0.000167184 -5980.935 #####w### 1.000083604 0.000167198
19 17 7.63E-08. 4 4 4 #iNum! -9.389479359. 8.35955E-05 -11961.87 ##4##444: 1.000041801 8.3599E-05
20 18 3.81E-08. 4 4 17 #iNum -10.08262654. 4.179B6E-05 -23923.74 ##&ssssss 1.0000209 4.17995E-05
21 19 1.91E-08 4 4 17 #INUM! -10.77577372 2.08995E-05 -47847.48 #####aiis 1.00001045 2.08997E-05
22 20 9.54E-09. 4 4 id #iNum! 11.46892( 1.04498E-05 -95694.96 #444##444 1.000005225
23 21 4.77E-09 4 4 17 #iNuM -12.16206808 5.20492E-06 -191389.9 ####4sss 1.000002613 5.22494E-06
24 22 2.38E-09 4 4 17 #INUM! -12.85521526 2.61246E-06 -382779.8 ####raiis 1.000001306 2.61247E-0¢
25 23 1.19€-09 4 4 4 #iNum -13.54836244 1.30623E-06 -765559.7 #444#ssss 1.000000653 1.30623€-06
26 24 5.96E-10 4 4 17 #iNum -14.24150962 6.531176-07 -1531119 ###484444 1.000000326 6.53117€-07.
3
i
H
Fi— 2amosorsa sssisen
3
3
35 Variance(In(conc, 0.10544296. max 1.52E+03 SE(log10(conc)) 0.141024
36 ‘SE(In(conc)) 0.324719818
Listo B E] - e—— 135%

4. Seleccionar la pestafia de Herramientas y posteriormente “Solver...”

173



Dat oS 12 Compartir A
Bisqueda nteligente...  ~X 3L 3
Idiora... General . . L e 12 S-S
e — E =B G 27
s Cormprobacit e errores. e § 0 % om %01 fomas owiwmws st e S fama o L o
) £ =ouj2 ‘Comprobar accesibiidad
A 5 © W E_| Control de cambios > H 1 2 K L M

1 1. Mouse foot #1

2 row #dil r(# sterile) p (/n) | Proteccién » wi eta(0) eta(1) wheta

31 500603 4 0 37553 0.125831984 -0.182524 43540139043  -0.182523649 -0.022967313

4 2 250603 4 0 Buscar objetivo. 0349 0.51834119 0365047 ####£#ssé -3.6504730E-01 189219051

5 3 125E03 4 0 Escenarios 169 0.639388542 0730095 ####k###e -7.3009460E-01  -4.6681412E-01

6 4 625604 4 0 Auditoria > 56012 0.476897524 -1.460189 -1 6.

7 s 313604 4 0 3192 028713447 -2920378 ####b#se  -2.920378387 -0.838541302

8 6 LS6E-04 4 0 50373 0.156972162 -5.840757 ###s#ssé 5840756774 1916836221

s 7 781605 4 0 pocD 7554 0.08199348 -1168151 #######sé  -11.68151355
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19 195605 4 0 07 #INUMT 344301915 0.021173145 4672605 #4##s#sse 4672605419

2] 10 977606 4 4 -4.537449095  0.010643518 -9345211 ######4#é  -93.45210838

131 48806 4 0 -5.230596276  0.005336034 -186.9042 ######4#¢  -186.9042168

14 12 244806 4 0 -5.02374346  0.00267159 -373.8084 ########s  -373.8084335

15 13 12606 4 0 -6.616890637  0.001336689 7476160 ####b#ast  -747.616867

16 14 610607 4 2 7.310037817  0.000668568 1495234 ####s#4sé  -747.1166998

17 15 305607 4 4 -8.003184998  0.00033434 -2990.467 #######E  1.000167217

1816 15307 4 4 -8.696332179  0.000167184 -5980.935 ####£###¢ 1000083604

19 17 763608 4 4 -0.380479350  8.3505SE-05 -1196187 ######### 1000041801

20 18 381E08 4 4 -10.08262654  4.17986E-05 -23923.74 ##israse 1.0000209

2 19 191608 4 4 1077577372 2.08995E-05 -47847.48 #######¢ 100001045

2 2 954609 4 4 114689200 1.04498E-05 -95694.96 #######s# 1000005225

23 2 477609 4 4 1216206808 522492606 -191389.9 ########E 1000002613 5.22494E-06

24 2 238600 4 4 1285521526 2.61246E-06 -382779.8 ######4#E 1000001306 2.61247E-06

5 23 119609 4 4 1350836244 130623E-06 -765550.7 ######4#¢ 1000000653 1.30623E-06

% 2 596610 4 4 17 #iNumt 1424150962 6.531176-07 -1531110 ########¢  1.000000326 6.531176-07

27

2

29

30 sum 2.370950134 -10.54544647

31

2 eta bar -4.447772361

v et | Mot | Smee2 | Sheels | 4

5. Aparecerd el recuadro:

a cada recuadro, el nimero rojo en Establecer objetivo, y el numero azul en Cambiando las

celdas de variables.

& Bxcel

Archivo _Editar

[Modo de compatib

Dar click en: Resolver.

Ver Insertar _Formato _Depurar _ Ejecutar

Parasite Load Calculation.xls - Modo de compatbiid
Vista

amientas _ Ventana

“Parametros de Solver”. Se seleccionan las casillas correspondientes

ol o = oo -
o Gt | ML S AL =] camiaryeemisr | 6 8| fomwo Dwamio fale  wens G forwo o
. Parimetros do Soer
A B Cublcerobjee: | Sheesissz I W 1 ; K "

4 2 25 e Omix OmMn O valrde 1.007728349 0.51834119 -0.365047 #######4# -3.6504730E-01

5 03 1 0639388562 0730005 ###essest -7.3009460E-01

6 4 6, F e — s o 0.476897524 460189 #######4# -1.4601892E+00

75 31 [sescis 028713447 2920378 ##eessess 2920378387

8 6 12— 0.156972162 -5.840757 #######4s  -5.840756774

9o 7 78 CILEBISL ##essses 1168151355
0 8 3s horegr 2336303 eeséessss 2336302700
19 19 e 46.72605 #######44  -46.72605419
2] 10 97 9345211 ##s##ess 6345210838
1B 48 imnar 1869042 eeséesies 1869042168
#1224 3736084 eesissses 3738084335
1513 12 Resabicer oo M 747.6160 #eessess 747616867
16 14 6.1 21 -7.310037817 0.000668568 #EERREERE ~747.1166998
1715 3.0 Cargar/Guardar -8.003184998 0.00033434 467 #i#puseas 1.000167217
18 16 L8 1 Comverirvariables sn estricciones en no negativas -8.606332179 0.000167184 1.000083604
19 17 76 -9.389479359 8.35955E-05 1.000041801
20 18 31§ Método de esolucién. Opciones -10.08262654  4.17986E-05 1.0000209
21 19 19 -10.77577372. 2.08995E-05 1.00001045
22 20 9 — -11.4689209 1.04498E-05 1.000005225
23 21 4 e e -12.16206808  5.22492E-06 1.000002613
24 22 2.3 lineales, v seleccione el motor Evolutinary para problemas de Solver no -12.85521526 2.61246E-06 1.000001306
5 23 11 -13.54836244]  1.306236-06 1000000653
26 24 59 “14.241509€5,;  6.53117€-07 -1531119 6.53117€-07
27
& Cor
29
30 sm 2370950134 -10.54544647
31
32 ete bar
33
34 conc 1.10E+03 min 7.92E+02 log10(conc) 3.04
3 Variance(in{conc 0.10544296 max 1526403 SE(log10(conc)) 141024
v | et " Host | swez | Sheed | 4
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6. Aparecera el recuadro” “Solver encontré una solucion”. Dar click en: Aceptar

Resultados de Solver

SANAAAL A ARlaki Se.cmiEn ot 123 |
restricciones y condiciones up(imasA ]

Informes {
Responder !

© Conservar solucién de Solver

Confidencialidad

Restaurar valores originales

— Informes de |
esg

— Volver al cuadro de didlogo de
parametros de Solver

Guardar escenario. Cancelar Aceptar
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7. Sien las columnas wl y w*eta aparece # NUM! se deben cambiar esas casillas a cero

8. Finalmente se observan los resultados, la concentracion total de parésitos, y el valor

S o General - e me,. E— General E & . e ).me_ e
ez e § % w0 % o ovemwo S wew oewer raras 00 ey $ 0 % 00 % 5 o oo doe v omes fomwo 20 o
s " i 3 3 T " N s W : 3 3 . [
a0 ena()) £ g Vi T a0)  etatt) et et
-14E-057  #inumi " #iNUM! 11.1788650¢ 0 -14E-057  #iNUMI " #iNUME 0
-2.79€-057  #iNumI 10.4857178! 0 |-2.796-05" #iNUMI " #iNUM! 0
-5.50E-05”  #iNumI 7 9.79257069¢ 0 |-5.50E-05” #iNUMI " #iNUMI 0
-0.000112”  #iNum " 9.09942351 0 J-0.000112 #INUML " #iNUML 0
-0.000223"  #inumt " 8.40627633t 0 §-0.000223”  #iNUMI " #iNUM! 0
0.0004477  #iNum 7.71312915, 0 |-0.000447”  #iNUMI " #iNUM! 0
000894 #iNum 7 7.01998197' 0894 iNUP r INUM!
0001788 #4seerses 6326834706 3G172E230 0.001788 #44bsskes 0001787683 5 466aE-201
0003575 #4ssssses SGI6M7615  26SOTE-117 0.003575 sesbsskss 0003575366 5.5094E-120
0007151 #assssrss 4940540435 J60609E-57 0.007151 essssess 0007150733 257862659
0014301 #4sssrsss 4207303254 2.09046E-27 -0.014301 #s#ssfess  -0.014301486 300250629
0028603 #4ssss08s 554206074  G.0096SE-13 0020603 ##¢#sssss  0.028602031 229099 14
0057206 ##ssstiss 2861098893 7.82233E.06 -0.057206 ####seas 0057205063 4740307

12921

2.684078551  0.065079258  -14.6447 #4444E4ES
20,2804 #sstatsPt 3377225732 0.03356252 -29.2894 ##ssEEEs
58.5788 #hiHaEAIE 4070372912 0.016925726 -58.5788 #4dtasuts

0.008499135

17.1576 ##eseeees prEEEERE

T #NME T 2.364767518

eta bar #iNumL eta bar

& EE— +

log10, sefialados se sefialan en los recuadros rojos.

1.004279924

0.008535511

13.1013081

5.540210189

E———

de

0.141208

2.364767518 13.1013091
eta bar 5.540210189
conc min 1.03E+07 log10(conc)
Variance(In(conc . 18638 max 1.98E+07 SE(log10(conc))
SE(In(conc)) 0.325144026

Este procedimiento se realiza para cada lesion individualmente.

13.3 Tratamiento de laminillas

Preparar 1 litro de gelatina para tratar laminillas de la manera previamente descrita.

Asegurarse que la gelatina esté a temperatura ambiente.

Preparar 3 cubas de vidrio para tincion: en una cuba agregar 1 litro de gelatina para tratar

laminillas, en otra 1 litro de agua destilada y en la tercera un 1 litro con solucion DWS 1.7%.

Colocar las laminillas a tratar en una canastilla para 50 laminillas.

Lavar las laminillas en la cuba con solucion DWS 1.7% durante 2 minutos.

Enjuagar las laminillas con abundante agua corriente hasta remover todo el jabon.

Enjuagar en la cuba con agua destilada.
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8. Sumergir la canastilla en la solucion de gelatina evitando la formacion de burbujas. Sumergir

5 veces, 5 segundos cada vez.

9. Escurrir el exceso de liquido, guardar las laminillas en algiin contenedor y cubrirlas del

polvo. Se dejan secar 48 horas.

13.4 Formato para seguimiento de lesion

Dia de evolucion:

Fecha:
Grupo 1 Peso Mitutoyo Vernier Elipsoide
Eje x Ejey Eje z XYZ *
0.5236
Ratén 1
Ratén 2
Raton 3
Ratén 4
Ratén 5
Grupo 2 Peso Mitutoyo Vernier Elipsoide
Eje x Ejey Eje z XYZ *
0.5236
Ratén 1
Raton 2
Ratén 3
Raton 4
Ratén 5
Grupo 3 Peso Mitutoyo Vernier Elipsoide
Eje x Ejey Eje z XYZ *
0.5236
Ratén 1
Ratén 2
Raton 3
Raton 4
Ratén 5
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13.5 Cuestionario de antecedentes médicos para empleados/afiliados con exposicion a

animales de investigacion.

Por favor complete este formulario, junto con el formulario A (Cuestionario de Evaluacién del Riesgo en el Trabajo)

Para proteger su privacidad, ponga los formularios en un sobre sellado.

Cumpliendo con lo establecido en la NOM-062-Z0O0-1999 Numeral 10.5.1-10.5.6 se solicita que todo el personal que esté en
contacto con animales de investigacion o que ingrese al bioterio, completar este cuestionario para identificar recomendaciones de
salud y sequridad

Cuestionario de Antecedentes Médicos para Empleados/Afiliados

con Exposicion a Animales de Investigacion

Propésito: Los empleados que trabajan con animales de investigacién o que ingresan al bioterio deben completar este
cuestionario para identificar recomendaciones de salud y seguridad aplicables. Sus respuestas son confidenciales. Los
investigadores con contacto indirecto con animales pueden optar por completar el cuestionario. El propoésito de las
siguientes preguntas es determinar si usted tiene alguna necesidad de salud especial para trabajar con seguridad con los
animales. Un riesgo comiin para la salud incluye alergias o hipersensibilidades respiratorias que pueden ser causadas o
agravadas por el trabajo alrededor de los animales. Las condiciones crénicas de salud, el embarazo o las deficiencias del
sistema inmunolégico pueden aumentar el riesgo de infeccién por los animales (enfermedad zoonética) o agentes infecciosos
utilizados en animales. La exposicion quimica de los animales tratados también puede presentar riesgos adicionales durante
el embarazo o para ciertos trastornos respiratorios o crénicos de la salud. Basado en sus respuestas, se proporcionaran
recomendaciones médicas para reducir el riesgo de efectos indeseables para la salud y pueden incluir el uso de equipo de
proteccién personal adicional o la modificacién de los procedimientos de trabajo. En algunos casos, la evaluacién médica
adicional sera indicada.

Instrucciones: Por favor complete este formulario y firme abajo. También debe llenar el formulario A. Para proteger su
privacidad, por favor, coloque ambos formularios en un sobre sellado y entréguelo a la autoridad pertinente. Se requiere
recibo de ambos formularios para obtener permiso médico para trabajar con o alrededor de animales de investigacion.

Nombre: Fecha de nacimiento:
Género: masculino femenino

1. Enliste los animales con los que usted estard trabajando:

2. Fecha del tltimo refuerzo de la vacuna contra el tétanos:

3. Si va a trabajar con sangre humana/tejidos/células/lineas celulares en animales, ;Ha recibido un esquema de vacunacién contra

Hepatitis B? Si___ No___ En caso afirmativo: a) Liste las fechas y adjunte el registro de vacunacién: b) Si se

realizé el titulo de anticuerpos después de la vacunacién, indique la fecha: Resultado del titulo (adjuntar registro):
No realizado

4. (Padece de alguna de las siguientes condiciones médicas?

Antecedentes Per les Patologicos y no Patolégicos del Sistema Respiratorio y Alergias
Si No Si No
g Asma u otra enfermedad respiratoria crénica — Condiciones de la piel como eccema, psoriasis o
dermatitis.

g Reacciones alérgicas de la piel tales como urticaria, ronchas o comezon. En caso afirmativo, explique:

O g Alergias animales conocidas o sospechadas. Circule cualquier reaccién(es) relacionada con los animales: nariz
congestionada, rinorrea, picazén en los ojos, estornudos, tos, sibilancias, opresién en el pecho, dificultad para respirar,
urticaria, erupcion cutdnea, hinchazén de la garganta.

En caso afirmativo, enliste el/los I(es):
g Alergias conocidas o sospechadas a productos quimicos, ldtex, alimentos o ambiente.
En caso afirmativo, favor de enlistar:
I 7 (Actualmente estd usando proteccion respiratoria o mascara?
[ [ En caso afirmativo, ;Ha sido sometido a prueba de ajuste? Indique el tipo de respirador/mdscara que estd usando:

Antecedentes Per les Patolégicos y no Patolégicos del Si Inmunolégico y Metabélicos
Si No Si No
g Condiciones crénicas de salud como diabetes g Enfermedad renal o hepdtica
g Enfermedad cardfaca valvular g Antecedentes de problemas del bazo o ausencia de
bazo.

g Embarazada o planeando quedar embarazada

— Deficiencias en el sistema inmunoldgico u otras limitaciones a su capacidad para combatir enfermedades o infecciones (por
ejemplo: cancer, lupus, trasplante de 6rganos, infeccién por VIH, infecciones crénicas).
En caso afirmativo, favor de enlistar:

— Medicamentos o tratamientos actuales que pueden suprimir su sistema inmunolégico (por ejemplo: uso de esteroides,
prednisona, terapia contra el cancer, radioterapia)
En caso afirmativo, favor de enlistar:
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13.6 Instructivo para extraccion de organos linfoides.

La obtencion de organos linfoides de un animal de experimentacion, para su cultivo, aislamiento de
poblaciones celulares o prueba directa es uno de los procedimientos mas simples y mas frecuentemente
utilizados en inmunologia.

La seleccion del método o forma de eutanasia y el agente que sera utilizado necesita ser tomado en
consideracion de acuerdo con la naturaleza y requerimientos del estudio experimental. Es absolutamente
necesario seleccionar un método que cause el menor sufrimiento a los animales.

La muerte se debe inducir de manera humanitaria con el proposito de eliminar o disminuir al minimo el
dolor y el estrés previo y durante el procedimiento; para lograrlo cualquier técnica aplicada debe causar
en el animal: rapida inconsciencia, paro cardiaco y/o respiratorio y pérdida de la funcion cerebral.
Ademas, debe reducir al minimo la perturbaciéon emocional, la incomodidad y/o el sufrimiento

experimentado por la persona que lleve a cabo el procedimiento.

Seleccion de método de eutanasia
No existe un solo método de eutanasia que se aplique a todas las especies y a todas las circunstancias.
Los criterios para seleccionarlo deberan incluir: la compatibilidad con los propdsitos del protocolo
experimental; la capacidad de producir inconsciencia y muerte rapidamente; su confiabilidad; y
seguridad para el personal. La responsabilidad de la seleccion del método de eutanasia recae en el
investigador y/o el Médico Veterinario responsable.
El método seleccionado para la eutanasia depende de varios factores, entre los que destacan la naturaleza
del estudio, la especie animal involucrada y su numero. Dependiendo de la especie, el procedimiento
debe ser individual. Sin importar el tipo de grupo animal destinado para eutanasia se establece que el
procedimiento seleccionado debe cumplir invariablemente con lo siguiente:

e Inducir la muerte sin producir signos de panico o ansiedad en los sujetos.

e Inducir la inconsciencia de los animales en un tiempo minimo.
e Ser un método confiable y reproducible.

e Ser seguro para el personal involucrado.
e Poseer compatibilidad con los requerimientos y el propdsito del estudio.

e Tener un impacto ambiental minimo.
e Ser a prueba de fallas.

e Localizarse en un sitio apartado de los cuartos de animales.
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Cuando el forcejeo durante la captura o la inmovilizacion cause dolor, lesiones o ansiedad en el animal
o peligro para el operador, debe considerarse el uso de tranquilizantes, analgésicos y/o farmacos
inmovilizantes. Cuando se lleve a cabo la eutanasia no deben estar presentes otros animales, con

excepcion de grupos que mueran al mismo tiempo.

Dislocacion cervical

Segun la NOM-062-Z0O0-1999, la dislocacion cervical manual ejecutada apropiadamente induce
inconsciencia rapidamente, se aplica porque no contamina los tejidos con substancias quimicas. Se
acepta su aplicacion en: ratones y ratas que pesen menos de 200 gr y congjos que pesen menos de 1 kg.
En la rata y ratén, se toma al animal por la base de la cola con una mano para su acomodo y se coloca
sobre una superficie donde el animal se sostenga (Imagen 1). Traccionar con la mano que sujeta la base
de la cola en direccion caudal y empujar con la mano que sujeta la base del craneo en direccion craneal

al mismo tiempo de manera firme y contundente para ocasionar la dislocacion cervical (Imagen 2).

Imagen 2
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Diseccion
Una vez sacrificado el animal, se coloca en posicion de dectbito supino sobre la tabla de diseccion

(Imagen 3) y se clavan sus cuatro extremidades extendidas con alfileres o agujas (Imagen 4).

Imagen 3 Imagen 4

Se localiza el orificio del prepucio en el macho o el orificio urinario en la hembra (Imagen 5). Con la
ayuda de unas pinzas operadas con la mano no dominante, se realiza un corte con tijera a medio
centimetro de distancia del prepucio/orificio urinario en direccion craneal (Imagen 6). El corte se realiza

siguiendo la linea media del raton en direccion craneal (Imagen 7).

Imagen 5 Imagen 6
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Imagen 7 Imagen 8 Imagen 9

La incision realizada con las tijeras debe continuar siguiendo la linea media hasta la barbilla del ratén
(Imagen 7, 8 y 9). Partiendo de la incision central a la altura de las extremidades, se realizan 4 cortes
laterales (Imagen 10). Los cortes se realizan a la altura y en direccion de las patas delanteras y a la altura

y direccion de las patas traseras comenzando a partir de la incision central (Imagen 10 y 11).

Imagen 10 Imagen 11

Una vez realizada la incision central y los cortes periféricos, se separa o diseca la piel de la capa muscular
subyacente con la ayuda de un separador (en caso de no contar con uno, es valido utilizar el mango de
un bisturi). Esto se realiza tomando la piel con unas pinzas operadas con la mano no dominante y tirando
gentil pero firmemente en direccion opuesta a su adherencia muscular, mientras que con la mano
dominante se utiliza el mango o separador para separar sin romper esta adherencia en sentido contrario

(Imagen 12). Una vez separada la piel del musculo, se pincha la piel de sus bordes libres a la tabla de
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diseccion utilizando alfileres o agujas (Imagen 13). Esto también se puede realizar en la base de la cabeza
en caso de que se desee visualizar u obtener las glandulas salivales, musculos de la masticacion (masetero

o digastrico), laringe, traquea o glandula tiroides.

Imagen 12 Imagen 13

A nivel del tronco identificamos 2 regiones, el torax y el abdomen (Imagen 14). La cavidad abdominal

debe abrirse para poder obtener los 6rganos deseados.

Imagen 15
Imagen 14

Para esto, debemos levantar los miisculos abdominales con una pinza operada con la mano no dominante
y al mismo tiempo utilizando unas tijeras en una posicion de corte horizontal, realizar un pequefio corte.

(Imagen 15). Una vez realizado el corte, procedemos a cortar los musculos de la pared anterior del
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abdomen siguiendo la linea media del raton en direccion craneal hasta la base del torax. Este corte se

realiza con las tijeras en posicion de corte vertical (Imagen 16).

I 16
magen Imagen 17

A través del corte sagital podemos observar los 6rganos de la cavidad abdominal. Ahora debemos realizar
cortes transversales de los musculos para poder ampliar nuestra area de acceso a dichos 6rganos. A partir
de los extremos superior e inferior de la incision, realizamos nuevamente y con mucho cuidado 4 cortes
partiendo de la linea media hacia los lados (Imagen 17). Posterior a los cortes transversales de los
musculos abdominales logramos el acceso y visualizacion casi total a la cavidad abdominal y 6rganos
abdominales (Imagen 18). Es opcional fijar los musculos con agujas o jeringas para que la cavidad

permanezca abierta.

Higado

Diafragma

Intestinos
Higado

Imagen 19

Imagen 18
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Desde este momento el higado y parte de los intestinos se encuentran visibles. En el limite superior de
la cavidad abdominal se encuentra un musculo bien desarrollado que separa la cavidad abdominal de la
cavidad toracica, el diafragma (Imagen 19). En la region anterior el diafragma se inserta en el arco costal
y en la apofisis xifoides del esternon. Es necesario cortar el diafragma para acceder a la cavidad toracica,

el corte se realiza siguiendo su insercion en el arco costal (Imagen 20).

Corazén

Pulmén
Pulmén izquierdo

Diafr
latragma derechd

Higado

Imagen 20 Imagen 21 Imagen 22

Una vez retirado el diafragma se puede observar el contenido de la cavidad toracica (Imagen 21). Para
tener facil acceso a los 6rganos de la cavidad toracica se debe remover el esternon y la parrilla costal.
Esto se realiza haciendo un corte a través de la linea media en direccion craneal hasta la base de la cabeza
(Imagen 22). Es muy importante introducir una guia metalica o tener cuidado de no danar los 6rganos
al cortar el esternon. Posterior a esto se retira la parrilla costal cortando las costillas 1o mas cercano a la
columna vertebral posible. Tras removida la parrilla costal, se logra el acceso a los 6rganos de la cavidad

toracica (Imagen 23).

Timo

=

Pulmén
derecho

Coraz6n

Intestinos

Imagen 23
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