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RESUMEN

La medicina tradicional en Bolivia ha sido un importante instrumento para
curar muchas enfermedades. Dentro de las plantas utilizadas esté la especie
Galipea longiflora 0o Evanta, con importante actividad leishmanicida in vivo
como in vitro, producto natural, de baja toxicidad, econébmicamente accesible
y con un modo de administracion practico y ambulatorio. A pesar de que se ha
logrado una contribucién valiosa de informacién respecto a los efectos del
extracto de alcaloides de Evanta (EAE), aun se estad trabajando en su
validacion cientifica para considerarla un tratamiento que se constituiria en
oportunidad de cura para la leishmaniasis, por lo que este estudio que
pretende evaluar el efecto del EAE sobre las células natural killer (NK)

colaborara con la perspectiva de nuevos alcances de dicho tratamiento.

En el presente estudio se evalud los parametros: Polarizacion de células NK
con Anti Granzima A y Anti Granzima B; deteccion de apoptosis y necrosis en
células mononucleares y NK por tincion con Anexina-PE y 7AAD. Se observo
que la actividad de las células NK evaluada por el porcentaje de polarizacion
de las mismas con Anti Granzima A y Anti Granzima B no mostré ninguna
diferencia. En la induccion a apoptosis y necrosis se observé una diferencia
en presencia de EAE de la apoptosis temprana en células mononucleares.
Las células no tratadas muestran menor apoptosis temprana; en células no
tratadas se determind un promedio de 13,34%, en células tratadas 10,79%
(p<0,05). En células NK se logré observar una diferencia en presencia de EAE
en la apoptosis temprana. Las células no tratadas muestran mayor apoptosis
temprana, con un 3,0% mas respecto a las tratadas. No se observo diferencia
alguna en presencia del EAE en las células mononucleares y células NK en la
apoptosis tardia/necrosis. Se podria sugerir que el EAE disminuye la
induccion de la apoptosis en su etapa temprana con un efecto aparentemente

protector en células NK y células mononucleares.



Introduccién

La medicina tradicional en Bolivia ha sido un importante instrumento para
curar las enfermedades desde hace cientos de afos. Actualmente alrededor
de un 80% de la poblacion acude a la practica de esta usando plantas y
procedimientos iniciados por pueblos indigenas, por su disponibilidad y

accesibilidad econémica, en especial para la poblacion de escasos recursos
@

Dentro de las plantas utilizadas por la medicina tradicional esta la planta de
especie Galipea longiflora, comunmente Illamada Evanta, que tiene
importante actividad leishmanicida tanto in vivo como in vitro ¥. Se ha
encontrado en diversos estudios que los extractos de las hojas y tallo de
esta planta son activos in vitro contra Leishmania spp y Trypanosoma cruzi
por lo que es utilizada por los mosetenes y tacanas para el tratamiento de
leishmaniasis y chagas ®. La Evanta por ser un producto natural, de baja
toxicidad, econdmicamente accesible y adema&s con un modo de
administracion bastante practico, ambulatorio permitiendo que el paciente
pueda desarrollar su vida normalmente promete ser un tratamiento

alternativo para el paciente con leishmaniasis ©.

Ahora, la leishmaniasis es una enfermedad que ha sido “olvidada” por lo
gue no se toman las medidas adecuadas en nuestro pais para poder
erradicarla, ademas no discrimina edades y disminuye la insercion social de
nifios y jovenes. Por otro lado el tratamiento utilizado es toxico, disminuye la
calidad de vida y trabajo, es de alto costo lo que reduce el aporte

econémico familiar @.

Se han realizado trabajos sobre los efectos del Extracto de Alcaloides de la
Evanta (EAE) en la respuesta inmune sobre células dendriticas (CD),
macrofagos, linfocitos y neutrdfilos. Las células natural killer (NK) son una
poblacién de linfocitos, parte de la respuesta inmune innata, importantes
porque que desempefian funciones de citotoxicidad y secrecion de

1



citoquinas ©. Ademas se ha podido hallar en estudios que las células NK
son fundamentales en el control de infeccidn por Leishmania porque se
activan directamente por el pardsito o por citoquinas, al ocurrir esto
estimulan la actividad citotéxica de otras células y controlan indirectamente
la replicacién de los microorganismos patdgenos ©. Por lo que es
importante investigar el papel de las células NK en la respuesta inmune

frente a la infeccion por Leishmania en presencia de EAE.

Por todo esto se pretende determinar el efecto del EAE sobre la actividad

de las células NK humanas.



Marco Teérico

1. Aspectos Generales del Sistema Inmune

El Sistema inmune esta conformado por una serie de érganos, tejidos

y células distribuidos de manera amplia por todo el cuerpo ). La

respuesta inmune puede ser de dos tipos: Innata o Inespecifica y

Adaptativa o Especifica ©.

Caracteristicas

Diversidad

Memoria

Falta de reactividad
frente a uno mismo
Componentes

Barreras colulares | F

y Quimicas

| Lim&tada; codificada
‘ por la linea germinal

[ Innata | Adaptativa |
| Frente & las esu;uaum l;ar;l;s ;m:omoe s

| por grupos microblanos o no

| de microbios alines

Muy amp#a. los receplores
se producen por la
recombsnacidn somabica
de segmentos génicos

Si

Si

antimicroblanos

Proteinas sanguineas | Compiemento, otras

Células

Fagocitos (macrofagos,
neutrdféos}, linfocitos

citoliticos naturales

Linfociios presentes en los
opitobos; anticverpos
S0Qrogados en las superiicies
opitobales

Anticusrpos
Linfocitos

Esta tabla recoge las caracteristicas y o8 componentes Drncpales 00 las respuestas inmunitisnias
innata y adaptativa. La inmunidad innata se axplica con mis detake en capitaio 2

Tabla 1. Caracteristicas de la Respuesta Inmune Innata y Adaptativa Fuente:

Abbas; 2008

2. Organos linfaticos

Los o6rganos linfoides contienen linfocitos en diferentes estados de

maduracion y se clasifican en primarios que incluyen la médula y el

timo y en secundarios que corresponden principalmente el bazo,

ganglios linfaticos y tejido linfoideo asociado a mucosas "



2.1 Organos linfaticos Primarios
a) Medula Osea

En la médula ésea se inicia el proceso de maduraciéon de todas las
células del sistema inmune. En mamiferos adultos, incluyendo al
hombre, los linfocitos B maduran enteramente en la médula 6sea
mientras que los linfocitos T maduran en el timo. En estos 6érganos
linfoides adquieren sus receptores antigénicos especificos, y también
aprenden a discriminar entre autoantigenos, que seran tolerados y
antigenos extrafios en cuya destruccion colaboran. En la médula se
albergan una gran cantidad de células madre que es de donde se
origina el resto de las células de las sangre y entre ellas todas las
que tienen funcién inmune y que se conocen como leucocitos o
glébulos blancos. Este proceso se conoce como hematopoyesis, que
culmina con la formacion de diferentes tipos celulares ya en su forma

madura .
b) Timo

El timo es un drgano situado en la parte superior del mediastino
anterior y es donde maduran los linfocitos T. El timo presenta su
maximo desarrollo en el feto y en el nifio adolescente, mientras que a

partir de los 15 afios comienza un proceso atréfico y degenerativo .

El timo es un o6rgano linfoepitelial de forma bilobulada que deriva de
un esbozo epitelial formado a partir de la tercera y cuarta bolsas
faringeas, de aparicion muy temprana en el embrién. El parénquima
timico esté constituido por una malla de células epiteliales rellena de
células linfoides (denominadas timocitos) y se organiza formando

lobulillos tabicados por trabéculas conjuntivas .



Dentro de cada lobulillo se puede distinguir una zona externa o
corteza, que contiene la gran mayoria de los timocitos, y una zona
interna o medular que es pobre en timocitos. El estroma del timo esta
constituido fundamentalmente por la malla de células epiteliales que

adoptan diferentes formas .

Las células epiteliales del timo, tanto de la corteza como de la
médula, expresan una gran riqueza en moléculas del MHC
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad) clase I, imprescindibles
para el reconocimiento de autoantigenos por los linfocitos T, por lo
que en el timo llegan las células en forma de precursores
procedentes de la médula y alli se produce su proceso madurativo

de los linfocitos T ",
2.2 Organos Linfaticos Secundarios

Una vez que los linfocitos B y T abandonan los 6rganos primarios
donde han madurado, pasan al torrente circulatorio, a través del cual
se mueven por todos los tejidos del organismo y alcanzan ganglios
linfaticos, bazo y otros. Cuando estas células se extravasan, llegan a
los tejidos y son recogidos por los vasos periféricos del sistema
linfatico a través del cual pueden llegar a los ganglios linfaticos o
alcanzar de nuevo la circulacion sanguinea general y asi, llegar via
sanguinea, a los distintos ganglios linfoideos o bien al bazo, donde

pueden de nuevo volver a la sangre y a los diferentes tejidos .

Los d6rganos linfoides secundarios que incluyen el bazo, los ganglios
linfaticos y MALT (mucosal associated lymphoid tissue) (amigdalas,
placas de Peyer del intestino y acumulos linfoides del tracto
urogenital), proporcionan el medio idoneo en el que las células del

sistema inmune (macrofagos, células presentadoras de antigeno



(CPA), linfocitos T y B) pueden interaccionar entre si y con el

antigeno ).
a) El Bazo

Se trata de un 6rgano situado en el hipocondrio izquierdo, detras del
estdmago y cerca del diafragma. Su superficie externa se compone
de una capsula fibrosa con algunas fibras musculares lisas y penetra
profundamente en el parénquima del 6rgano. Basicamente, en el
bazo se distingue la pulpa roja que es un reservorio vascular para
hematies y la pulpa blanca que contiene el tejido linfoide, el cual se

dispone alrededor de una arteriola central, presentando areas T y B.

Las células T se disponen mas préximas y alrededor de la arteriola
central, mientras las células B se disponen exteriores a la misma.
También son frecuentes las células reticulares dendriticas y
macrofagos en el centro germinal, asi como macréfagos
especializados en la zona marginal (area que rodea a los foliculos
linfoides) que junto a las células foliculares dendriticas de los
foliculos primarios (foliculos no estimulados sin centro claro

germinal) se ocupan de la presentacién del antigeno al linfocito B "),
b) Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos conforman, junto a los vasos linfaticos, una
compleja red corporal cuya funcion es filtrar los antigenos
procedentes del espacio extracelular y la linfa durante su circulacion
desde la periferia hasta el conducto toracico. Los ganglios linfaticos,
en el humano, son redondeados u ovoides y presentan un hilio

donde los vasos sanguineos entran y salen respectivamente ().



Basicamente, se distingue un area B denominada cértex, un area T
denominada paracortex y un area medular central. La corteza
contiene agregados de linfocitos B dispuestos formando foliculos
primarios y secundarios, segun que posean centros germinales o no
en funcidbn de que hayan recibido estimulos antigénicos. La
paracorteza, contiene linfocitos T y abundantes CPA (CD) quienes
presentan abundantes antigenos MHC clase Il en superficie. La zona
medular presenta algunos cordones linfoides separados por espacios
vasculares (senos medulares) que contienen la mayor parte de las
células plasméticas y los macréfagos sinusales de los ganglios
linfaticos .

c) Tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)

Son acumulos dispersos de tejido linfoide no encapsulado, se
observan frecuentemente en diversos Organos, particularmente en

areas submucosas gastrointestinales, respiratorias y urogenitales .

Los elementos linfoides se encuentran formando agregados difusos
u organizados formando foliculos con centro claro germinal. En el
tracto intestinal, se observan elementos linfoides difusos en la
submucosa del érgano, y formando foliculos linfoides con centro
germinal en las denominadas placas de Peyer. El epitelio que reviste
las placas de Peyer transporta el antigeno y en sentido inverso, la
IgA secretora producida por las células plasméaticas muy abundantes
en el epitelio. En el hombre, ademéas se encuentra abundante tejido
linfoide con centros germinales en las amigdalas faringeas y también

en paredes bronquiales y a lo largo del tracto urogenital (.



3. Inmunidad Innata

La inmunidad innata también llamada natural o espontanea aporta la
primera linea de defensa frente a los microorganismos, de una forma
inespecifica con principio de reconocimiento de los ajeno o extrafio,
esta constituida por mecanismos de defensa celulares y bioquimicos
instaurados antes de contraer la primera infeccién para responder
con rapidez, eficacia y cada vez con igual intensidad, con esto logra
impedir, controlar o eliminar la infeccién en el huésped. Por otro lado
la respuesta innata estimula a la respuesta inmunitaria adaptativa y
puede influir en su naturaleza para lograr eficacia Optima en la

defensa contra todos tipos de microorganismos ® ©.

3.1 Componentes del Sistema Inmune Innato

Este sistema inmune estd conformado por: Barreras epiteliales,

células circulantes y tisulares y proteinas plasmaticas ©.

| Componentes | Funciones principales |
| Barreras ‘
(Capas ephtolisles | impedi ta entrada de los microbios

| Defensinas/catelicidina l_Dt*;lr\;;-on-Oo l(; w;r;blos ) —
Linfoctos intraepiteliales | Destruccion de los microbios 7

| Células efectoras circulantes

Nm ﬁ;a;)oc}to-s:s y destruccion inicial de jos 'Y'IvCIOi)rOS

| Macrotagos { Fagocdos:s y destruecion eficiente de los microbios, \
| | secrecion de cifocinas que sstimulan la inflamacién {
Linfocitos NK | Lisis e las células infectadas, activacin de los macrdtagos |
'Protainas efectoras circutantes 1
C«m ;Duuucc:on e 105 microbios, opsonizacion |
| | de 108 Microblos. actvacion de los leucoctos

E Lectina de unidn a la manosa ;nbosbn:zac&-&: \OSTT(C;(;DVIOS‘ actwacw;)n- o i

; (colectina) | del complemanto (via de a lectina) \

| Proteina C reactiva (pentrsxina) | Opsomzacson de los microbios. actvacsn del complemento |
Tabla 2. Funciones principales de los componentes del Sistema Inmune
Innato. Fuente: Abbas, 2008



3.1.1 Barreras Epiteliales

Las superficies intactas de los epitelios forman una barrera fisica
entre los microbios del medio externo y el tejido del huésped. Los
tres principales elementos de separacion son: la piel, las superficies

mucosas de los aparatos: digestivos y respiratorio ©.

Al igual que algunos leucocitos, los epitelios producen péptidos

antimicrobianos; como son las defensinas y catelicidinas ©.

Estas barreras junto a las cavidades serosas contienen ciertos tipos

de linfocitos como los linfocitos T intraepiteliales y linfocitos B-1 (.

Ademas de linfocitos se encuentran también mastocitos, células que
responden directamente a los productos microbianos mediante la
secrecion de citocinas y mediadores lipidicos para favorecer la

inflamacion .
3.1.2 Células Fagociticas

Las células efectoras mas abundantes del sistema innato son las
células fagociticas circulantes y que emigran a los tejidos; entre ellos
estan los neutréfilos, los monocitos, macréfagos y las CD ©.

3.1.2.1 Neutroéfilos

Estas células que pertenecen al grupo de leucocitos
polimorfonucleares, se encuentran en continua renovacién debido a
qgue su vida media es menor de 48 horas. Son células de gran
tamafio cuya caracteristica mas llamativa es la segmentaciéon del

nacleo en varios lobulos y gran cantidad de granulos en su



citoplasma con enzimas liticas para destruir microorganismos. Su
funcion principal es la fagocitosis y destruccion de patégenos. En la
sangre se encuentran en periodo de transito hacia los tejidos donde
ejercen su funcion. Representan del 40-70% de todos los leucocitos

en sangre .
3.1.2.2 Monocitos y Macrofagos

Con el término de monocitos se engloban a células con
caracteristicas funciones similares, presentes en la sangre y también
distribuidas en varios lugares del organismo. LosS monocitos son
células grandes con un solo nucleo, un aparato de Golgi muy
desarrollado, gran cantidad de lisosomas y muy ricos en enzimas de
diferentes tipos, entre los que destacan proteasas, peroxidasas y
lipasas. Cuando los monocitos se encuentran en los tejidos, sufren

ciertas modificaciones ligeras y se le conoce como macroéfagos.

Tanto los monocitos como los macréfagos poseen, ademas de la
capacidad fagocitica ya indicada, capacidad de adherencia a los
tejidos, al vidrio y al plastico, asi como una gran movilidad en estas
superficies (quimiotaxia). Los macréfagos tienen una vida media de
varios meses. Poseen también gran actividad metabdlica, sobre todo
en lo que se refiere a sintesis de proteinas, incluso cuando se
encuentran en reposo. La funcion principal de los macrofagos es la
de fagocitar todos los cuerpos extrafios que se introducen en el
organismo como las bacterias y sustancias de desecho de los tejidos
asi como en ciertas circunstancias actuar como CPA y la de producir
las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-1 e IL-6 cuando son

activados adecuadamente .
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3.1.2.3 Células Dendriticas (CD)

Cumplen un cometido importante en la respuesta inmune innata y su
vez la vinculacion con la respuesta inmune adaptativa, tiene
prolongaciones membranarias largas y propiedades fagociticas;
ademas se distribuyen ampliamente por los tejidos linfaticos, epitelio
de mucosas y parénquima de oOrganos. Las CD capturan los
antigenos microbianos y los presentan a los linfocitos T por lo que

son las CPA més potentes (7 ®,

3.1.2.4 Celulas Natural Killer (NK)

Las células NK o asesinas naturales son una poblacion de linfocitos,
diferentes a los linfocitos B y linfocitos T, pertenecen al sistema
inmune innato. Provienen de la médula ésea y se encuentran en la
sangre y tejidos linfaticos, especialmente el bazo; representan

aproximadamente el 10% de las células mononucleares de sangre
@)

Se cree que el proceso de maduracion de las células NK se efectia
en parte dentro del timo y en parte fuera del mismo en Grganos
linfoides periféricos, desconociéndose los procesos requeridos para

que esta diferenciaciéon se
produzca. Esto explica que no se
afecten sustancialmente los niveles
de células NK en animales atimicos
y en inmunodeficiencia severa

combinada observada tanto en )

animales como el hombre.

Fig.1 Célula NK Fuente: Pefia, 2010
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Se caracterizan morfoloégicamente por ser mayoritariamente linfocitos
grandes con granulos citoplasmaticos con fenotipo caracteristico
TCR', BCR’, CD3’, CD16", CD56"* (/®),

Poseen ademas en su superficie celular receptores tipo KIRs (Killer
immunoglobulins- like receptors) y NCRs (Natural citotoxicity
receptors). Segun los niveles de expresion de CD56 se pueden

diferenciar dos poblaciones NK, NKdim y NKbright (.

Sus principales funciones son la citotoxicidad y la secrecion de
citoquinas; la primera le permite actuar frente a células agredidas,
envejecidas o tumorales impidiendo su expansion y la formacion de
metastasis asi como contribuyen a la defensa frente a células
infectadas por virus. Su capacidad destructora puede ser directa o
bien mediada por anticuerpos (ADCC) gracias a la presencia en su
superficie del receptor CD16. También participan activando los

macréfagos para que supriman los microbios fagocitados ©.

I A: | : @
Céivia ruccion
Lindocito NK agredida d%el?l(t %%‘l:ulas
' agredidas

A -~ .
‘%
5

Célula infoctada
pOr Virus

~ e

Destruccion de
las células infectadas

Macréfago con
microbios fagocitados

Destruccion
de los microblos
fagocitados

Fig.2 Funciones de las células NK. Fuente: Abbas,2008
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También juegan un papel fundamental en el paso de una respuesta
innata a una adquirida, ya que intervienen regulando otras
poblaciones de células inmunocompetentes asi como en la

maduracion de las cD .

g) Citocinas que regulan a las Celulas NK

 § ) Estimula citotoxicidad, proliferacién y produceién
de citoquinas

1L-12 Estumula citotoxicidad, proliferacién y producciéon
de citoquinas

1L-15 Estmula citotoxicidad, proliferacion y produccion
de citoquinas

IFN-y Estimula citotoxicidad

IF\'-q/p 3 Vgstimula citotoxicidad

IL-10 Inhibe produccion de citocinas

Tabla 3. Citocinas que regulan a las células NK Fuente: Prieto, 2012

h) Citotoxicidad natural de las células NK

La ejercen sobre células a través de un reconocimiento ain no del
todo comprendido, pero que es espontaneo y no requiere activacion
previa. Este tipo de citotoxicidad, es ademas independiente del
reconocimiento antigénico mediado por los receptores especificos
del antigeno presentes en los linfocitos T y B, y de las (MHC)

presentes en las CPA " ®,
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i) Citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) de las
células NK

Que ha sido la mas estudiada y es dependiente del receptor Fc de
baja afinidad de inmunoglobulinas de tipo G, RFcg o CD16, el cual
funciona reconociendo la fraccibn Fc de los anticuerpos que
recubren a la célula blanco lo que les permite activarse y lisar a la
célula blanco. La molécula CD56, es una molécula de adhesion
cuyos ligandos o bien anticuerpos anti-CD56 no provocan la

activacion de éstas células " ®.

Receptores que interactiian con la célula blanco
Receprores de Activacion Recepiores de Inhibicion
CD2, CD16, CD206, CD27, CD28, NKG2A, C, D, E; KIR 2-1), KIR 3-D.
CD44, CDOY, LFA-1

Funcion Citoraxica
Citotoxicidad natural: frente o células tumorales, transformadas por virus, infectadas por patogenos
intracelulares
Citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC): utiliza anticuerpos como puente (1gG),
receptor Feylll (CD16).

Funcion Secretora
Secrecion de citoquinas:  [EN<y, 1L-10, TNF-¢r, GM-CSF (Células NK1): IL -5, 1L-13,
TNF-ar, GM-CSF (Células NK2),

Mecanismos de citotoxtcidad
Citotoxicidad naural y ADCC
Mecanismo membranolitico; secrecion de agentes citotoxicos: perforina, granzinus,
Apoptosis: mediada a tmvés de la interaccion Fas-Fasl (CD95 - CDY5L)

Modulacion de la citotoxictdad por mediadores enddgenos.

Activacion Inhibicidn

IL-2, 1L-7, 1L-12, IL-15, IL-18, TNF-a, IFN-a8y. TGF-8, PDGF, PG-E, catecolaminas,
Fenaotipo

En reposo: TCR', BCR', CD3°, CDIG", CD56T

Activado:  CD25%, CDOY*, CD28*, CDYSLT, CH95*

Abreviatums de la Tabla  : CD: Antigenos de grupo de diferenciacion. LFA-1; Antigeno funcional de los leuco-
citos de tipo 1. KIR: Receptor de inhibicion de L ctotoxicidad. TFN- 87 Interferon de tipo «, 8, o 7. TNF-o
Factor de necrosts tumoral tipo . GM-CSF: Factor estimulador de colonias granulocito-macralago. [L- 1, 2, ete.
Interleuquina 1, 2 ete. Fasl: Ligando de Fas, TGF-8: Factor de creamiento transformante tipo K. PDGF: Factor
de creamiento denvado de plaguetas. PG-E: Prostaglandina tipo E. TCR: Receptor de oflulas T, BCR: Receptor
de ¢élulas B

Tabla 4. Propiedades generales de las células NK humanas. Fuente:
Castellanos, 2000
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j) Mecanismos de citotoxicidad de las células NK

Se ha propuesto dos mecanismos para la destruccion de células
dafiadas, infectadas y mutantes. Estos mecanismos no son
mutuamente excluyentes y es bastante probable que sean

complementarios ©.

Mecanismo Apoptético: Es el mecanismo descrito mas
recientemente, se basa en la interaccion principalmente de la
proteina FasL, (CD95L), inducida post-contacto con la célula blanco y
Fas (CD95) que la debe expresar la célula blanco. La activacion de
Fas inicia el mecanismo de apoptosis por la fragmentacion prelitica
del ADN 10 (),

Mecanismo Litico o membranolitico: El que se caracteriza por la
secrecion de componentes citotoxicos de los granulos de las células
NK post contacto con las células blanco por medio de la perforina,
que se polimeriza para formar poros liticos en la membrana de las
células diana, a su vez se secretan las granzimas, que son enzimas

proteoliticas e inductoras de apoptosis % @9,

Extracallular

Caz¢

7
{ s— Perfonn Homopolymeric
( monomer pore |esion
g 2 Cal*
Can Cars

Entrada de granzimas: Seqin proteasas
inductoras de apoptosis

Fig. 3 Apoptosis por mecanismo membranolitico. Fuente: Prieto, 2011
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k) Granzimas

Son serin proteasas que necesitan entrar en la célula, actian unidas
a la perforina, que permite el paso al interior de las células diana

mediante la formacién de poros y endocitosis “?.

Las granzimas en el interior de la célula diana activan la kinasa Cdc2,
la proteasa caspasa CPP-32 y las nucleasas CAS; todo esto
produciendo la fragmentacion del ADN e induciendo la apoptosis de

la célula diana ™.
I) El papel de las células NK en la leishmaniasis

En modelos animales, como ratones y hamsteres, los granulocitos
son la primera y mas significativa poblacion en llegar a la piel luego

de inyectar los parasitos. Uno o 2 dias mas tarde llegan células NK.

En Leishmania, varios trabajos han mostrado que la migracion de
neutroéfilos, eosindfilos y células NK es inducida por la presencia del
pardsito. Esta induccion es indirecta en el caso de las células NK, es
decir que el parasito estimula la produccion de citocinas, como las
proteinas inflamatorias del macrofago a y B (MIP-a y B) que a su

vez, inducen migracién de células NK ©.

La presencia de células NK igualmente se ha asociado con
resistencia a diversos procesos infecciosos y se ha encontrado
asociacion entre el curso subclinico o la resolucion de la infeccion y
el aumento en numero y actividad citotoxica de estas células. En
Leishmania otros estudios muestran que hay relacién entre las
células NK y la proteccion frente a la enfermedad o su curacion.
Personas con infeccién subclinica y pacientes en que la enfermedad
se resolvié sin tratamiento tienen mayor nimero de células NK. En

contraste, pacientes que han desarrollado enfermedad cutanea
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cronica o visceral tienen defectos en el reconocimiento, nimero,

produccién de IFN-y y capacidad litica de estas células ©.

Se ha demostrado que las células NK producen IFN-y en la
leishmaniasis, ademas que pueden influir en el desarrollo de Thl,
que podrian desempefiar un papel en la resistencia y la
susceptibilidad para la infeccibn por Leishmania. Todas estas
observaciones sugieren que las células NK son
participantes activos en la fase no especifica o de células pre-T en la
actividad anti-Leishmania, es decir en el control de Ila

multiplicacién temprana del parasito 2

Activacion
de monocitos
+
: + Secrecion de citocina Th |
Produccion de 4 por los LTCD4+
citocinas
+ IFN-y
Celulas NK atraidas al

sitio inflamatorio % bk TNF-

1. k

1o ’ gzl .

& | o Inhibicion de
ey - (3 monocitos
; *
Moléculas \ MIPay B + \ i
del pardsito: MCP-1 | we g
LPG el

- » Proliferacion

Interaccion a traves
de receptores
Produccion ¢ induccion —+— Via alterada por ¢l parisito como mecanismo de defensa
de factores quimiotacticos

Fig. 4. Caracteristicas generales de las interacciones entre células NK y parasito de
Leishmania. Fuente: Bonilla, 2005
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3.1.3 Proteinas Plasméticas

Dentro de estas proteinas estan: El sistema del complemento, las

pentraxinas, colectinas y ficolinas y las citocinas del sistema innato
9)

3.1.3.1 Complemento

Son un complejo de alrededor de 20 proteinas, que junto con la
coagulacion sanguinea, la fibrindlisis y las formacién de cininas
constituyen uno de los sistemas de enzimas activadoras
desencadenantes encontradas en el plasma. Estos sistemas se
caracterizan por producir una respuesta rapida y muy amplificada
frente a un estimulo desencadenante mediado por un fenébmeno en
cascada, en el cual el producto de una reaccion es el catalizador

enzimatico de la préxima 2.

Puede seguir 3 caminos: La via clasica que recurre a la proteina C1
para detectar los anticuerpos IgM, 1gG1 o IgG3 ligados a la superficie
de un microbio u otra estructura. La via alternativa que se pone en
marcha con el reconocimiento directo de ciertas estructuras
presentes en la superficie microbiana y por tanto parte de la
respuesta innata y la via de la lectina que se dispara a partir de una
proteina plasmética llamada lectina de unién a la manosa, que
reconoce las manosas terminales en las glucoproteinas y los

glucolipidos microbianos ©.
3.1.3.2 Pentraxinas

Son proteinas pentaméricas homologas por su estructura,

encargadas de reconocer las estructuras microbianas y participar en
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la inmunidad innata. Entre las mas destacadas se encuentran la
Proteina-C-Reactiva (PCR) y amiloide sérico P (SAP) y la PTX3. El
aumento de estas proteinas se debe a su mayor sintesis en el
higado suscitada por las IL-6 e IL-1, producidas por los fagocitos por

parte de la respuesta innata ®.
3.1.3.3 Colectinas y Ficolinas

Las colectinas son una familia de proteinas formadas por una cola
similar al coldgeno que esta conectada por la region del cuello a una
cabeza de lectina tipo C dependiente de calcio. En general funcionan
como opsoninas y también son moléculas solubles para el

reconocimiento de patrones en el sistema innato ©.

Las ficolinas son proteinas similares estructuralmente a las
colectinas pero que poseen un dominio similar al colageno de tipo
fibrindbgeno para el reconocimiento de hidratos de carbono, se unen a
diversas especies bacterianas, las opsonizan y activan al

complemento ®.
3.1.4 Citocinas de la Inmunidad Innata

Las citocinas de la inmunidad innata atraen a los leucocitos y los
activan, ademas de producir modificaciones sistémicas como el
aumento en la sintesis de células efectoras y de las proteinas que
potencian las respuestas antimicrobianas. En la inmunidad innata las
principales fuentes de citoquinas son los macrofagos, los neutrofilos
y los linfocitos NK. A continuacién se describen las mismas, sus

funciones y origen ©.

19



Citoginas

FNT, IL1, qwmocmu : Inflamacion

IFN-er, A | Hesistoncia a la infeccion vinca

IFN-y Activacion de los macrolagos

IL12 Produccion de IFN-y por 1og linfocios NKy T
IL-15 | Prolifaracion de 108 linfocitos NK

IL-10, TGF-§ | Control do la inflamacién

Tabla. 5 Citocinas de la Inmunidad Innata. Fuente: Abbas, 2008

3.1.5 Caracteristicas del reconocimiento en la Inmunidad Innata

Los componentes de la inmunidad innata reconocen estructuras
caracteristicas de los patdgenos microbianos que no estan presentes
en las ceélulas de los mamiferos. Son una cierta cantidad de
productos microbianos que reciben el nombre de patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP) y los receptores que se
unen a estas estructuras se llaman receptores para el
reconocimiento de patrones. Debido a la especificidad a dichas
estructuras microbianas el sistema inmune innato es capaz de
reconocer lo propio de lo ajeno. Entre los receptores para el
reconocimiento de patrones mas importantes se encuentran: Los
receptores Toll-like, las lectinas tipo C, los receptores fagociticos, los

receptores de N-formil Met-Leu-Phe, etc. ©.

Inmunidad Adaptativa

La inmunidad adaptativa, que se desarrolla cuando los agentes
extrafios logran evadir los mecanismos innatos de defensa y esta
generada por la penetracion de una dosis inicial de antigenos, se
hace efectiva s6lo después de varios dias; tiempo requerido para que
los linfocitos T y B reconozcan a dichos antigenos, se diferencien y

se conviertan en células efectoras ©.
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Sus caracteristicas generales son:

Especificidad: Debido a que este tipo de respuesta va dirigida
especificamente a determinada molécula antigénica, la porcion del
antigeno que es reconocida por los linfocitos se denomina

determinante antigénico o epitope.

Memoria: Se refiere al incremento en la intensidad de respuesta ante

los subsiguientes contactos con el mismo antigeno.

Heterogeneidad o diversidad: El namero total de linfocitos con
diferentes especificidades en un individuo ha recibido el nombre de
repertorio linfocitico, cuya extraordinaria diversidad es el resultado de
la variabilidad en la estructura de los sitios donde se unen los
antigenos en los receptores linfociticos.

Multifactorialidad: La respuesta inmune depende de mudltiples
factores, tanto del agente biolégico que la origina como del
hospedero que responde ©.

4.1 Componentes del Sistema Inmune Adaptativo

Entre los componentes de la respuesta adaptativa estan las células

del sistema adaptativo: Los linfocitos y las CPA ©.
4.1.1 Linfocitos

Los linfocitos son células que poseen un ndcleo muy voluminoso y
en el organismo sufren un proceso muy complejo de maduracion,
bien en el timo o bien en médula 6sea en humanos o en la bolsa de

Fabricio en las aves. Debido a ello I. Roitt los clasificd en linfocitos B
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y linfocitos T, porque originariamente se vio que maduraba en la
bolsa de Fabricio y timo respectivamente de las aves. Después en
los mamiferos se ha visto que los linfocitos B maduran en la propia

médula 6sea (" ®,
a) Linfocitos B

Morfologicamente los linfocitos B son indistinguibles de los linfocitos
T, sin embargo existen enormes diferencias de tipo molecular que
justifican su distinta funcion. En los mamiferos el proceso de
diferenciacion de los linfocitos B se realiza en la médula 6sea y es
independiente de todo estimulo antigénico y se regula por factores
presentes en el microambiente de los 6rganos linfoides primarios
®)

Fenotipicamente los linfocitos B se caracterizan por la presencia de
inmunoglobulinas en su membrana, el marcador CD19 ademas de
los marcadores de membrana CD35, MHC Il y CD21. La molécula
CD21 puede actuar como receptor del virus Epstein barr (EBV);
precisamente el tratamiento de linfocitos con EBV es el
procedimiento de eleccion para la preparacion de lineas celulares de
tipo B (N ®,

Cuando los linfocitos B se activan se transforman en células
memoria y en células plasmaticas. Estas son células méas grandes
que los linfocitos, muy ricas en reticulo endoplasmico, vy
especializadas en la sintesis y secrecion de grandes cantidades de

inmunoglobulinas ) ®.
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b) Linfocitos T

Los linfocitos T se caracterizan por poseer receptores especificos
para los antigenos, denominados receptores de células T o TCR
(con cadenas ap) los cuales reconocen péptidos antigénicos unidos
a proteinas codificadas por los genes del MHC. Fenotipicamente se
caracterizan por expresar la molécula CD3 asociada al TCR ademas
de otros marcadores de membrana como CD2 y CD7. Los linfocitos
T son los responsables de la respuesta inmune celular, jugando un
papel fundamental en controlar y desarrollar la respuesta inmune
adquirida mediante la produccion de citocinas solubles y el desarrollo
de linfocitos T citotoxicos con una actividad litica importante de

células infectadas por virus o células tumorales ) ®.

Los linfocitos T maduran en el timo, durante dicho proceso, los
timocitos adquieren una serie de moléculas nuevas en su superficie
que después tendran aspectos funcionales de relevancia. En el
proceso de diferenciacion de timocitos a linfocitos maduros se
destruyen un gran namero de células (aproximadamente el 97% de
los timocitos), que son precisamente aquellas que presenta mayor
capacidad autorreactiva. Esto se lleva a cabo por un proceso de
seleccion timica que se realiza en dos fases y esta condicionado por
el grado de afinidad del TCR con las moléculas del MHC de las
células epiteliales del timo. Los linfocitos T son una poblacién celular
muy heterogénea formada por diferentes tipos de células y

representan alrededor de 40-60% de los linfocitos periféricos ) ®,

Hay cuatro tipos de linfocitos T funcionalmente diferentes:
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* Linfocitos T de colaboracion

Se caracterizan por su capacidad de producir citoquinas. En
consecuencia participan en la iniciacion y el desarrollo de la
respuesta inmune. Pueden ser de dos tipos Thl y Th2. El tipo Thl
promueve la respuesta celular (IFN, IL-2 e IL-12). El tipo Th2
promueven la respuesta humoral, (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10).
Fenotipicamente son CD3+ y CD4+ y reconocen MHC de tipo Il.

* Linfocitos T citotéxicas

Principales responsables de la citotoxicidad de la respuesta inmune
celular. Destruyen células infectadas por virus y células tumorales.
Fenotipicamente son CD3 + y CD8+, reconocen MHC de tipo I.

También se les conoce como CTLSs.

* Linfocitos T reguladoras

Su funcién principal es terminar la inmunidad mediada por células T
y suprimir las células T autorreactivas. Pueden ser de varios tipos,
siendo las mas comunes CD4+, CD25+ FoxP3+. Estas células
presentan una potente accion reguladora de la respuesta Inmune y
tienen gran relevancia en los procesos de tolerancia y en el

desarrollo de enfermedades autoinmunes .

Los linfocitos tratados hasta el momento son aquellos que poseen
como TCR las cadenas a y B, pero sin embargo existe otra poblacion
minoritaria de Linfocitos T que poseen como TCR las cadenas gd.
Estos son conocidos como linfocitos gd que se piensa que tienen
una funcion importante en el reconocimiento de los antigenos
lipidicos y se pueden encontrar en abundancia en la mucosa del

intestino .
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4.1.2 Células Presentadoras de Antigeno (CPA)

Constituyen una poblacion celular especializada en captar los
antigenos microbianos o de otro tipo y exhibirlos ante los linfocitos y
la emisibn de sefales que estimulen su proliferacion y su
diferenciacion. Por conveniencia la CPA suele aludir a una célula que
exhibe antigenos ante los linfocitos T. El principal tipo que participa
en el inicio de las respuestas por parte de los linfocitos T es la célula
dendritica. Ademas de esta célula también participan como CPAs los
macrofagos que presentan antigenos a los linfocitos T durante las
respuestas de la inmunidad celular, los linfocitos B funcionan como
CPA para los linfocitos T cooperadores en el caso de inmunidad
humoral, y por ultimo los fagocitos mononucleares funcionan como
CPA en las respuestas de la inmunidad adaptativa llevadas a cavo a
través de los linfocitos T ©.

5. Apoptosis

En estudios realizados sobre la apoptosis se pudo hallar que en
células vivas la fosfatidil serina (PS) se encuentra en el lado interior
de la membrana plasmética, pero en las primeras dos horas de
citotoxicidad la etapa temprana o fase de activacion de la apoptosis la
PS es expuesta al exterior en un proceso activo dependiente de ATP
por la enzima translocasa; dicha etapa se diferencia de la etapa
tardia o de ejecucion por la degradacién de cromatina y proteinas por
proteasas como ser: caspasas, calpainas, granzimas y el complejo

proteosoma 4 1 18) @7

5.1 Etapas de la Apoptosis

La evolucion de la apoptosis presenta tres fases que se pueden

calificar como (a) la fase pre-mitocondrial o de induccion; (b) la fase
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de dafo mitocondrial efectivo (fase efectora) y (c) la fase post-

mitocondrial, degradativa o de lisis celular.

Durante la primera fase las células reciben diferentes estimulos
apoptogénicos extracelulares. Durante esta fase de la apoptosis, las
caspasas activadas actian sobre las membranas mitocondriales, en
particular sobre el poro mitocondrial de permeabilidad transitoria
(PMPT) o PORO.

Durante la segunda fase de la apoptosis (fase efectora), se producen
cambios significativos en la funcién de las membranas mitocondriales,
gue se traducen en un incremento de la permeabilidad de las mismas.

Se produce la apertura del PMPT.

En la tercera fase de la apoptosis, la salida de los factores
apoptogénicos mitocondriales, liberados al citosol, sumados a los
generados en el mismo citosol promueven la destruccién de las
proteinas, del ADN, del ARN y de las membranas celulares
consumando asi la muerte celular. Algunas proteinas liberadas tienen
capacidad para activar caspasas y nucleasas citosolicas. En primer
término el citocromo c¢ activa a la caspasa-3, que a su vez activa la
endonucleasa nuclear. En segundo término, las mitocondrias
apoptoticas liberan una proteina activa denominada AlP, que también
activa las endonucleasas independientemente del citocromo c. Por
ultimo, las proteinas mitocondriales intermembrana incluyen una
ADNasa especifica que degrada la doble hélice del ADN. Durante
esta Ultima fase, aparecen las caracteristicas morfologicas vy
bioquimicas de la apoptosis: condensacion de la cromatina, la
fragmentacion del ADN, la degradacion masiva de proteinas

esenciales, nucledlisis y finalmente citélisis ?.
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6. Tamoxifeno: Un inductor quimico de la apoptosis

El tamoxifeno (TAM) es un derivado trifeniletileno, se usa como
tratamiento de primera linea para el cancer de mama a pesar de que
Su uso esta asociado con un riesgo elevado de desarrollar carcinoma

de endometrio.

La evidencia reciente sugiere que la generacion de EROs (Especies
Reactivas de Oxigeno) y estrés oxidativo provoca dafio en el nucleo y
otros compartimentos celulares. También se encontr6 que el
tamoxifeno induce al clivaje del ADN por proceso activo aun no
dilucidado, sugiere alta citotoxicidad. A concentraciones nM de
tamoxifeno induce solo un detenimiento reversible en el crecimiento,
en cambio a concentraciones uM existe una induccion de apoptosis
por degradacion irreversible del ADN @9 @0 @Y por todas estas

razones se considera al tamoxifeno como un inductor de la apoptosis.

7. Medicina Tradicional

La Medicina tradicional en Bolivia es importante porque se conoce
gue alrededor de un 80% de la poblacién acude a la practica de esta
usando plantas y procedimientos iniciados por pueblos indigenas
desde hace cientos de afios. Es una medicina alternativa que esta al
alcance del pueblo, no solo por su costo sino también porque se

utilizan productos naturales, de baja toxicidad @ ©.

Segun La Sociedad Boliviana de Medicina Tradicional, estas
practicas, entre las que se puede mencionar la fitoterapia (uso de
plantas); geoterapia (tratamiento con el barro), hidroterapia
(tratamiento con las aguas), y la helioterapia (bafios solares), entre
otras, ayudan a diversos tipos de pacientes a reconciliarse con los

elementos que constituyen su esencia .
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Dentro de la fitoterapia existe un poco mas de un centenar de plantas
medicinales estan registradas en la Direccion Nacional de Medicina
Tradicional e Intercultural del Ministerio de Salud, pese a la gran

riqueza y variedad que tiene Bolivia ).

En contraste, hay laboratorios de paises industrializados que cada
dia hacen un control de diez mil diferentes especies vegetales y sus

posibles usos en la medicina ?.

7.1 Galipealongiflora Krause Kallunki (Evanta)

El género Galipea cuenta con treinta especies aproximadamente
distribuidas desde Panamda, Guatemala, Nicaragua, Cuba, Peru,
Venezuela, Brasil y Bolivia. La especie longiflora Evanta se
encuentra en los bosques tropicales de Beni y La Paz y ha sido
estudiada en los dltimos veinte afios por ser utilizada por los pueblos
chimanes en el oriente para curar las lesiones de la Leishmania y

otras enfermedades %2,

Evanta es un arbol de 3 a 4 metros de altura con hojas trifoliadas
alternas o superpuestas sobre la misma rama, con peciolo alado,
sus flores se encuentran en forma de racimos, zigomorfas, vistosas

en meses de mayo a junio y sus frutos se observan de junio a julio.
@)

En estudios realizados se hallo que es una planta rica en alcaloides,
llegando a descubrirse alrededor de veinte; estos productos tienen
excelente actividad leishmanicida tanto in vivo como in vitro y se
emplean concentraciones bajas para el tratamiento, en comparacion
con las drogas de referencia ®®. También se ha determinado su

actividad frente a otros parasitos; entre ellos: Trypanosoma cruzi,
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Plasmodium falciparum y Acanthamoeba; ademas de tener accion

gastroprotectora @ 4,

Reino Vegetal

Division Magnoliophita

Sub clase Rosidea

Orden Sapindales

Familia Ruticeae

Género Galipea

Especie Longiflora krause

Sinénimo Angostura longiflora(Kallunki y pirani, 1998)
Nombre comtn Yuruma huana epuna

Tabla 6. Clasificacion taxondmica de Galipea longiflora. Fuente: Salamanca,

2008
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Antecedentes

En estos ultimos 20 afios se han venido desarrollando estudios sobre una
planta productora de alcaloides del tipo quinolinico llamada “Evanta”, que
tiene actividades antiparasitarias importantes frente a: leishmaniasis, mal
de chagas, tuberculosis y cancer. Dicha planta es utilizada hace ya mucho
tiempo por las comunidades de Tsimanes, Mosetenes y Tacanas como
antidiarreico y para curar las lesiones de la leishmaniasis mediante la
corteza fresca o seca molida aplicada directamente como cataplasma sobre

las ulceras y bebiendo infusiones de ella durante tres dias .

Evanta ahora llamada Angostura longiflora (Krause) Kallunqui ha sido
objeto de ensayos biolégicos in vitro con diferentes especies de
Leishmania, en promastigotes y amastigotes, logrando aislar mas de 20
alcaloides quinolinicos llamados chimaninas (A, B, C y D) en homenaje a
los chimanes ?®@®_ También se encontré que extractos de las hojas, tallo y
de la corteza del tallo fueron activos in vitro contra Leishmania spp y
Trypanosoma cruzi a 100ug/mL ©?”. Sobre la toxicidad y seguridad pre
clinica del EAE se hallé que los alcaloides totales de la corteza y hojas no
muestran toxicidad alguna y que denotan una actividad superior a la del

extracto crudo sobre los promastigotes de Leishmania ©®.

En experimentos in vivo en ratones BALB/C infectados con L. amazonensis
o L. venezuelensis y después tratados subcutaneamente con alcaloides
guinolinicos sustituidos en el segundo carbono se pudo verificar que
resistieron a la infeccion por la cepa del parasito causante de leishmaniasis
cutanea; ademas no se hall6 toxicidad. Los alcaloides sobresalientes son la
2-n-propilquinolina y la chimanina D, que fueron mas o igual de activos que
el glucantime ®®. En otro estudio con L.donovani se corroboré la eficacia de
la chimanina D que suprimio el 87% de parasitos del higado; y la 2-n-
propilquinolina administrada oralmente suprimio el 99,9% de parasitos. El

glucantime suprimié en un 97% a los parasitos. En este estudio se logré
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demostrar de mejor forma que la actividad de los alcaloides quinolinicos es

més efectiva cuando incluyen una cadena de propilo en posicién | o 11 G2,

Sobre los efectos del EAE en los componentes de la respuesta inmune se
hall6 que el extracto crudo de Evanta mata directamente al parasito a una
dosis de 10ug/mL, dicha concentracion no tuvo mayor efecto sobre la
viabilidad y la proliferacion de células eucariotas, sin embargo influyé en la
disminucion de la proliferacion de los linfocitos T in vitro y en la produccion
de IFN-y; todo esto sugiere que la Evanta contribuye al control de la

reaccion inflamatoria que caracteriza a la infeccién por Leishmania ©V.

Asimismo se investigd si el extracto podia interferir en la activacion
especifica de linfocitos contra el antigeno de Leishmania y se encontr6 que
el tratamiento in vivo e in vitro reduce la respuesta de los linfocitos al
medirse la produccién de IFN-y y produccién de IL-12 e TNF que fueron
suprimidas. El tratamiento combinado (EAE y glucantime juntos) controlo
eficientemente la carga de parasitos en el cojinete plantar y redujo el
tamafo de la lesibn comparada con el tratamiento de solo extracto o solo
glucantime ©2.

Se investigd el efecto del EAE y del alcaloide mayoritario del extracto: La
molecula la 2-fenilquinolina, sobre la activacién de las CD humanas y su
habilidad de estimular linfocitos CD4+. La expresion de moléculas de
activacion de superficie no se vio afectada en CDs estimuladas en la
presencia del EAE o de 2-fenilquinolina, tampoco se afecté la expresiéon de
las moléculas de activacién en la superficie de células T halogénicas. La
secrecion del IL-12p40, IL-23 e IL-6 fue menor en CDs-EAE, CDs-2-ph y
células T CD4+ halégenas que en el control. Se secretaron niveles bajos de
IFN-y e IL-10 y niveles similares de IL-17. Por los resultados se pudo
demostrar que EAE y la 2-fenil-quinolina afectan la estimulacion de CDs y la

habilidad de estimular células T CD4+ disminuyendo la produccion de IFN-y,
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IL-12p40, IL-6 e IL-23, sugiriendo que el extracto y la 2-fenilquinolina

ayudan en la regulacion de la inflamacién ¢,

En un estudio in vitro se evalud el efecto del EAE sobre la actividad
fagocitica de macréfagos humanos infectados con L.braziliensis; se pudo
encontrar que el comportamiento de los macréfagos en presencia de EAE
presentan un 63 al 65% de actividad fagocitica y es eficaz a diferencia del
grupo control con un 41,4% que presentd actividad disminuida debido a la

exacerbacion del tejido y cronicidad de la enfermedad ©¥.

De la misma forma se evalué in vitro el efecto del EAE sobre la capacidad
infectiva de L.braziliensis y la capacidad microbicida de macréfagos murinos
provenientes de medula ésea. Se hallé que la capacidad infectiva del
parasito disminuyé en un 44,6% a una concentracion de 10ug/mL, sin
diferencias significativas respecto a las 48 horas ni al control, sin embargo a
las 72 horas la Evanta mostr6 ser efectiva en el mantenimiento de la
capacidad microbicida de los macrofagos y atenuante de los mecanismos
de evasion del parésito ©°).

Igualmente se evalué la respuesta proliferativa y la produccién de citoquinas
provenientes de linfocitos de pacientes con leishmaniasis cutdnea. Los
resultados sugirieron que los pacientes tratados con Evanta tienen una
mejor regulacion de la respuesta inmune que los tratados con Glucantime
por la reduccion de proliferacion celular y la produccién de IFN-y G®).

También en un estudio in vivo se evaluo el efecto del EAE sobre la actividad
de los neutrdéfilos de ratones de la cepa Balb/c. Se pudo encontrar que el
extracto disminuye el porcentaje de células fagociticas capaces de reducir
el NAT; disminuye la produccién de IL-1a, IL-1B e IL-8 de forma dosis
dependiente; en la producciéon de 6xido nitrico no se pudo verificar ningun
efecto. Por lo hallado se pudo observar que el extracto podria contribuir a

un mejor control de la inflamacion aguda, no afecta a la produccion de 6xido
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nitrico que es el principal mecanismo microbicida contra la leishmaniasis
(37)

Las células NK juegan un papel importante en el control del parasitismo de
macrofagos infectados a través de la lisis directa de la célula huésped y / o
parasitos, ademéas esto se corrobora por la reduccion en el numero
parasitos  viables, degeneracion  parasitaria 'y lisis  celular
en el control del nimero de paréasitos ©®. Se soporta también el mismo rol
de las células NK en la infeccion por L.amazonensis revelando el
predominio de los desechos parasitarios dentro de los macrofagos que
estaban en estrecho contacto con las células NK activadas por IL- 2, por lo
gue la disminucién en la recuperacion de pardasitos fue directamente

proporcional a la concentracién de células NK activadas ©9.

Otro estudio sugiere a las células NK como participantes activos en la fase
no especifica o la fase pre-T de la actividad anti-Leishmania por lo que
ayuda en el control de la multiplicacion temprana del parasito en el curso de

la infeccion por L. major en ratones 2,

En pacientes que han atravesado por leishmaniasis como infecciones
subclinicas o con lesiones recuperadas sin tratamiento se pudo verificar el
namero elevado de células NK, que mostrd ser un aspecto importante de la
proteccion establecida después de la curacion de la enfermedad. Se
considera también un buen marcador prondstico al nUmero de células NK
en la infeccion, ya que en un estudio en el que se analiz6 cuantitativamente
todas las clases de linfocitos; se pudo hallar en el infiltrado celular de
diferentes lesiones de leishmaniasis cutanea un alto porcentaje de células
NK, lo que también sugiere que las células NK pueden ser utiles en la
limitacion de la enfermedad “9 ©%),

Respecto a la actividad de las células NK frente a la leishmaniasis se pudo
hallar que las células NK pueden activarse directamente por la presencia

del parasito o cuando el parasito estimula la secrecion de citoquinas como
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ser las proteinas inflamatorias del macréfago ay 8 (MIP-ay B) y a su vez

inducen a la migracién de estas células hacia el sitio de infeccién ©.

Asimismo se demostrd in vitro que los antigenos de Leishmania pueden
inducir a la respuesta de las células NK “?. A su vez otros estudios afirman
gue la interaccion entre promastigotes de Leishmania y células NK in vitro
conduce a la lisis directa de los parasitos con una disminucion conjunta en
numero de las células NK, también que pueden activar directamente las

células NK para producir IFN-y y una temprana produccion de IL-12 ),

De la misma forma se ha descrito una vacuna con promastigotes muertos
de Leishmania y Bacilos de Calmette-Guerin (BCG); la presencia de estos
lideran in vivo la activacion del sistema inmune innato celular
especialmente en células NK y macréfagos, incrementando el nimero de
estas células, la concentracion de Oxido nitrico, especies reactivas del

oxigeno y la produccién de TNF 9.
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Planteamiento del Problema

Actualmente, la medicina tradicional utiliza un gran nimero de especies
herbaceas y una farmacopea natural que colabora en el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades. En el
caso de Bolivia, gracias a su alta diversidad cultural y bioldgica, se ha
generado e identificado una amplia gama de practicas de medicina
tradicional, cuya forma de expresion principal es la utilizaciéon de diversas
plantas. En este sentido, el conocimiento académico del nUmero de plantas
medicinales para el pais ha incrementado. Se conocen alrededor de 3.000
especies de plantas medicinales y se cuenta con publicaciones recientes de
ellas. Sin embargo dichos estudios han abarcado un porcentaje minimo
respecto a lo que falta todavia para poder utilizarlas con todas sus
propiedades terapéuticas contribuyendo asi a mejorar la calidad de vida de
la poblacion ® ©9).

Para el caso de la leishmaniasis o lepra blanca, enfermedad parasitaria
olvidada que compromete piel, mucosa y visceras; misma patologia que
afecta a 81 paises con alta prevalencia en Bolivia se han realizado estudios
in vitro e in vivo durante los Ultimos veinte afios que revelan informacion
sobre el uso de la Evanta. Con dichos estudios se ha logrado una
contribucion valiosa de informacion, pero aun se estd trabajando en la
validacion cientifica de dicha planta para considerarla un tratamiento que se
constituiria en una oportunidad de cura de bajo costo, accesible y menos

toxico en relacién a los farmacos actualmente utilizados.

Lo mencionado previamente exige esfuerzos dirigidos para aportar
conocimiento sobre el efecto de la Evanta en la respuesta inmune innata
para poder lograr su pleno estudio que a corto plazo permita implementar

en la vida cotidiana a la Evanta como tratamiento.
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Justificacion

Dentro de las plantas utilizadas por la medicina tradicional para la cura de
enfermedades se encuentran varias especies; que son ricas en alcaloides;
dichos compuestos constituyen una clase importante de productos con
actividades anti-Leishmania significantes, por ejemplo las especies:
Dictyoloma peruviana, Corynanthe pachyceras, Kopsia griffithii, Peschiera

van heurkii y la especie de nuestro estudio la Galipea longiflora o Evanta
(46)

En este sentido se ha logrado identificar al EAE como un candidato
prometedor para tratamiento alternativo contra la leishmaniasis por ser un
producto natural, de baja toxicidad, econémicamente accesible y ademas
con un modo de administracidon bastante practico, no necesitando que los
pacientes dejen sus domicilios y permitiendo que puedan desarrollar su vida

normalmente.

Por otro lado se ha iniciado hace pocos afios atras el estudio de los efectos
de este extracto sobre la respuesta inmune, algunos sobre los componentes
de la respuesta inmune innata pero se ha establecido estudiar el efecto del
EAE sobre las células NK para poder contribuir a la validacion cientifica de
la Evanta como tratamiento alternativo y a su vez podria ayudar en su

difusién de por toda latinoamérica y resolveria un gran problema de salud.

Se ha considerado el estudio de las células NK, ya que ahora dichas células
no son solo consideradas como simples " maquinas de matar " sino que en
la dltima temporada las células NK han ganado el reconocimiento por su
capacidad de secretar citoquinas que influyen la diferenciacion de la
respuesta inmune adaptativa, combatir infecciones viricas, parasitarias y
promover la respuesta inflamatoria. Es importante destacar que segun los
estudios las células NK participan en la leishmaniasis controlando el

crecimiento de los patdégenos, limitan la replicacion del parasito y se indica
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gue a mayor numero de células NK mas rapida es la recuperacion de la

lesion.

Ademas este estudio es una innovacion cientifica, ya que en nuestro pais
se han hecho pocos trabajos experimentales sobre las células NK por lo
gue su estudio seria un buen avance cientifico tanto a nivel nacional como a

nivel internacional.

Por todas estas razones en este estudio se pretende evaluar el efecto del
EAE sobre las células NK poder contribuir a validar el uso del mismo

extracto como un tratamiento alternativo contra la leishmaniasis.
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VI.

Objetivos

6. Objetivo General

Evaluar el efecto del EAE sobre las células NK humanas.

7. Objetivos Especificos

Determinar el efecto del EAE sobre la polarizacion de células NK

humanas.

Evaluar el efecto del EAE sobre la apoptosis y necrosis en células

mononucleares humanas.

Determinar el efecto del EAE sobre la capacidad de Induccion a

apoptosis y necrosis en células NK humanas.
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VII.

Disefio de la Investigacion

1. Poblacion en estudio: 20 sujetos: mujeres y varones que residen en la

ciudad de La Paz.

. Criterios de Inclusidon: Mujeres y varones aparentemente sanos, de 18

a 56 afos de edad, de ambos sexos.

. Criterios de Exclusiéon: Mujeres embarazadas, mujeres y varones con

enfermedades hepaticas, cardiacas o renales, que hayan tenido

tratamiento previo para la leishmaniasis cutéanea.

. Contexto y Lugar: Este estudio se realizo en la Ciudad de La Paz, en el

Instituto SELADIS, en el laboratorio de Inmunologia, dependiente de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad
Mayor de San Andrés.

. Aspectos Eticos: Se trabajo bajo el aval ético que ampara al Proyecto

de Enfermedades Infecciosas (Ver anexo 1). La toma de muestra fue
autorizada por cada uno de los sujetos en estudio a través del

consentimiento informado (Ver anexo 2).
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XV. Disefo del Estudio

1. Tipo de Disefio: Estudio piloto experimental.

2. Material y Métodos

2.4 Materiales

e Jeringas de 10 y 20 ml (Nipro)

e Propipeta

e Tubos Falcon estériles de 15 ml (Becton Dickinson)

e Tubos conicos de fondo redondo de pléstico (Becton Dickinson)
e Pipetas Pasteur de Vidrio

e Pipetas de plastico estériles de 5y 10 ml (Greiner Bio-One)

e Camara de Neubauer

e Portaobjetos

e Tubos de pléastico de 1,5 mL (Eppendorf)

e Papel Filtro

e Cajas Koplin

2.5 Reactivos

e Extracto total de Alcaloides de Evanta provisto por el [IFB (EAE)
e Heparina

e Tampbn PBS 0,15 M pH 7,4

e Anticuerpo Anti Granzima A purificado de raton (BD Pharmingen)
e Anticuerpo Anti Granzima B purificado de raton (BD Pharmingen)
e Anticuerpo Anti IgG humana con Fluoresceina

e Solucion Ficol-Hypaque Densidad 1,077

e Suero fetal Bovino (Gibco)
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e RPMI (Gibco)

e EDTAO0,1MPpH7,2

e Azul Tripan 0,2% (Sigma-Aldrich)

e Dimetil Sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich)

e Suplementos para medio RPMI: Hepes, Bicarbonato de Sodio,
Glutamina, Penicilina, Estreptomicina

¢ Kit Citofix-Citoperm (BD Pharmingen)

e Kit Human NK Cell Enrichment Kit Easy Sep (Stemcell)

¢ Kit PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen)

e Fibroblastos ajustados a 1x10 ° cel/mL en RMPI
2.6 Equipos

e Campana de Flujo laminar

¢ Centrifuga (Eppendorf)

e \Vortex

e Estufa de incubacién (Fisher scientific isoterm)
e Microscopio de Fluorescencia

e Microscopio Optico

e Citdbmetro de Flujo ( BD FACSCalibur)

3. Procedimientos
3.5 Aislamiento de Células NK

Se realizé la toma de muestra de 40 mL de sangre periférica con

heparina de los sujetos en estudio.

Se utiliz6 el método de separacion de células mononucleares por
centrifugacion en gradiente de densidad. Se realiz6 una dilucién 2 de la

muestra con PBS celular y se procedio a la estratificacion en solucion
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Ficol Hypaque de densidad 1,077 (en proporcion 3 mL de ficol para 5
mL de mezcla sangre-PBS) suave y lentamente. Se procedié a la
centrifugacion por 20 minutos a 1500 rpm. Luego de obtenido el anillo
de células mononucleares se lo extrajo con pipeta pasteur de vidrio y se
procedi6 a la centrifugacion por 20 minutos a 1100 rpm para la
sedimentacion celular. Posteriormente se realizaron dos lavados uno
con PBS-EDTA y otro con PBS por 10 minutos a 1100 rpm.

Después de los lavados se realizo el recuento de la viabilidad y ajuste
celular utilizando azul tripan (diluciéon 1/10) y realizando el recuento en
camara de Neubauer. Se realiz6 el ajuste a 1x10 ’ cel/mL.

Se realizé la separacion de células NK por el método de enriquecimiento
de células NK de EasySep de acuerdo al principio y procedimiento

segun instructivo del fabricante, resumido en breve:

El principio del método de enriquecimiento de células NK por seleccion
negativo se basa en la adicion de un cocktail de anticuerpos
monoclonales unidos a complejos de anticuerpos tetraméricos
biespecificos, los cuales estan dirigidos a antigenos de superficie de las
células sanguineas humanas (CD3, CD4, CD14, CD19, CD20, CD36,
CD66b, CD123, HLA-DR vy glicoforina A) y dextran. Luego los
anticuerpos del cocktail reconoceran al antigeno de superficie de las
células no requeridas y al dextran por lo que se pegaran a la superficie

del tubo y las células NK quedaran en suspension.
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Fig.5 Fundamento del método de enriquecimiento de células NK Fuente:

Prospecto EasySep

Se prepar6 una suspension celular de 1 a 5 x 10’ cel/mL en medio
recomendado y se la puso en un tubo de fondo redondo de poliestireno.
Se afadio el reactivo Human NK Cell Enrichment Cocktail at 50 pyL/mL
cel, se mezclé e incubd a 15 - 25°C por 10 minutos. Se vortexed el
reactivo Magnetic Particles por 30 segundos y se afiadié 100 uL/mL cel,
Se mezclé bien y se incub6 a 15 - 25°C por 5 minutos; luego se
completd la suspension a 2,5 mL con medio recomendado, se mezclé
suavemente y se puso el tubo en el magneto por 2,5 minutos y en un
movimiento continuo se volco y se puso la fraccion deseada en otro

tubo.

3.6 Inmunofluorescencia Indirecta de células NK con Anti

Granzima Ay B

Se realizd nuevamente el recuento de la viabilidad y ajuste celular a
1x10 ° cel/mL en RPMI.

Se realizdé el tratamiento de las células con EAE de concentracion

5ug/mL (a partir de una solucién Stock 0,05g/mL de EAE en DMSO). Se

las incubd6 de 12 a 18 horas a 37°C.
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Se alistd un portaobjetos para 3 improntas; un portaobjetos para células

tratadas y un portaobjetos para células no tratadas.

Se puso 30uL de células NK tratadas y no tratadas en las 3 improntas,
se puso 30uL de fibroblastos a la segunda y tercera impronta, se incubé
a 37°C durante 20 minutos en camara humeda. Luego se centrifugaron
los portaobjetos por 5 minutos a 800 rpm, posteriormente se pusieron
los portaobjetos en solucion de fijacion por 20 minutos a 4°C. Se
realizaron dos lavados en caja Koplin con buffer de lavado, luego se
puso 30uL de Anti Granzima A y Anti Granzima B en diferentes
improntas y se incubaron los portaobjetos por 30 minutos a temperatura

ambiente en camara humeda.

Por ultimo se realizaron dos lavados con buffer de lavado y se colocé 30
uL del Anticuerpo Anti IgG antihumano conjugado con fluoresceina por

30 minutos a temperatura ambiente en cdmara hiumeda oscura.

Se realizaron dos lavados méas con PBS celular, el ultimo con una gota

de Azul de Evans como colorante de contraste.

Se cargaron los portaobjetos con glicerol y se observaron con el
microscopio de fluorescencia, se contaron 200 células por impronta,

teniendo en cuenta la polarizacion de los granulos de las células NK.

3.7 Tincion con anexina-PE y 7AAD de células mononucleares en

apoptosis y necrosis

Se realiz6 la toma de muestra de 10mL de sangre periférica con
heparina para la corrida de controles: como control positivo se utilizo
células tratadas con tamoxifeno y como control negativo solo células

mononucleares. Luego se realizdé la toma de muestra de la misma
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cantidad de sangre periférica con heparina de sujetos en estudio para el
experimento. Se siguio el mismo procedimiento que el aislamiento de
células NK para la prueba de inmunofluorescencia indirecta hasta el
primer recuento y ajuste de viabilidad celular. Se ajust6 de igual forma la
suspension celular a 1x10 ’ cel/mL con RPMI. Se realizé el tratamiento

con EAE de igual forma.

Se realizé la tincion de células en apoptosis con el PE Annexin V
apoptosis Detection Kit 1 BD de acuerdo al principio y procedimiento

segun instructivo del fabricante, resumido en breve:

El principio del método es el siguiente: En la apoptosis temprana la
célula expone su PS al exterior de la membrana; la anexina conjugada
con ficoeritrina, una proteina de alta afinidad por la PS se une a ella 'y
provoca su tincién. En la apoptosis tardia/necrosis la celula pierde la
integridad de la membrana por lo que el colorante 7AAD (7 Amino
Actinomicina) ingresa Yy tifie el interior de la celula y la anexina también
tine a la PS. Las células vivas no adquieren tincién, la apoptoticas
tempranas adquieren el color verde de la anexina-PE y las

tardias/necroticas adquieren ambos colores: el color rojo del 7AAD y el

verde de la anexina-PE. « X
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Fig.6 Fundamento del método de tincidon de células en apoptosis con anexina-PE
y 7TAAD Fuente: Prospecto BD
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3.8 Tincion con anexina-PE y 7AAD de células NK en apoptosis y

necrosis

Se realizé la toma de muestra de 40 mL de sangre periférica con

heparina en sujetos en estudio.

Se sigui6 el mismo procedimiento que el aislamiento de células NK para

la prueba de inmunofluorescencia indirecta.

Se realiz6 nuevamente el recuento de la viabilidad y ajuste celular, se

realiz6 el ajuste a 1x10 ° cel/mL en RPMI.

Se realizdé el tratamiento de las células con EAE de concentracion
5ug/mL (a partir de una solucion Stock 0,05g/mL de EAE en DMSO). Se
las incub6 de 12 a 18 horas a 37°C.

Se realizé la tincion de células en apoptosis con el PE Annexin V
apoptosis Detection Kit 1 BD y se analizaron las muestras por citometria
de flujo.

Fuente de financiamiento
Este es un estudio que forma parte del proyecto de enfermedades

infecciosas, financiado por la cooperacion sueca, ASDI-SAREC vy

fondos propios del Instituto Seladis.

. Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados por medio del paquete Excel y se
determinaron las siguientes medidas de tendencia central: promedio; de

dispersién: desviacion estandar y de estimaciéon: T de Student.
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XVI. Resultados

1. Andlisis de la pureza de las células NK separadas por el método de

enriguecimiento de células NK con perlas magnéticas

Se aislaron células mononucleares por el método de separacion por
gradiente de densidad con Ficol-Hypaque de densidad 1,077; luego se
aislaron células NK por el método Easy Sep, se verifico la pureza del
aislamiento a través de la identificacion de los marcadores Anti CD16 y
Anti CD56, se analizé la pureza por citometria de flujo; la pureza fue de
97,9% para CD16 y 98,9 % para CD56.

97,9% CD16 : 98,9% CD56

1 2 w0t o 02 e 1ot
CO16-FITC CO%6 FITC

Fig.7 Pureza de células NK por método de enriquecimiento con perlas
magnéticas con Anti CD16 y Anti CD56. Analisis por citometria de flujo de

células NK aisladas, se confirmo su separacion con Anti CD16 y Anti CD56.

De igual forma se verifico la pureza del aislamiento de células NK
empleando Anti Granzima A y Anti Granzima B, se analiz6 pureza

por citometria de flujo, la pureza fue de 100% para ambos.
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Fig.8 Pureza de células NK por método de enriquecimiento con perlas
magnéticas con Anti Granzima A y Anti Granzima B. Andlisis por citometria de
flujo de células NK aisladas, se confirmd su separacion con Anti Granzima A 'y

Anti Granzima B.

Polarizacion de células NK

Se pudo observar al microscopio de fluorescencia la morfologia de

células NK, polarizada y no polarizada.

Fig.9 Polarizacion de las células NK. A. Célula NK no polarizada vista al
microscopio de fluorescencia, B. Célula NK polarizada vista al microscopio
de fluorescencia. Fuente: Inmunologia 2012 Los granulos liticos de las células
NK se pueden observar en A, distribuidos en la periferia, en comparacién con B

donde se pueden observar los granulos en uno de los polos de la célula.
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3. Efecto de EAE sobre la polarizacion de células NK humanas con

Anti Granzima A

Se aislaron células NK, fueron tratadas con EAE, luego células NK y
fibroblastos fueron ajustados a 1x10 °® cel/mL; después se pusieron
en contacto. Se realizd la prueba de inmunofluorescencia indirecta
empleando Anti Granzima A en células NK, se visualizaron al

microscopio de fluorescencia contandose 200 células por impronta.
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Fig 10. Efecto del EAE sobre el porcentaje de polarizacién de células NK con
Anti Granzima A. Se analizaron las muestras por medio del microscopio de
fluorescencia. Se determinaron los siguientes resultados; Células Tx:
Promedio=31,17% y DS=3,82; Células no Tx: Promedio =32,54 y DS= 3,87(p>0,05)

e Las células NK tratadas con EAE muestran un promedio de
polarizacion con Anti Granzima A de 31,17% y una DS de 3,82, con
p>0,05.

e Las células NK no tratadas con EAE muestran un promedio de
polarizacion con Anti Granzima A de 32,54% y una DS de 3,87, con
p>0,05.
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4. Efecto de EAE sobre la polarizacion de células NK humanas con

Anti Granzima B

Se aislaron células NK, fueron tratadas con EAE, luego células NK y
fibroblastos fueron ajustados a 1x10 ° cel/mL; después se pusieron
en contacto. Se realizd la prueba de inmunofluorescencia indirecta
empleando Anti Granzima B en células NK, se visualizaron al

microscopio de fluorescencia contandose 200 células por impronta.
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Fig 11. Efecto del EAE sobre el porcentaje de polarizacién de células NK con
Anti Granzima B. Se analizaron las muestras por medio del microscopio de
fluorescencia. Se determinaron los siguientes resultados; Células Tx:
Promedio=34,30% y DS=4,70; Células no Tx: Promedio =36,46 y DS= 3,97(p>0,05)

e Las células NK tratadas con EAE muestran un Promedio de
polarizacion con Anti Granzima B de 34,30% y una DS de 4,70, con
p>0,05

e Las células NK no tratadas con EAE muestran un Promedio de
polarizacion con Anti Granzima B de 36,46% y una DS de 3,97, con
p>0,05.
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5. Optimizacién del método de tincion de células en apoptosis con
anexina-PE y 7TAAD

Se realizé una corrida inicial en células mononucleares, con control
(+) (células tratadas con tamoxifeno) y control (-) (células sin tratar)
para poder optimizar el método. Después se realizé el mismo

procedimiento con células tratadas con EAE.

Anexina-PE Anexina-PE/7AAD
(Marcador de Apoptosis (Marcador de Apoptosis
Temprana) Tardia-Necrosis)
Control (+)
Tamoxifeno 0,68% 21,04%
Control (-) 0% 0%
Células
Mononucleares
con EAE 0,15% 5,71%

Tabla 7. Valores obtenidos en células mononucleares en corrida de prueba. Los
controles utilizados para verificar la eficacia del método de tincién con Anexina-PE y 7AAD.
Se corrieron controles: C(+) con Tamoxifeno, C(-) y células con EAE.

Se logr6 optimizar el método, ya que se obtuvieron resultados
esperados en el caso de las células tratadas con tamoxifeno (control

positivo) ya que el resultado fue de 21,04%.
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1

A continuacion se muestran las graficas obtenidas de los resultados

de la corrida inicial.
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Fig. 12 Resultados del analisis por citometria de flujo de la corrida de
controles y de células en presencia de EAE para optimizar tincion con
anexina-PE y 7AAD de células apoptoticas. A. Control (+) Tamoxifeno B.

Control (-) C. Células en presencia de EAE
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6. Efecto del EAE sobre lainduccion a apoptosis

Se realizé la evaluacion del efecto de EAE en células mononucleares
humanas, se utilizd el método de tincion con anexina-PE y 7AAD, se
detectd la apoptosis temprana con el marcador PE y la apoptosis
tardia/necrosis con el marcador 7AAD.

6.1 Efecto del EAE sobre lainduccion a apoptosis temprana

Se aislaron células mononucleares ajustando a una concentracion de
1x10 cel/mL, se las traté6 con EAE vy luego se realizé la tincién con

anexina-PE, luego se analizaron las muestras por citometria de flujo.
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Fig 13. Efecto del EAE sobre el porcentaje de induccién a apoptosis temprana en
células mononucleares por deteccidon con el método de tincion de anexina. Se
analizaron las muestra por citometria de flujo, se determin6 promedio y DS, con

p<0,05. Se hall6 diferencia en el efecto del EAE en las células mononucleares.

e Se logré observar una diferencia en presencia de EAE de la
apoptosis temprana en células mononucleares. Las células no

tratadas muestran mayor apoptosis temprana; en células no tratadas
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se determind un promedio de 13,34%, una DS de 8,75; en células

tratadas un promedio de 10,79% y una DS 7,90; con p<0,05.

Segun resultados del efecto del EAE sobre la induccidn a apoptosis y
necrosis en células NK humanas, se utilizd el método de tincion de la
anexina con PE y 7AAD, se analizaron los resultados por citometria
de flujo, se detectd la apoptosis temprana y la apoptosis

tardia/necrosis.

Se logr6 observar una diferencia en presencia de EAE en la
apoptosis temprana. Las células NK no tratadas muestran mayor
apoptosis temprana, con un 3,0% mas respecto a las tratadas.
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6.4 Efecto del EAE sobre la induccion a apoptosis tardia/necrosis

Se aislaron células mononucleares ajustando a una concentracion de
1x 10 cel/mL, se las traté con EAE y luego se realizé la tincién con
anexina-PE y 7AAD, se analizaron las muestras por citometria de

flujo y se calcul6 Promedio y DS.
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Fig 14. Efecto del EAE sobre el porcentaje de induccién a apoptosis
tardia/necrosis en células mononucleares por el método de tincion de anexina-
PE y 7AAD. Se analizaron las muestra por citometria de flujo, se determiné promedio y
DS, con p>0,05. (*) Se hall6 diferencia en el efecto del EAE en las células

mononucleares.

¢ No se observa diferencia alguna en presencia del EAE en las células
mononucleares en la apoptosis tardia/necrosis, en células
mononucleares no tratadas se determiné un promedio de 8,01%, una
DS de 6,0; y en células tratadas un promedio de 9,02 y una DS de
8,74, con p>0,05.

e No existi6 una diferencia en el efecto del EAE en las células NK en la

apoptosis tardia/necrosis, con un promedio de 8,5%.
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6.5 Andlisis por citometria de flujo de la deteccién de apoptosis en

células NK por la tincion con anexina-PE y 7AAD

Se evalut el efecto del EAE sobre induccion a apoptosis y necrosis en
células NK, se realiz6 la tincién con anexina-PE y 7AAD, se analizaron
las muestras por citometria de flujo y con el programa Paint-a-gate se

obtuvieron las siguientes graficas.
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Fig. 15 Resultados del analisis por citometria de flujo de células NK de la
deteccion de apoptosis por tincién con anexina-PE y 7AAD. En la figura de la
derecha se muestran los resultados de la corrida de una muestra de células NK, la
figura de la izquierda de la misma muestra pero de células NK tratadas con EAE.
Se observa en el cuadrante superior derecho células apoptoéticas tardias/necroticas
(Anexina® 7-AAD"), y en el cuadrante inferior derecho células apoptoticas

tempranas (Anexina® 7-AAD) Se nota leve diferencia.
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XVIl. Discusion

El presente estudio ha tenido como objetivo ampliar nuestra comprension
del efecto del EAE sobre la respuesta inmune innata, especificamente

sobre las células NK.

Estas células que suponen aproximadamente el 10% de los linfocitos
normales de la sangre por medio de sus mecanismos apoptotico y
membranolitico de destruccion de las células dafiadas colaboran a limitar
cualquier infeccion parasitaria como la leishmaniasis a pocos dias de su
inicio por lo que los hallazgos de esta tesis pueden aportar a un

direccionamiento de nuevos estudios.

Andlisis de la pureza de las células NK separadas por el método de

enriguecimiento con perlas magnéticas

Para analizar la pureza de las células NK se emplearon los antisueros Anti
CD16 y Anti CD56, que hicieron posible la deteccion de los marcadores
especificos debido a que estos solo se encuentran en la superficie de
células NK. El andlisis de la poblacion celular por citometria de flujo
presentd valores de 97,9% y 98,9% para CD16 y CD56 respectivamente.
Este porcentaje de rendimiento esta dentro de lo esperado sefialado por el

fabricante.

Adicionalmente se emplearon los antisueros Anti Granzima A y Anti
Granzima B para la deteccion de la presencia de granzima A y B,
serinproteinas que se encuentran en los granulos liticos, en el citoplasma
de las células NK; los resultados fueron analizados por citometria de flujo.

La pureza del aislamiento fue del 100% para ambas granzimas.

A través de este primer paso de aislamiento se pudo obtener una poblacion
altamente purificada de células NK para realizar los siguientes

procedimientos. Se pudo ademas verificar que este es un procedimiento
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mas sencillo y econdbmico que otros que emplean material adicional, como
columnas y cuyo procedimiento es mas moroso y complicado, susceptible

de mas errores.

Efecto de EAE sobre la polarizacion de células NK humanas con Anti
Granzima Ay B

Para evaluar el efecto del EAE sobre la actividad de células NK, se analiz6
el porcentaje de polarizacion de granulos con Anti Granzima A y Anti
Granzima B en células NK previamente tratadas con EAE y determinando

un nivel basal de polarizacion.

La actividad de las células NK evaluada por el porcentaje de polarizacion de
las mismas en presencia de fibroblastos utilizando Anti Granzima A y Anti
Granzima B no mostrd ninguna diferencia. Se podria sugerir entonces que
el EAE no influye en la fase de polarizacion del mecanismo de activacion
de las células NK, ya que las células tratadas no estan afectadas en esta
fase, cabe notar que la polarizacion es parte del proceso de activacion de
las células efectoras para que puedan lisar a sus células diana y segun
estudios es importante la activacion eficiente de las células NK para el

control de la leishmaniasis ©.

Lo indicado no necesariamente implica que no deberia influir en el
mecanismo de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos de las células

NK, ni en la secrecion de citoquinas.

Andlisis de la optimizacion del método de tincion de células

apoptoéticas con anexina-PE y 7AAD

Basados en el hallazgo previo en relacion al efecto del EAE sobre la
proliferacion celular se evalué el efecto del EAE sobre la induccién a
apoptosis y necrosis en células NK humanas utilizando el método de tincién

por medio de la anexina y 7AAD.
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El método se optimiz6 mediante la corrida de controles con células
mononucleares por citometria de flujo. Se trabajé con control positivo con

células tratadas con tamoxifeno y control negativo.

Lo que se conoce del tamoxifeno segun estudios es que este compuesto se
caracteriza por su induccion en la fase de ejecucién o fase tardia de la
apoptosis, por su accién sobre la degradacion irreversible del ADN D ¢42),

Entonces el tamoxifeno mostrd un porcentaje mayor de células en apoptosis
tardia/necrosis respecto a los valores del control negativo por lo que se

logré obtener los resultados esperados para la optimizacion del método ®
(19) (20)

También se pudo hallar en una muestra preliminar de células
mononucleares tratadas con EAE un 0,15% de apoptosis en su etapa
temprana y en su etapa tardia-necrosis un 5,71%. Lo que nos podria indicar
un posible efecto inductor de apoptosis del extracto en su etapa tardia; lo
gue mas tarde se discute por los resultados obtenidos con todas las demas

muestras procesad as.

Al realizar el procedimiento se pudo comprobar rapidez y menor dificultad
de este en relacion a otros como: la tincion tanel y la electroforesis en geles;

por lo que se procedio a la siguiente etapa.

Efecto del EAE sobre la apoptosis temprana en células mononucleares
y NK

En la deteccion de células mononucleares en apoptosis en su etapa
temprana se pudo detectar un porcentaje mayor de apoptosis en células no
tratadas, lo que a su vez significa que se hallo un mayor porcentaje de
células mononucleares vivas tratadas con EAE que no tratadas; por estos
resultados se sugiere que el EAE puede tener un efecto protector sobre

células mononucleares; en comparacion con la corrida de controles que
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indica lo contrario; dichos resultados contradictorios de la muestra
preliminar dentro de la corrida de controles puede deberse al azar o a la
variabilidad bioldgica.

En relacibn a la relevancia de estos hallazgos sobre la capacidad
protectora del EAE se debe tomar en cuenta que dicha capacidad permite
la cantidad adecuada de las células mononucleares. Es importante este
resultado porque justifica lo que se ha podido hallar en otros estudios; que
indican que en la leishmaniasis la presencia de los macrofagos, células NK

y linfocitos es urgente para eliminar mas eficientemente la infeccion ©.

En la deteccién de células NK apoptéticas en su etapa temprana se pudo
encontrar que existio un 3% mas de apoptosis en células no tratadas que
en células tratadas con EAE; esto sugiere confirmar que el EAE tiene un
efecto aparentemente protector en las células; lo que indicaria que al tratar
pacientes con EAE aumentarian su nimero de linfocitos, lo que incluiria a
las células NK; efecto beneficioso para el paciente ya que se ha reportado
gue pacientes con mayor presencia de células NK responden mejor a la
recuperacion de las lesiones a causa de la enfermedad “?. Esto junto con
todo lo conocido gracias a otros estudios; como ser que el extracto ayuda
en la regulacion de la respuesta inflamatoria debido a la disminucion de
interferon-y, IL-1, IL-8, IL-6, IL-23, etc. Hasta el momento nos permitiria
sugerir a la Evanta como un prometedor tratamiento alternativo para la

leishmaniasis.

Al mismo tiempo por este hallazgo se puede insinuar que el EAE permite la
cantidad adecuada de células NK por lo que hace importante seguir
desarrollando estudios para evaluar el papel protector del EAE sobre

células NK.
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Efecto del EAE sobre la apoptosis tardia/necrosis en células

mononucleares y células NK

En la evaluacion del efecto de EAE en la apoptosis tardia/necrosis sobre las
células mononucleares no se observo ninguna diferencia en el porcentaje
de células tratadas, lo que no implica que apoye o no apoye el efecto

protector del extracto.

Respecto al efecto del EAE en células NK en la apoptosis tardia/necrosis no
se vio ninguna diferencia en el experimento por lo que se puede sugerir que
no existe efecto del extracto sobre la etapa tardia de la apoptosis y necrosis

en las células estudiadas.

Para explicar los resultados en cuanto apoptosis se puede mencionar que:
En la fase temprana solo existe un reordenamiento de la membrana, donde
la PS es expuesta al lado exterior de la misma por la enzima translocasa,
esto ocurre en las dos primeras horas; en la etapa tardia existen
alteraciones mas groseras de la membrana, donde se forma un complejo
mutliproteico que conduce a la liberacién de enzimas que contribuyen a la
fragmentacion de las proteinas y cromatina, con la perdida de la
impermeabilidad de la membrana. Esto nos lleva a sugerir que como en la
primera fase, la membrana no se ve sustancialmente afectada por la
apoptosis, el EAE actuaria con un efecto protector; en cambio en la etapa
tardia debido al aumento de la permeabilizacion de la membrana, el EAE
podria ingresar en la células y estimular la accién de la mitocondria, dicha
organela al ser estimulada incrementa la permeabilidad de sus membranas
llegando a la condensacién de cromatina, fragmentacion de ADN vy
degradacion masiva de proteinas, lo que lleva a la nucleolisis y finalmente

Gitlisis (19 17 18 (19),
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XVIIl. Conclusiones

e Se logré evaluar el efecto del EAE sobre células NK mediante los

siguientes procedimientos:

v

v
v

El aislamiento de células NK humanas obteniendo una
poblacion altamente pura (la pureza fue del 7,9% para CD-16
y 98,9% para CD-56).

Polarizacion de células NK humanas.

Induccién a apoptosis y necrosis de las células NK humanas.

e Se logro cumplir los objetivos especificos llegando a lo siguiente:

v

v

No se observo ningun efecto del EAE sobre la polarizacion de
células NK humanas.

Los resultados sugieren que el EAE disminuye la induccion de
la apoptosis en su etapa temprana por lo que tiene un efecto
aparentemente protector tanto en células NK como células
mononucleares.

No se observd ningun efecto sobre la apoptosis
tardia/necrosis tanto en células mononucleares como en

células NK.
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XIX.

Recomendaciones

Se recomienda seguir realizando estudios futuros sobre el efecto del
EAE sobre células NK, tomando en cuenta la secrecion de citoquinas
o considerar realizar en estudio in vivo para poder verificar el efecto
protector del EAE en otras funciones de las células NK. Ademas
debido a la variabilidad de la poblacién estudiada se aconseja
ampliar la poblacién para poder estudiar mas a detalle el papel del

EAE en las células NK.
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Anexo 2

Consentimiento Informado proporcionado a los sujetos en estudio

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del protocolo: Evaluacion del Efecto del Extracto de Alcaloides de Evanta en células
Natural Killer humanas

Investigador principal: Lic. Liz Wendy Villarreal Waiwa

Nombre del donador:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de decidir si
participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso
se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que
firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitira el conocimiento de si existe 0 no efectos del extracto de alcaloides de la
planta Evanta en las células NK, células que son importantes en la defensa de nuestro
organismo frente a parasitos como Leishmania, este estudio colaborara con la implementacion
futura de la planta Evanta como tratamiento alternativo para curar la leishmaniasis. Ademas este
estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento
obtenido.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Su participacién en el estudio implica la toma de muestra de 40 mL de sangre, tomada por
personal con experiencia; dicha toma de muestra no afecta para nada el funcionamiento del
organismo de ninguna forma, porque el cuerpo repondra rapidamente la sangre perdida.

Posterior a la toma de sangre se puede presentar (dolor o se puede llegar a formar un morete),
que desaparecera progresivamente sin afectar ninguna actividad.

Luego de esta fase, se procedera a utilizar sus células donadas para poder observar el efecto
del extracto de la Evanta mediante experimentos.

ACLARACIONES

* Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacién.

+ Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando el
investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar o no, las razones de su decision, la
cual sera respetada en su integridad.
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* No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

* No recibira pago por su participacion.

+ La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada paciente, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

* Teléfono: 70679723

+ Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea,

firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacién anterior

y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que
los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.
Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada

de esta forma de consentimiento.

Firma del participante Fecha
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