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RESUMEN

Leishmania es un parasito intracelular obligado causante de un amplio espectro de enfermedades
humanas en 88 paises alrededor del mundo, presentando tres principales cuadros clinicos: la
leishmaniasis cutanea, que se divide en leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y en leishmaniasis
cutanea difusa(LCD), la leishmaniasis mucocutanea (LMC) y la leishmaniasis visceral (LV). El cuadro
clinico que se desarrolle dependerd del estado inmunitario del huésped y de la especie de
Leishmania, sin embargo, una misma especie es capaz de provocar distintos cuadros clinicos. Tal
es el caso de L. mexicana que es el agente causal de la LCLy la LCD. En su ciclo de vida, Leishmania
presenta dos estadios morfoldgicos: el promastigote, que habita en el tracto digestivo de los
vectores y el amastigote, que habita en el huésped definitivo. Las principales células que hospedan
a los amastigotes de Leishmania son los macréfagos (M@) y las células dendriticas (CD), las cuales
presentan una gran variedad de mecanismos para eliminar infecciones intracelulares, tales como
la activacion de la apoptosis. A su vez, los organismos patogénicos han desarrollado estrategias
que les permiten evadir la respuesta que ejercen las células ante su presencia. Se ha demostrado
gue Leishmania es capaz de inhibir la apoptosis tanto natural como inducida. En nuestro grupo de
trabajo se demostré que L. mexicana es capaz de inhibir la apoptosis de células dendriticas
derivadas de monocitos humanos (moDC). Sin embargo, como se mencioné anteriormente, L.
mexicana es causante de dos cuadros clinicos distintos, lo cual puede indicar que el desarrollo de
la enfermedad hacia LCL o LCD, depende en gran medida de las caracteristicas diferenciales que se
presentan entre las cepas de la misma especie. Por dicha razén, en el presente trabajo se
compararon dos cepas de L. mexicana, una aislada de un paciente con LCL (Lac) y otra aislada de
un paciente con LCD (DIACT), demostrando que ambas cepas inhiben la apoptosis de las moDC y
que la inhibicion se presenta de una manera diferencial, en donde la DIACT muestra una mayor
efectividad para inhibir la apoptosis de las moDC. Estas diferencias podrian ser de gran relevancia

en la patogenicidad de las cepas y el desarrollo de la enfermedad en el huésped mamifero.
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1. INTRODUCCION

1.1 El sistema inmune

El cuerpo humano se encuentra en constante exposicion a una gran variedad de agentes
infecciosos, tales como virus, bacterias, hongos y protozoarios. Debido a esto, a lo largo de la
evolucion se han seleccionado diversos mecanismos de defensa para combatir las distintas

afecciones que provocan daios al ser humano.

Las primeras barreras fisicas y bioquimicas para impedir la entrada de microorganismos al cuerpo
humano son las superficies epiteliales, que involucran a la piel, la mucosa gastrointestinal,
respiratoria y del tracto urogenital. Se secretan también sustancias antimicrobianas que incluyen a
la lisozima y las defensinas. Sin embargo, cuando algun patégeno logra atravesar dichas barreras,
el sistema inmune del huésped requiere de mecanismos ejercidos por la respuesta inmune innata

(RIl) y la respuesta inmune adaptativa (RIA) (Moll, 2003).

1.1.1 La respuesta inmune innata

La primera etapa de la defensa del huésped ante los microorganismos invasores depende de
mecanismos de la Rll, la cual se divide a su vez en la respuesta celular, que incluye a los monocitos,
los macréfagos (M@), las células dendriticas (CD), las células asesinas naturales (NK), los
neutrdfilos, los eosindfilos y las células cebadas, las cuales presentan una amplia variedad de
funciones tales como la fagocitosis, la lisis directa de patégenos, la presentacion de antigenos y la
produccién de mediadores quimicos (Birnbaum y Craft, 2011). La segunda rama de la Rll es la
respuesta humoral que incluye a factores solubles tales como componentes del complemento,
citocinas y quimocinas (Moll, 2003). En la Rll no se presenta una memoria inmunoldgica, ya que
las células participantes producen una respuesta por medio del reconocimiento de componentes
conservados a lo largo de la evolucion en los organismos patogénicos. Dichos componentes se
denominan patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s) (Zaph et al., 2004) y su
reconocimiento se da a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR’s) (Akira et al.,
2001; Medzhitov y Janeway, 2000), tales como los receptores intracelulares tipo NOD (Medzhitov,

2001) y los receptores scavenger (Gomes et al., 2009), ademas de la familia de los receptores tipo
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toll (TLR’s), los cuales son sumamente importantes en la inmunidad en contra de distintos agentes

patogénicos.

1.1.2 La respuesta inmune adaptativa

Cuando los organismos patogénicos logran evadir los mecanismos de defensa que se presentan en
la Rll, es necesaria la activacion de la RIA, la cual estd asociada con la activacion de células
efectoras tales como los linfocitos B y T, que son capaces de reconocer antigenos microbianos
especificos, ademas de generar una memoria inmunoldgica para prevenir infecciones posteriores
con los mismos organismos patogénicos (Moll, 2003). Sin embargo, el hecho de que se lleve a cabo
la RIA, no indica que la RIl esté inactiva, ya que ambas pueden encontrarse actuando

conjuntamente.

Una de las células que son pieza fundamental entre la RIl y la RIA son las CD, que son células
presentadoras de antigenos profesionales (APC) ya que presentan MHC- | y Il . Dichas células
presentan los antigenos microbianos a los linfocitos T CD4 y TCD8, gracias a que poseen MHC- | y ||
y junto con la coestimulacion los activan y conducen a la polarizacidon de una respuesta inmune
apropiada (Moll, 2003). Las CD representan un grupo heterogéneo de células y se han subdividido
de acuerdo a la localizacidn, origen y funcidn en diferentes grupos entre los que encontramos a las
CD plasmacitoides (pCD), las CD convencionales (cCD) y las que se derivan de los monocitos

(moDC).

1.2 Los monocitos

Los monocitos son células pertenecientes al sistema fagocitico mononuclear y fueron descritos por
primera vez en circulacién como precursores de macréfagos tisulares. Posteriormente, Sallusto y
Lanzavecchia (1994), demostraron la capacidad de los monocitos para diferenciarse a CD. Dichos
autores reportaron la generacién de CD a partir de monocitos de sangre periférica humana en
cultivos in vitro en co-incubacién con el factor estimulador de colonias de macréfagos vy

granulocitos (GM- CSF) y con IL- 4 (Gordon y Taylor, 2005).

Los monocitos se originan en la médula ésea a partir de un progenitor comun mieloide que
comparten con los neutréfilos. Posteriormente son liberados a la sangre periférica, donde circulan

por varios dias antes de llegar a los tejidos y establecerse en ellos para formar subpoblaciones de

13



células especificas, es decir, subpoblaciones de monocitos que presentan distintos roles
fisioldgicos o su posterior diferenciacién a células derivadas de monocitos tales como las CD y los

M@ (Gordon y Taylor, 2005).

La morfologia de los monocitos en sangre periférica es heterogénea, varia en tamano,
granularidad y morfologia nuclear. Constituyen de un 5 al 10% de los leucocitos totales de sangre
periférica humana y expresan grandes cantidades del receptor CD14 (el cual es parte del receptor
para lipopolisacarido). La expresion diferencial de marcadores antigénicos en los monocitos de
sangre periférica confirma la heterogeneidad de dichas células y provee informacién sobre las

actividades fisioldgicas en los distintos subtipos de monocitos.

La expresion diferencial de CD14 el receptor para lipopolisacarido, y CD16, el receptor de baja
afinidad para 1gG, permite dividir a los monocitos en dos subpoblaciones: las células CD14™ CD16,,
también llamadas “monocitos clasicos”, debido a que este fenotipo fue descrito originalmente. Las
células de esta subpoblacién son altamente fagociticas y se encuentran en mayor abundancia en
sangre periférica de individuos adultos. La otra subpoblacién estd conformada por células CD14™
CD16" que expresan altas cantidades de MHC clase Il (complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il) (HLA-DR). Las células de ambas subpoblaciones son reclutadas rapidamente a los sitios de
infeccion y tienen un gran potencial para diferenciarse a células tales como M@ y CD (De Kleer et
al., 2014). De igual forma, en cultivos in vitro de monocitos humanos ambos subtipos pueden

diferenciarse a CD en presencia de GM-CSF e IL-4 (Gordon y Taylor, 2005) (Figura 1).

Otro subtipo de monocitos descrito mas recientemente se define por la expresién de CD14", CD16"
y CD64", el receptror Fc de alta afinidad para IgG. Presentan una alta expresién de HLA-DR, CD86 y
una elevada actividad estimulante de linfocitos T. En similitud con los monocitos CD14™ CD16,
estas células presentan una actividad fagocitica alta y producen cantidades elevadas de citocinas

tales como IL-16 y TNF-a. (factor de necrosis tumoral alfa) (Gordon y Taylor, 2005).
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Figura 1. Poblaciones de monocitos en sangre periférica humana. Se indica la expresion de los marcadores
de cada subpoblacién, ademas de los porcentajes de abundancia (Boltjes y Van Wijk, 2014).

1.3 Las células dendriticas

Las CD pertenecen a una familia de células especializadas en el procesamiento y presentacion
antigénica y representan el 1% de las células mononucleares de sangre periférica humana
(Jongbloed et al., 2010). En el estado inmaduro tienen la capacidad de reconocer antigenos,
fagocitarlos y procesarlos para posteriormente iniciar y modular una respuesta inmune adaptativa,
asi como desarrollar memoria inmunoldgica y tolerancia ante diversos agentes patogénicos (De
Kleer et al., 2014). Una vez que las CD entran en contacto con microorganismos o sustancias
asociadas con infecciones o inflamacion, se inicia el proceso de maduracién y migran a los 6rganos
linfoides secundarios. En dichos sitios presentan los antigenos a los linfocitos T virgenes y se lleva a
cabo la polarizacion de la respuesta de los linfocitos T cooperadores. En esta polarizacién las CD
juegan un papel fundamental, asi como las citocinas que se producen. La produccion de citocinas
tales como IL-12 e IFN-y polarizan a una respuesta tipo Th-1 que es muy eficaz en el combate de

organismos patogénicos intracelulares (Brandonisio et al., 2004).
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1.3.1 Maduracion de las CD

Las CD inmaduras que se encuentran en tejidos periféricos detectan a los microbios o antigenos
microbianos a través del reconocimiento de PAMPs, a los cuales fagocitan para su degradacién y
procesamiento. Dicho reconocimiento e internalizaciéon de las estructuras microbianas induce la
maduracién de las CD, un proceso que es acompainado por la migracion de las CD desde los tejidos
periféricos a las zonas ricas en linfocitos T en los ganglios linfaticos. Durante el proceso de
maduracién, las CD sufren cambios importantes tales como la disminuciéon en la capacidad
fagocitica, el aumento en la expresion del MHC clase Il y la disminuciéon en la expresion de
receptores para quimiocinas inflamatorias tales como CCR1, CCR2, CCR5 y CCR6. Ademas, se
induce la expresién de CCR7, lo cual puede producir una mayor capacidad de respuesta ante la
unién con sus ligandos CCL19 (MIP-31) y CCL21 que es producida en los ganglios linfaticos en las
areas donde se encuentran los linfocitos T. De igual manera aumenta la expresién de moléculas

co-estimuladoras tales como CD80, CD86 y CD40 y de moléculas de adhesién (Moll H, 2003).

Como resultado de los multiples cambios en las CD maduras, éstas adquieren la capacidad de
desencadenar una respuesta primaria de linfocitos T. Ademas, la activacion por antigenos
microbianos induce la produccidon de citocinas tales como IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-a. Por otro lado,
la secrecidn de citocinas tales como IL-4, IL-5, IL-10 e IL- 13 promueve una respuesta tipo Th2 que
induce en los linfocitos B la producciéon de IgGl e IgE. Esta respuesta esta implicada en
mecanismos efectores de proteccion contra las infecciones por helmintos e inhibe la actividad de
los M@, lo que a su vez contribuye a la supervivencia de parasitos intracelulares (Silviera et al.,

2009).

1.3.2 Subpoblaciones de células dendriticas humanas

Las CD son un grupo heterogéneo de células y se subdividen de acuerdo a la localizacidn
anatomica, origen y funcién. En sangre periférica se han descrito tres principales subpoblaciones
de CD basadas en la expresidon de marcadores de superficie: Las células dendriticas plasmacitoides
(pCD) y dos tipos de células dendriticas convencionales o cldsicas (cCD). Estos subgrupos pueden
encontrarse también en el bazo y las amigdalas (Boltjes y Van Wijk, 2014) (Figura 2). Los
progenitores de las CD se originan en la médula ésea y se dirigen al torrente sanguineo para dar
lugar a las CD residentes, migratorias y a las que se diferencian posteriormente in situ. Las CD

residentes se localizan en los tejidos linfoides, donde reconocen y procesan antigenos de la linfa 'y
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la sangre para presentarlos a los linfocitos T locales. En los tejidos no linfoides las CD migran desde
dichos tejidos a los ganglios linfaticos donde presentan antigenos derivados de los tejidos a los
linfocitos T. Por otra parte, existen subpobaciones de CD locaizadas en la epidermis denominadas
células de Langerhans (LaC) y CD localizadas en la dermis, denominadas por esta razon, células

dendriticas de la dermis.

Marcadores de Distribucion

superficie

Células dendriticas

CD1c+
CD11b+
CD11c++

CcD1 C+ 45-50%

CD11c
XCR1

cp141t 5-10%

TR R R R R R R R R R R E R R R TR RN RN RN R

CD11C+
CD123+
BDCA-2+
BDCA-4+

pDC 45-50%

Figura 2. Poblaciones de CD en sangre periférica humana. Se muestra la expresién de los marcadores
utilizados para identificar a las distintas poblaciones de CD, ademas de los porcentajes de abundancia de
cada grupo (Boltjes y Van Wijk, 2014).

1.3.2.1 Las células dendriticas plasmacitoides (pCD)

Las pCD en estado inactivado presentan una morfologia no-dendritica, se caracterizan por la
expresion de CD123, CD11c, CD303 (BCDA- 2) y CD304 (BCDA- 4 o Neutrofilina-1) y se encuentran
circulando en la sangre y los ganglios linfaticos. Una caracteristica muy importante de las pCD es la
capacidad para secretar rdpidamente cantidades elevadas de interferones tipo | en respuesta a

infecciones virales. Expresan TLR7 y TLR9 que detectan acidos nucleicos derivados de virus,
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bacterias y células muertas. Dichos receptores, al contacto con sus ligandos, desencadenan una
cascada de sefializacidn que resulta en la secrecién de IFN-a, IFN-f3 e IFN-y. En un estado normal,
las pCD tienen poca capacidad para estimular linfocitos T-CD4" debido a la presencia de niveles
bajos de MHC-Il y a la baja expresidén de receptores de moléculas co-estimuladoras, asi como una

capacidad limitada para fagocitar antigenos (Boltjes y Van Wijk, 2014).

En ausencia de estimulos, las pCD parecen ser tolerogénicas y estan implicadas en la induccidon de
anergia de los linfocitos T y el desarrollo de los linfocitos T reguladores. Posteriormente a la
estimulacién, las pCD adquieren una morfologia de CD, aumenta la expresion de HLA-DR y
moléculas co-estimuladoras y se diferencian a APC capaces de activar células CD4 virgenes (Boltjes

y Van Wijk, 2014).

1.3.2.2 Las células dendriticas convencionales (cCD)

Las cCD se clasifican en los subtipos CD1c" y CD141", ambos se encuentran en la sangre, el bazo y
los ganglios linfaticos, asi como en tejidos no linfoides tales como la piel, el higado, el pulmdny el
intestino. Las células del subtipo CD1c* co-expresan CD11b, CD1c y niveles altos de CD11c,
mientras que las del subtipo CD141" expresan niveles bajos de CD1lc y escasos CD11b. En
comparacién con otros subtipos de CD y monocitos, el marcador selectivo para las células del
subtipo CD141" es el receptor para quimiocinas XCR1. Ambos subtipos de cCD difieren en los
patrones de expresion de los TLRs: las CD1c" expresan todos los TLRs con excepcién de TLR9 y las
CD141" expresan niveles altos de TLR3 y TLR10, baja expresién de TLR1, TLR2, TLR6 y TLRS y
carecen de TLR4, TLR5, TLR7 y TLR9 (Jongbloed et al, 2010). Adem4s, las cCD CD141" producen
cantidades elevadas de IL-12p70, IFN-B, IFN-y, CXCL10/IP-10 y CCL5 después de la unién del TLR3
con su ligando: poly I:C. Por otra parte, las cCD CD1c" secretan proteinas tales comolL-1B, IL- 12,
IL- 6, TNF-a,, CXCL8/IL- 8, CCL3, CCL4, CCL5 y CCL10 posteriormente a la estimulacién del TLR3
(Boltjes y Van Wijk, 2014). Generalmente las cCD tienenun tiempo de vida corto, viven de 3 a 5
dias aproximadamente y en los individuos adultos son remplazadas constantemente por

precursores presentes en la médula dsea (Boltjes y Van Wijk, 2014; De Kleer et al., 2014).

En cuanto a la presentacion antigénica, las cCD CD141" y las CD1c" tienen capacidades similares,
presentan proteinas a linfocitos T-CD4" autdlogas con eficacia semejante, expresan niveles
parecidos de MHC-1 y tienen la misma eficiencia para la presentacién de antigenos peptidicos a los

linfocitos T- CD8+. Por otro lado, tanto las pCD como las cCD presentan una baja actividad
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proteolitica, lo cual permite que las proteinas y los péptidos antigénicos que procesan no se

degraden y se lleve a cabo una presentacion de antigenos eficaz (Boltjes y Van Wijk, 2014).

Debido a los distintos perfiles de expresidn de los TLRs, citocinas y quimiocinas, la polarizacién de
los linfocitos T puede diferir segun los distintos subtipos de CD que activen a dichas células. La
expresion elevada de TLR3 en las CD141"y la capacidad para producir grandes cantidades de IFN-
B3, CCL10 e IL-12p70 inducen una polarizacién Th-1, al igual que en las CD1c" al activarse receptores
tales como el TLR3. En general, las CD sanguineas no inducen una polarizacién tipo Th-2,
Unicamente las cCD residentes de ganglios linfaticos inducen tanto respuestas Th-1 como Th-2 y

las células de Langerhans inducen principalmente respuestas Th-2 (Boltjes y Van Wijk, 2014).

1.3.2.3 Las células dendriticas derivadas de monocitos humanos (moDC)

Como consecuencia de procesos inflamatorios o infecciosos, los drganos linfoides y no linfoides
pueden albergar también a CD que se originan a partir de monocitos. Dichas células son llamadas
células dendriticas derivadas de monocitos (moDC) o células dendriticas inflamatorias (iCD) (De
Kleer 1., et al., 2014; Boltjes A. y Van Wijk F., 2014).La mayoria de las moDC se caracterizan por la
expresion de Ly6C, CD11b, MHC-Il y niveles intermedios de CD11c (Kim y Lee, 2014). Un marcador

distintivo de estas células es el CD64, que es el receptor Fcl-gamma (FcyRI) (Plantinga et al., 2013).

Cuando las CD son diferenciadas a partir de monocitos cultivados en presencia de de GM-CSF e IL-
4, las moDC resultantes mantienen la capacidad de captura y presentacion de antigenos tal como
lo hacen la CD inmaduras in vivo. Ademads, presentan una tipica morfologia con dendritas,
expresan niveles altos de MHC-1 y Il, CD1, CD40, CD44, ICAM-1 y carecen de CD14 (Sallusto y

Lanzavecchia, 1994).

En experimentos in vivo se ha demostrado que los monocitos de sangre periférica infectados con
el parasito Leishmania major se diferencian a moDC (Ledn et al., 2007). Ademas, se ha observado
que los monocitos que son reclutados a sitios inflamatorios se pueden diferenciar a moDC
localmente y que la diferenciacion esta controlada por citocinas como por ejemplo el GM- CSF (Le
Borgne et al., 2007; Salazar et al., 2007). Ademas, las moDC son células muy importantes en los
procesos inflamatorios, ya que se ha demostrado que en la infeccién con distintos organismos

patogénicos como por ejemplo Listeria monocytogenes se puede diferenciar un tipo de moDC
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denominadas Tip-CD, que tienen la capacidad de producir cantidades elevadas de iNOS y TNF-a

(Serbina et al., 2003).
1.3.2.4 Las células de Langerhans (LaC)

Las LaC son un ejemplo tipico de las CD centinelas, esto debido a la localizacién en la epidermis, la
presencia de dendritas protuberantes y la captura de antigenos extrafios en la piel y migracion
constante a los ganglios linfaticos lo que las hace la primera barrera inmunolégica de la piel. En los
humanos las LaC se identifican por la expresion de CD11c, CD32, CD45, FceR1, niveles altos de
CD1a, CD207/langerina, CD324/E-cadherina, CD326/EpCAM y HLA-DR. En condiciones normales,
las LaC son reemplazadas continuamente por precursores residentes, mientras que en procesos

inflamatorios son reemplazadas por precursores sanguineos (Boltjes y Van Wijk, 2014).
1.3.2.5 Las células dendriticas de la dermis

En la dermis de los humanos las CD se dividen clasicamente en CD14" y CD1a". Las CD14" muestran
una expresidn variable de CD1a, CD1c y CD163, similar a los M@ de la dermis, que también
expresan CD14, pero carecen de CD1c y presentan niveles altos de CD163. Las células dendriticas
de la dermis expresan niveles bajos de CD80 y CD86 y nos son inductores eficientes de la
proliferacién de linfocitos T virgenes, sin embargo, son eficientes en el reconocimiento de
antigenos y tienen la habilidad para inducir a los linfocitos T reguladores a producir elevadas

cantidades de IL-10 (Boltjes y Van Wijk, 2014).

Por otro lado, las CD CD1a" expresan niveles altos de CD80 y CD86 y tienen un gran potencial para
inducir la proliferacion de linfocitos T-CD4 y T-CD8. Investigaciones recientes, decriben a las CD
CD1a como un grupo de células heterogéneo contrario a lo que se conocia anteriormente ya que

se ha demostrado que la mayoria de las células CD1a*, son CD1c""

, pero también se presentan las
cD1c*" gue mantienen niveles altos de CD141. Por otra parte, estas células no son buenas
presentadoras de antigenos y su funcidn es la de inducir a los linfocitos T reguladores mediante la

produccién de IL- 10 (Boltjes y Van Wijk, 2014).

Gracias a las diversas funciones que las CD llevan a cabo, entre las que destaca la conexion de la Rl
con la RIA, son de suma importancia en la inmunidad contra una gran variedad de organismos

patogénicos entre los que se presentan bacterias como Escherichia coli (Pulendran et al., 1999) y
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protozoarios tales como Toxoplasma gondii (Carmen et al., 2006), Cryptosporidium parvum (Mele

et al., 2004) y Leishmania mexicana (Gutiérrez et al., 2013).

1.4 El parasito Leishmania

Leishmania es un pardsito protozoario intracelular de la Familia Trypanosomatidae (Orden
Kinetoplastida), causante de un amplio espectro de enfermedades humanas en mas de 80 paises
alrededor del mundo. Hay aproximadamente 12 millones de personas infectadas y 350 millones de

personas en riesgo (Alvar et al., 2006).

1.4.1 Ciclo de vida de Leishmania

En el ciclo de vida, Leishmania presenta dos estadios morfolégicos: el promastigote flagelado vy el
amastigote. El promastigote mide de 1.5 a 3 um x 10 a 20 um, vive y se duplica en nichos
extracelulares del tracto digestivo de los vectores (hembras hematdfagas de mosquitos del género
Lutzomyia en el Nuevo Mundo o Phlebotomus en el Viejo Mundo). Cuando el vector se alimenta
de sangre, los promastigotes son inoculados en la piel del huésped mamifero. Los promastigotes
que logran atravesar las barreras del sistema inmune son fagocitados por células tales como M@,
neutréfilos y CD (Solbach y Laskay, 2000; Silviera et al., 2009). Una vez dentro de la célula
huésped, el promastigote se diferencia al amastigote, que es la forma intracelular obligada, carece
de flagelo y mide entre 2.5 y 6.8 um. El amastigote se duplica dentro del fagolisosoma hasta lisar a
la célula e infectar a nuevas células (Kane y Mosser, 2000). La transicién de promastigote a
amastigote en el ciclo de vida de Leishmania es pieza fundamental para el establecimiento de la
infeccion en el huésped mamifero. Estudios in vitro demuestran que dos condiciones
microambientales en el fagolisosoma de los macréfagos son suficientes para que se lleve a cabo
esta diferenciacion: una temperatura entre los 33 y 37 °C y un pH de 5.5 (McConville y Handman,

2007) (Figura 3).

Leishmania, ademds de fluctuar entre los nichos del vector y el huésped, también puede
encontrarse en reservorios. Los distintos reservorios varian dependiendo de la regidn geografica
en la que se localicen y entre éstos se encuentran distintos animales domésticos tales como perros
y caballos y animales salvajes tales como osos hormigueros, zariglieyas y ratas silvestres

(Gramiccia y Grandoni, 2005). La transmisidn del pardsito puede ocurrir entre caninos y especies
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de roedores y en los humanos a través de la picadura de los mosquitos. Sélo se tienen reportes de

transmisién humano-humano en el caso de L. tropica (Sangueza et al., 2003).

Promastigotes prociclicos 2 = Célula dendritica

- e A———

<
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ﬁ/é// I Promastigotes metaciclicos |

/ Proliferacion en el tracto
digestivo

?
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g | Picadura del vector al —
huésped mamifero ’
Amastigote intracelular
8
J Divisién del parasito por ) .

fision binaria

Lisis de la célula
huésped

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania spp. 1) El vector inocula por medio de la picadura a los promastigotes
prociclicos que se encuentran proliferando en el tubo digestivo. 2) Los promastigotes prociclicos se
diferencian a promastigotes metaciclicos en el huésped mamifero. 3) Los promastigotes metaciclicos son
reconocidos y fagocitados por células del sistema fagocitico mononuclear. Dentro de la célula, el lisosoma se
fusiona con el fagosoma formando un fagolisosoma, en el cual se encuentran los parasitos. 5) Los
promastigotes se diferencian al estadio de amastigote dentro del fagolisosoma. 6) Los amastigotes se
dividen por fision binaria. 7) Se produce la lisis de la célula huésped, dando lugar a la liberacion de los
amastigotes. 8) Los amastigotes liberados son fagocitados por otras células del sistema fagocitico
mononuclear. 9) El ciclo continda cuando un vector se alimenta de sangre con células infectadas con
amastigotes y al picar a otro huésped mamifero lo infecta (Modificado de Handman, 2001).
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1.4.2 La leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad de suma importancia a nivel mundial que se distribuye
principalmente en zonas tropicales y subtropicales a lo largo del planeta. El cuadro clinico que se
presenta en el huésped dependerda del complejo huésped-parasito, es decir, tanto de la
patogenicidad y la especie de Leishmania, como el estado inmunitario del huésped influyen en la
manifestacion clinica que se desarrollara (Solbach y Laskay, 2000; Lupi et al., 2009; Markikou et al.,
2012). Se han identificado aproximadamente 30 especies de Leishmania, de las cuales alrededor
de 20 son patdgenas para mamiferos. En México, la leishmaniasis es un problema de salud publica

y se ha encontrado en alrededor de 22 estados (Monroy, 2002).

1.4.3 Formas clinicas de la leishmaniasis

Se presentan principalmente tres formas clinicas de la leishmaniasis: la leishmaniasis cutanea (LC)
que afecta Unicamente a la piel, la leishmaniasis mucocutanea (LMC) que afecta a la piel y
superficies mucosas y la leishmaniasis visceral (LV) que afecta dérganos del sistema reticulo
endotelial (Lupi O et al., 2009; Soong, 2008). La especie de Leishmania infectante es un factor
importante en el desarrollo de las diferentes manifestaciones clinicas y existen seis principales

especies patdgenas del hombre (Tabla 1).

Tabla 1. Manifestaciones clinicas producidas por distintas especies de Leishmania que son patdgenas para el
hombre y los vectores transmisores (Tomado de Handman, 2001).

Manifestacion clinica Vector Especie
LC, LCD Lutzomyia flaviscutellata Leishmania mexicana

Lutzomyia olmeca

LC Phlebotomus papatsi Leishmania major
LC Phlebotomus sergenti Leihmania tropica
LC, LMC Phlebotomus longipes Leishmania aethiopica
LC, LMC Lutzomyia umbratilis Leishmania braziliensis
LV (kala azar) Phlebotomus argentipes

Lutzomyia logipalpis Leishmania donovani
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1.4.3.1 Leishmaniasis cutanea

A nivel mundial, la LC es la forma clinica mds comun de leishmaniasis con un estimado del 10-75%
global (Alvar et al., 2012). Se pueden encontrar dos variantes, la leishmaniasis cutanea localizada

(LCL) y la leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

En cuanto al periodo de incubacidn, las personas pueden ser portadoras de algunas especies de
Leishmania sin presentar sintomas durante periodos que van de una a dos semanas o inclusive por
tiempos mas prolongados de hasta tres afos. Sin embargo, la mayoria de los casos se hacen

evidentes en lapsos de 2 a 6 meses (lowa State University, 2010).

1.4.3.1.1 Leishmaniasis cutanea localizada

En el Nuevo Mundo los principales agentes causales son: L. braziliensis, L. mexicana y L.
panamensis y en el Viejo Mundo L. tropica, L. major y L. aethiopica, ademas de algunas cepas de L.

infantum que pueden causar LC sin afectar a los 6rganos internos (lowa State University, 2010).

La LCL se caracteriza por la presencia de lesiones en la zona donde el vector hizo la picadura. La
lesién es generalmente indolora a menos que se presenten infecciones secundarias y a excepcion
de las orejas, las Ulceras permanecen limitadas a la piel y no afectan tejidos subcutaneos. La
mayoria de las lesiones se curan espontdaneamente, pero la velocidad de la cicatrizacién varia
dependiendo de la especie de Leishmania causante del cuadro clinico. En el caso de las personas
que son portadoras del VIH, pueden presentar casos excepcionalmente graves (lowa State

University, 2010).

En México, la LCL causa lesiones conocidas como “la ulcera del chiclero” (Figura 4) que produce
mutilaciones en el pabellén auricular (Dario et al., 2010). Se ha encontrado en alrededor de 20
estados, entre ellos Chiapas, Oaxaca, Campeche, Quintana Roo, Tabasco, Yucatan y Veracruz,
principalmente (Monroy, 2002). L. mexicana es la especie mas comun causante de la infeccion en

México, América Central y algunas partes de Sudamérica (Lupi et al., 2009).
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Figura 4. Lesion tipica y mas comun de LCL, se caracteriza por una Ulcera redonda con un borde y ocurre en
las dreas expuestas de la piel (Lupi et al., 2009).

1.4.3.1.2 Leishmaniasis cutanea difusa

Los agentes causales de la LCD en el Nuevo Mundo son L. mexicana y L. amazonensis. En México,
L. mexicana es la Unica especie reportada como agente causal de la LCD (Becker, 2006). En esta
forma clinica se presentan patrones caracterizados por una distribucion difusa de papulas del color
de la piel, ademads de nddulos y lesiones tuberosas y verrugosas (no se presentan como Ulceras)
que pueden afectar diversas regiones en el cuerpo tales como la cara y las extremidades (Figura 5).
Las lesiones producidas pueden dafiar a los tejidos profundos y persistir indefinidamente.
Normalmente las respuestas ante los tratamientos de control de este cuadro clinico no dan

resultados favorables (Machado, 2006) y puede ser incurable en algunos casos.

Figura 5. Paciente con LCD. Se observan nédulos con distribucion difusa caracteristicos de la LCD (Unidad de

Investigacidon en Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM).
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1.4.3.2 Leishmaniasis mucocutanea

La forma clinica de la LMC se restringe al Nuevo Mundo principalmente en Sudamérica y América
central. El agente causal son distintas especies del subgénero Viannia: L (V.) braziliensis, L. (V.)
guayanensis, L. (V.) panamensis y L. (V.) peruviana (Becker, 2006; Lupi et al., 2009). En México el
agente causal es L. (V.) braziliensis. En la LMC el parasito se disemina por via hematica provocando
graves lesiones de la mucosa. Durante los primeros dos afios de la lesidn inicial se producen las
lesiones clinicas de LMC que consisten en una inflamacion progresiva de la mucosa nasal y el labio
superior, lo que puede dar como resultado la destruccién completa del tabique nasal, ademas de
una inflamacion completa de la cara. Las lesiones en las mucosas se caracterizan por presentar

ulceraciones e infiltraciones en la nariz, labios, boca y faringe (Machado, 2006) (Figura 6).

Figura 6. Paciente con LMC. Se observa la destruccidn del tabique nasal debido a las lesiones de la mucosa
caracteristicas de la LMC (Lupi et al., 2009).

1.4.3.3 Leishmaniasis visceral

La LV, también denominada kala-azar, es endémica en alrededor de 62 paises. Los agentes
causales son: L. donovani y L. chagasi en las regiones de Africa y La India y L. infantum en el
Mediterraneo y Ameérica, incluido México (Becker 1., 2006; Lupi O., et al., 2009). El principal
reservorio en ambientes urbanos es el perro doméstico (Canis familiaris) (OMS 2004; Panaftosa,

2006).

Esta manifestacion clinica se caracteriza por la propagacion del parasito a la médula dsea, el bazoy

el higado. Presenta un periodo de incubacién de 1 a 36 meses y se asocia con sintomas tales como
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fiebre, anorexia, diarrea, palidez, dolores abdominales, etc. Si no se tratan, algunos de estos
sintomas pueden agravarse y ser fatales. Otros signos son hepatoesplenomegalia y hemorragia

oral, nasal e intestinal (Lupi et al., 2009; Machado, 2006) (Figura 7).

Figura 7. Hepatoesplenomegalia causada por LV.

1.4.4 Distribucion de la leishmaniasis

1.4.4.1 Distribuciéon mundial de la leishmaniasis

La leishmaniasis es endémica de algunas partes de Africa, India, Medio Oriente, el sur de Europa y
centro y Sudamérica (Figura 8). Alrededor de 88 paises a nivel mundial son afectados por la
leishmaniasis (Alvar et al., 2006), la cual se distribuye principalmente en las zonas tropicales y

subtropicales.
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Distribucion mundial de la Leishmaniasis
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Figura 8. Distribucién mundial de las areas endémicas de LC, LV y LMC. Se tiene un estimado de 12 millones
de personas infectadas y 350 millones de personas en riesgo (tomado de Handman, 2001).

1.4.4.2 Distribucion e incidencia de la leishmaniasis en México

En México la leishmaniasis se distribuye principalmente en las zonas tropicales en los estados del
sur. La LCL que es la mas abundante, la LMC es muy rara y existen reportes en los estados de
Chiapas y Veracruz principalmente, la LCD presenta pocos casos en Tabasco, Veracruz y Quintana
Roo, y la LMC se presenta principamente en los estados de Veracruz y Oaxaca. Se estima que en

México hay 7,613,221 personas en riesgo de contraer LC (Alvar et al., 2012) (Figura 9).
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Figura 9. Distribucidn de la leishmaniasis en México. Se muestra el nimero de casos de LC del afio 2009 y de
LCD, LMCy LV de los afios 1981 a 2007. Un total de 16 estados a lo largo del pais presentan casos de alguna
forma clinica de leishmaniasis (Alvar et al., 2012).

1.5 Respuesta inmune contra Leishmania y mecanismos de evasion por parte del

parasito

En la Rl Leishmania es reconocida por células fagociticas como los neutréfilos, M@ y CD, a través
de receptores tales como TLRs, FcR y receptores del complemento, lo que lleva a la internalizacién
posterior del parasito. Dichas células juegan papeles fundamentales en la respuesta inmune en
contra de Leishmania (Tabla 2). Ademas, se ha descrito que los amastigotes pueden ser
internalizados por medio del reconocimiento de la fosfatidilserina (PS) o en el caso de L.
mexicanaa través de PI3-Ky, lo cual facilita la entrada a los M@ y favorece el progreso de la
enfermedad (Cummings et al., 2012). En el caso de las CD se considera que la entrada es

“silenciosa”, ya que en ocasiones no se produce la maduracion de la célula por el reconocimiento e
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internalizacién del parasito, sin embargo, se ha demostrado que el reconocimiento de los

amastigotes opsonizados si provoca la maduracion de las CD (Kima, 2007).

Tabla 2. Principales funciones de los neutrdfilos, M@ y CD ante la infeccidon por Leishmania (tomado de
Birnbaum y Craft, 2011).

Tipo de célula Funcidn
Neutrofilos Primeras células que responden ante Ia
infeccion

Destruyen promastigotes por medio de
especies reactivas del oxigeno
Son altamente estimulados por constituyentes
de la saliva de los vectores transmisores de la
enfermedad en ausencia o presencia del
pardsito
Macréfagos Células hospederas definitivas
Fagocitan al parasito a través de receptores de
manosa, receptores del complemento 1 vy 3,
TLR2 y TLR3
Los macréfagos activados por la via clasica
incrementan la actividad de [a iNOS y NO lo que
conlleva a la muerte del parasito
La activacidn alternativa disminuye la actividad
de la iNOS e incrementa la actividad de la
arginasa, lo que conduce a respuestas tipo Th2
Células dendriticas Células hospederas definitvas
Células clave en dirigir respuestas tipo Thl o
Th2 por medio de la presentacion de antigenos
Células productoras de |IL-12, vital para
polarizar una respuesta Thl
Las CD migratorias en la dermis son
importantes en la fagocitosis de Leishmania en

etapas iniciales de la infecciéon
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Un punto irdnico en esta primera respuesta ante Leishmania es que los M@ y las CD son las
principales células efectoras que destruyen a los amastigotes, pero también son el principal sitio
de proliferacidn y diseminaciéon del parasito (Birnbaum y Craft, 2011). Para lograr la sobreviviencia
y proliferacién dentro de la célula hospedera, Leishmania utiliza diversos mecanismos entre los
gue se encuentan la alteracidon de las vias de sefializacién de los TLRs. En este caso, se ha
demostrado que L. mexicana interviene en la sefializacidon de TLR-4 con lo que inhibe la produccién

de IL-12 y promueve el establecimiento dentro de la célula huésped (Shweash, 2011).

Uno de los mecanismos que utiliza Leishmania para asegurar su supervivencia, es la induccién de
la sintesis de poliaminas, las cuales son esenciales para la formacién de macromoléculas, la
proiferacién, la diferenciacion y el eficaz funcionamiento de la maquinaria antioxidante de
Leishmania. Este mecanismo se lleva a cabo mediante el metabolismo de la L- arginina, a través de
la arginasa y no de la iNOS, lo cual conlleva a la disminucion de la produccion de NO y sus

derivados toxicos (Iniesta et al., 2002).

Por otro lado, un mecanismo muy importante de la respuesta inmune y que es uno de los mas
eficaces en la eliminacidn de células dafiadas, que han cumplido el tiempo de vida o que se
encuentran infectadas por pardsitos intracelulares, es la apoptosis celular. Sin embargo, se ha
demostrado que parasitos tales como Leishmania spp, Trypanosoma cruzi, Theileria spp,
Toxoplasma gondii y Plasmodium spp han desarrollado estrategias para inhibir la apoptosis de la
célula huésped (John y Anthony, 2007). En el caso de L. mexicana, se demostré que los
promastigotes y los amastigotes inhiben la apoptosis inducida con camptotecina de las moDC.
Dicha inhibicién de la apoptosis puede tener importantes implicaciones en la patogénesis de
Leishmania al favorecer la invasién y la persistencia en las células huésped (Valdés et al., 2009;

Gutiérrez et al., 2013).

Numerosos estudios revelan que la inmunidad del huésped es la pieza fundamental para el
desarrollo y persistencia de los distintos cuadros clinicos que presenta la leishmaniasis, sin
embargo, recientemente se ha indagado en el efecto que puedan tener diferentes cepas o aislados
de una misma especie de Leishmania en el establecimiento de un cuadro clinico o de otro. En
cuanto a diferencias en la inhibicion de la apoptosis, se ha demostrado que la infeccién con
Leishmania inhibe la apoptosis inducida en macréfagos murinos de una manera dependiente de la

cepa (Donovan et al., 2009).
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En la respuesta inmune contra Leishmania, otro factor que juega un papel importante es el
lipofosfoglicano (LPG), ya que le confiere proteccién ante la respuesta inmune de la célula
huésped. El polimorfismo estructural que presenta el LPG podria ser determinante en las
diferencias de la respuesta del huésped ante la infeccién con diferentes especies de Leishmania
(Donovan et al., 2009). Por esta razon el LPG ha sido implicado de manera muy importante en la
modulacién de la sefializacién de la célula huésped, asi como en las diferencias que son
dependientes de la especie en la inhibicidn de apoptosis. Se ha demostrado que el LPG induce IL-
12 en algunas células y probablemente esta induccién varie entre especies y cepas que muestran
diferencias en la estructura del LPG. Asi mismo, el LPG estad implicado en la modulacién de la

sintesis de IL-12 dependiente de CD40L en CD humanas (Donovan et al., 2009).

1.6 Apoptosis

La apoptosis fue descrita por primera vez por Kerr J. F., Wyllie A. H. y Currie A. R., en el afio de
1972 (Kerr et al., 1972). Es un proceso de gran importancia que sirve como control en el desarrollo
de los tejidos, la regulacidon y finalizacion de la respuesta inmune y para la eliminacién de células
danadas o infectadas. Se defini6 como un tipo de muerte celular programada y durante su
desarrollo se presentan caracteristicas morfoldgicas tales como vesiculacién de la membrana,
condensacion de la cromatina y encogimiento celular. Ademas, existen una serie de caracteristicas
bioquimicas asociadas a la apoptosis como son la fragmentacion del DNA, la externalizacion de la
fosfatidilserina y el rompimiento proteolitico de distintos substratos intracelulares como por
ejemplo las proteasas de cisteina conocidas como caspasas. La apoptosis juega un papel crucial en
la respuesta inmune, ya que gracias a este proceso se eliminan linfocitos T y B que son incapaces
de producir receptores para antigenos especificos que son fundamentales para el combate ante
agentes patogénicos o que producen receptores que son reactivos en contra de antigenos propios.
Ademas, se eliminan la mayoria de los linfocitos que son activados por una infeccién después de

eliminar a los patégenos responsables (Carmen y Sinai, 2007; Shaha, 2006).

Al término del proceso apoptético, las células se separan en fragmentos denominados “cuerpos
apoptéticos”, los cuales presentan citoplasma con orgdnulos compactados y pueden presentar o
no fragmentos del ndcleo. Posteriormente, los cuerpos apoptéticos son fagocitados por M@,
células del parénquima o células neoplasicas y son degradados en el fagolisosoma. Cabe destacar

qgue en el proceso apoptdtico no se presentan reacciones inflamatorias debido a que las células
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apoptéticas no liberan constituyentes celulares en el tejido intersticial circundante, los cuerpos
apoptdticos son fagocitados rapidamente por células aledafias y dichas células no producen

citocinas inflamatorias (Kurosaka et al., 2003).
1.6.1 Vias de induccidn de la apoptosis

Los mecanismos de la apoptosis son altamente complejos e involucran cascadas de eventos
moleculares dependientes de energia. Hay dos principales vias de induccién de la apoptosis: la via
extrinseca y la via intrinseca. Adicionalmente, se ha descrito la via perforina-granzima que puede
inducir la apoptosis mediante la granzima A o B y la via del reticulo endoplasmico que involucra la
acumulacién de proteinas mal plegadas o sin plegar, lo cual conlleva a la apoptosis celular. Las
cuatro vias mencionadas convergen en la misma via de ejecucion o terminal, la cual se inicia por el
rompimiento de la caspasa 3 que da como resultado la fragmentacién del DNA, la degradacién de
proteinas nucleares y del citoesqueleto, el entrecruzamiento de proteinas, la formacién de
cuerpos apoptoéticos y la expresidn de ligandos para receptores de células fagociticas (Martinvalet

et al., 2005; Elmore, 2007).
1.6.1.1 Via perforina/granzima

La via de la apotosis denominada perforina/granzima es mediada por células citotdxicas como por
ejemplo los linfocitos T-CD8, los cuales son capaces de producir moléculas que forman poros
transmembranales en las células blanco para posteriormente liberar a través de ellos granulos que
contienen principalmente proteasas de serina tales como las granzimas A y B. Este mecanismo
también lo presentan las céulas NK. La granzima B puede activar directamente a la caspasa 3 o
puede romper a Bid e inducir la liberacién del citocromo C, completandose el proceso por la via
mitocondrial (Kaufmann y Hengarther, 2001; Barry y Bleackley, 2002; ElImore, 2007). Por otro lado,
la granzima A activa vias no dependientes de caspasas. Una vez dentro de la célula blanco, la
granzima A puede romper a un grupo de proteinas llamadas SET, denominadas de esta manera
porque comparten el dominio SET: Su(var)3-9, Enhancer of Zest, Trithorax, que suprime al gen

NM23-H1, lo que resulta posteriormente en la degradacion apoptdtica del DNA (Elmore, 2007).
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1.6.1.2 Via del reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico rugoso (RER) es el sitio de ensamblaje de las proteinas destinadas a la
secrecion. Cuando las células son expuestas a estrés, en el reticulo endopldsmico (RE) se
presentan acumulaciones en el lumen de proteinas mal plegadas o sin plegar. Dicha acumulacién
de proteinas son liberadas al citoplasma gracias a una translocacion del RER, donde
posteriormente son degradadas por el proteosoma. Sin embargo, cuando la acumulaciéon de
proteinas es elevada y la degradacion no es suficiente o el estrés es prolongado, se inicia un
proceso de apoptosis mediado por la via del reticulo endoplasmico. Durante el proceso, la
proteina integral del reticulo endoplasmico Bap31, recluta a la pro- caspasa 8, activandola.
Posteriormente, la caspasa 8 forma un complejo con Bid: tBid para iniciar la via intrinseca de la

apoptosis (Momoi, 2004).

1.6.1.3 Via extrinseca

En la via extrinseca estan involucradas interacciones mediadas por receptores transmembranales
que incluyen a los receptores de muerte de la superfamilia de los receptores del TNF (Locksley et
al., 2001). Los ligandos y sus correspondientes receptores que han sido mejor caracterizados
incluyen a los siguientes: FasL/FasR, TNFa/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y Apo2L/DR5 (Suliman
et al., 2001; Rubio et al., 2005). En el caso de los miembros de la familia de receptores del TNF,
éstos presentan dominios extracelulares ricos en cisteinas y tienen dominios citoplasmaticos con
alrededor de 80 amino &acidos, llamados “dominios de muerte”, los cuales tienen un papel
fundamental en la transmisidon de la sefial de muerte desde la superficie celular al interior de la

célula.

Los eventos que ocurren en la via extrinseca han sido mejor definidos en los modelos FasL/FasR y
TNFo/TNFR1. La via se activa una vez que se da la unién del ligando con el receptor de muerte, lo
cual resulta en la formacién del complejo de sefializacion de induccion de muerte (DISC), el cual
recluta y activa a la procaspasa 8 (Kischkel et al., 1995; Peter y Krammer, 2003). Posteriormente, la
caspasa 8 activa hace un corte protelitico en la caspasa 3 que conlleva a la activacién de dicha
caspasa ejecutora. Al final, la caspasa 3 es responsable del rompimiento de multiples proteinasy la

subsecuente muerte de la célula (Peter y Krammer, 2003).
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1.6.1.4 Via intrinseca

La via intrinseca se inicia por diversos estimulos que a diferencia de la via extrinseca no estan
mediados por receptores. Dichos estimulos pueden ser radiaciones, toxinas, hipoxia, infecciones
virales, entre otros, y producen sefiales intracelulares que actuan directamente sobre la
membrana mitocondrial, incrementando su permeabilidad y dando lugar a la liberacién de
multiples proteinas desde el espacio intermembranal al citosol (Kaufmann y Hengarther, 2001;
Saelens et al., 2004). Un ejemplo de esto es la liberacién del citocromo C, Smac/DIABLO y la
proteasa de serina HtrA2/Omi (Garrido et al., 2006). Dichas proteinas activan la via mitocondrial
dependiente de las caspasas. El citocromo C se une y activa al Apaf-1 (apoptotic protease-
activating factor- 1) que posteriormente se une a la pro procaspasa 9, dando lugar a la formacién
de un complejo llamado “apoptosoma”. De esta manera se da la activacién de la caspasa 9 y ésta a
su vez activa a la caspasa 3 lo que conlleva a la posterior muerte de la célula (Kaufmann vy

Hengarther, 2001; Hill et al., 2004; Green, 2005).

1.6.1.4.1 Control y regulacidn de la via intrinseca

El control y la regulacién de los eventos que ocurren en la via intrinseca de la apoptosis se dan por
medio de proteinas de la familia Bcl-2, que pueden ser pro-apoptdticas o anti-apoptéticas. Se han
identificado un total de 25 genes que codifican para proteinas de dicha familia, entre las cuales se
presentan Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w y BAG que son proteinas anti-apoptdticas y Bcl-10, Bax,
Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y Blk como proteinas pro-apoptdéticas. Dichas proteinas son fundamentales
en el proceso apoptdtico, ya que de su expresion depende que la célula entre en apoptosis o
aborte el proceso. El mecanismo de accién de las proteinas de esta familia es la regulacién de la
liberacion del citocromo C de la mitocondria, gracias a la alteracién de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial (Elmore, 2007). A su vez, las proteinas de la familia Bcl-2 se dividen en
tres grupos de acuerdo a criterios estructurales y funcionales, siendo uno de los mas importantes
la presencia de los dominios de homologia conocidos como dominios BH (Kaufmann y Hengarther,

2001) (Tabla 3) (Figura 10).
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Tabla 3. Miembros de la familia Bcl-2 y las funciones principales (Kaufmann y Hengarther, 2001)

Miembros

Dominios BH

Pro/anti-

apoptaticas

Funcion

Bel-XL |

Bidl

Bim |

| ER

Grupo |

Bcl-2, Bcl- XL, Bcl-w,
Mcl-1, A1/Bfl1,Nrf3

BH1,BH2, BH3, BH4

Anti-apoptéticas

Previenen la muerte
celular por la unién o el
secuestro de proteinas

Grupol Il

Bax, Bak, Bok/Mtd

BH1, BH2, BH3

Pro-apoptdticas

Inducen la liberacidn
del citocromo C de la

Grupo Il

Bid, Bad, Bik, Bim, Blk, Bmf, Hrk,
Bnip3, Nix, Noxa, Puma

BH3

Pro- apoptéticas

Se unen a proteinas del grupo | o
Il por medio del dominio BH3.
Responden a una gran variedad
de estimulos pro- apoptoticos
tales como alteraciones en el
citoesqueleto y dafio al DNA

| DN N N o

pro-apoptoticas del Mitocondria.
grupo Il y Il
| | |
Bak | |

B2 [Jexs

Grupo Il

Region
|:| BR4 transmembranal

Figura 10. Dominios BH presentes en los tres grupos de proteinas pertenecientes a la familia Bcl- 2. El grupo

| presenta los cuatro dominios, son el Unico grupo que presenta el dominio BH4, que es un C-terminal

hidrofébico con el que se unen a la superficie citosélica de membranas intracelulares tales como la

membrana mitocondrial externa y la membrana del reticulo endoplasmico. El grupo Il es muy similar al

grupo |, la diferencia reside en que carecen de BH4 vy, a diferencia de las proteinas del grupo |, las del grupo

Il son pro-apoptoticas. Las proteinas del grupo Il presentan Unicamente el dominio BH3 por medio del cual

llevan a cabo los mecanismos de accion (Kaufmann y Hengarther, 2001).

36



1.6.2 Las caspasas

La apoptosis es un proceso dependiente de energia que como se ha mencionado, involucra la
activacion de un grupo de proteasas de cisteina llamadas caspasas, las cuales son capaces de
romper proteinas en los residuos de acido aspartico (Danial y Korsmeyer, 2004; ElImore, 2007). Las
caspasas de mamiferos se han agrupado de acuerdo a la funcién en tres categorias: las caspasas
iniciadoras (caspasa-2,-8,-9,-10) que activan a las caspasas ejecutoras, las caspasas ejecutoras
(caspasa-3,-6,-7), las cuales rompen diversos substratos que incluyen a las citoqueratinas, PARP
(Poli-ADP ribosa), proteinas de la membrana plasmadtica, del citoesqueleto, proteinas nucleares,
entre otras. Gracias a la accién de las caspasas ejecutoras se presentan los cambios morfoldgicos y
bioquimicos que se observan en las células apoptoticas, y por ultimo, se presentan las caspasas
inflamatorias (caspasa-1,-4,-5) (Rai et al., 2005). Una vez que las caspasas son activadas, el proceso
de apoptosis es irreversible, ya que tanto en la via extrinseca como la via intrinseca, la ejecucion
de las caspasas es el punto final del proceso apoptético. Dichas caspasas activan endonucleasas
citoplasmicas, las cuales degradan material nuclear y proteasas que degradan proteinas nucleares

y del citoesqueleto (EImore, 2007).

1.6.2.1 La caspasa 3

La caspasa 3 es considerada la mas importante de las caspasas ejecutoras y es activada por las
caspasas iniciadoras. En el proceso apoptético la caspasa 3 activa especificamente a la
endonucleasa CAD (DNAsa activada por caspasas), que en células que proliferan normalmente se
encuentra formando un complejo con su inhibidor iCAD. En células apoptéticas la caspasa 3 rompe
iCAD, liberando al CAD. Una vez libre, CAD degrada al DNA cromosdmico dentro del nucleo
causando la condensacién de la cromatina. Por otra parte, la caspasa 3 induce también la
reorganizacion del citoesqueleto y la desintegracion de la célula en cuerpos apoptéticos (Elmore,

2007).

Debido a la importancia de la caspasa 3 en el proceso apoptético, el andlisis de su activacién es un
método muy utilizado para detectar la apoptosis de las células (Ruhland et al., 2007). Diversos
autores han utilizado la deteccién de la caspasa 3 activa para comprobar la inhibicién de la
apoptosis por parasitos intracelulares tales como L. mexicana (Valdés et al., 2009; Gutiérrez et al.,
2013), Toxoplasma gondii (Carmen et al., 2006), Plasmodium berghei (Van de Sand et al., 2005),

entre otros.
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1.6.3 Inhibicidn de la apoptosis por parasitos intracelulares

Existe una gran diversidad de parasitos intracelulares causantes de severas afecciones al ser
humano. Cada grupo presenta distintas caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y ciclos de vida
sumamente complejos que involucran, en la mayoria de los casos, a multiples huéspedes y
estadios. Estos microorganismos tienen una dependencia metabdlica con el huésped por lo que no
pueden sobrevivir en ambientes extracelulares y una vez dentro del huésped definitivo necesitan
evadir los mecanismos de defensa que éste presente. Uno de estos mecanismos es la apoptosis e
interesantemente se ha demostrado que a pesar de la diversidad que existe entre los parasitos
intracelulares, se han identificado en gran parte de ellos mecanismos mediante los cuales inhiben
la apoptosis de las células con el fin de sobrevivir por mayor tiempo dentro de ellas, duplicarse e
invadir posteriormente nuevas células. Entre los parasitos que inhiben la apoptosis celular se
encuentran Cryptosporidium parvum, L. mexicana, L. major, Trypanosoma cruzi, Theileria

annulata, Toxoplasma gondii, Plasmodium spp, entre otros (Carmen y Sinai, 2007) (Tabla 4).
Tabla 4. Modulacién de la apoptosis por parasitos protozoarios (Carmen y Sinai, 2007).

Especies Inhibicion de la apoptosis celular Autores

Leishmania mexicana Disminuye la actividad de la caspasa 3  Valdés et al., 2009;
Gutiérrez et al., 2013

Leishmania major Inhibe la liberacién del citocromo C Akarid et al., 2004
Inactiva a Bad Ruhland et al., 2007

Toxoplasma gondii Inhibe la liberacion del citocromo C Carmen et al., 2006
Inhibe la activacion de la caspasa 3 Carmen et al., 2006

Incrementa la transcripcion de Bcl-2 y Molestina et al., 2003

Bcl- XL
Trypanosoma cruzi Inhibe la activacidn de la caspasa 9 Aoki et al., 2004
IncrementaBcl- X, Aoki et al., 2004
Theileria annulata Inactiva a Bad Guergnon et al., 2006
Cryptosporidium parvum Incrementa Bcl-2 Mele et al., 2004
Plasmodium berghei Disminuyela actividad de la caspasa3  Van de Sand et al., 2005
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1.6.4 Modulacion de la apoptosis por el parasito Leishmania

Se ha demostrado que Leishmania tiene la capacidad de inhibir tanto la apoptosis natural como la
inducida con compuestos tales como la camptotecina, la estaurosporina y la actinomicina D, los
cuales son inductores de la via intrinseca de la apoptosis (Donovan et al., 2009). En el caso de la
apoptosis natural, se demostrd que L. major es capaz de inhibir la apoptosis de los neutréfilos. En
un estudio in vitro en el que se infectaron a los neutréfilos con promastigotes de L. major se
observé que el efecto anti-apoptédtico estd asociado con una disminucidn significativa de la
caspasa 3 activa (Aga et al., 2002). Por otro lado, se llevaron a cabo experimentos in vivo en los
gue se colectaron neutréfilos de la piel de ratones tres dias después de la infeccion y dentro de las
células se encontraron parasitos intactos, razén por la cual se determiné que la infecciéon con
Leishmania prolonga el tiempo de vida de los neutréfilos. De esta manera se determind que L.

major inhibe la apoptosis de los neutrdfilos, tanto in vivo como in vitro (Aga et al., 2002).

Se han identificado diversos mecanismos mediante los cuales Leishmania inhibe la apoptosis de la
célula huésped. En el caso de L. major, L. pifanoi y L. amazonensis se demostré que los
promastigotes activan la via de sefializacion de PI3K/AKT, lo cual les confiere resistencia a los
activadores de la apoptosis de la célula huésped, en este caso de los M@ (Ruhland et al., 2007).
Ademas, se ha demostrado que la infeccidn con Leishmania induce la activacion de varias
proteinas antiapoptéticas, tales como Bcl-2 y Bcl-XL (Donovan et al., 2009), las cuales inhiben la
liberacion del citocromo C y se transcriben como resultado de la activacion de NF-xB (Song et al.,
2005), y éste ultimo se activa como resultado de la infeccion con Leishmania (Ruhland et al.,

2007).

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo demostré que los promastigotes y los amastigotes de L.
mexicana inhiben la apoptosis de las CD. Se infectaron células dendriticas derivadas de monocitos
humanos (moDC) con los amastigotes y los promastigotes de L. mexicana y el efecto anti-
apoptético se determind por una  disminucion significativa en la translocacidn de la
fosfatidilserina, cambios en la morfologia nuclear, fragmentacidon del DNA detectado mediante la
técnica de TUNEL y una disminucion significativa en la activacidn de la caspasa 3. De esta forma, se
determind que L. mexicana inhibe la apoptosis en las CD como un mecanismo de supervivencia y

proliferacién del parasito (Valdés et al., 2009; Gutiérrez et al., 2013).
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Por otra parte, en un estudio en el que se investigd el impacto de la infeccion con Leishmania en la
apoptosis de M@ murinos, se demostré que el pardsito inhibe la apoptosis inducida con
cicloheximida de una manera diferencial entre distintas especies y cepas. Ademas, se demostrd
gue se requieren parasitos activos metabdlicamente para una completa inhibicidon de la apoptosis,
asi como un contacto directo entre la superficie de la célula huésped con el parasito (Donovan et

al., 2005).

Ademas de la participaciéon del binomio especie + respuesta inmune como responsables de las
diferentes manifestaciones clinicas y otros aspectos de la infeccién por Leishmania, el hecho de
gue una misma especie, como es el caso de L. mexicana, pueda provocar dos cuadros clinicos de
caracteristicas opuestas como lo son la LCL y la LCD sugiere que pueden existir diferencias
intraespecificas. Una caracteristica que puede determinar las diferencias entre las distintas cepas
de una misma especie de Leishmania es el polimorfismo del LPG, el cual difiere entre las distintas
especies y los distintos estadios en el ciclo de vida del pardsito. El LPG es la molécula mas
abundante en la superficie del promastigote y presenta una regién muy conservada entre las
diferentes especies que consiste de un anclaje lipidico y un nucleo de oligosacdridos. Presenta
también dos dominios polimdrficos que son un esqueleto de polisacdridos y un casquete terminal
de oligosacaridos. Los polimorfismos del LPG se deben a modificaciones en los residuos de
galactosa en el esqueleto de polisacaridos. Por ejemplo, estd demostrado que el LPG de L.
donovani no contiene ramificaciones en los azlcares y presenta pocas sustituciones de glucosa
dependiendo de la cepa. Por otro lado, L. mexicana contiene pocas sustituciones en los azucares,
mientras que L. major y L. tropica presentan muchas sustituciones de azlcares de varios tamafios

(Donovan et al., 2005).

El LPG es una molécula a la que se le han atribuido funciones bioldgicas diferentes tales como la
proteccion del parasito al ambiente degradativo en el tracto digestivo de los vectores (Sacks et al.,
2000), la proteccidn ante la lisis mediada por componentes del complemento (McConville et al.,
1992), la inhibicién de la maduracién del fagosoma (Desjardins y Descoteaux, 1997), asi como la
inhibicidn de la apoptosis inducida por actinomicina-D (Lisi et al., 2005). Debido a esto es probable
que el polimorfismo en la estructura del LPG participe en las variaciones de las manifestaciones
clinicas de la leishmanisasis causadas por distintas especies y cepas de Leishmania (Donovan et al.,

2005).
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2. JUSTIFICACION

Leishmania es un parasito intracelular obligado causante de un amplio espectro de enfermedades
en humanos y otros mamiferos. Se han descrito alrededor de 20 especies causantes de tres
cuadros clinicos distintos: LC, LV y LMC. El cuadro clinico que se presente dependera del estado
inmunitario y la genética del huésped, asi como de la especie de Leishmania. Sin embargo,
estudios recientes indican que las cepas presentan importantes diferencias que podrian influir en

el cuadro clinico y el desarrollo de la enfermedad.

Dentro de las células huésped de Leishmania estan las CD y los M@, en las cuales los amastigotes
se replican hasta lisar a la célula y ser liberados para continuar la infeccién. Uno de los principales
mecanismos de defensa de las células para eliminar infecciones intracelulares, como es el caso de
Leishmania, es la activacion de la apoptosis. A pesar de ello, Leishmania tiene la capacidad de
evadir y suprimir la apoptosis celular para asegurar la supervivencia y persistir en el ambiente
intracelular. En nuestro laboratorio se demostré que los amastigotes y los promastigotes de L.
mexicana inhiben la apoptosis de las moDC. Por otro lado, Donovan et al., en 2005, demostraron
que diferentes cepas de varias especies de Leishmania inhiben la apoptosis inducida en M@ de una

manera diferencial.

En la actualidad no existe algin estudio que compare el efecto de diferentes cepas de L. mexicana
en la apoptosis de la célula huésped. Debido a esto, en el presente trabajo se analizé el efecto de
dos cepas diferentes de L. mexicana, una aislada de una paciente con LCL y otra de un paciente
con LCD, en la inhibicién de la apoptosis de las moDC, que como se menciond es uno de los

mecanismos que utiliza Leishmania para asegurar la supervivencia.
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3. HIPOTESIS

Los amastigotes de Leishmania mexicana de dos diferentes cepas, una aislada de un paciente con
leishmaniasis cutanea localizada (LCD) y otra aislada de un paciente con leishmaniasis cutanea
difusa (LCD), tendran un efecto diferencial en la inhibicién de la apoptosis de células dendriticas

humanas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar el efecto de los amastigotes de dos cepas de L. mexicana aisladas de pacientes con LCLy

LCD en la inhibicién de la apoptosis de células dendriticas humanas.

4.2 Objetivos particulares

1. Purificary caracterizar células dendriticas derivadas de monocitos humanos (moDC).

2. Infectar a las moDC con amastigotes de la cepa Lac de L. mexicana e inducir apoptosis con
camptotecina, con el fin de comprobar el efecto apoptédtico en dichas células y Ia
inhibicion de la apoptosis por los amastigotes.

3. Analizar en las moDC infectadas con amastigotes de las cepas Lac y DIACT de L. mexicana,
la inhibicion de la apoptosis inducida con campotecina, mediante la expresién proteinica

de Bcl-XL y la activacidon de la caspasa 3.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Purificacion de las moDC a partir de sangre periférica humana

Las células dendriticas se diferenciaron a partir de monocitos CD14" obtenidos de sangre periférica
humana de individuos sanos, basdandonos en la metodologia antes descrita por Romani N., et al.,
1994 y Sallusto F. y Lanzavecchia A., 1994. Los monocitos se obtuvieron a partir de agregados
celulares de donadores sanos (buffy coats), los cuales fueron proporcionados por el Banco de
Sangre del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Primeramente, se colocaron 25 ml
de amortiguador de fosfatos salino estéril 1X (PBS 1X: 0.414g de NaH2PO4, 1.704g deNa2HPO4 y
NaCl) en tres tubos cénicos de 50 ml y 15 ml de Ficoll-Hypaque (Sigma, St Louis, MO, EU) en otros
dos tubos y se mantuvieron a temperatura ambiente. Se vertieron 15 ml de sangre en cada uno de
los tubos que contenian PBS, haciendo asi una mezcla de PBS-sangre. Se tomaron 30 ml de dicha
mezcla con una pipeta estéril y se adicionaron lentamente a cada tubo con Ficoll-Hypaque. Se
centrifugd en un gradiente de densidad a una velocidad de 400 xg, durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. La interfase formada (zona del gradiente rica en células mononucleares y
plaquetas) se coloco en un tubo nuevo, se aforé a 40 ml con PBS y se centrifugd nuevamente a 400
xg, 10 minutos, a 4 °C. El sobrenadante se decantd, el botén se resuspendié en 1 ml de PBS, se
agregaron 20 ml de solucidn litica de eritrocitos (NH4Cl, KHCO3y EDTA) y se incubd durante 10
minutos en hielo. Una vez transcurrido el tiempo, se aforé a 40 ml con PBS y se centrifugd
nuevamente a 400 xg, 10 minutos, a 4 °C. Posteriormente se formé un gradiente de células-plasma
para eliminar las plaquetas y se centrifugd a 200 xg, 10 minutos, a temperatura ambiente. El
sobrenadante se decantd y el botdn se resuspendid en 1 ml de PBS para contar las células
mononucleares en una cdmara de Neubauer. Posteriormente se colocé una relacién de 50 pl de
microperlas magnéticas acopladas a un anticuerpo anti-CD14 (MACS CD-14 Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania) por cada 1 x 10’ de células mononucleares y se co-incubaron
durante 15 minutos a 4 °C. Las células se purificaron por seleccién positiva (CD14") colocdndolas
en una columna LS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania), la cual se acoplé a la unidad de
separacion magnética Super MACS Il (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Las células
CD14" se resuspendieron en medio RPMI-1640 estéril y libre de pirégenos (Life Technologies
Laboratories, Gaithersburg, MA, EUA) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado con

calor, 2 mM de L-Glutamina (Gibco Invitrogen Grand Island, NY, USA), 10 mM de amortiguador
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HEPES, 500 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina, 24 mM de NaHCO; (R-10) y con 1000
U/ml de GM-CSF y 500 U/ml de IL-4 (BD Biosciences, San Jose, CA). Las células se incubaron en
cajas de 24 pozos, 1 ml por pozo con una concentracion de 1 x 10° células/ml, a 37 °C, con 5% de
CO; durante siete dias, realizando cambios de medio cada dos dias, en los cuales se extraian 500 pu
de medio de cada pozo, y se le adicionaban 500 pl de medio fresco manteniendo la concentracién

de citocinas en 1000 U/ml de GM-CSF y 500 U/ml de IL-4.
5.2 Caracterizaciéon de las moDC por citometria de flujo

Las moDC obtenidas en la forma anteriormente descrita se caracterizaron por citometria de flujo.
Un total de 1 x 10° moDC se resuspendieron en 50 ul de PBS y se incubaron a una dilucién 1:50
durante 20 minutos con los siguientes anticuerpos acoplados a fluorocromos dirigidos contra
marcadores especificos de superficie celular: anti-CD1a PE (ficoeritrina), anti-HLA-DR FITC
(isotiocianato de fluoresceina), anti-CD86 FITC, anti-CD14 FITC, anti-CD3 FITC y anti-CD11 PE-Cy5.
Posteriormente las células se lavaron tres veces con PBS y se leyeron en el citdmetro FACSort con

el software CellQuest (BD, San Jose, CA, EUA).
5.3 Cultivo de los amastigotes de Leishmania mexicana

Las dos cepas de L. mexicana utilizadas en este estudio fueron la DIACT, aislada de un paciente con
leishmaniasis cutdnea difusa y la Lacandona (Lac), aislada de un paciente con leishmaniasis
cutanea localizada, el cual contrajo la infeccién en la selva lacandona, razén por la cual se
denomind de esta manera a dicha cepa. Los amastigotes de L. mexicana de ambas cepas fueron
proporcionados por el Bidlogo Arturo Wilkins, Laboratorio de Inmunoparasitologia, Facultad de
Medicina, UNAM. Los amastigotes se obtuvieron a partir de las lesiones de ratones BALB/c
previamente infectados en el cojinete plantar y se dejé que las lesiones prosiguieran durante 4 a 6
semanas. Pasado este tiempo los amastigotes se aislaron de los ratones infectados. Para esto, los
ratones se sacrificaron por dislocacién cervical, las patas infectadas se extirparon en condiciones
asépticas y se maceraron de forma mecanica mediante la presion del tejido con el émbolo de una
jeringa de 10 ml sobre una malla de nylon con un poro de 100 uM (BD Falcon, Bedford, MA, USA)
con medio de cultivo para amastigotes SDM-20 (medio Schneider’s suplementado con 20% de
suero fetal bovino descomplementado por calor a 56 °C durante 30 minutos, 25 ug/ml de sulfato
de gentamicina y 2 mM de L-glutamina, pH final de 5.4). El tejido macerado se colecté en un tubo

conico de 50 ml y se pasd tres veces por jeringas de calibres 21G, 23G y 25G para lisar
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mecdanicamente las células infectadas y liberar a los amastigotes. La suspension se centrifugé a 100
xg durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar los restos celulares. El sobrenadante
gue contenia los amastigotes se colectd en un tubo nuevo y se centrifugd a 2000 xg durante 10
minutos a temperatura ambiente. La pastilla obtenida se resuspendid y se lavé 3x con 10 ml de
medio SDM-20. La pastilla formada en el ultimo lavado se resuspendié en 1 ml de medio y la
suspensidn se paso 8 veces por jeringas de insulina para eliminar los cimulos formados y realizar
el conteo de los amastigotes en una cdmara de Neubauer. Los amastigotes se cultivaron en medio
SDM-20, en una concentracién de 5 x 10’ amastigotes/ml en botellas de cultivo de 25 cm? y se
incubaron a 32 °C. Se realizaron pases cada 5-6 dias inoculando 5 x 10° amastigotes en 10 ml de

medio.
5.4 Tratamiento de las moDC

Una vez transcurridos los siete dias de cultivo de las moDC, éstas se cosecharon y se les aplicaron

diferentes estimulos (Tabla 5). Se utilizaron amastigotes de las cepas LAC y DIACT.

Se colocaron 1 x 10° moDC/pozo en cajas de cultivo de 24 pozos y se dejaron reposar durante dos
horas. Posteriormente, en los pozos C, D, E y F se adicionaron los amastigotes de las cepas
correspondientes en una relacion 1:10 (1 moDC:10 amastigotes) y se incubaron durante dos horas
para permitir la fagocitosis de los parasitos por las moDC. Por ultimo, en los pozos B, E y F se

colocé la camptotecina (10 uM) que es el inductor de la apoptosis.

Tabla 5. Tratamientos utilizados para el analisis del efecto de Leishmania mexicana en la apoptosis de las
moDC.

Pozo Tratamiento

A Células dendriticas (basal)
B Células dendriticas estimuladas con camptotecina (10 uM)
C Células dendriticas infectadas con amastigotes de Leishmania mexicana de la cepa Lacandona (Lac) en

una relacién 1:10

D Células dendriticas infectadas con amastigotes de Leishmania mexicana de la cepa DIACT en una

relacién 1:10

E Células dendriticas infectadas con amastigotes de Leishmania mexicana de la cepa Lacandona (Lac) en

una relacién 1:10 y estimuladas con camptotecina (10 uM)

F Células dendriticas infectadas con amastigotes de Leishmania mexicana de la cepa DIACT en una

relacion 1:10 y estimuladas con camptotecina (10 uM)
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5.5 Andlisis de la fragmentacion del DNA mediante la técnica de TUNEL

Las moDC sometidas a los tratamientos antes descritos se colocaron en portaobjetos y se fijaron
con paraformaldehido al 4% durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se
incubaron con solucién bloqueadora (peréxido de hidrégeno disuelto en metanol al 3%) durante
10 minutos para bloquear la actividad de las peroxidasas enddgenas. Una vez transcurrido dicho
tiempo, las muestras se lavaron tres veces con PBS y se incubaron durante dos minutos en hielo
con solucién permeabilizadora (Triton X-100 al 0.1% y citrato de sodio al 0.1%). Las muestras se
lavaron nuevamente tres veces con PBS y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente
en una camara humeda con la mezcla enzima-amortiguador del kit de TUNEL (/n situ Cell Death
Detection Kit, Roche Molecular Biologicals, Mannheim, Alemania). Las muestras se lavaron
nuevamente tres veces con PBS y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con el
convertidor POD (anticuerpo anti-fluoresceina, fragmento Fab de cabra conjugado con peroxidasa)
(In situ Cell Death Detection Kit: Roche Molecular Biologicals, Mannheim, Alemania).
Posteriormente las muestras se lavaron con PBS y se les adiciond el revelador aminoetil carbazol.
Por ultimo se realizé una contratincion con hematoxilina de Mayer durante un minuto para
analizar posteriormente las muestras en un microscopio de fluorescencia Zeiss AxioVert (Zeiss,

Thornwood, NY, USA).
5.6 Analisis de la activacion de la caspasa 3 por Western blot

Uno de los parametros apoptoéticos tomados en cuenta fue la activacion de la caspasa 3, la cual
posteriormente a la induccion de la apoptosis sufre un corte proteolitico que da como resultado la

formacién de dos fragmentos activos de 12 y 17 kDa.

Para esto, se lisaron un total de 1 x 10° moDC (por cada tratamiento mencionado anteriormente)
con amortiguador de lisis celular RIPA (NP-40 1%, Tris-HCI 1M, NaCl 1M, EDTA 50 mM, Nas;VO, 100
mM, NaF 100 mM, aproptinina 10 mg/ml, leupeptina 1 mg/ml, PMSF 10 mM y DTT 100 mM). El
lisado celular se centrifugd a 14000 xg, durante 4 minutos, a 4 °Cy se colecté el sobrenadante, al
cual se le determiné la concentracion total de proteinas con el método compatible con
detergentes de BIO-RAD (Bio-Rad CD protein assay, Hercules, CA, EUA) intrapolando los datos en

una curva estandar de BSA (albumina sérica bovina). Las muestras se leyeron en un
espectrofotdmetro (BiotekR, uQuant, Winooski, VT, EUA) a 650 nm utilizando el programa KC4

v3.4.
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Para realizar la electroforesis las muestras se ajustaron a 15 pg de proteina, se les agregd
amortiguador de carga 2x, se hirvieron durante 3 minutos a 95°C y se corrieron a 100 V en geles
de acrilamida-bis-acrilamida al 15%. Al final de la corrida los geles se incubaron en amortiguador
de transferencia (25 mM de Tris-HCI, glicina y metanol al 20%) durante 10 minutos.
Posteriormente se realizé la transferencia de las proteinas en los geles a membranas de PVDF-
Immobilon de 0.45 um (Immobilon-P, Millipore, Darmstadt, Alemania) activadas previamente
durante 1 minuto con metanol. Se utilizé un equipo para transferencia semi-seca (Trans- Blot SD
semi-dry transfer cell, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) y se llevé a cabo durante 25
minutos a 25 V. Una vez transcurrido dicho tiempo, las membranas se incubaron durante 5
minutos en TBST 1x (Tris-HCl 100 mM, pH=7.4, NaCl 1.5 M y Tween 20 0.05%) y se tifieron con rojo
de Ponceau para verificar la correcta transferencia de las proteinas. Las membranas se incubaron
durante 30 minutos con leche al 5% en TBST para bloquear los sitios inespecificos, posteriormente
se colocd el anticuerpo anti-caspasa 3 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) a una
dilucién 1:1000 en BSA al 5% diluida en TBST 1x durante la noche a 4°C. Al dia siguiente se retir6 el
anticuerpo y las membranas se lavaron con TBST 1x durante 30 minutos. Se agregd el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa (Anti-rabbit HRP-linked, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) a una dilucién 1:2000 durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Se retird el anticuerpo y las membranas se lavaron durante 60 minutos con TBST, se
incubaron durante tres minutos con el sustrato de la peroxidasa (Luminata Forte Western HRP
substrate, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) y se revelaron por quimioluminiscencia
utilizando placas Kodak (Kodak Professional, Developer HC-110). Por ultimo, se realizé el analisis
densitrométrico mediante el registro de la intensidad de las bandas con el software ImageJ (NIH,

Bethesda, MD, USA) y Quantity One (Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).

5.7 Analisis de la expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-X, mediante Western blot

Para el anadlisis de la expresion deBcl-XL se realizé la misma metodologia descrita para el andlisis
de la caspasa 3. En este caso, se utilizd el anticuerpo primario anti Bcl-XL (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) a una dilucién 1:100 y el anticuerpo secundario anti-lgG de
ratdn conjugado con peroxidasade rabano (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) a una

dilucién 1:2000.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacidon de las moDC por citometria de flujo

Las CD se diferenciaron a partir de monocitos aislados por seleccidon positiva con microperlas
magnéticas acopladas a un anticuerpo dirigido contra CD14. Posteriormente a los 7 dias de
incubacién con IL- 4 y GM-CSF, las moDC se caracterizaron por citometria de flujo utilizando
anticuerpos dirigidos contra los marcadores de superficie CD1a, HLA-DR, CD11c, CD86, CD14 y CD3
(Figura 11).

128
128

¥ CD1a (80.4%)

1 HLA-DR (93.6%)

Eventos
Eventos

49



Eventos

128
L=}

128

CD11¢(90.94%)

1 CDB86 (67.5%)

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104
CD11¢ CD86

128
128

o
8 CD14 (24.5%) 2 CD3 (1.2%)
=
h &
102 103 104 102 103 104
cD14 i

Figura 11. Caracterizacién de las moDC por citometria de flujo. Se muestra la expresién de los marcadores
de superficie: A) CD1a (90.4%), B) HLA-DR (93.6%), C) CD11c (90.94%), D) CD86 (67.5%), E) CD14 (24.5%) y F)

CD3 (1.2%).
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6.2 Leishmania mexicana inhibe la apoptosis inducida con camptotecina de las moDC

Con el fin de confirmar que el pardsito es capaz de inhibir los mecanismos apoptdticos del
huésped, se evalué la muerte apoptética mediante la fragmentacion del DNA de las moDC a través
de la técnica de TUNEL, utilizando a la cepa Lac de L. mexicana. Las moDC se infectaron con los

amastigotes de dicha cepa y se trataron con 10 uM de camptotecina durante 24 horas (Figura 12).

Figura 12. Efecto de los amastigotes de L. mexicana de la cepa Lac en la fragmentacion del DNA de las moDC
detectada mediante la técnica de TUNEL. Se muestran micrografias representativas de tres experimentos
independientes. Las células fueron sometidas a los siguientes tratamientos: A) moDC sin estimulo, B) moDC
+ campto, C) moDC + Lac y D) moDC + Lac + campto. La tincidn roja en el nicleo de las células indica que
fueron positivas para el TUNEL y la tincién azul indica que fueron negativas.

Se realizd un conteo aleatorio de 100 células por condicién y se determiné que en el caso del basal
(moDC sin estimulo) el porcentaje de células positivas al TUNEL, es decir, apoptéticas, fue del
7.97%. Por otra parte, el tratamiento de las moDC con la camptotecina, que es el inductor de
apoptosis, provocd un aumento considerable en el porcentaje de células positivas al TUNEL con
respecto a la condicién basal, obtentiéndose un valor del 38.16%. Interesantemente, cuando las

moDC tratadas con la camptotecina se infectaron con los amastigotes de la cepa Lac, el porcentaje
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de células positivas al TUNEL disminuyd a valores similares al basal (8.89%). Lo mismo ocurrio
cuando las células sin estimulo fueron infectadas con los amastigotes de la cepa Lac en donde no

se observd ningun incremento en las células positivas al TUNEL (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de los amastigotes de L. mexicana de la cepa Lac en la fragmentacion del DNA de las moDC
detectada mediante la técnica de TUNEL. Las células fueron sometidas a los siguientes tratamientos: A)
moDC sin estimulo, se observa un porcentaje de moDC apoptéticas del 7.9%; B) moDC + campto, con un
nivel de apoptosis del 38.16%, mayor a las demds condiciones; C) moDC + Lac, presenté el mismo
porcentaje de apoptosis que el basal y D) moDC + Lac + campto con un 8.89% de células apoptéticas. n=3,

(p<0.05)
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6.3 Leishmania mexicana induce la expresion de la proteina anti-apoptética BclX,

Uno de los parametros apoptéticos que se analizé para determinar el efecto de las cepas Lac y
DIACT de L. mexicana en la inhibicidn de la apoptosis de las moDC fue la expresidn de la proteina
anti-apoptdtica Bcl X, la cual fue analizada mediante la técnica de Western blot siguiendo la

metodologia previamente descrita.

Como se puede observar en la figura 14, la presencia proteinica de Bcl X, en la condicidén de las
moDC sin estimulo es minima. Como se esperaba, al ser Bcl X, una proteina anti-apoptética, la
estimulacién de las moDC con la camptotecina, inductor de la via intrinseca de la apoptosis (moDC
+ campto), los niveles de la proteina disminuyeron ain mas, siendo practicamente nulos. Por otra
parte, en los tratamientos en los que las moDC fueron infectadas con ambas cepas de L. mexicana
(moDC + Lac y moDC+ DIACT) se observa una mayor expresion en los niveles de Bcl X, en
comparacién con el basal. Interesantemente, en el caso de las moDC infectadas con las dos cepas
de L. mexicana y sometidas con el inductor de apoptosis (moDC + Lac + campto y moDC + DIACT+
campto) la expresion de Bcl X, aumenta mas del doble en comparacion con las células tratadas
Unicamente con la camptotecina (Figura 14). Claramente se observa una elevacién en la induccion
de la proteina anti-apoptdtica Bcl X, en respuesta a la infeccién con ambas cepas de L. mexicana,
sin embargo, a pesar de que las diferencias no fueron estadisticamente significativas, se observa
que la cepa DIACT, aislada de un paciente con leishmaniasis cuatdnea difusa, presenta un mayor
efecto en la inducciéon de Bcl X, en comparacién con la cepa Lac, aislada de un paciente con

leishmaniasis cutanea localizada.
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Presencia proteinica de Bcl X, en las moDC a causa de la infeccién por

Leishmania mexicana
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Figura 14. La infeccidn con Leishmania induce la expresidn de la proteina anti-apopética Bcl X, en las moDC.
Las moDC fueron sometidas a los siguientes tratamientos (C= campto): A) moDC, B) moDC + campto, C)
moDC + Lac, D) moDC + DIACT, E) moDC + Lac + campto y F) moDC + DIACT + campto. i. Promedio de las
densitometrias de tres experimentos independientes con. Se muestra muestra la presencia proteinica de la
actina (control de carga) y un importante aumento de la presencia de Bcl X, en las condiciones que fueron
infectados con ambas cepas de Leishmania, incluso con el inductor de apoptosis. Se observa una diferencia
en la presencia de Bcl X, entre las distintas cepas, en la cual, la cepa DIACT induce mayormente la expresion
de Bcl X,, sin embargo, dicha diferencia no es estadisticamente significativa. ii. Imagen representativa de un
solo experimento que muestra la presencia proteinica de Bcl X_en los distintos tratamientos.
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6.4 La infeccidn con Leishmania mexicana inhibe la activacion de la caspasa 3 de manera

diferencial entre cepas aisladas de pacientes con LCL y LCD en las moDC

Para determinar las diferencias en la inhibicidon de la apoptosis entre amastigotes de L. mexicana
de cepas aisladas de pacientes con LCL y LCD, se analizé la expresion de la caspasa 3 activa, que es
considerada la mas importante de las caspasas ejecutoras. Durante el proceso apoptético Ila
caspasa 3 inactiva de 35 kDa sufre un corte proteolitico resultando en dos isoformas activas de 17
y 19 kDa. Los dos fragmentos activos de la caspasa 3 fueron analizados mediante la técnica de

Western blot.

La figura 15 muestra el efecto de los amastigotes de L. mexicana de la cepa Lac (LCL) y la cepa
DIACT (LCD) en la activacion de la caspasa 3 en las moDC. En el panel i se muestra la presencia
proteinica de la actina (control de carga) y de la capsasa 3 activa. El panel ii muestra el promedio
mas las SD de las densitometrias obtenidas de las bandas de tres experimentos independientes y
el panel iii muestra el resultado de la densitometria de un experimento por separado. Como se
muestra en la figura 15 i, ii y iii, el tratamiento con la camptotecina, inductor de la apoptosis
(moDC + C), provocé la activacion de la caspasa 3 demostrada por la presencia proteinica de los
fragmentos activos de 17 y 19 kDa que fue 4 veces mayor en comparacion con el basal (moDC).
Por otro lado, la infeccién de las moDC con los amastigotes de L. mexicana de la cepa DIACT
(moDC + DIACT), el valor de la caspasa 3 activa fue muy similar al obtenido en la condicidn basal, lo
cual indica que no hay un proceso apoptético en las moDC. Por el contrario, en la infeccion de las
moDC con la cepa Lac (moDC + Lac) se presentan niveles mas elevados de caspasa 3 activa en
conmparacion con la cepa DIACT. Interesantemente, en los tratamientos con las moDC infectadas
con los amastigotes de ambas cepas y con el inductor de apoptosis (moDC + Lac + C y moDC +
DIACT + C), la activacién de la caspasa 3 disminuyé mas de la mitad en comparacién con el control
positivo (moDC + C), por lo que ambas cepas tuvieron una alta efectividad en la inhibicién del
corte proteolitico de la caspasa 3, evitando la apoptosis de las moDC. Ademads, como se esperaba,
se encontraron diferencias considerables en la activacion de la caspasa 3 entre las dos cepas. En el
caso de la DIACT, los valores de los fragmentos activos de la caspasa 3 fueron notablemente
menores a los encontrados en las moDC infectadas con la Lac (Figura 15). Por esta razodn, se
determind que la cepa DIACT, aislada de un paciente con LCD, es mas efectiva en inhibir la
activacion de la caspasa 3 para asi inhibir la apoptosis de la célula huésped y asegurar la

supervivencia.
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Efecto de los amastigotes de la cepa Lac y DIACT de Leishmania mexicana

en la activacion de la caspasa 3
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Figura 15. La infeccién con L. mexicana inhibe la activacion de la caspasa 3 de manera diferencial entre las
cepas Lac y DIACT. Las moDC se sometieron a los siguientes tratamientos: A) moDC, B) moDC + C, C) moDC+
Lac, D) moDC + DIACT, E) moDC + Lac + C y F) moDC + DIACT + C. i. muestra la presencia proteinica de la
actina (control de carga) y de la capsasa 3 activa. ii. Muestra el promedio + sd de las densitometrias de las
bandas de las proteinas reveladas en el Western blot de tres experimentos independientes. iii. Muestra el

promedio de las densitometrias de las bandas de las proteinas reveladas en el Western blot de un solo
experimento.
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7. DISCUSION

Leishmania es un parasito intracelular obligado causante de un amplio espectro de enfermedades
en mas de 80 paises al rededor del mundo. Una de las principales células huésped son las CD, las
cuales juegan un papel muy importante en el control de multiples infecciones, incluida la
leishmaniasis. Uno de los modelos que ha sido de gran utilidad para estudiar la interaccién de las
CD con el parésito Leishmania son las moDC (Ledn et al, 2005), debido a que el método para
reaizar cultivos in vitro para la diferenciacion de dichas células estd bien establecido, y al ser una
de las principales células huésped del parasito, se realizan co- incubaciones que permiten estudiar

la interaccidén que se presenta.

En este estudio se utilizé dicho modelo, para lo cual se realizaron cultivos a partir de sangre
periférica humana en los que se diferenciaron a las CD a partir de monocitos CD14". Las moDC
obtenidas fueron caracterizadas por citometria de flujo utilizando anticuerpos dirigidos contra
diferentes marcadores caracteristicos de las CD, tales como CDla, CD1lc y HLA-DR. La
estimulacién de los monocitos con GM-CSF e IL-4 durante 7 dias permitid la diferenciacion a
células dendriticas, tal como fue descrito por Romani et al., (1994) y Sallusto y Lanzavecchia,
(1994). Dado que en este trabajo era importante conocer la interaccién de las CD con los
amastigotes de L. mexicana, fue necesario demostrar que las CD se encontraban en estado
inmaduro, condicidon en la cual dichas células presentan una mayor capacidad fagocitica en
comparacién con el estado maduro. Como marcador del estado inmaduro de las CD utilizamos un
anticuerpo dirigido contra CD86 que es una molécula co-estimuladora cuya presencia aumenta
durante el proceso de maduracion de las CD, en el que presentan gran capacidad de presentar
antigenos. Se obtuvo un porcentaje moderado de 67.5%. Por otra parte, con el fin de descartar la
presencia de otros tipos celulares que pudieran estar interfiriendo en los resultados, se utilizaron
anticuerpos contra CD14 que es un marcador para M@ y monocitos y contra CD3, que es un
marcador para linfocitos. El porcentaje obtenido de células CD14" fue bajo (24.5%), lo que mostré
una buena diferenciacion de los monocitos a CD y el porcentaje de células CD3" fue practicamente

nulo (1.2%), lo que permitié descartar una contaminacion por linfocitos en los cultivos de moDC.
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Como se ha mencionado, una vez que los promastigotes de Leishmania han sido inoculados en el
huésped definitivo y logran atravesar las barreras del sistema inmune, son fagocitados por células
de la RIlI, tales como neutrdfilos, M@ y CD. Posteriormente los promastigotes se diferencian a
amastigotes, los cuales se duplican hasta ser liberados a causa de la lisis de la célula y asi poder
infectar a nuevas células (Kane y Mosser, 2000). Un punto critico en la respuesta ejercida por el
huésped en contra de Leishmania es el hecho de que las CD y los M@ son las principales células
qgue se encargan de combatir y eliminar a dicho parasito, sin embargo, también son el principal
sitio de proliferacién y diseminacidn de los amastigotes (Birnbaum y Craft, 2011). En esto ultimo
participa en gran medida el pardsito, ya que a lo largo de la evolucién se han seleccionado
caracteristicas que le permiten suprimir la respuesta inmune y asi asegurar su supervivencia.
Ejemplo de esto es la inhibicion de la apoptosis de la célula huésped, que como se ha demostrado
para Leishmania, el pardsito es capaz de inhibir la apoptosis natural de los M@ (Ruhland et al.,
2007; Donovan et al., 2009) y de los neutréfilos (Aga et al., 2002), asi como la apoptosis inducida,
habiéndose demostrado que tanto los promastigotes como los amastigotes de L. mexicana inhiben

la apoptosis inducida con camptotecina en las CD (Valdés et al., 2009; Gutiérrez et al., 2013).

El fendmeno de inhibicién de la apoptosis de la célula huésped es un fenédmeno que ha sido
ampliamente documentado para diversos organismos patogénicos intracelulares taes como
Cryptosporidium parvum, L. mexicana, L. major, Trypanosoma cruzi, Theileria annulata,
Toxoplasma gondii, Plasmodium spp, entre otros (Carmen y Sinai, 2007), sin embargo, los
mecanismos involucrados en esta inhibicidon de la apoptosis no han sido definidos del todo. En el
caso de Leishmania se ha demostrado que las MAPK y PI3K participan en esta inhibicion (Ruhland

et al., 2013; Vazquez et al., 2015).

En el presente trabajo, nos interesé ahondar mas en la busqueda de las moléculas que son blanco
del parasito Leishmania para inhibir la apoptosis de las CD. Ademas, analizamos el efecto de dos
cepas de L. mexicana aisladas de pacientes con las dos formas clinicas de la leishmaniasis cutanea
con el interés de conocer si existen diferencias entre cepas de distinto origen en la capacidad de

inhibir la apoptosis de la célula huésped.

Lo primero que se hizo fue determinar la fragmentacion del DNA mediante la técnica de TUNEL
con el fin de demostrar la inhibicién de la apoptosis ejercida por parte de los amastigotes en las
moDC. Se utilizd esta técnica debido a que uno de los principales métodos para detectar la

apoptosis es la fragmentacién del DNA (Morris y Geller, 1996), asi como los ensayos para detectar
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la activacion de la caspasa 3 (Gurtu et al., 1997). Las moDC se infectaron con los amastigotes de la
cepa Lac de L. mexicana y se trataron con 10 mM de camptotecina durante 24 horas para evaluar
la induccidn de la apoptosis de las moDC. Se utilizé unicamente la cepa Lac debido a que este
ensayo se realizd para comprobar que efectivamente los amastigotes de L. mexicana inhiben la
apoptosis de las moDC. Demostramos que las moDC sin estimulo tuvieron una apoptosis basal
baja del 7.97%, porcentaje que incrementd significativamente cuando las células se trataron con la
camptotecina razén por la cual se determiné que el efecto de la camptotecina sobre las moDC fue
efectivo e indujo la apoptosis de dichas células. Interesantemente, cuando las moDC tratadas con
la camptotecina fueron infectadas con los amastigotes de la cepa Lac de L. mexicana, el porcentaje
de células apoptéticas se redujo signicativamente a valores similares a los del basal (Figura 12 y
13). Por esta razén, mediante la fragmentacion del DNA que es caracteristica de las células
apoptoéticas, se comprobd que los amastigotes de L. mexicana inhiben la apoptosis de las moDC,
gracias a lo cual asegura su supervivencia, permitiendo la duplicacién de los amastigotes y la

infeccidn posterior a células aledanas.

Una vez comprobado por medio de la cepa Lac, que Leishmania es capaz de inhibir la apoptosis de
las moDC, lo siguiente que se analiz6 fue el efecto de distintas cepas de L. mexicana en la
inhibicion de la apoptosis utilizando dos pardametros apoptdticos, la expresion de Bcl-X, y la
activacion de la caspasa 3. El interés de analizar el efecto de diferentes cepas aisladas de pacientes
con las dos formas clinicas de la leishmaniasis cutdanea se debié a que, como ya se menciond
previamente, es muy importante estudiar el comportamiento de diferentes cepas de una misma
especie en su relacién con la célula huésped. Primeramente, cabe mencionar que se han
identificado alrededor de 20 especies patdgenas para los mamiferos y que el cuadro clinico que se
presente dependerd en gran medida de la especie de Leishmania, asi como del estado inmunitario
del huésped (Solbach y Laskay, 2000; Lupi et al., 2009; Markikou et al., 2012). Sin embargo,
diversos estudios han demostrado que cepas de la misma especie presentan caracteristicas que
difieren entre ellas, y dichas caracteristicas podrian influir directamente en el cuadro clinico y la
gravedad de la enfermedad que se desarrolle en el huésped. Un claro ejemplo de esto es el caso
de L. major que puede causar infecciones severas o lesiones que se resuelven sin dificultades
(Neva et al., 1979). Por otra parte, se demostrd que distintas cepas de L. donovani y L. major
inhiben la apoptosis de los M@ de manera diferencial; ademds se comprobd que las distintas cepas
utilizadas en dicho estudio muestran diferencias en la estructura del LPG, por lo cual se postula

que dichos polimorfismos podrian estar directamente involucrados en las diferencias de la
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inhibicion de la apoptosis (Donovan et al., 2009). Por otro lado, un estudio realizado con M@ de
ratones de la cepa susceptible BALB/c y de la cepa resistente C57BL/6 que fueron infectados con L.
major mostré que ambas cepas de ratones tuvieron patrones muy similares en la resistencia a la
apoptosis, lo cual sugiere que este fendmeno no es dependiente de la genética del huésped

(Tabatabaee et al., 2011).

Debido a lo antes mencionado, en el presente estudio se compararon dos cepas de L. mexicana: la
Lac, aislada de un paciente con LCL y la DIACT aislada de un paciente con LCD. Como se ha
mencionado, L. mexicana puede provocar estos dos cuadros clinicos, los cuales presentan
caracteristicas totalmente diferentes. La LCL, se cura sin dificultades en pacientes sanos, sin
embargo, en la LCD los tratamientos muy pocas veces resultan efectivos (Machado, 2006). La
principal respuesta que se ha adjudicado al desarrollo de los distintos cuadros clinicos es el estado
inmunitario del huésped y la especie de Leishmania, sin embargo, como se ha recalcado, hay
especies que pueden causar mds de un cuadro clinico. Por dicha razdn, es de suma importancia
indagar en las diferencias que se puedan presentar en las cepas de una misma especie, ya que

estas podrian intervenir directamente sobre la polarizacidn de la enfermedad.

Para el analisis de las diferencias que podrian presentar las cepas Lac y DIACT, se decidié realizar
una comparacion del efecto que tienen los amastigotes de L. mexicana sobre la inhibicién de la
apoptosis de las moDC, debido a que dicho mecanismo es fundamental para la proliferacion y
supervivencia de Leishmania y una gran variedad de parasitos intracelulares. Se analizaron dos
proteinas mediante la técnica de Western blot: la proteina anti-apoptdtica (Bcl X,), ya que se ha
demostrado que Leishmania induce la activacién de varias proteinas anti-apoptdticas, incluidas
Bcl-2 y Bcl-X, (Donovan et al., 2009) y la caspasa-3, que juega un papel central en el desarrollo de
la apoptosis y nuestro grupo demostré que se inactiva por la infeccién de las moDC con los
amastigotes y los promastigotes de la cepa Lac de L. mexicana (Valdés et al., 2009; Gutiérrez et al.,

2013).

El dato mas relevante en cuanto a la expresidén de Bcl X, en las moDC infectadas con la cepa Lacy
la DIACT de L. mexicana fue que la infeccidn con ambas cepas produjo una elevada presencia de
Bcl X, que como se menciond, éstay otras proteinas de la familia Bcl2 tienen un efecto directo en
la modulacion de la via intrinseca de la apoptosis al regular la liberacién del citocromo C de la
mitocondria, gracias a que alteran la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Elmore, 2007).

Debido a esto, se puede determinar que ambas cepas de L. mexicana inducen la sintesis de la
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proteina Bcl X, en las moDC, a pesar del tratamiento de éstas con un potente inductor de la
apoptosis como lo es la camptotecina. Nuestros resultados son los primeros que demuestran la
induccién por Leishmania de una proteina anti-apoptdtica en las CD y sugieren que la inducciéon de

esta proteina es uno de los mecanismos empleados por este pardsito para sobrevivir en las CD. Por
otra parte, la diferencia en el efecto de las dos cepas sobre la presencia de Bcl X, no fue

significativa, sin embargo, las moDC infectadas con la cepa DIACT y sometidas con la
camptotecina, mostraron una mayor induccidén de la proteina en comparacidon con las moDC
infectadas con la cepa Lac y la camptotecina. Esto puede explicarse debido a que la DIACT es una
cepa aislada de un paciente con LCD, que como se menciond es un cuadro clinico de la
leishmaniasis que se caracteriza por ser mucho mas severo que la LCL, la cual se puede curar sin la
necesidad de someterse a tratamientos. Por esta razén, probablemente la DIACT tiene un efecto

mas eficiente en contra de los mecanismos de defensa de la célula huésped, en este caso, la
inhibicidon de la apoptosis. El que la diferencia en la presencia proteinica de Bcl X| entre las dos

cepas no haya sido tan clara como esperabamos puede explicarse debido a la variedad de
proteinas anti-apoptdticas que se presentan, ya que como se menciond, Leishmania puede activar
a mas de una proteina anti- apoptdtica (Donovan et al., 2009), ademas de la variacién en los

experimentos individuales que en conjunto muestran una SD elevada.

En cuanto a la activacién de la caspasa 3, los resultados que se obtuvieron corroboraron lo que
habiamos demostrado previamente, que la infeccion de las moDC con los amastigotes de L.
mexicana disminuye considerablemente la activacidén de la caspasa-3. En este estudio, en el que
trabajamos con dos cepas diferentes de L. mexicana, se observa claramente como, a pesar de que
las moDC fueron sometidas al inductor de apoptosis, la activacion de la caspasa 3 fue
significativamente menor en las células infectadas que en las células sin infectar. Observamos que
ambas cepas de L. mexicana tienen una capacidad elevada para inhibir el corte proteolitico de la
caspasa 3, lo cual conlleva a la inhibicion de la apoptosis de la célula huésped. Interesantemente,

la DIACT mostré un mayor efecto sobre la expresidon de la caspasa 3 activa en comparacién con la
Lac. De igual forma que en la expresion de Bcl X, la DIACT fue mas eficaz en bloquear la activacion

de la caspasa-3 para asi favorecer su supervivencia. En este caso, las diferencias que presentan las
cepas en cuanto a la inhibicién de la activacidon de la caspasa 3 se pueden explicar con mas
facilidad, ya que la caspasa 3 es una caspasa ejecutora que converge al final de todas las vias de

induccion de apoptosis (Ruhland et al., 2007), es decir, a pesar de que Leishmania es capaz de
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bloquear distintas proteinas en distintas vias de induccidon de apoptosis, el resultado final es la
activacion de la caspasa 3. Gracias a esto, analizar el efecto diferencial que presentaron las cepas

sobre la inhibicién de la apoptosis fue mas claro.

A pesar de que las diferencias son notables entre las cepas, cabe destacar que el hecho de que los
resultados no hayan resultado estadisticamente significativos, se puede deber a un problema en la
metodologia al realizar los ensayos de Western blot, ya que los tiempos de exposicion de los films
ante las membranas después de haber sido incubadas con las anticuerpos primario y secundario y
el reactivo de quimioluminiscencia, variaron entre cada experimento. Debido a esto, al realizar las
densitometrias de las bandas de cada experimento, se obtuvieron valores con rangos muy
amplios, lo cual produjo valores de desviaciones estandar elevados. Sin embargo, el patrdn
observado fue similar en cada experimento, en los que a pesar de que ambas cepas tuvieron una
elevada eficacia en inhibir la apoptosis celular, claramente se observa un efecto mas potente en la

cepa DIACT, en comparacion con la Lac.

En este trabajo, Unicamente se analizé el efecto diferencial en la apoptosis de las moDC mediada
por ambas cepas de L. mexicana, sin embargo, es importante poder analizar las diferencias que se
presentan entre las cepas en cuanto a otros parametros de evasidon de la respuesta inmune del
huéped tales como la inhibicién de la sintesis de especies reactivas del oxigeno o la produccién de
citosinas, para asi poder determinar con mayor certeza si las cepas estan involucradas

directamente en el cuadro clinico y el desarrollo de la enfermedad que se presente en el huésped.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se demostrd que los amastigotes de L. mexicana son capaces de inhibir la
apoptosis de las células dendriticas derivadas de monocitos humanos (moDC) inducida por
camptotecina. La capacidad de la inhibicidn de la apoptosis es diferente entre la cepa Lac aislada
de un paciente con LCL y la cepa DIACT aislada de un paciente con LCD, en donde la cepa DIACT

presenté un efecto mds potente en dicha inhibicion.

Las diferencias que se presentan entre ambas cepas de L. mexicana podrian tener un efecto
directo en el cuadro clinico y desarrollo de la enfermedad en el huésped, sin embargo, se deben
analizar otros mecanismos de la evasidon de la respuesta inmune porLeishmania ante la célula
huésped, tales como la produccién de citosinas y la inhibidn de la sintesis de especies reactivas del
Oxigeno, ademas de analizar aspectos morfoldgicos de las cepas, tales como la estructura del LPG

gue influye directamente en la patogénesis del parasito.
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