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Resumen

Antecedentes. £n el modelo murino més estudiado, producido por L.
major, se observa correlacion entre cepas resistentes (C57BL/6) y suscep-
tibles (BALB/c), con respuestas inmunes Th1 o Th2, respectivamente. Esta
dicotomia no se observa en modelos desarrollados con otras especies de
Leishmania (L.). Por ello es importante avanzar en el estudio de modelos
experimentales con especies predominantes de nuestra zona. El objeti-
vo fue reproducir la enfermedad en diferentes cepas murinas luego de la
infeccién por L. amazonensis.

Métodos. Para conocer el efecto de la variable cepa de ratones sobre la
susceptibilidad a la infeccion por L. amazonensis, se aplicé un inéculo cons-
tante del parasito a las cepas en estudio. Se evaluo la respuesta de las ce-
pas C57BL/6, BALB/cy Swiss, por medicion de lesiones, estimacion de car-
ga parasitaria e histopatologfa. Por ELISA se determinaron anticuerpos y ci-
toguinas en suero. Test estadistico: andlisis de la varianza (ANOVA).
Resultados. BALB/c demostré maxima susceptibilidad a la infeccion;
Swiss presentd un fenotipo intermedio, y C57BL/6 fue la menos suscep-
tible. Se obtuvieron modelos murinos que reprodujeron distintas formas
clinicas comparables a la enfermedad humana.

Conclusiones. Los resultados servirdn para extrapolar a la patologfa hu-
mana las conclusiones de posteriores ensayos terapéuticos y profilacticos
sobre animales experimentales (Dermatol Argent 2009;15(5):334-339).

Palabras clave: .. mexicana, modelos animales, ratones.

Fecha de recepcion: 16/5/09 | Fecha de aprobacién: 30/7/09

1. Médica especialista en Dermatologia y especialista en Salud Publica. Jefa de Traba-
jos Practicos (JTP), Catedra de Anatomia y Fisiologia, Facultad de Ciencias de la Sa-
lud de la Universidad Nacional de Salta (FCsSa-UNSa).

2. Médica cirujana. Becaria Doctoral Tipo Il del Consejo Nacional de Investigaciones

Cientificas y Técnicas (CONICET). Instituto de Patologia Experimental (IPE), FCsSa-

UNSa. JTP, Catedra de Anatomia y Fisiologfa, FCsSa-UNSa.

Doctora en Virologfa. Becaria Postdoctoral del CONICET. IPE. FCsSa-UNSa.

Médica anatomopatologa. Prof. Adjunta Catedra de Fisiopatologfa, FCsSa-UNSa.

Lic. en Biologfa. IPE, FCsSa-UNSa.

Lic. en Biologfa. Especialista en Salud Publica. Catedra de Quimica Bioldgica y Bio-

logia Molecular, Facultad de Ciencias Naturales, UNSa.

7. Lic.en Biologfa. Becario Doctoral Tipo | del CONICET. Cétedra de Quimica Bioldgica
y Biologfa Molecular, Facultad de Ciencias Naturales, UNSa.

8. Médico especialista en Dermatologia.

9. Doctor en medicina. Investigador principal del CONICET. IPE. FCsSa-UNSa.

S

Correspondencia
Maria Alejandra Falu: Alazan 10, (4400) Altos de San Lorenzo, Salta, Rep. Argentina.
alejandrafalu@hotmail.com

Abstract

Background. Most studies have been based on L. major mouse mo-
dels, where Th1 and Th2 immune responses are associated with resistant
(C57BL/6) and susceptible (BALB/c) strains, respectively. This dichotomy
is not generally observed in models developed with other Leishmania (L.)
species. Therefore, the study of mouse models involving species respon-
sible for human infections in our region represents an important challen-
ge. The aim was to induce the disease in different mouse strains after the
infection with L. amazonensis.

Methods. To study the effect of “mice strain”variable over “susceptibility
for L. amazonensis infection’, a constant parasite inoculum was applied
to the studied mice strains. Response to infection was characterized in
C57BL/6, BALB/c, and Swiss strains by lesion measurement, parasitic load
estimate and histological analysis. Serum presence of antibodies and
cytokines was determinated by ELISA. Statistical analysis: ANOVA test.
Results. BALB/c showed the maximum level of susceptibility towards
the infection. Swiss demonstrated an intermediate phenotype and
C57BL/6 was the most resistant strain. We could obtain murine models
reflecting different clinical forms present in human disease.
Conclusions. These results will be useful to extrapolate to human pa-
thology future conclusions about therapeutic and prophylaxis analysis
on experimental models (Dermatol Argent 2009;15(5):334-339).

Key words: | mexicana, animal models, mice.

Introduccion

Los parésitos protozoarios del género Leishmania (L.) causan
un amplio espectro de enfermedades, conocidas en conjunto
como leishmaniasis. L. braziliensis es en nuestro medio el agen-
te etiolégico principal de la leishmaniasis tegumentaria ameri-
cana (LTA), pero no es el tnico: L. amazonensis y L. guyanensis
se han descripto también como especies circulantes en la pro-
vincia de Salta.l-3

Los modelos murinos de leishmaniasis cutdnea (LC) son he-
rramientas valiosas para estudiar los distintos mecanismos re-
lacionados con la enfermedad. La amplia variedad de especies
de Leishmania responsables de la LTA humana, combinada con
los mecanismos inmunes del hospedador, producen un gran es-
pectro de manifestaciones clinicas, histopatolégicas e inmuno-
patoldgicas, asi como diferentes respuestas terapéuticas a los
firmacos convencionales. El modelo murino mayormente estu-
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diado es el producido por L. major, donde determi-
nadas cepas de ratones presentan mayor resistencia
a la infeccién (C57BL/6) y otras son mds suscepti-
bles (BALB/c). En este modelo, hay correlacién en-
tre un perfil de respuesta inmune celular tipo Thl
predominante en las cepas més resistentes y un per-
fil tipo Th2 en las de mayor susceptibilidad.4¢ Esta
dicotomia no se observa en otros modelos desarro-
llados con otras especies de Leishmania. Por ejem-
plo, modelos de infeccidén con L. braziliensis mues-
tran que tanto las cepas BALB/c como C57BL/6
son capaces de lograr la curacién espontdneamente.”
En el caso de la infeccién experimental por especies
del complejo de L. mexicana, tal como L. amazo-
nensis, tampoco se observa la relacién entre resisten-
cia y susceptibilidad con respuestas Thl o Th2 pre-
dominantes. No obstante, las observaciones obteni-
das por diferentes grupos no siempre son coinciden-
tes, lo cual indica diferentes grados de susceptibili-
dad y resistencia entre las cepas de ratones mencio-
nadas.310 Por otra parte, la LC causada por L. major
en el hombre es usualmente benigna: produce una
lesidn cutdnea localizada que eventualmente cura de
manera espontdnea y promueve inmunidad de por
vida a una reinfeccién. La enfermedad causada por
L. amazonensis, en cambio, se distingue por su cro-
nicidad, latencia y tendencia a desarrollar metéstasis
en la mucosa nasal.!!

Los modelos murinos son capaces de reflejar rasgos
clinicos e histopatolégicos similares a los que se pro-
ducen en la infeccién humana. Debido a esto, y a
las controversias que se observan en diferentes estu-
dios sobre el tema, es que resulta de gran importancia
avanzar en ¢l estudio de modelos experimentales con
especies predominantes en nuestra zona. Nuestro ob-
jetivo fue reproducir la enfermedad en diferentes ce-
pas de ratones para demostrar distinta susceptibilidad
a la infeccién por L. amazonensis, especie circulante
en la provincia de Salta.

Materiales y métodos

Disedio. A los fines de conocer el efecto de la variable
cepa de ratones sobre la susceptibilidad a la infeccion
por L. amazonensis, se aplicé un indculo constan-
te del pardsito a los ratones de las muestras de cada
cepa estudiada.

Poblacién. Se utilizaron dos cepas de ratones endo-
criados (BALB/cy C57BL/6) y una cepa de ratones
exocriados (Swiss), machos, de 4 meses de vida.
Muestra. Se utilizaron 6 ratones por cada grupo ex-
perimental y como grupo control 6 ratones de cada
cepa no infectados.

Foto 1. Piel normal de almohadilla plantar de ratén BALB/c. Se observa el aspecto de la epidermis y la der-
mis, con abundantes gldndulas sudoriparas. Subyacente a la dermis, parte del tejido muscular (H-E, x10).

Cultivo de los parisitos, inoculacion subcutinea, y medicion de las lesio-
nes. Parasitos de una cepa de L. amazonensis (Instituto de Biomedicina,
UCYV, Min. de Salud y Desarrollo Social, Caracas, Venezuela) se mantu-
vieron por pasajes seriados en la almohadilla plantar derecha (APD) de
ratones BALB/c. Su aislamiento se realizé sembrando el homogenado de
APD en medio USMARU modificado (fase sélida de agar base sangre,
que contenfa 15% de sangre de conejo desfibrinada y hemolizada y solu-
cién salina glucosada al 1%). Se utilizaron los pases del primero al octavo.
Durante la fase exponencial, luego de 3 dias de cultivo (a temperatura am-
biente y en oscuridad) se realizé la cosecha y el lavado (solucién salina bu-
fferada estéril [PBS] 1X, pH=7,2 con 100 UI/ml de penicilina/estrepto-
micina) de los parasitos. Estos (promastigotes en fase exponencial) se re-
suspendieron en PBS a una concentracién de 2 x 107/ml. Se inocularon
via subcutdnea 106 pardsitos por animal experimental en un volumen de
50 ul en APD. A partir del dia 7 y hasta el dia 78 posinfecciodn, se determi-
n6 la tumefaccién progresiva (granuloma) producida por el inéculo infec-
tivo. Esto se realizé a través de la medicién de las dos patas traseras de los
ratones mediante calibre submilimétrico especial y cdlculo de la diferencia
(delta, A) entre ambas patas.

Estimacién de la carga parasitaria en bazo: indice esplénico. Se calculd
mediante la relacién entre el peso del bazo y el peso corporal del animal.
Ademds, se realizé la preparacién y coloracién (May-Griinwald-Giemsa)
de improntas de cortes de bazo para determinar la presencia de amastigo-
tes en ese drgano.

Histologia. Sc realizé a las 11 semanas posinfeccion. Los sitios primarios
de infeccién (APD) fueron removidos, fijados en formol al 10%, procesa-
dos (luego de 12-24 horas) e incluidos en parafina. Cortes de un grosor de
5 wm se colorearon con hematoxilina-cosina.

Homogenado proteico de parisitos de Leishmania. Formas promastigotes
de L. amazonensis fueron cultivados a 25 °C en medio de cultivo LITHSP
que contenfa 20% de suero bovino fetal, penicilina (100 UI/ml) y estrepto-
micina (100 g/ml). Los parsitos fueron concentrados por centrifugacion a
5000 rpm durante 10 minutos. Se traté el pellet con PBS-BSA 0,1% (buffer
phosphate saline - bovine serum albumin), tres veces. El extracto de la frac-
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cién soluble fue obtenido por lisis del pellet usando buffer de li-
sis (Tris base 50 mM pH=8, EDTA 1 mM, 1 mM phenylmethyl-
sulfonylfluoride [PMSF] 0,1% Triton x100) y agregado de saca-
rosa (10% concentracién final). El lisado de parésitos fue centri-
fugado 2 20000 xg durante 60 minutos a 4 °C. Se tom4 el sobre-
nadante (homogenado soluble) y se separé una alicuota para la
cuantificacién por el método de Bradford.!2 El sobrenadante se
conservé a —20 °C hasta su uso.13

Ensayo serolégico inmunoenzimdtico (ELISA). Se usaron 2
mg por pocillo (en placas de poliestireno) de un homogenado
proteico de L. amazonensis. Para la adhesion a la placa, los anti-
genos se diluyeron en buffer sodio carbonato (pH=9,6) y sc in-
cubaron a4 °C (12 hs). El bloqueo se realizé con PBS-leche des-
cremada 5% (1 hora, temperatura ambiente). Se adiciond el sue-
ro en una dilucién 1/25 en PBS-leche 1% durante 1 hora (tem-
peratura ambiente). Todas las muestras fueron analizadas por
duplicado. El anticuerpo 2rio de ratén (anti-IgG total marca-
do con biotina, SIGMA) se us6 en una dilucién 1:2500, incu-
bando las placas 30 minutos. Luego de 3 lavados (0,1% PBS-
Tween) se agregé el conjugado en dilucién 1:2000 por 30 mi-
nutos. Se utiliz ortofenilendiamina (OPD) como cromégeno y
H,0, al 30% (SIGMA) como sustrato diluidos en buffer citrato
(pH=5,3). Al cabo de 30 minutos de incubacién a temperatura
ambiente y en oscuridad se detuvo la reaccién con 4cido sulfu-
rico 2 M. La lectura de las microplacas se realizé a 490 nm.14-16
Determinacién de citoquinas proinflamatorias y reguladoras
en suero. Muestras de suero de los distintos grupos experimen-
tales fueron obtenidas a los dias 15,22 y 80 posinfeccién y con-
servadas a =20 °C hasta su uso. El dosaje de IFN-y (15-2000
pg/ml), IL-12 (15-2000 pg/ml) ¢ IL-4 (4-500 pg/ml) en di-
chas muestras se realizé por enzimoinmunoensayo comercial
(ELISA), siguiendo las instrucciones del fabricante (ebioscien-
ce, San Diego, EE.UU.).

Anilisis estadistico. La tumefaccién progresiva de la pata fue ana-
lizada mediante andlisis de varianza (ANOVA) para medidas re-
petidas; incluyd la significacion estadistica para el efecto de los tra-
tamientos (cepa) y progreso de la tumefaccidn (tiempo), ast como
la interaccién entre ambos. Para determinar el momento en que la
tumefaccién comenzd a ser diferente segun la cepa, se realizé una
comparacion de medias mediante contrastes ortogonales. El indi-
ce esplénico y los datos de la serologia del factor cepa fueron com-
parados por ANOVA de una via de clasificacion. Para todas las in-
ferencias fue fijado o = 0,05 por debajo del cual fue rechazada la
hipétesis nula de igualdad; en tal caso se utilizé la prueba de com-
paracién de medias de Tukey (o = 0,05) para verificar en dénde
se concentraban las diferencias. La normalidad distributiva de los

datos fue verificada por la prucba de Shapiro-Wilk.
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Grafico 1. Progresidn en el tiempo de la tumefaccion en APD de cada una de las cepas
de ratones infectados con L. amazonensis.

Resultados

Comparacion de la tumefaccion en diversos dias posinfeccion.
Se encontraron diferencias significativas (p < 0,0001; ANOVA
para muestras repetidas) entre las distintas cepas en estudio.
Los ratones de la cepa BALB/c presentaron una tumefaccion
promedio de didmetro significativamente mayor a la de las ce-
pas C57BL/6 y Swiss (Gréfico 1). Esta diferencia comenzé a
ser significativa a partir del dfa 49 posinfeccidn, y se extendié
hasta el final del estudio (dia 78 posinfeccién). La tumefaccién
progresiva desarrollada por las cepas CS7BL/6 y Swiss, en cam-
bio, fue similar a lo largo del periodo analizado.

Comparacién del indice esplénico (IE). El indice esplénico se
utilizé como un indicador del avance de la enfermedad, y por
lo tanto, del grado de susceptibilidad a la infeccién. Analizando
los distintos grupos de ratones infectados experimentalmente,
junto a sus respectivos grupos control (ratones sanos), median-
te el test de ANOVA se demostrd que existen diferencias signi-
ficativas (p < 0,0001) entre el IE promedio de los distintos gru-
pos estudiados. No obstante, utilizando el test de Tukey, esta
diferencia solo fue evidenciada en el grupo de ratones infecta-
dos de la cepa BALB/c respecto de los restantes animales (gru-
pos experimentales C57BL/6 y Swiss infectados, y controles sa-
nos de las tres cepas; véase Cuadro 1). Por otra parte, en coinci-
dencia con estos resultados, el grupo de ratones infectados de la
cepa BALB/c fue el tnico en el que se evidencié la presencia de
amastigotes en bazo, aunque en escasa proporcién.

Anatomia patolégica del bazo y del sitio primario de infeccion.
En el grupo BALB/c, las APD presentaron piel con amplia ul-

ceracion, abscedacién e infiltrado inflamatorio crénico reagu-

CUADRO . VALORES DE INDICE ESPLENICO PROMEDIO (MEDIA + ERROR ESTANDAR) ENCONTRADOS EN RATONES DE DISTINTAS CEPAS (INFECTADOS CON L.

AMAZONENSISY NO INFECTADOS).
Swiss
25124024

C57BL/6
2,668 £0,10

Swiss (control)
3,022+ 0,26

C57BL/6 (control)
245:+0,11

BALB/c
7,340 +1,42

BALB/c (control) p
2,672 +0,19 < 0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (alfa = 0,05).
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dizado moderado a severo que invade la dermis, ade-
mds de abundantes macréfagos cargados con parasitos
(Fotos 1 a 6; la Foto 1 es una microfotografia de piel
normal para observar ¢l contraste). El bazo se presen-
t6 con abundantes focos de reaccidn inflamatoria crd-
nica y moderada cantidad de amastigotes. En el grupo
Swiss, las APD presentaron abscedacion de la picl, con
abundante cantidad de Leishmania; mientras que en
bazo se observaron macréfagos con escasos pardsitos.
En el grupo C57BL/6, en cambio, las APD mostraron
granulomas, con escasa o nula cantidad de amastigotes.
En el bazo de estos ratones se observaron macréfagos
con escasa o nula cantidad de Leishmania.
Comparacién de los datos de serologia. Este andlisis
demostré que los valores de densidad dptica (DO)
promedio fueron significativamente diferentes (p
= 0,029) entre algunas de las tres cepas de ratones
estudiadas. La prueba de Tukey determiné que la
DO promedio encontrada en los ratones de la cepa
Swiss fue significativamente mayor a lade C57BL/6,
mientras que la DO promedio de BALB/c no expre-
s6 diferencias en relacién a ellas. Todos los ratones
correspondientes a los grupos control presentaron
resultados negativos (Grafico 2).

Citoquinas proinflamatorias y reguladoras en sue-
ro. En todos los casos y tiempos analizados, los resul-
tados obtenidos se encontraron debajo del limite de
deteccion de la téenica utilizada.

Comentarios

Los hallazgos anatomopatoldgicos encontrados se co-
rrelacionan con los hallazgos clinicos en cuanto al gra-
do de tumefaccién del sitio de lesién y a los indices es-
plénicos determinados. En los ratones BALB/c infec-
tados observamos gran reaccién inflamatoria y abun-
dante cantidad de parasitos en APD, lo que se correla-
ciona clinicamente con grandes y progresivas tumefac-
ciones. En bazo también visualizamos gran reaccién in-
flamatoria, con moderada cantidad de parsitos, lo cual
coincide con el mayor indice esplénico encontrado res-
pecto de las otras dos cepas estudiadas. Estos datos in-
dican una marcada susceptibilidad de la cepa BALB/c
hacia la infeccién por L. amazonensis. Al analizar los re-
sultados correspondientes a la cepa Swiss, encontramos
también inflamacién y abundante cantidad de parasi-
tos en las APD, lo cual coincide con un desarrollo pro-
gresivo de las lesiones,* pero que reviste menor intensi-
dad que el determinado en la cepa BALB/c. Ademds,

Foto 2. Piel de almohadilla plantar de ratén BALB/c, inoculado con L. amazonensis y sacrificado a las 11 se-
manas posinfeccion. Se observa infiltrado inflamatorio crénico en la dermis, con signos de vasculitis (H-£, x10).
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Grafico 2. alores de DO promedio (+ error estdndar) encontrados en ratones de distintas cepas inocu-
lados con L. amazonensis. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
Tukey (alfa = 0,05).

2 Si bien la progresion de la tumefaccién de APD en Swiss no presenta diferencias significativas con la de C57BL/6, la tendencia de las curvas es distinta, lo
cual puede objetivarse en el Grafico 1: tendencia a la progresién en Swiss, y tendencia a la regresién en C57BL/6. Tal vez si se hubiera hecho un analisis mds
tardio en el tiempo, esto se podria haber puesto de manifiesto significativamente.
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Foto 3. Vista amplificada por zoom de un segmento del cuadrante infe-
rior derecho de la Foto 2, en donde se observa con mds detalle el infiltra-
do inflamatorio dérmico y periarteriolar.

G YT M AT

Foto 4. Piel de almohadilla plantar de ratén BALB/c, inoculado con L. amazonensis y sacrificado a las
11 semanas posinfeccién. Se observa en este corte el infiltrado inflamatorio dérmico crénico, junto a una
abundante cantidad de amastigotes de Leishmania. Circulo: foco subepidérmico con macréfagos car-
gados de amastigotes (H-E, x40).

Foto 5. Vista amplificada por zoom del segmento de la Foto 4 encerra-  Foto 6. Amastigotes de L. amazonensis con localizacion subepidérmica, en almohadilla plantar de raton
do con un circulo. Se observan con mds detalle los macréfagos cargados  BALB/c infectado (flechas en rojo). Se observa claramente su morfologia, destacdandose el nicleo y el
con Leishmania. kinetoplasto (flechas en verde) (H-F, x100).
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el bazo de los ratones Swiss se presenta con una escasa cantidad de
Leishmania, lo cual se correlaciona con un indice esplénico menor.
Por tltimo, en el grupo C57BL/6 sc observa escasa cantidad de pa-
résitos en APD y en bazo, tumefacciones en vias de regresion y un
indice esplénico bajo. Estas observaciones clinicas ¢ histoldgicas de
la cepa C57BL/6 s relacionan con menor susceptibilidad a la in-
feccién por L. amazonensis.

Por otra parte, en diferentes estudios realizados durante la infec-
cién por diferentes especies de Leishmania en humanosy en mo-
delos experimentales murinos, se ha observado que un aumento
en los niveles de IgG total se correlacionaria no sélo con fallas
para proveer proteccién sino que también contribuirfa a la pro-
gresién de la enfermedad, mientras que una disminucién de los
titulos se asociarfa a mejorfa o a efectividad del tratamiento.17-18
El critico papel de los anticuerpos circulantes en la patogénesis
fue también observado en la infeccién por L. amazonensis.)? En
el presente trabajo, los hallazgos seroldgicos apoyan a los hallaz-
gos clinicos encontrados, ya que las dos cepas en las que se obser-
va progresion de la enfermedad (Swiss y BALB/c) presentan va-
lores de DO promedio superiores a los obtenidos en los sueros de
C57BL/6. Sibien en el caso de la cepa Swiss estas diferencias son
estadisticamente significativas, en la cepa BALB/c también se de-
muestra esta tendencia. En cuanto a los niveles de produccion de
citoquinas séricas de tipo Th1 y Th2 en el modelo propuesto, re-
sultarfan demasiado bajos para lograr su deteccion mediante la
técnica utilizada (determinacién en suero), no solo en tiempos
tempranos sino también prolongados de infeccién.

En resumen, a través de la caracterizacién de la infeccién en
cada una de las cepas de ratones, obtuvimos modelos murinos
que presentan diferentes grados de resistencia y susceptibilidad
hacia la infeccidn por L. amazonensis. A su vez, estos modelos
reprodujeron distintas formas clinicas comparables al espectro
de la enfermedad humana. Estos resultados seran de utilidad
para profundizar en los mecanismos relativos al hospedador ca-
paces de regular la respuesta a la infeccién, y para extrapolar ala
patologia humana las conclusiones de posteriores ensayos tera-
péuticos y profilacticos sobre animales experimentales.
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