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1. INTRODUCCION

1.1 Leishmania

Leishmania es el género de un grupo de diferentes especies de protozoarios parasitos
dimorficos, perteneciente a la clase Zoomastigophora, orden Kinetoplastida y familia
Trypanosomatidae, causante de la leishmaniasis. Se han descrito 35 especies de Leishmania, de
las cuales aproximadamente 20 son responsables de la leishmaniasis en humanos (Fraga et al,,
2013). Este parasito es transmitido por la picadura de las “moscas de la arena” o fleb6tomos,
dipteros hemato6fagos pertenecientes a los géneros Lutzomyia (en América) y Phlebotomus (en
Europa, Asia y Africa), de los cuales aproximadamente 50 de las 1000 especies que existen son
vectores de la leishmaniasis (Mansueto et al, 2014). Leishmania presenta un ciclo de vida
digenético, alternando entre una fase mdvil y extracelular denominada promastigote que se
desarrolla en el mosco vector y una fase inmévil e intracelular denominada amastigote que se

desarrolla en hospederos mamiferos, incluido el hombre.

1.1.1 Taxonomia

Una de las caracteristicas taxonémicas mas importantes que presenta Leishmania es el
cinetoplasto, estructura mitocondrial especializada que contiene ADN no nuclear, el cual
agrupa al género Leishmania en la familia Trypanosomatidae. Otra caracteristica de Leishmania
es la presencia de un solo flagelo en posicion anterior durante su estadio extracelular, el cual se
reabsorbe reduciéndose a un axonema intracitoplasmico cuando el parasito se encuentra en la

forma intracelular.

En la actualidad el género Leishmania se divide en 3 subgéneros de acuerdo a la posicion en
el intestino del vector: Leishmania, Viannia y Sauroleishmania (Schonian et al, 2010). El
subgénero Leishmania posee un desarrollo de tipo suprapildrico, en el que la multiplicacion del
parasito se da en la porciéon media del intestino del vector, seguida por una migracién a la
probéscide para la transmision al hospedero mamifero. El desarrollo del subgénero Viannia es
de tipo peripildérico, con una multiplicacién en la porciéon posterior del intestino y una
migracion posterior hacia a la parte anterior y a la probdscide. Ambos subgéneros agrupan a las
especies de importancia médica que parasitan al humano y a otros mamiferos. En cambio, el
subgénero Sauroleishmania incluye sélo a las especies que parasitan a reptiles. El desarrollo de
este subgénero es de tipo hipopildrico, en el cual la multiplicaciéon del parasito se da en la

porcion posterior del intestino, siendo el parasito transmitido por la deposicion de heces

12



fecales infestadas (Wilkins, 2010; Schonian G et al., 2010).

Debido a que resulta dificil distinguir morfolégicamente las diferentes especies de
Leishmania, se han empleado, entre otros, los siguientes criterios para su clasificacion

taxonOmica:

a) bioldgicos: morfologia y cultivo del parasito, tipo de desarrollo del parasito en el fleb6tomo
vector, procedencia y manifestaciones clinicas de los sujetos infectados.

b) bioquimicos: electroforesis de isoenzimas.

c) moleculares: andlisis del ADN del nucleo y del cinetoplasto.

d) inmunoldgicos: reactividad del parasito con anticuerpos monoclonales (Sanchez et al.,

2004).

1. 1. 2 Morfologia

El parasito Leishmania posee dos fases en el ciclo de vida: promastigote y amastigote, las

cuales se desarrollan en organismos diferentes.

1. 1. 2.1 El promastigote

El promastigote (fig. 1) es la fase alargada y extracelular del parasito que se desarrolla
dentro del tracto digestivo del mosco vector. Mide de 10-14 por 1.5-3.5 mm y posee un nucleo
localizado en posicidn central, ademas de un cinetoplasto cercano a la parte anterior del mismo.
Posee un flagelo en posicidn anterior que le confiere movilidad, el cual emerge de una bolsa

flagelar situada delante del cinetoplasto (Besteiro et al., 2007).

1. 1. 2. 2 El amastigote

El amastigote (fig. 2) es la fase intracelular del parasito que se desarrolla dentro de las
células fagociticas del hospedero, tales como células dendriticas y macroéfagos, en las que se
encuentran en vesiculas. El amastigote mide de 2.5-5.0 pm por 1.5-2.0 pum dependiendo de la
especie y posee un nucleo excéntrico, ademas de un cinetoplasto en posicion tangencial al
nucleo. A diferencia del promastigote, el amastigote carece de movilidad, ya que el flagelo es
muy corto y se encuentra contenido en la bolsa flagelar, por lo cual no es apreciable al

microscopio Optico (Besteiro et al,, 2007).
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Tabla 1. Clasificaciéon taxonémica del parasito Leishmania, basada en caracteristicas bioquimicas, moleculares y biolégicas, incluyendo la
forma clinica causada en el humano (Wilkins, 2010; OMS, 2012).

Reino Protista (Haeckel, 1866)
Subreino Protozoa (Goldfuss, 1817)
Phylum Sarcomastigophora (Honigberg-Balamuth, 1963)
Subphylum Mastigophora (Deising, 1866)
Clase Zoomastigophorea (Calkins, 1909)
Orden Kinetoplastida (Honigberg, 1963)
Suborden Trypanosomatina (Kent, 1880)
Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901)
Género Leishmania (Ross, 1903)
Subgenero Leishmania Viannia Sauroleishmania
(Desarrollo en iniléri 161 : 161
el vector) (Peripilorico) (Suprapilérico) (Hipopilérico)
Complejo L.(L.) . L.[L..) (L) major L.(L.). L.(L.] L.( I./.] . L.(V.) . L.(S.) tarentolae
donovani tropica aethiopica mexicana | braziliensis guyanensis
L.(L.)
mexicana
L(L) p(l j};f; OLI) L(V.) L(V.)
donovani L.(L.) tropica braziliensis ~ guyanensis L.(S.) tarentolae
. L.(L.) major L.(L.)
Bepecies aethiopica amaLZ.(()el.insis
L.(L.) chagasi  L.(L.) killicki (syn L L(V) L(V) L.(S.) gymnodactyli
(syn L. arr?har;zi] peruviana panamensis
infantum) 9
L.(L)
venezuelensis
Hospedero Mamiferos, incluido el humano Reptiles
Forma clinica LV, LCL LCL, LCD LCL LCL, LMC, LCD LCL, LCD LCL, LMC No patogénica para el humano

LCL, leishmaniasis cutanea localizada; LMC, leishmaniasis mucocutanea; LCD, leishmaniasis cutanea difusa o diseminada; LV, leishmaniasis visceral.
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Axonema

Flagelol

b)
Figura 1. Morfologia del promastigote de Leishmania. (a) Fotomicrografia electrénica de

barrido. (b) Esquema del promastigote (Wikipedia, 2010; Yourarticlelibrary, s.f.).

Cinetoplasto

Cuerpo basal

Ndcleo

a) b)

Figura 2. Morfologia del amastigote de Leishmania. (a) Fotomicrografia electronica de barrido.

(b) Esquema del amastigote (Wikipedia, 2010; Yourarticlelibrary, s.f.).

1. 1. 3 Ciclo de vida de Leishmania

La mosca transmisora de Leishmania es hemat6faga debido a que requiere sangre para el
desarrollo de los huevos. El ciclo inicia cuando la mosca adquiere al parasito en la forma de
amastigote al alimentarse de un mamifero infectado. Al alimentarse, la mosca inserta en la piel
las partes bucales en forma de sierra, la corta y forma una pequeia herida de la cual succiona la
sangre que brota de los capilares dafnados y que se encuentra combinada con células infectadas

o con amastigotes libres. En las siguientes 24 a 48 horas, los amastigotes se transforman a
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promastigotes prociclicos (forma flagelada con una alta tasa de multiplicaciéon) dentro del
tracto digestivo de la mosca. Después se duplican activamente por fisiéon binaria longitudinal y
se adhieren al intestino de la mosca mediante un glicolipido denominado lipofosfoglicano
(LPG). Esta molécula se encuentra en la superficie del parasito e interactiia con una galectina
que reviste el epitelio del tracto digestivo del vector (Kamhawi, 2006). A continuacion, los
promastigotes prociclicos se transforman en promastigotes metaciclicos (forma flagelada
carente de division celular), en los que el LPG sufre modificaciones en el nimero de moléculas y
composicion, lo que permite que el parasito se desprenda del epitelio intestinal y migre hacia el
esofago, faringe y probdscide de la mosca. Cuando la mosca pica nuevamente para alimentarse,
ésta regurgita al parasito y transmite de 10 a 100 promastigotes metaciclicos al hospedero

mamifero (Hall, 1995; Oliveira et al, 2013).

Dentro del hospedero vertebrado, los promastigotes metaciclicos permanecen brevemente
en el espacio intercelular y activan al complemento por la via clasica y alternativa, lo que
aunado al dafio de la picadura de la mosca, provoca el reclutamiento de los leucocitos al sitio de
infeccidn. De esta forma, los promastigotes se opsonizan y son capturados por los neutrofilos,
en los cuales el parasito reside transitoriamente y posteriormente es fagocitado por las células
hospederas principales de Leishmania: los macréfagos y las células dendriticas (Moradin y
Descoteaux, 2012). Mientras el 90% de los promastigotes logran ser destruidos por el sistema
del complemento, los parasitos que sobreviven inician su transformacion a amastigotes dentro
del ambiente acido del fagolisosoma de la célula hospedera. Posteriormente, los amastigotes se
dividen activamente por fisién binaria y aumentan en nimeros de hasta 200 amastigotes,
ocasionando la lisis de la célula. Los amastigotes liberados por la lisis infectan a las células
vecinas y el ciclo se cierra cuando una nueva mosca pica al hospedero vertebrado infectado (Liu

y Uzonna, 2012).
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Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania (modificado de Sacks y Noben-Trauth, 2002).

1.2 Leishmaniasis

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades parasitarias causadas por Leishmania.

1. 2.1 Cuadros clinicos de la leishmaniasis

La leishmaniasis presenta un rango de diferentes manifestaciones clinicas (fig. 4)
dependiendo de la especie del parasito infectante y de la respuesta inmune del hospedero,
pudiendo presentarse tres posibles cuadros clinicos: leishmaniasis cutdnea (LC), leishmaniasis

mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV).

1. 2. 1.1 Leishmaniasis cutanea (LC)

La LC es la manifestacién mas comun de la enfermedad y puede presentarse en dos variantes

principales: leishmaniasis cutanea localizada (LCV) y leishmaniasis cutanea difusa (LCD).
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1.2.1.1.1 Leishmaniasis cutanea localizada (LCL)

La LCL consiste en una ulcera que se forma en el lugar de la picadura de la mosca, siendo
generalmente un area expuesta tal como la cara, los brazos o las piernas. Posteriormente a la
picadura, se forma una papula eritematosa frecuentemente pruritica y de crecimiento gradual,
la cual progresa a un nddulo y posteriormente a una ulcera en un periodo de 1 a 3 meses. Se
pueden presentar una o varias ulceras, dependiendo del nimero de veces que el individuo fue
picado, las cuales son indoloras a menos que haya una fuerte infecciéon bacteriana. Las lesiones
en los individuos con LCL generalmente se curan espontaneamente en pocos meses 0 en un
afio, quedando con cicatrices permanentes. Sin embargo, cuando la lesidn es en la oreja, las

ulceras se vuelven crénicas y mutilantes.

La LCL es causada en América por las especies del complejo de L. (L.) mexicana y L. (V.)
braziliensis y en Asia y Africa por L. (L.) major, L. (L.) tropica y L. (L.) aethiopica. En México, la
especie causante de la LCL es L. (L.) mexicana y en el 40 % de los casos la lesion se desarrolla en

la oreja, condicion denominada ulcera del chiclero (Mansueto et al., 2014).

1.2.1.1.2 Leishmaniasis cutanea diseminada (LCD)

La LCD es la forma menos frecuente de la LC y en ésta el parasito se disemina a través del
liquido tisular, la linfa o raramente por via sanguinea, extendiéndose por casi todo el
tegumento del paciente. Como consecuencia, surge un infiltrado difuso del tejido subcutaneo,
en el cual se forma un gran nimero de nodulos, papulas y placas de infiltracidn, los cuales
raramente llegan a ulcerarse. En los casos mas avanzados de la enfermedad, las lesiones se
diseminan rapidamente cubriendo gran parte del cuerpo, especialmente las extremidades. Las

lesiones de la piel llegan a persistir por meses o incluso afos.

Esta forma clinica es ocasionada en Africa por L. (L.) aethiopica y en América por L. (L.)
mexicana y L. (L.) amazonensis. En México la LCD es causada, al igual que la LCL, por L. (L.)
mexicana y la virulencia de esta especie parece ser mayor que la de otras especies causantes de

este cuadro clinico (Mansueto et al,, 2014).

1.2. 1. 2 Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

La LMC también es conocida como espundia y generalmente ocurre como una diseminacion
del parasito hacia la nariz o boca, incluyendo la lengua. Las lesiones de la LMC pueden aparecer

de forma simultdnea a un episodio de LC o incluso afios después de que el paciente se ha curado
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de ésta. Los signos iniciales de la LMC son estornudos frecuentes, eritema y ulceraciones en las
narinas, las cuales no sanan espontaneamente. Posteriormente, las ulceraciones invaden la
nariz, la boca, la faringe y la laringe, provocando destruccién del tabique nasal y
desfiguramiento, el cual a su vez provoca estigma social. Sin tratamiento, pueden
comprometerse las vias aéreas, dificultando la respiracién por la nariz, sufriendo sangrados
ocasionales, asi como ronquera y disfonia, que son manifestaciones de dafio en la laringe y en
las cuerdas vocales. La LMC es recurrente incluso después de que el paciente ha sido curado de
un primer cuadro clinico del padecimiento. Los pacientes con LMC pueden morir por causa de

infecciones secundarias y malnutricién (McGwire y Satoskar, 2014).

La LMC es endémica de América del Sur y Central, siendo el agente causal las distintas
especies del subgénero Viannia: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis y L. (V.)
peruviana. En cuanto a la presencia de la LMC en México, en los casos reportados se ha aislado e

identificado a L. (V.) brazilienzis como el agente causal (Mansueto et al,, 2014; INDRE, 2014).

1. 2. 1. 3 Leishmaniasis visceral (LV)

La LV también es conocida como kala-azar. En esta forma clinica los amastigotes se
multiplican en las células del sistema fagocitico mononuclear de los 6rganos internos del
hospedero, tales como el higado, el bazo, el intestino y la médula ésea, debido a una

diseminacion de los parasitos desde el sitio inicial de la infeccién cutanea.

Se ha observado que la infeccidn por las especies viscerotropicas de Leishmania usualmente
es asintomatica o no grave, seguida de una resolucidon espontanea. Sélo uno de 30 a 100 casos
de pacientes infectados desarrolla LV en un periodo de 2 a 8 meses a partir de la infecciéon. Los
factores que predisponen el desarrollo de LV incluyen la malnutricién, pobreza,
inmunodeficiencia y una alta carga parasitaria de L. (L.) donovani (en Asia y Africa) o L. (L.)
infantum (syn. L. (L.) chagasi) (en el Mediterraneo y en América) (Argaw et al., 2013). Los
primeros sintomas que experimentan los pacientes con LV son fiebre, debilidad, anorexia,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia y deterioracién progresiva del estado psicofisico.
Posteriormente se experimenta epistaxis, hemorragia gingival, distensién abdominal, ascitis y
edema periférico. La LV posee una mortalidad del 75 al 95% en pacientes con un diagndstico
tardio, particularmente en pacientes inmunosuprimidos. Generalmente el deceso es causado

por anemia severa, una infeccidon secundaria o hemorragia (Mansueto et al., 2014).
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Figura 4. Cuadros clinicos de la leishmaniasis. (a) Leishmaniasis cutanea localizada. (b)

Leishmaniasis cutanea difusa. (c) Leishmaniasis mucocutanea. (d) Leishmaniasis visceral.

1. 2.2 Epidemiologia de la leishmaniasis en el mundo

La leishmaniasis tiene una alta prevalencia en muchas regiones tropicales y subtropicales
del mundo, tales como América Central, Sudamérica, el sur de Europa, el norte y este de Africa,
el este y sureste de Asia y el Medio Oriente. La distribucién geografica de la leishmaniasis esta
limitada por la distribucion del vector, siendo endémica en 98 paises, 72 de los cuales estan en
vias de desarrollo (fig. 5). Existen 350 millones de personas expuestas al riesgo de infeccién por
Leishmania. Se estima que la leishmaniasis afecta a 12 millones de personas en el mundo con

1.3 millones de nuevos casos y entre 20,000 a 30,000 defunciones anuales (WHO, 2015).

La LC presenta 0.7 a 1.2 millones de casos nuevos anuales en el mundo, de los cuales el 95 %
se dan en América, la cuenca del Mediterraneo, Asia Central y el Medio Oriente. Mas de dos
tercios de los casos totales ocurren en diez paises: Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Costa
Rica, Etiopia, Irdn, Perd, Sudan y Siria (WHO, 2015). La LMC se presenta principalmente en
Bolivia, Brasil y Peru, los cuales suman el 90% de los casos en el mundo. La LV se presenta en la

India y el Este de Africa, donde el 90% de los casos se ubican en seis paises: Bangladesh, Brasil,
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Etiopia, India, Sudan del Sur y Sudan. Se estima que anualmente ocurren entre 200,000 a

400,000 casos nuevos de LV en el mundo (WHO, 2015).

Endémico

Casos previos reportados

Sin casos autdctonos reportados

EEOEN

No aplica

Figura 5. Distribucién geografica de la leishmaniasis en el mundo (WHO, 2013).

1. 2. 3 Epidemiologia de la leishmaniasis en México

En México se han encontrado 5 especies de Leishmania: L. mexicana, L. brazilienzis, L.
panamentsis, L. guayanensis y L. chagasi. Asimismo, en el pais se han presentado los 3 cuadros

clinicos de la leishmaniasis: cutanea, mucocutanea y visceral (INDRE, 2012).

La mayoria de los casos de leishmaniasis corresponden a LCL y se presentan principalmente
en el sureste del pais, en los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chiapas, Nayarit, Yucatan,
Quintana Roo y Campeche, lo que constituye el foco sur. Se han encontrado también casos en
Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas, Hidalgo y San Luis Potosi (foco norte). Los casos de LCD
tienen menor frecuencia y se localizan en ambos focos, con la excepcion de Yucatan y Quintana
Roo. En los dos tipos de LC la especie identificada ha sido L. mexicana (INDRE, 2012). Los casos
de LMC se presentan en los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas y Oaxaca, y han sido
causados por L. braziliensis. La LV se conoce en México desde 1952 y se ha reportado
principalmente en la cuenca del rio Balsas, entre los estados de Guerrero, Puebla y Morelos y al
Sureste del pais, en Chiapas, siendo este ultimo estado el que presenta el 90% de todos los
casos de LV reportados, con 141 incidencias de 1981 al 2010 y un promedio de 8-15 casos por

afio (INDRE, 2012).
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1. 3 Células dendriticas (DCs)

Como se mencion6 anteriormente, las DCs y los macro6fagos son las principales células
hospederas del parasito Leishmania. Las DCs son un grupo heterogéneo de células
especializadas en la captura, transporte, procesamiento y presentacion de antigenos a los
linfocitos T virgenes. Las DCs poseen una morfologia estrellada debido a prolongaciones del
citoplasma, similares a las dendritas de las neuronas y debido a esto reciben este nombre. Las
DCs son capaces de reconocer patogenos, células muertas y antigenos propios, y ademas
dirigen el tipo, magnitud y especificidad de la respuesta inmune, determinando si ésta lleva a
una respuesta mediada por los linfocitos T CD4* efectores (tipo Tul o Tu2), linfocitos T CD8*
citotoxicos o a la tolerancia inmunolégica. La primera poblaciéon de DCs descrita fueron las
células de Langerhans (LCs), descubiertas en 1868 por Paul Langerhans. Sin embargo, el papel
de las DCs como células presentadoras de antigeno fue apreciado hasta 1973, después de que
Steinman y Cohn identificaran por primera vez a las DCs en el bazo de ratones y las
describieran como células con un alto potencial para iniciar y modular la respuesta inmune

(Steinman y Cohn, 1973; Banchereau y Steinman, 1998).

1. 3.1 Origen de las células dendriticas murinas

La mayoria de las DCs se originan a partir de precursores presentes en la médula 6sea
(Geissmann et al., 2010), con excepcion de las LCs que se originan a partir de precursores
embrionarios (Hoeffel et al.,, 2012). En la médula 6sea, el precursor de macréfagos y DCs (MDP)
con fenotipo Lin-Scal-IL-7RaC-kitCX3CR1*CD115* da origen al precursor comun de células
dendriticas (CDP) y al precursor comin de monocitos (cMoP). El CDP posee un fenotipo Lin-
Scal IL7Ra-CD16/32BaC-kit"tCD115*CD135* y da origen al precursor de DCs residentes y
migratorias (pre-DC), cuyo fenotipo es Lin-C-kitCD16/32-CX3CR1+*CD135*CD11c*MHC-II-
BajCD43ntSIRP-aln'CD4-CD8- y al precursor de DCs plasmacitoides (pre-pDCs) con fenotipo
CD115-DNGR-1-CD135- (Liu et al., 2009; Schraml y Reis e Sousa, 2015).

Los pre-pDCs se diferencian a DCs plasmacitoides (pDCs) en la médula o6sea y
posteriormente migran por via sanguinea a los dérganos periféricos, sin embargo, las pDCs
también pueden originarse a partir de precursores comunes linfoides (LCPs), aunque en menor
proporcion. Los pre-DCs abandonan la médula ésea a través de la circulacién sanguinea y
migran hacia 6rganos linfoides y no linfoides, donde se diferencian en CD8* y CD4+*CD11b* (DCs
residentes de tejido linfoide) y en CD103* y CD11b* (DCs migratorias), respectivamente
(Haniffa et al., 2013; Schlitzer y Ginhoux, 2014; Schraml y Reis e Sousa, 2015).
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Otra poblacion de DCs denominadas inflamatorias o iDCs se deriva a partir de los monocitos,
los cuales también se originan en la médula 6sea a partir del cMoP con fenotipo DNGR-1-CD135-
Ly6C*. Los monocitos se encuentran en la circulaciéon sanguinea y son reclutados a los 6rganos
periféricos, donde cambian su fenotipo y funciéon a iDCs durante el proceso inflamatorio

(Schraml y Reis e Sousa, 2015).

1. 3.2 Maduracion de las células dendriticas

Las DCs reconocen al antigeno y lo internalizan mediante endocitosis o fagocitosis. El
reconocimiento del antigeno es llevado a cabo mediante diferentes familias de receptores tales

como:

1. Receptores Fc (FcRs) que reconocen complejos inmunes antigeno-anticuerpo.

2. Receptores de complemento (CRs) que reconocen antigenos opsonizados por moléculas
solubles del complemento.

3. Receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), tales como los receptores tipo Nod
(NLRs) o los receptores tipo Toll (TLRs). Los PRRs reconocen una gran variedad de
patrones moleculares asociados a organismos patogénicos (PAMPs) tales como
bacterias, virus y parasitos, entre otros. Receptores de lectina tipo C (CLRs) que
reconocen a los carbohidratos de moléculas presentes en la superficie de los organismos

patogénicos (Kaisho et al,, 2012; Dudek et al., 2013).

Una vez que las DCs han reconocido a un antigeno, atraviesan por una serie de cambios en la
expresion génica mediante un proceso denominado maduracién, descrito por primera vez en
1985 por Schuler y Steinman. Este proceso ocurre in situ en los NLs para las DCs residentes de
tejido linfoide, en cambio para las DCs migratorias ocurre durante la migracién desde los

tejidos periféricos hacia los NLs, mientras la cual llevan a cabo el procesamiento del antigeno.

La maduracién prepara a las DCs para llevar a cabo la presentacién antigénica a los linfocitos

T a través de diferentes eventos en la célula:

1) aumento en la expresiéon de las moléculas del MHC y moléculas coestimuladoras o de
adhesion, tales como CD40, CD80 y CD86.

2) disminucion en la capacidad para capturar y fagocitar o endocitar antigenos.

3) aumento en la secrecion de citocinas.

4) cambios en la produccion de quimiocinas y expresion de los receptores de las mismas,

que permiten la migracion de las DCs.
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A diferencia de las DCs maduras, las DCs inmaduras (con una expresion baja de moléculas
coestimuladoras y poca produccion de citocinas proinflamatorias) portan antigenos de células
(por ejemplo, de células apoptoticas fagocitadas) cuya funciéon es promover tolerancia
inmunolégica en los linfocitos T periféricos in vivo. Diferentes estudios han demostrado que las
DCs inmaduras pueden inhibir la funcion antigeno-especifica de linfocitos T efectores
existentes, ya que son capaces de activar a linfocitos T antigeno-especificos con un fenotipo
altamente productor de IL-10, carentes de produccion de IFN-y y sin actividad citotoxica
(Dhodapkar et al., 2001). Estas observaciones se confirmaron in vivo con un experimento en el
que se demostré que la inyeccion de LPS por si s6lo demostré desencadenar una repuesta
inmune similar a la obtenida con la inoculaciéon de DCs estimuladas con LPS previamente in
vitro. De ahi se determiné que la maduraciéon de las DCs es regulada por sefiales exdgenas
(Dhodapkar et al., 2001).

La maduracién de las DCs puede inducirse in vitro mediante diversos estimulos tales como
microorganismos (virus, bacterias y pardasitos) o sus productos (tal como el LPS), citocinas
proinflamatorias (por ejemplo: IL-1f, IL-6, TNF-a), moléculas de superficie de los linfocitos T

(por ejemplo: CD154 o ligando de CD40), entre otros (Dalod et al., 2014).

1. 3. 3 Presentacion antigénica de las células dendriticas a los

linfocitos T

Las DCs no solo son eficientes en el procesamiento y la presentacion de todo tipo de
antigenos a los linfocitos T, sino que también poseen la capacidad de presentar antigenos
lipidicos tales como glicolipidos, fosfolipidos, lipopéptidos, entre otros, a células NK y células
NKT a través de las moléculas no clasicas de presentacion CD1. Ademas, las DCs poseen un
mecanismo para presentar a los antigenos exdgenos (que son endocitados y presentados a
través de moléculas del MHC-II) a los linfocitos T CD8* a través de moléculas del MHC-I, en un
proceso denominado presentacion cruzada. La presentacion cruzada es especialmente eficiente
en las subpoblaciones de DCs murinas CD8* y CD103*, asi como en las iDCs (Dresch et al,,

2012).

Como ya se menciond, las DCs actdan como centinelas que capturan antigenos en los tejidos
periféricos y los transportan a los érganos linfoides secundarios para presentarlos a los
linfocitos T virgenes y asi iniciar una respuesta inmune adaptativa mediada por los linfocitos T.
Este evento se lleva a cabo durante un proceso complejo conocido como sinapsis inmunolégica,

el cual consiste en una organizacion molecular especializada que ocurre en la region de
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contacto entre las DCs y los linfocitos T. La formacién de la sinapsis inmunolégica requiere al
receptor del linfocito T (TCR) y a la molécula del MHC a la cual se encuentra acoplado el
antigeno peptidico, ademas de las moléculas coestimuladoras (principalmente CD40-CD40L y
CD28-CD80/86), asi como de la produccion de varias citocinas tales como IL-1, IL-2, IFN-y e IL-
12. De esta forma, los linfocitos T reciben tres sefiales, una a través del TCR, otra a través del
receptor CD28 para moléculas coestimuladoras y otra a través del receptor de citocinas.
Durante esta interaccion, las DCs tienen un papel importante en determinar la diferenciaciéon
de los linfocitos T virgenes a los linfocitos T efectores, en el caso de los linfocitos T CD4* en
células T cooperadoras de tipo 1 0 2 (Tul o Tu2) y en el caso de los linfocitos T CD8* en células
T CD8* citotoxicas (Dalod et al,, 2014), dependiendo de la naturaleza de la sefial de activacidn,
la subpoblacién y grado de maduraciéon de las DCs, asi como del microambiente de citocinas.
Por ejemplo, las citocinas IL-12, IL-18 e IFN-y producidas por las DCs promueven la
diferenciacion de los linfocitos T CD4* hacia una respuesta proinflamatoria de tipo Tul,
mientras que citocinas como la IL-10 y TGF-8 producidas por las DCs promueven una respuesta

antiinflamatoria de tipo Tu2 (Reis e Sousa, 2006).

1. 3.4 Clasificacion de las células dendriticas murinas

Las DCs comprenden varias subpoblaciones con diferentes funciones, las cuales se dividen
tradicionalmente en dos grupos con base en la ubicaciéon anatémica, el fenotipo y la funcién de
cada poblacién. Esta clasificacién separa a las DCs en: DCs residentes de tejidos linfoides
también denominadas convencionales o clasicas (cDCs) y DCs migratorias (mDCs) o residentes
de tejidos periféricos no linfoides. Ambas poblaciones se encuentran en los tejidos linfoides con
irrigacion linfatica aferente tales como los nddulos linfaticos (NLs) y se caracterizan por la
expresion de los marcadores CD11cAtMHC-11B4) en las c¢cDCs y CD11cBaMHC-IIAt en las mDCs
(Dakic et al., 2004; Haniffa et al., 2012). Anteriormente se usaba el término DCs “mieloides”
para diferenciar a las “mDCs y cDCs” (mieloides) de las “pDCs” (linfoides). El término “linfoide”
surgio debido a la morfologia secretora de las pDCs que asemeja a las células plasmaticas. Sin
embargo, el término “linfoide” es confuso y ya no se usa en la nomenclatura de las DCs (Haniffa
et al, 2013). A su vez, las cDCs y las mDCs se subdividen de acuerdo a la expresién de los
siguientes marcadores en cDCs CD8a* y CD4+*CD11b* y en mDCs CD103+* y CD11b*. Ademas de
las cDCs y las mDCs, existen tres poblaciones mas de DCs denominadas DCs plasmacitoides
(pDCs), DCs inflamatorias (iDCs) y DCs epiteliales o células de Langerhans (LCs) (Schlitzer y
Ginhoux, 2014).
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1. 3. 4. 1 Células dendriticas convencionales o clasicas (cDCs) y

células dendriticas migratorias (mDCs)

En el raton, las DCs residentes en el tejido linfoide se denominan “clasicas” o
“convencionales” (cDCs) para distinguirlas de las DCs migratorias o residentes en los tejidos
periféricos no linfoides (mDCs) y de las DCs plasmacitoides (pDCs), entre otras. Las cDCs se
localizan en los tejidos linfoides ejerciendo la funcién de capturar y presentar antigenos en los
organos linfaticos, es decir, in situ, por lo que no requieren migrar para llevar a cabo la
presentacion antigénica. Las cDCs se encuentran en los conductos y en el seno subcapsular de
los NLs, asi como en el timo y en el bazo. Las cDCs se clasifican en DCs CD8a* y DCs

CD4+CD11b* (Edelson et al., 2010).

Las mDCs se caracterizan por cursar el ciclo de vida clasico de las DCs, funcionando como
centinelas en los tejidos periféricos no linfoides, listas para detectar y capturar antigenos para
posteriormente transportarlos a los NLs para presentarlos a los linfocitos T virgenes. Durante
la inflamacion, las mDCs migran a los NLs con el subsecuente incremento en la expresion de
moléculas coestimuladoras. Este incremento en la expresion de moléculas coestimuladoras
corresponde a las DCs con un fenotipo maduro. Sin embargo, las mDCs también son capaces de
migrar a los NLs con un fenotipo inmaduro y en ausencia de inflamacién, promoviendo de esta
forma la tolerancia inmunoldgica. Las mDCs se dividen a su vez en DCs CD103+ y DCs CD11b+

(Edelson et al., 2010).

1.3.4.1.1 Células dendriticas CD8a* y células dendriticas CD103+
(DCs CD8a*y DCs CD103+)

Las DCs CD8a* se localizan en los tejidos linfoides tales como los NLs y el bazo, mientras que
las DCs CD103* se encuentran en los tejidos periféricos o no linfoides. Ambas subpoblaciones
son las principales en llevar a cabo la presentacién cruzada de antigenos y producir cantidades
elevadas de IL-12 (Schlitzer y Ginhoux, 2014). Las DCs CD8a* y DCs CD103* se desarrollan de
forma semejante al ser similarmente dependientes de CD135, del factor inhibidor de
transcripcion o unidn al DNA 2 (ID2), del factor de transcripcion activador 3 (BAFT3) y del
factor regulador del interferén 8 (IRF8), y asimismo expresan de forma similar los receptores
de quimiocinas XCR1, de necrosis celular DNGR-1 (CLEC-9A) y receptores tipo Toll 3,4,11y 13
(Edelson et al., 2010, Laffont et al., 2010).

Estas subpoblaciones presentan algunas diferencias, por ejemplo las DCs CD8a* son mejores
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productoras de IFN-y que las DCs CD103+*. En cambio, las DCs CD103* son las principales
mediadores de tolerancia en las mucosas al capturar y presentar antigenos apoptoéticos a los
linfocitos T. Existe una subpoblacion de DCs CD103* que también es CD11b* (DCs
CD103*CD11b*) y se encuentra en la lamina propia del intestino. Las DCs CD103+*CD11b+*
interactian con las células caliciformes, adquieren antigenos del lumen y producen grandes
cantidades de TGF-f y retinaldehido deshidrogenasa, reclutando linfocitos T al intestino y
promoviendo inmunotolerancia. Durante el proceso inflamatorio, las DCs CD103+*CD11b*
promueven respuesta inmunes mediante la produccion de IL-6 e IL-12 (Laffont et al.,, 2010,

(Schlitzer y Ginhoux, 2014).

1. 3.4.1.2 Células dendriticas CD11b* (DCs CD11b*)

Las DCs CD11b* son inductoras de las respuestas inmunes de tipo TuZ2 y Tul7 y se
encuentran en tejidos no linfoides y linfoides tales como en el bazo, en el cual también expresan
CD4 y se denominan DCs CD11b*CD4* o esplénicas. Las DCs CD11b* poseen un fenotipo
CX3CR1+SIRP-a*BTLA*F4/80+CD14-CD64" y son dependientes de los factores de transcripciéon
Notch2 (proteina 2 homéloga al locus neurogénico), RelB (homoélogo B del oncogén viral de la
reticuloendoteliosis aviar) e IRF4 (factor regulador del interfer6on 4). Sin embargo, los
requerimientos de estos factores varian de acuerdo a la ubicacién de las DCs en los tejidos. Por
ejemplo, las DCs CD11b*CD4* del bazo son dependientes de NotchZ y Relb, asi como del
receptor para linfotoxina 3 (LtBR), pero no de IRF4, mientras que las DCs CD11b* del pulmén
son independientes de Notch2 y RelB, pero no de IRF4. En cambio, las DCs CD11b*CD103* de la
lamina propia del tracto digestivo son dependientes de todos los factores de transcripcién
anteriormente mencionados (Schlitzer y Ginhoux, 2014). Esta dependencia de los factores de
transcripcion requeridos por las DCs CD11b* en los diferentes tejidos sugiere que éstas pueden
ser poblaciones independientes que se originan a partir de progenitores diferentes o que sus
diferencias se deben a las condiciones impuestas por el microambiente local. Actualmente, atin
queda por determinar si las DCs CD11b* constituyen un linaje homogéneo o ramas divergentes

del mismo arbol ontogénico.

A su vez, las DCs CD11b* intestinales pueden dividirse en dos grupos de acuerdo a la
expresion o ausencia de CD103. Las DCs CD11b*CD103* se localizan exclusivamente en el
intestino y producen IL-23 e IL-6 de manera constitutiva, ademas de contribuir a la
homeostasis intestinal mediante la produccién de la proteina de unién a IL-22 (Martin et al.,
2013). Las DCs CD11b*CD103- son una poblaciéon pequefia y productora de IFN-y, lo que

promueve una respuesta inmune mediada por linfocitos T CD4* (Cerovic et al., 2013).

27



1. 3. 4. 2 Células dendriticas plasmacitoides (pDCs)
Las pDCs expresan CD11c, BST2, Siglec-H y B220 y dependen del factor de transcripcion E2-

2 para su desarrollo. En condiciones normales, las pDCs presentan un fenotipo inmaduro y se
encuentran circulando en la sangre, en el bazo y en los NLs. En condiciones de inflamacién son
reclutadas al sitio de infeccién, en donde adquieren un fenotipo maduro y secretan una gran
cantidad de IFN-o, IFN-f, IL-12 e IL-6. Al madurar, las pDCs expresan MHC-II, TLR7, TLR9 y
moléculas coestimuladoras tales como CD40, CD69, CD80 y CD86, con lo cual son capaces de
llevar a cabo la presentacién cruzada de antigenos, induciendo con esto tanto respuestas tipo

Tul como Tu2 (Schlitzer y Ginhoux, 2014).

1. 3. 4. 3 Células de Langerhans (LCs)

Las LCs presentan un origen diferente a las demas DCs, ya que provienen de precursores
hematopoyéticos embrionarios, principalmente de monocitos hepaticos fetales (Hoeffel et al.,
2012) y durante el desarrollo son totalmente dependientes de ID2 y del factor de transcripcién
tipo runt 3 (RUNX3). Una caracteristica particular de las LCs es la expresién de moléculas de
adhesion epitelial (Epcam) y langerina, un receptor de lectina tipo C localizado en organelos
especializados denominados granulos de Birbeck. Estas células migran constantemente a los
NLs de la piel, donde presentan antigenos dérmicos y epidérmicos a los linfocitos T CD4+,
induciendo tolerancia periférica. Se ha demostrado también que en infecciones cutaneas con
Candida albicans o Staphylococcus aureus, las LCs inducen una respuesta tipo Tul7 a través de

la secrecion de IL-23, IL-6 e IL-1( (Schlitzer y Ginhoux, 2014).

1. 3. 4.4 Células dendriticas inflamatorias (iDCs)

Las iDCs son un grupo de DCs que se presentan durante la inflamacién, ya sea causada por la
invasion de un patogeno o por enfermedades autoinmunes. Se originan a partir de monocitos y
expresan CD11b, CD11c, MHC-II, CD64, FceR1 y diferentes niveles de Ly6C (Plantinga et al,
2013). Las iDCs capturan antigenos en los tejidos en los que fueron reclutadas durante el
proceso inflamatorio y posteriormente migran a los NLs, en los que inducen
predominantemente una respuesta de tipo Tul a través de la produccion de grandes cantidades

de IL-12, aunque también son capaces de inducir respuestas de tipo Tul7 y producir IL-23.

Se ha descrito que en ratones existen dos grandes grupos de iDCs: las iDCs CD209+Zbtb46*
dependientes de FIt3L y las iDCs CD209-Zbtb46- dependientes de CSF-1R. Las iDCs

CD209+Zbtb46* son mejores en la presentaciéon cruzada de antigenos y se ha observado que
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durante la infeccién por Listeria monocytogenes producen TNF-a e iNOs en el bazo, por lo que

se les ha denominado TipDCs (DCs productoras de TNF-a e iNOs) (Haniffa et al.,, 2013).

1. 3. 5 Empleo de las células dendriticas en la inmunoterapia de

algunas enfermedades

Como ya se explicé anteriormente, las DCs poseen un papel fundamental en el inicio,
modulacién y polarizacion de la respuesta inmune adaptativa. Debido a tales caracteristicas son
de gran interés en el desarrollo de vacunas o inmunoterapias para la prevencion y tratamiento
de diversas enfermedades, especialmente para las cuales aiin no existe una vacuna eficaz tales
como el SIDA, el cancer, la malaria, la hepatitis C, la tuberculosis, las alergias, las enfermedades

autoinmunes e incluso la leishmaniasis, por mencionar algunas (Palucka y Banchereau, 2013).

1. 3. 5.1 Tipos de inmunoterapias con células dendriticas

Mientras las vacunas profilacticas tradicionales promueven la generaciéon de anticuerpos y
linfocitos B de memoria especificos que previenen el establecimiento de una infeccion a través
de la respuesta inmune humoral tipo Tu2, la inmunoterapia con DCs es empleada cuando ya se
ha establecido una infeccién con el fin de inducir principalmente una respuesta inmune celular
tipo Tul contra células tumorales o infectadas. La inmunoterapia con DCs también se denomina
como terapia de vacunacion celular o vacunaciéon con DCs y se clasifica de acuerdo con la
metodologia empleada en el disefio y aplicacién en dos grupos: inmunoterapia ex vivo e
inmunoterapia in vivo. La inmunoterapia ex vivo emplea DCs cultivadas a partir de progenitores
celulares sanguineos del paciente que posteriormente son estimuladas in vitro, en cambio la
inmunoterapia in vivo no requiere del cultivo de las DCs puesto que aprovecha las DCs del
paciente, a las cuales se les dirige in situ los antigenos acoplados a un anticuerpo especifico

para una poblacion determinada de DCs (Cohn y Delamarre, 2014; Wimmers et al.,, 2014).

1. 3. 5. 1. 1 Inmunoterapia ex vivo con células dendriticas

exoOgenas pulsadas in vitro

La inmunoterapia ex vivo emplea DCs exdgenas (fig. 5), las cuales requieren cultivarse in
vitro. Para esto, las DCs se diferencian a partir de células progenitoras multipotenciales de
médula 6sea o monocitos sanguineos que se extraen del paciente y que son cultivadas en

presencia del factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF). Mientras
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el cultivo de las DCs murinas sélo requiere como factor de diferenciaciéon al GM-CSF, las DCs

humanas requieren ademas la presencia de IL-4 o IL-13 (Alters et al., 1999).

Una vez cultivadas, las DCs deben estimularse con los antigenos contra los cuales se desea
dirigir la respuesta inmune o inducir proteccidn. Los antigenos empleados para la estimulaciéon
de las DCs se pueden obtener a partir de tumores u organismos patogénicos, entre otras
fuentes. Las DCs reconocen y fagocitan/endocitan dichos antigenos con los que son
estimuladas, posteriormente los procesan y acoplan a moléculas clasicas del MHC (clase I y II) o
no clasicas (familia CD1), con lo que las DCs estan listas para presentar los antigenos a los
linfocitos T e iniciar una respuesta inmune especifica en contra de los antigenos presentados
por las DCs (De Freitas e Silva et al.,, 2014). Los antigenos empleados para estimular las DCs
pueden tener diferentes grados de inmunogenicidad y ser reconocidos por diferentes tipos de
receptores. Mientras algunos de los antigenos son reconocidos por receptores que poseen
motivos de activacién (ITAM) los cuales desencadenan vias de senalizacién que promueven la
activacion y maduracion de las DCs, otros por el contrario son reconocidos por receptores que
poseen dominios de inhibicion (ITIM) los cuales inhiben la activacién y maduracién de las DCs.
Como se mencioné anteriormente, las DCs se encuentran en un estadio inmaduro a menos que
una sefial externa promueva su maduracién, con lo que aumenta su expresion de moléculas

coestimuladoras y produccién de citocinas.

Por este motivo, en la inmunoterapia con DCs se emplean adyuvantes para promover la
maduracion de las DCs estimuladas. La lista de adyuvantes es grande, se han empleado desde
citocinas proinflamatorias tales como TNF-a e IL-12 hasta compuestos microbianos
conservados (PAMPs) tales como el LPS, péptidos inmunogénicos, dinucle6tidos CpG, entre
otros. La maduracién de las DCs es necesaria para que se monte una respuesta inmune
protectora, ya que a diferencia de las DCs maduras, las DCs inmaduras provocan la generacién
de tolerancia a través de la produccion de linfocitos T reguladores, anergia y/o deleciéon de
linfocitos T. Por este motivo, las inmunoterapias con DCs también se han empleado en el

tratamiento de enfermedades autoinmunes (Dalod et al., 2014).
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Figura 6. Inmunoterapia ex vivo con células dendriticas exdgenas estimuladas in vitro
(Summortetal., 2011).

Las DCs estimuladas con los antigenos son inoculadas al paciente y posteriormente migran
hacia los ganglios linfaticos, en los cuales llevan a cabo la presentaciéon antigénica a los
linfocitos T CD4+* y CD8* efectores y de memoria, iniciando una respuesta inmune protectora o
tolerogénica, dependiendo de las necesidades de la inmunoterapia. Se pueden emplear DCs
maduras para inducir una respuesta inmunoprotectora ante cancer y enfermedades infecciosas

o DCs inmaduras para inducir una respuesta tolerogénica ante enfermedades autoinmunes.

1. 3. 6. 1. 2 Inmunoterapia in vivo con células dendriticas

endogenas pulsadas in situ

A diferencia de la inmunoterapia a base de DCs exdgenas que requiere el cultivo in vitro de
DCs diferenciadas a partir de células precursoras del paciente, la inmunoterapia in vivo emplea
las propias DCs del paciente (DCs endogenas), a las cuales se les dirigen in situ los antigenos y
adyuvantes de interés. Para esto, los antigenos se acoplan a un anticuerpo especifico, el cual se
selecciona con base en la ubicacion y poblacion de DCs a la que se requiere dirigir los antigenos.
Mientras los antigenos dan especificidad a la inmunoterapia contra la enfermedad que se
requiere tratar, el anticuerpo permite que s6lo una poblacion especifica de DCs que posee

afinidad por dicho anticuerpo sea la que reconozca al complejo antigeno-anticuerpo. De esta
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forma, al ser reconocido el antigeno por una poblacién determinada de DCs, el antigeno
acoplado es internalizado junto con el anticuerpo por las DCs. Generalmente al complejo
antigeno-anticuerpo también se le afiade un adyuvante, que al igual que en la inmunoterapia ex
vivo, promueve que las DCs maduren y no se produzca tolerancia (De Freitas e Silva et al,
2014). Las DCs internalizan y procesan al complejo antigeno-anticuerpo-adyuvante (Ag-Ad-Ac)
y posteriormente acoplan los antigenos por la via clasica (MHC-1 y -II) o no clasica (familia CD1)
a las moléculas de presentacion antigénica, mientras que el adyuvante promueve la
maduracion de las DCs, preparandolas para la presentacion de los antigenos a los linfocitos T.
El reconocimiento e internalizacién de los complejos Ag-Ad-Ac por las DCs puede llevarse a
cabo mediante la seleccion especifica de diversos marcadores de superficie, tales como las
lectinas DCIR, DC-SIGN, Dectin, Clec-94A, Langerina, DEC205, DC-ASGPR y Dectin-1, entre otros,
produciéndose una respuesta inmune humoral y/o celular mediada por los linfocitos T CD4+

y/o CD8* (Cohn L, Delamarre L. 2014).

1. 3. 6. 2 Eficacia de la inmunoterapia con células dendriticas

Diversos estudios han demostrado que la inmunoterapia con DCs es eficaz en conferir
inmunidad a través de la expansién de linfocitos T CD4*+ y CD8* especificos, tanto efectores
como de memoria. Incluso, las DCs son capaces también de promover la producciéon de
anticuerpos a través de la presentacion de antigenos a los linfocitos B y la polarizacion de la
respuesta inmune a una de tipo TuZ. Aunque la inmunoterapia con DCs es un campo
relativamente reciente, se han obtenido algunos resultados exitosos, especialmente en el
campo de la oncologia. Por ejemplo, actualmente existe una inmunoterapia con DCs empleada
para mejorar la calidad y duraciéon de vida de pacientes masculinos con cancer de prdéstata.
Dicho tratamiento fue aprobado por la FDA en el afio 2010 bajo el nombre comercial
Provenge® (Sipuleucel-T) (Gardner et al., 2012). Este logro y otros estudios apoyan el empleo
de la inmunoterapia con DCs en el desarrollo de inmunoterapias profilacticas y terapéuticas. En
la actualidad se estan realizando alrededor de 191 pruebas clinicas que emplean a la
inmunoterapia con DCs en el tratamiento de diversas enfermedades tales como diferentes tipos
de cancer (en prostata, ovario, mama, piel, pulmon, cerebro, pancreas, entre otros), artritis
reumatoide, asma, diabetes y en la infeccion por el VIH (Clinical Trials, 2015).

Con el fin de aumentar la eficacia de las inmunoterapias que emplean DCs se emplean
adyuvantes, entre los cuales se encuentran los péptidos inmunogénicos tal como el péptido

GK1, el cual se describe a continuacion.
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1. 3. 5. 3 Empleo del péptido GK1 en la inmunoterapia con células

dendriticas

El péptido GK1 es una molécula pequefia formada por 18 residuos de aminoacidos
(GYYYPSDPNTFYAPPYSA) y es uno de los componentes de la vacuna S3PVac contra la
cisticercosis porcina (Diaz et al., 2003). La secuencia de GK1 fue obtenida a partir del antigeno
recombinante KETc7 de Taenia crassiceps. El antigeno recombinante KETc7 es una secuencia
de 100 residuos de aminodacidos, rica en prolina, la cual demostré ser efectiva como vacuna en
contra de la cisticercosis experimental en ratones (Segura et al.,, 2006; Segura et al., 2009). A
partir de KETc7, se encontraron y mandaron a sintetizar tres secuencias lineales con alto
potencial de ser epitopes antigénicos: GK1, GK2 y GK3, de los cuales sélo GK1 demostré ser
eficaz en inducir proteccién contra los cisticercos de T. crassiceps. Posteriormente se demostro
que GK1 posee propiedades inmunoestimuladoras, ya que promueve la proliferaciéon de
linfocitos T CD4* in vitro e in vivo a través del incremento en la expresiéon de moléculas del
MHC-II, moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, y en la secrecion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias tales como TNF-a, IFN-y y MCP-1 (Segura et al., 2009). Posteriormente, GK1
se empled como adyuvante en la optimizacién de la vacuna Fluzone contra la influenza (Segura
et al,, 2006), asi como en el tratamiento del melanoma en ratones mediante la vacunacién
peritumoral con GK1 (Pérez et al., 2013) y en la inmunoterapia de ratones con melanoma
empleando DCs cargadas con el antigeno tumoral MAGE-AX con GK1 y TNF-a (Pifi6n et al,,
2014). En el estudio de la vacuna Fluzone contra la influenza, se observo que la administracion
subcutanea de GK1 con la vacuna incremento6 los niveles de anticuerpos contra el virus de la
influenza en los ratones antes y después de la infeccidn, reduciendo los niveles locales de
inflamacion que acompafiaban a la propia vacunacion y favoreciendo la eliminacién del virus.
Ademas, debido a que GK1 es una molécula pequefia y es rapidamente eliminado del cuerpo,
éste mejoro el desempeiio de la vacuna Fluzone sin ocasionar efectos adversos (Segura et al,,
2006). En otro estudio, se observé que la administracién peritumoral de GK1 en ratones con
melanoma redujo el tamafio de los tumores y aument6 la sobrevivencia de los animales (Pérez
et al., 2013). En un estudio para el tratamiento del melanoma en ratones se probd una
inmunoterapia con BMDCs cargadas con un antigeno tumoral especifico (MAGE-AX) en
combinacién con el péptido GK1 y TNF-q, logrando aumentar la sobrevivencia y reduccién del

tamafio del tumor (Pifién et al., 2014).
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2. JUSTIFICACION

La leishmaniasis afecta a 12 millones de personas en el mundo con 1.3 millones de casos
nuevos y entre 20,000 a 30,000 defunciones anuales. Existen 98 paises con aproximadamente
350 millones de personas expuestas al riesgo de infeccion (WHO, 2015). Esta enfermedad no
s6lo puede llegar a ser mortal en grupos vulnerables, sino que también suele ser recurrente en
pacientes que han sufrido un primer episodio de LMC o LV. Los desfiguramientos faciales,
cicatrices y estigma social siguen afectando la calidad de vida de los pacientes, incluso después
de haberse curado de leishmaniasis. Existen algunos farmacos que son eficaces en combatir y
resolver la leishmaniasis, sin embargo ain no existe una vacuna que sea capaz de prevenir el
desarrollo de la enfermedad. Ademas, el empleo de los medicamentos actuales para controlar la
leishmaniasis resulta téxico, caro o duradero para el paciente. Por otro lado, cada vez se
reportan mas cepas de Leishmania resistentes a dichos medicamentos, por lo que en la
actualidad se requieren terapias alternativas para prevenir y resolver la leishmaniasis. Existen
diferentes candidatos de vacunas e inmunoterapias con diferentes niveles de eficacia en la
prevencién y control de esta enfermedad (Kumar y Engwerda, 2014), de las cuales una
estrategia novedosa que se ha empleado en el modelo murino es la inmunoterapia con DCs
(Wimmers et al.,, 2014). La inmunoterapia con DCs ha demostrado ser eficiente en estudios
realizados tanto en enfermedades infecciosas como no infecciosas, incluyendo la leishmaniasis.
Algunas estrategias han optado por terapias combinadas entre farmacos e inmunoterapias con
DCs (Joshi et al, 2013) logrando la eliminacion del parasito. La especificidad de la
inmunoterapia con DCs depende de los antigenos con los cuales las DCs son estimuladas o
cargadas, ya que estos antigenos son los que presentaran a los linfocitos T. La fuente de los
antigenos empleados para la estimulacién de las DCs puede ser diversa, variando desde un
lisado tumoral o de un organismo patogénico hasta vectores virales o péptidos sintéticos, entre
otros. Diferentes estudios han demostrado que las DCs cargadas con lisados y antigenos de
Leishmania transferidas a ratones confieren proteccién inmunolégica contra la infeccién (Von
Stebut et al,. 2000; Berberich et al, 2003; Ramirez et al, 2004; Remer K. et al, 2007; Agallou et
al, 2011; Masic et al., 2012; Agallou et al., 2012; Schwarz et al., 2013; Majumder et al., 2014).
Estos estudios han empleado BMDCs, LCs y pDCs cargadas con parasitos lisados o con
antigenos especificos de especies tales como L. major, L. infantum y L. donovani, asi como
diferentes adyuvantes tales como dinucleétidos CpG, TNF-a, entre otros. Sin embargo, ningin
estudio habia evaluado el efecto de la inmunoterapia con BMDCs en la infeccién en ratones por

L. mexicana.
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Las DCs requieren ademads, de un fenotipo maduro para que se lleve a cabo una 6ptima
presentacion antigénica y activacién de los linfocitos T antigeno-especificos efectores y de
memoria, lo cual se logra con moléculas activadoras o adyuvantes que inducen la maduracion
de las DCs. Una molécula que ha sido empleada como adyuvante es el péptido GK1, el cual es
uno de los componentes de la vacuna S3PVac contra la cisticercosis porcina (Diaz et al., 2003).
GK1 ha sido empleado como adyuvante en la optimizacién de la vacuna Fluzone contra la
influenza (Segura et al., 2006), asi como en el tratamiento del melanoma en ratones mediante la
vacunacion peritumoral de GK1 (Pérez et al, 2013) y en la inmunoterapia de ratones con
melanoma empleando DCs cargadas con el antigeno tumoral MAGE-AX con GK1 y TNF-a (Pifién

etal, 2014).

Dado los antecedentes mencionados, este proyecto de tesis considerd de interés evaluar el
efecto de la inmunoterapia con DCs estimuladas con el péptido GK1 y un lisado de
promastigotes de L. mexicana en la infeccién de ratones por este parasito. El andlisis del efecto
de esta inmunoterapia es de importancia, ya que podria sentar las bases de un tratamiento
potencial que prevenga o resuelva la leishmaniasis. Asimismo, las técnicas empleados en este
proyecto podrian aplicarse para el posible tratamiento de otras enfermedades. Por otro lado,
evaluar el efecto de GK1 como adyuvante en la inmunoterapia con DCs en la leishmaniasis es de
interés, ya que este péptido podria emplearse posteriormente como adyuvante en el disefio de

otras inmunoterapias o vacunas.

3. HIPOTESIS

La administracion de células dendriticas cargadas con el péptido GK1 y un lisado de

promastigotes de Leishmania mexicana disminuye la infeccion por este parasito en ratones

BALB/c.

4. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de BMDCs estimuladas con GK1 y un lisado de promastigotes de L.

mexicana en la infeccién de ratones BALB/c por este parasito.
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3.2 Objetivos Especificos

¢ Diferenciar DCs a partir de precursores presentes en la médula 6sea de ratdn.

e (Caracterizar las BMDCs por citometria de flujo.

® Analizar el efecto del péptido GK1 y el lisado de promastigotes de L. mexicana en la
produccién de citocinas por las BMDCs.

® Analizar el efecto de la transferencia adoptiva de BMDCs estimuladas con GK1 y un
lisado de promastigotes de L. mexicana en la infeccion de ratones BALB/c con L.
mexicana y evaluar el desarrollo de la infeccion a través del registro del incremento en el
grosor del cojinete plantar infectado.

® (Cuantificar la carga parasitaria presente en las lesiones de los ratones infectados
mediante el conteo de los amastigotes en cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina-
eosina.

¢ Evaluar mediante inmunohistoquimica la produccién de IL-12 en los ganglios popliteos

de los ratones infectados.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales

Para todos los experimentos se emplearon ratones singénicos de la cepa BALB/c hembra de
7 a 10 semanas de edad, los cuales fueron criados y mantenidos bajo condiciones libres de
organismos patogénicos especificos en las instalaciones y a cargo del personal del Bioterio de la

Unidad de Investigacion en Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM.

5. 2 Parasitos

Se emplearon promastigotes de L. mexicana de la cepa LAC (MHOM/MX/2011/LAC) en fase
estacionaria de cultivo, con lo que se obtiene el mayor nimero de promastigotes metaciclicos
equivalentes a la infeccion natural. Los parasitos fueron cultivados y proporcionados
amablemente por el Biol. Arturo Wilkins Rodriguez (Lab. de Inmunoparasitologia, Unidad de

Investigacion en Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM).
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5.3 Péptido GK1

El péptido GK1 fue proporcionado amablemente por la Dra. Edda Lydia Sciutto Conde y el Dr.
René Segura Veldzquez del Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM, asi como por la Dra. Gabriela Pifiéon Zarate del Departamento de Biologia

Celular y Tisular de la Facultad de Medicina, UNAM.

5. 4 Sobrenadante enriquecido con GM-CSF murino producido por

la linea celular X-63

El sobrenadante utilizado en los cultivos de las BMDCs fue proporcionado amablemente por
el Biol. Arturo A. Wilkins Rodriguez (Lab. de Inmunoparasitologia, Unidad de Investigacion en
Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM). Este sobrenadante fue producido por la
linea celular X-63, la cual consiste en el mieloma Ag8653 transfectado con cDNA del gen que
codifica para el GM-CSF murino (Zal et al. 1994), donada por la Dra. Brigitta Stockinger
(Medical Research Council, Mill Hill, London, UK). El sobrenadante empleado al 10% en el
medio de cultivo para la diferenciaciéon de las BMDCs es equivalente a utilizar 200 U/ml de GM-

CSF murino recombinante de acuerdo al protocolo descrito Lutz et al. (1999).

5. 5 Cultivo de células dendriticas derivadas de precursores

presentes en la médula 6sea de ratéon (BMDCs)

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical y se cortaron las extremidades
posteriores, de las cuales se retird la piel y el musculo con ayuda de pinzas, tijeras y gasas,
dejando al descubierto el fémur y la tibia. Estos huesos se colocaron en una caja de Petri de 60
mm con una solucién desinfectante compuesta por buffer salino de fosfatos Dulbecco o DPBS
1X (férmula de la solucion concentrada a 10X: 2 g/L de cloruro de potasio, 2 g/L de fosfato de
potasio monobasico anhidro, 80 g/L de cloruro de sodio, 11.5 g/ml de fosfato de potasio
dibasico anhidro. Caisson Laboratories Inc, North Logan, UT, USA) suplementado con 200 U/ml
de Penicilina G y 200 pg de Estreptomicina (Sigma Aldrich, San Louis, MO, USA) durante 10
minutos y posteriormente se transfirieron a otra caja de Petri con solucion desinfectante fresca,
la cual se llevd a una campana de flujo laminar. Dentro de la campana de flujo laminar, se
cortaron las epifisis de cada fémur y tibia y se expulsé la médula 4sea en un tubo cénico de 50

ml mediante inyecciones sucesivas con DPBS. El tubo con la médula 6sea se centrifugdé a 300 x g
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durante 10 minutos y se lavé con DPBS. El botdn celular obtenido finalmente se resuspendié en
5 ml de medio RPMI (Gibco Life Technologies Corporation, Grand Island, NY, USA) y se
determiné la cantidad de leucocitos con una cdmara de Neubauer. Las células precursoras
obtenidas de la médula fueron cultivados en cajas de 100 mm no tratadas para cultivo en
suspension de acuerdo al protocolo descrito por Lutz et al. (1999), en una concentracion de
2x106 células/caja (5%x10> células/ml) en 10 ml de medio RPMI suplementado (R-10) con 10%
de suero fetal bovino (SFB) descomplementado por calor (Gibco Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 2ZmM de L-glutamina,
50 pM de 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich) y 10% de GM-CSF producido por la linea celular X-
63. Las cajas de cultivo fueron mantenidas en incubacion a 37 °C y 5% de CO2. Las BMDCs

fueron alimentadas con medio R-10 fresco y 10% de GM-CSF en los dias 3 y 6 de cultivo.

Las BMDCs se cosecharon en el dia 7 y para los experimentos in vitro se sembraron en placas
de 24 pozos a una concentraciéon de 1x106 células/pozo en 1 ml de medio R-10 para su
posterior estimulaciéon. En cambio, para el experimento in vivo, las BMDCs se sembraron en
placas de 6 pozos de baja adherencia a una concentracién de 5x106 células/pozo en 5 ml de

medio R-10 para su estimulaciéon posterior.

5. 6 Caracterizacion de las BMDCs mediante citometria de flujo

Las BMDCs se cosecharon, se lavaron con DPBS y se resuspendieron a una concentracién de
1x106 células en 500 pl de un buffer de tincidn compuesto por DPBS, 2% de suero de caballo y
5 mM de EDTA. Las células se incubaron durante 15 minutos a 4 °C para bloquear los
receptores Fc y evitar el pegado inespecifico de los anticuerpos. Después de un lavado con la
misma solucidn, las células se marcaron durante 30 minutos a 4 °C con el anticuerpo de interés
a una dilucién 1:200 en buffer de tincion. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-CD11c de
raton conjugado con PE hecho en hamster, anti-CD11b de ratén conjugado con FITC, anti-I-A/I-
E de ratén conjugado con FITC y anti-CD86 de raton conjugado con FITC, hechos en rata
(BioLegend, San Diego, CA, USA). Finalizado el tiempo de incubacién con el anticuerpo, las
células se lavaron 3 veces con DPBS y se resuspendieron en 500 pl de buffer para ser analizadas
inmediatamente en el citbmetro. Las muestras se analizaron en un citometro FACSCAN (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) utilizando el programa CellQuest y los datos se analizaron con el

programa WinMDI 2.9 (Copyright© Joseph Trotter, 1993-2000).
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5. 7 Preparacion del lisado de promastigotes de Leishmania

mexicana

El lisado de los promastigotes de L. mexicana que se empled para la estimulacion de las
BMDCs se prepar6 mediante ciclos rapidos de congelacion-descongelacion y sonicaciéon. Para
esto, los promastigotes en cultivo axénico se cosecharon en el dia 7, cuando alcanzaron la fase
estacionaria de crecimiento. Posteriormente, se centrifugaron y lavaron con DPBS, después se
contaron y resuspendieron en tubos de criopreservacién con DPBS a una concentracién de
2x106 promastigotes/ml. La suspension de parasitos se someti6é a 6 ciclos de congelaciéon y
descongelacion, sumergiendo los tubos en N2 liquido durante un minuto y luego en bafio Maria
a 37 °C durante 5 min por cada ciclo. Posteriormente, la suspensién se someti6é a 5 ciclos de
sonicacién en agua, cada uno con una duracién de 3 minutos. A continuacion, el lisado de los
parasitos se observé al microscopio para comprobar que no quedaran parasitos sin lisar y
finalmente se almacend a -70 °C para su uso posterior. En todos los experimentos el lisado se

empleod en una proporcion de 10 promastigotes de L. mexicana por cada BMDC.

5.8 Estimulacion de las BMDCs

5. 8.1 Experimentos in vitro

Las BMDCs se cosecharon al séptimo dia de cultivo y sembraron en placas de 24 pozos a una
densidad de 1x10® BMDCs/ml de medio R-10. Las BMDCS se trataron por duplicado con los
estimulos siguientes: (1) Basal, sin ningun estimulo; (2) GK1, 10 pg/ml de GK1; (3) TNF-«, 500
U/ml de TNF-a; (4) lisado, 50 pl/ml de lisado; (5) GK1+TNF-a, 10 pg/ml del péptido GK1 y 500
U/ml de TNF-a; (6) GK1+lisado, 10 pg/ml del péptido GK1 y 50 pl/ml de lisado, (7) TNF-
a+lisado, 500 U/ml de TNF-a y 50 pl/ml de lisado; (8) GK1+TNF-a+lisado, 10 pg/ml de GK1,
500 U/ml de TNF-a y 50 pl/ml de lisado.

Las BMDCs se incubaron con los estimulos durante 24 horas a 37 °C y 5% de COa.
Posteriormente, el sobrenadante de cultivo de cada pozo se colect6 y se centrifugd a 300 x g
durante 10 min para eliminar los restos celulares. Los sobrenadantes de los diferentes tubos se
transfirieron a tubos nuevos, etiquetados y almacenados a -70°C para la posterior

determinacion de la concentracion de citocinas producidas por las DCs, mediante ELISA.
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5. 8.2 Experimento in vivo

Las BMDCs se cosecharon al séptimo dia de cultivo y sembraron en placas de 6 pozos de baja
adherencia a una densidad de 5x10¢ BMDCs en 5 ml de medio R-10. Las BMDCS se trataron por
duplicado con los estimulos siguientes: (1) Basal, sin ningin estimulo; (2) GK1, 10 pg/ml de
GK1; (3) TNF-a, 500 U/ml de TNF-o; (4) lisado, 50 pl/ml de lisado; (5) GK1+TNF-a, 10 pg/ml
del péptido GK1 y 500 U/ml de TNF-a; (6) GK1+lisado, 10 pg/ml del péptido GK1 y 50 pl/ml de
lisado, (7) TNF-a+lisado, 500 U/ml de TNF-a y 50 pl/ml de lisado; (8) GK1+TNF-a+lisado, 10
png/ml de GK1, 500 U/ml de TNF-a y 50 pl/ml de lisado.

Las BMDCs se incubaron con los estimulos durante 24 horas a 37 °C y 5% de COa.
Posteriormente, las BMDCs se colectaron en tubos conicos de 15 ml para su uso posterior en la
transferencia adoptiva a los ratones. Los sobrenadantes obtenidos de la centrifugacién se
transfirieron a tubos nuevos, se etiquetaron y se almacenaron a -70 °C para la posterior

determinacion de la concentracion de citocinas producidas por las DCs, mediante ELISA.

5. 9 Transferencia adoptiva de las BMDCs estimuladas a los

ratones BALB/c

Después de que las BMDCs estimuladas se colectaron en los tubos cdnicos de 15 ml, se
procedio a lavarlas 3 veces para eliminar los restos de medio de cultivo y estimulos con los que
fueron tratadas. Para esto, se resuspendieron en DPBS y se centrifugaron a 300 x g durante 10
min, repitiendo este proceso para cada lavado. Posteriormente, las BMDCs se resuspendieron
en DPBS y se contaron en una camara de Neubauer. A continuacidn, el volumen de los tubos se
ajusto para tener una densidad celular de 2.5x103 BMDCs/ul de PBS. Posteriormente se realiz6
la transferencia adoptiva de las BMDCs. Para esto, se formaron los siguientes 9 grupos de
ratones cada uno con 3 individuos y cuya denominacidon corresponde al tratamiento que
recibieron las BMDCs transferidas: (1) Control, no recibié la transferencia de las BMDCs. Los
grupos 2 al 9 si recibieron la transferencia de las BMDCs tratadas de la manera siguiente: (2)
BMDC s sin ningun estimulo; (3) GK1; (4) TNF-o; (5) lisado; (6) GK1+TNF-a; (7) GK1+lisado; (8)
TNF-a+lisado; (9) GK1+TNF-a+lisado. Para llevar a cabo la transferencia adoptiva de las
BMDCs a los ratones, éstos se inyectaron en la vena caudal derecha con la cantidad de 5x105
BMDCs en 200 ul de DPBS. Finamente, los ratones fueron etiquetados de acuerdo al nimero de

condicion mediante rayas en la cola con marcador indeleble para su identificacion.
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5.10 Infeccion de los ratones tratados con las BMDCs estimuladas

con promastigotes de Leishmania mexicana

Una semana después de haber efectuado la transferencia adoptiva de las BMDCs tratadas, los
9 grupos de ratones fueron inoculados via intradérmica/subcutanea en el cojinete plantar

derecho con 2x105 promastigotes de L. mexicana cepa LAC en un volumen de 30 pl de DPBS.

5. 11 Seguimiento del tamaiio de las lesiones de los ratones
tratados con las BMDCs estimuladas e infectados con Leishmania

mexicana

Una semana después de haber infectado los ratones con los parasitos, se tomaron las
medidas de la pata derecha (infectada) y la izquierda (sana) de los ratones de cada condicidn.
Para efectuar dichas mediciones se emple6 un medidor digital de grosor o caliper (iGaging®,
modelo DTG-001, San Clemente, CA, USA) con el cual se tomd la medida desde la parte plantar
hasta la parte dorsal de la pata. Las mediciones se efectuaron durante 10 semanas y la
determinacion del grosor de los cojinetes plantares corresponde a las diferencias entre la pata

sanay la infectada de cada ratén.

5. 12 Cuantificacion de citocinas en los sobrenadantes de las

BMDCs estimuladas

Los sobrenadantes obtenidos de la estimulacion de las BMDCs se utilizaron para la
cuantificacion de las citocinas TNF-q, [FN-y, IL-12p40 e IL-12p70 producidas por las DCs. Para
esto, se emplearon placas de 96 pozos de alta adherencia a las que se les afladié un anticuerpo
de captura especifico para cada citocina en las diluciones correspondientes (1 pg/ml TNF-a, 2
pug/ml IFN-y, 1 ug/ml IL12p40, 4 pg/ml IL12p70; BD PharMingen Biosciences, San Jose, CA,
USA), el cual fue incubado durante 12 horas a 4 °C. Posteriormente, la placa se lavé para
eliminar el anticuerpo no unido y se bloque6 con una solucién de DPBS con BSA al 1% durante
30 min. Finalizado el tiempo de incubacién, la placa se lavé y se afnadieron las muestras
problema y las curvas patrén para cada citocina (citocinas recombinantes de BD PharMingen
Biosciences) y se incubaron durante 2 horas. A continuacion se lavé la placa y se afiadieron los

anticuerpos de deteccidn especificos para cada citocina acoplados a biotina en las diluciones
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correspondientes (1 ug/ml TNF-a, 0.5 pg/ml IFN-y, 0.25 ug/ml 1L12p40, 1 pg/ml IL12p70 y
pug/ml IL10; BD PharMingen Biosciences) y se incub6 durante 30 min. Pasado el tiempo de
incubacion, se lavo la placa y se afiadi6é a cada pozo una solucién de estreptavidina acoplada a
fosfatasa alcalina a una dilucién 1:2000 (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY, USA) y
la placa se incub6 durante 30 min. Posteriormente, a cada pozo de la placa se afiladié una
solucion de p-nitrofenil fosfato (Sigma Aldrich) a una concentracion de 0.005 mg/ml.
Finalmente, la presencia de las citocinas se revel6 en un lector de ELISA para microplacas
(312e Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) a una longitud de onda de 405 nm con ayuda
del programa KC4 que determino las concentraciones de las citocinas de las muestras en pg/ml
con base en los valores de absorbancia obtenidos de la curva patrén realizada con las citocinas

recombinantes.

5. 13 Procesamiento histologico de los cojinetes plantares y

ganglios popliteos de los ratones infectados

Después de dar seguimiento al tamafio de las lesiones de los 9 grupos de ratones infectados
durante 10 semanas, éstos se sacrificaron y se extirparon las extremidades inferiores, de las
cuales se extrajeron los ganglios popliteos. Tanto las extremidades inferiores como los ganglios
obtenidos se fijaron en formol al 10%. Posteriormente, el hueso se separ6 del cojinete plantar y
se desech6, mientras que los cojinetes plantares se colocaron en casetes de inclusion
debidamente etiquetados. De forma similar, los ganglios popliteos fijados se cortaron
transversamente y se colocaron en casetes de inclusion. Los ganglios popliteos y cojinetes
plantares segmentados se lavaron 3 veces con agua corriente durante 10 min para eliminar el
formol y posteriormente se deshidrataron mediante inmersiones seriadas en diferentes
concentraciones crecientes de alcohol (70%, 80%, 95%, 95%, 100%, 100%) y finalmente se
clarificaron con dos inmersiones de xilol para finalmente ser incluidos en parafina de grado

histolégico.

42



5. 14 Tincion con hematoxilina-eosina de los cortes histoldogicos de

los cojinetes plantares de los ratones infectados

Se hicieron cortes histologicos de 2 um de grosor de los cojinetes plantares infectados de los
9 grupos de ratones. Los cortes se desparafinaron mediante la inmersion en xilol absoluto, a
continuacién se rehidrataron sumergiéndolos en diferentes concentraciones decrecientes de
etanol (100%, 100%, 95%, 70%, 50%) y finalmente se colocaron en vasos Koplin con agua
destilada. Posteriormente, los tejidos se tifieron con hematoxilina de Gill durante 5 min y se
lavé el exceso de colorante. El primer lavado se hizo con agua destilada, después con alcohol
acido (metanol al 98% y acido clorhidrico al 2%) y finalmente con agua destilada. A
continuacidn, se anadieron unas gotas de solucién amortiguada de Scott (sulfato de magnesio al
2 % y bicarbonato de sodio al 0.2 %) a las laminillas para virar el color de la hematoxilina y de
inmediato se lavaron con agua destilada. Posteriormente, los tejidos se tifieron con una
soluciéon acuosa de eosina durante 5 min y se deshidrataron mediante la inmersiéon en
diferentes concentraciones crecientes de etanol (70%, 80%, 90%, 100%) y después se
aclararon sumergiéndolas en xilol. Finalmente, se hizo el montaje de las preparaciones, para lo
cual se afiadi6 resina sintética a las laminillas y se cubrieron con cubreojetos. Las

preparaciones se dejaron secar toda la noche para su analisis posterior.

5. 15 Cuantificacion de la carga parasitaria en las lesiones de los
ratones mediante el conteo de amastigotes en los cortes

histologicos teiiidos con hematoxilina-eosina

Los cortes histolégicos de los cojinetes plantares murinos tefiidos con hematoxilina-eosina
se observaron en un microscopio de luz Imager M.1 (Carl Zeiss, Jena, Germany) y se tomaron
aleatoriamente 7 fotografias a un aumento de 400X por cada laminilla, correspondiendo a un
area final de 1 mm? del tejido, para lo cual se emple6 una camara a color AxioCamMRc5 (Carl
Zeiss). Posteriormente, se procedié a contar el nimero total de amastigotes de L. mexicana
presentes en las fotografias de cada corte con el programa Image] 1.48v (Wayne Rasband,

National Institutes of Health, USA).
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5. 16 Determinacion de IL-12 en cortes histologicos de ganglios

popliteos de los ratones infectados mediante inmunohistoquimica

Los cortes de los ganglios popliteos se colocaron en portaobjetos cargados positivamente
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), se desparafinaron sumergiéndolos en xilol y
después se rehidrataron sumergiéndolos en diferentes concentraciones decrecientes de etanol
(100%, 100%, 95%, 70%, 50%). A continuacién, los tejidos se sometieron a un proceso de
reactivacion antigénica, para lo cual se calentaron en el horno de microondas por debajo del
punto de ebullicién durante 15 minutos en un buffer de citratos (10 mM de citrato de sodio,
0.05% Tween 20, pH 6). Las laminillas se lavaron con agua corriente y a continuacién con el
buffer de lavado Tris buffer salino con Tween 20 (TBST), compuesto de 50 mM de Tris-HCI, 150
mM de NaCl y Tween 20 al 1 %. Posteriormente, se afiadi6 a las laminillas una solucién de
peroxido de hidrogeno al 3%, la cual se dejé actuar durante 10 min, para bloquear los sitios
cataliticos de la peroxidasa endogena de los tejidos. Los cortes se lavaron con TBST y se afiadi6
un buffer de bloqueo compuesto por 1% de BSA y 5% de suero de caballo, durante 30 minutos
en una camara himeda para bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo primario al
tejido. Pasado el tiempo de bloqueo, se decant6 el buffer de bloqueo de las laminillas y se
afiadi6 el anticuerpo primario anti-IL12p40/p70 de ratén hecho en rata (PharMingen
Biosciences) en una dilucién 1:100 en tris buffer salino (TBS) (50 mM de Tris-HCI, 150 mM de
NaCl) y BSA al 1%. A las laminillas que se emplearon como control del anticuerpo secundario
no se les anadio el anticuerpo primario sino unicamente TBS y BSA al 1%. Las laminillas se
incubaron durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las laminillas se lavaron con TBST para
eliminar el anticuerpo primario no unido y se afiadi6 el anticuerpo secundario anti-rata hecho
en cabra y acoplado a peroxidasa (PharMingen Biosciences), en una diluciéon 1:100 en TBS y
BSA al 1%, el cual se dejo actuar en los tejidos durante una hora a temperatura ambiente
dentro de una camara humeda. Pasado el tiempo de incubacién, se afiadi6 el sustrato 3,3’-
Diaminobencidina (Sigma Aldrich) a las laminillas, las cuales se revisaron constantemente al
microscopio 6ptico para detectar la presencia de IL12p40/p70. Después, la reaccién se detuvo
lavando las laminillas con agua destilada. Los tejidos se contratifieron con hematoxilina de Gills
durante 2 minutos, a continuacién se viré el color de la hematoxilina afiadiendo unas gotas de
soluciéon amortiguada de Scott (2% sulfato de magnesio y 0.2% bicarbonato de sodio) y de
inmediato se lavaron con TBST. A continuacién los tejidos se deshidrataron, para lo cual las
laminillas se sumergieron en diferentes concentraciones crecientes de etanol (50%, 70%, 95%,

100%, 100%) y después se aclararon con xilol. Finalmente, se hizo el montaje de las
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preparaciones, para lo cual se anadié resina sintética a las laminillas y se cubrieron con
cubreobjetos. Las preparaciones se dejaron secar toda la noche y se guardaron para su analisis

posterior.

5. 17 Analisis estadistico de los resultados

Los datos se expresaron como la media de los valores obtenidos + la desviacién estandar
(SD). El analisis estadistico de los datos se realizé mediante la prueba t de Student con el
programa JMP 8.0.2 (Copyright © 20009, SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). Un valor de de

P<0.05 se considerd como significativo.

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion de las BMDCs mediante citometria de flujo

Las BMDCs se cosecharon en el dia 7 de cultivo y se tifieron con anti-CD11c conjugado con
PE, anti-CD11b conjugado con FITC, anti-I-A/I-E conjugado con FITC y anti-CD86 conjugado
con FITC. Posteriormente, las BMDCs tenidas con los marcadores fueron leidas en un citometro

FACSCAN y los datos se analizaron con el programa WinMDI 2.9.

El 68.6% de las células fueron positivas para el marcador CD11c (cadena alfa del receptor
para complemento tipo 4 o CR4) (fig. 7A), una molécula altamente expresada en las DCs de
origen mieloide, por lo que se emplea como un marcador importante para identificarlas. El
78.9% de las células expresaron CD11b (cadena alfa del receptor para complemento tipo 3, CR3

o MAC-1) (fig. 7B), el cual se expresa preferencialmente en las células del linaje mieloide.

Para analizar el grado de madurez de las BMDCs se evalud la expresion del MHC-II (fig. 7C),
el cual se expresa en niveles bajos en la superficie de las BMDCs inmaduras y aumenta en el
estadio maduro. Se observa que las BMDCs presentaron niveles bajos a intermedios de MHC-I],
que corresponden principalmente a BMDCs inmaduras y en menor proporcion a BMDCs
maduras. Ademas, se midio la expresion de CD86, una molécula coestimuladora cuya expresion
aumenta conforme las BMDCs maduran. Las células presentaron niveles bajos de CD86 (fig.
7D), lo que corresponde principalmente a una poblacion de BMDCs inmaduras. Estos
resultados en conjunto permitieron identificar a las células cultivadas, como BMDCs de origen

mieloide CD11c*CD11b*y con un fenotipo inmaduro MHC-I1'"tCD868aj.
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Figura 7. Caracterizacion de las BMDCs mediante citometria de flujo. Las BMDCs se cosecharon

en el dia 7 de cultivo y se analizé por citometria de flujo la expresion de los siguientes

marcadores de superficie: (A) CD11c, (B) CD11b, (C) MHC-II y (D) CD86. Los histogramas de

color rojo representan al control de las células sin teiir, los histogramas de color negro

representan a las células tefiidas y las lineas horizontales indican el porcentaje de células

positivas para cada uno de los marcadores.
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6.2 Cuantificacion de citocinas en los sobrenadantes de las BMDCs

estimuladas

Las BMDCs se cosecharon en el dia 7 de cultivo y se estimularon con GK1, TNF-a y un lisado
de promastigotes de L. mexicana en forma individual y combinada. El TNF-a se empled como un
estimulo para inducir la maduracién de las BMDCs (Lutz et al., 2009). Con el fin de analizar el
efecto de los estimulos anteriormente mencionados en la producciéon de citocinas por las
BDMC s, se detectd y cuantifico mediante ELISA la presencia de las citocinas proinflamatorias
TNF-a, IFN-y, IL12 en los sobrenadantes de las BMDCs estimuladas. En cuanto a la deteccion de
IL-12, se cuantificaron las subunidades de IL-12p40 que producen las BMDCs en altas
cantidades y de IL-12p70, la cual se produce en menor cantidad y posee la funcién biolégica de

la citocina.

Las BMDCs produjeron la mayor cantidad de TNF-a después de haber sido estimuladas con
el péptido GK1 en combinacion con el lisado de promastigotes. El estimulo individual con GK1
indujo un incremento ligero en la produccién de TNF-a con respecto al basal, mientras que el

estimulo individual con el lisado no tuvo ningun efecto en la producciéon de TNF-a (fig. 8).
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Figura 8. Produccion de TNF-a por las BMDCs estimuladas con GK1 y un lisado de
promastigotes. Los valores son el promedio de 3 experimentos independientes + la desviaciéon
estandar (p<0.05). Las lineas horizontales en la parte superior de la figura indican las

diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones.
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En cuanto a la produccién de IFN-y, las BMDCs secretaron esta citocina después de haber
sido estimuladas con TNF-a y GK1 solos, asi como en combinacion con el lisado. El TNF-a se
empled como estimulo para inducir la maduracién de las BMDCs. La mayor produccién de IFN-
y se indujo con TNF-a y GK1 combinados. El lisado por si solo no indujo una produccién

significativa de IFN-y por las BMDCs (fig. 9).
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Figura 9. Produccién de IFN-y por las BMDCs estimuladas con GK1, TNF-a y un lisado de
promastigotes. Los valores son el promedio de 3 experimentos independientes + la desviacion
estandar (p<0.05). Las lineas horizontales en la parte superior de la figura indican las

diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones.
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Con respecto a la produccion de IL-12p40 por las BMDCs, se observa que los estimulos de
TNF-a, GK1 y el lisado, tanto de manera individual como en combinacién, indujeron altos
niveles de IL-12p40 (fig. 10). La maxima cantidad de IL-12p40 se produjo en respuesta a los
estimulos con GK1+TNF-a asi como con GK1+lisado. El lisado por si solo no indujo una

produccion significativa de IL-12p40 por las BMDCs.
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Figura 10. Produccién de IL-12p40 por las BMDCs estimuladas con GK1, TNF-a y un lisado de
promastigotes. Los valores son el promedio de 3 experimentos independientes + la desviaciéon
estandar (P<0.05). Las lineas horizontales en la parte superior de la figura indican las

diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones.
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La produccién de IL-12p70 (fig. 11) se indujo con los estimulos de TNF-a y GK1 solos, asi
como en combinacidén con el lisado. La maxima cantidad de IL-12p70 se produjo en respuesta al
estimulo con GK1+TNF-a. El lisado por si solo no indujo una produccién significativa de IL-

12p70 por las BMDCs.
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Figura 11. Produccién de IL-12p70 por las BMDCs estimuladas con GK1, TNF-a y un lisado de
promastigotes. Los valores son el promedio de 3 experimentos independientes + la desviacion
estandar (P<0.05). Las lineas horizontales en la parte superior de la figura indican las

diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones.

50



6.3 Seguimiento del tamaiio de las lesiones de los ratones tratados

con las BMDCs estimuladas e infectados con L. mexicana

Después de haber demostrado el efecto de GK1, TNF-a y un lisado de promastigotes de L.
mexicana en la produccion de citocinas proinflamatorias por las BMDCs in vitro, se procedio a
analizar el efecto de dichas BMDCs estimuladas en la infeccidn de ratones con promastigotes de
L. mexicana con el objetivo de determinar si las BMDCs lograrian controlar la infeccién. Para
esto se formaron 9 grupos de ratones que corresponden a los diferentes estimulos que
recibieron las BMDCs. El grupo (1) control no recibi6 la transferencia de las BMDCs, mientras
que los grupos 2 al 9 si recibieron la transferencia de las BMDCs estimuladas como se indica a
continuacién: (2) Basal o BMDCs sin ningun estimulo; (3) GK1; (4) TNF-o; (5) lisado; (6)
GK1+TNF-a; (7) GK1+lisado; (8) TNF-a+lisado; (9) GK1+TNF-a+Lisado. Una semana después
de que se realiz6 la transferencia de las BMDCs estimuladas a los ratones, éstos se infectaron
con promastigotes de L. mexicana en el cojinete plantar derecho. Posteriormente, se midid
semanalmente la diferencia entre el grosor del cojinete plantar infectado y el sano durante 10
semanas (figuras 12-14). Al finalizar la medicion del desarrollo de las lesiones en el tiempo de
infeccion establecido, las extremidades infectadas de los ratones se midieron, cortaron y

fotografiaron (fig. 15).

En las 3 figuras siguientes se muestra la diferencia promedio en el tamafio de las lesiones de
los diferentes tratamientos aplicados a los ratones a lo largo de las 10 semanas que durd el
experimento. La fig. 12 muestra todos los tratamientos y con el fin de facilitar su lectura dichos
resultados se separaron en dos figuras: la fig. 13 muestra los 2 grupos cuyo tratamiento impidio
el desarrollo de lesiones de gran tamafio, mientras que la fig. 14 muestra el resto de grupos en

los que el tratamiento no impidid el desarrollo de lesiones grandes.

En la fig. 12 se observa que a partir de la semana 2 las lesiones mostraron un tamafio
diferente entre los diferentes tratamientos. El grupo (1) control que no recibid la transferencia
de las BMDCs estimuladas desarrolld las lesiones de mayor tamafo a partir de la semana 3. De
forma similar, el grupo (2) basal que recibié las BMDCs no estimuladas desarrollé lesiones de
gran tamafio a partir de la semana 2. Por el contrario, los grupos (7) GK1+lisado y (8) TNF-
a+lisado desarrollaron las lesiones de menor tamafio de todos los tratamientos a partir de la
semana 5 y hasta finalizar el experimento, cuyas diferencias en el tamafio de las lesiones con
respecto al grupo (1) control son estadisticamente significativas a partir de la semana 3 (fig.
13). Inclusive, se puede observar que con estos tratamientos el tamafio de las lesiones

disminuye en la semana 3 (ver 1 en fig. 13).
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Figura 12. Desarrollo de la infeccidn por L. mexicana en los ratones determinado mediante
el cambio en el tamafio de la lesién en el cojinete plantar. Se muestra el promedio de las
diferencias entre el tamafio del cojinete plantar infectado y el sano de tres ratones por
tratamiento. Esta figura muestra todos los tratamientos y con el fin de facilitar su lectura se
presentan los tratamientos en forma separada en las dos figuras siguientes (figs. 13 y 14). Se
han omitido las barras de desviacidon estandar, las cuales se muestran posteriormente en las
figuras 13 y 14. El grupo (1) control no recibid la transferencia de las BMDCs, los grupos 2 al 9
si recibieron la transferencia adoptiva de las BMDCs estimuladas: (2) basal, BMDCs sin ningtn
estimulo; (3) GK1; (4) TNF-o; (5) lisado; (6) GK1+TNF-o; (7) GK1+lisado; (8) TNF-a+lisado; (9)
GK1+TNF-a+lisado.
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Figura 13. Desarrollo de la infecciéon por L. mexicana en los ratones determinado mediante el
cambio en el tamafo de la lesion en el cojinete plantar. Los valores son el promedio de las
diferencias del cojinete plantar infectado contra el sano de tres ratones por cada tratamiento *
la desviacion estandar (P<0.05). Se muestran los grupos 7) GK1+lisado y (8) TNF-a+lisado que
desarrollaron las lesiones de menor tamafio en comparacion con los grupos (1) control y (2)

basal.

El grupo (9) GK1+TNF-a+lisado desarroll6 lesiones de tamafio pequefio entre las semanas 2
y 5, a partir de la cual las lesiones continuaron creciendo (fig. 14). Sin embargo, al final del
experimento, las lesiones de este grupo mostraron un tamafio menor que las de los grupos (1)
control y (2) basal, cuyas diferencias resultaron estadisticamente significativas hasta el final de
la infeccién. En cambio, los grupos (3) GK1, (4) TNF-a, (5) lisado y (6) GK1+TNF-a
desarrollaron lesiones de un tamafio intermedio (fig. 14 y 15), cuya diferencia al final del
experimento con respecto a los grupos (1) control y (2) basal no resulté estadisticamente
significativa. Interesantemente, sélo el grupo (3) GK1 logr6 reducir el tamafio de las lesiones

Unicamente en la semana 5, a partir de la cual continuaron creciendo.
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Figura 14. Desarrollo de la infeccion por L. mexicana en los ratones determinado mediante el
cambio en el tamafio de la lesién en el cojinete plantar. Los valores son el promedio de las
diferencias del cojinete plantar infectado contra el sano de tres ratones por cada tratamiento *
la desviacion estandar (P<0.05). Se muestran los 7 grupos de ratones que desarrollaron las
lesiones de mayor tamafio: El grupo (1) control no recibi6 la transferencia de las BMDCs, los
grupos 2 al 9 si recibieron la transferencia adoptiva de las BMDCs estimuladas: (2) basal,
BMDCs sin ningun estimulo; (3) GK1; (4) TNF-a; (5) lisado; (6) GK1+TNF-a; (9) GK1+TNF-

oa+lisado.
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Figura 15. Tamarno final de las lesiones de los ratones a las 10 semanas posteriores a la
infeccidn con los promastigotes de L. mexicana. El grupo (1) control no recibi6 la transferencia
de las BMDCs, los grupos 2 al 9 si recibieron la transferencia adoptiva de las BMDCs
estimuladas: (2) basal, BMDCs sin ningun estimulo; (3) GK1; (4) TNF-a; (5) lisado; (6)
GK1+TNF-a; (7) GK1l+lisado; (8) TNF-a+lisado; (9) GK1+TNF-a+lisado. Las imagenes son

representativas del tamafio de la lesion de un ratén por cada tratamiento.
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6.4 Cuantificacion de la carga parasitaria en las lesiones de los
ratones mediante el conteo de amastigotes en los cortes

histologicos teiiidos con hematoxilina-eosina

Al finalizar el seguimiento de la infeccion en los ratones, se procedi6 a determinar la carga
parasitaria mediante el conteo de los amastigotes presentes en las lesiones con el fin de
determinar si la diferencia en el tamafio de la lesion entre los tratamientos esta relacionada con
la cantidad de parasitos presentes en los tejidos. Para esto, se realizaron cortes histoldgicos de
los cojinetes plantares incluidos en parafina, los cuales se tifieron con HE y se observaron al
microscopio. Se tomaron 7 fotografias a 400X de las laminillas de los diferentes tratamientos,
que corresponden a un area final de 1 mm? de tejido. En la fig. 16 se muestra un campo
representativo fotografiado por cada condicidn, el cual se empleé para la cuantificacién de los
parasitos. En la fig. 17 se muestra el nimero total de amastigotes presentes por mm? de tejido.
En ambas figuras (figs. 16 y 17) se observa que la mayor cantidad de parasitos se encontr6 en
los grupos (1) control, (2) basal y (5) lisado. Por el contrario, la menor cantidad de parasitos se
encontro en los grupos (7) GK1+lisado y (8) TNF-a+lisado, mientras que el resto de los grupos

mostraron un numero de parasitos intermedio.
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(7) GK1+Lisado

Ratén sano

Figura 16. Fotomicrografia de los cortes histoldgicos de las lesiones tefiidos con HE (400X). El
grupo (1) control no recibi6 la transferencia de las BMDCs, los grupos 2 al 8 si recibieron la
transferencia adoptiva de las BMDCs estimuladas: (2) Basal, BMDCs sin ninguin estimulo; (3)
GK1; (4) TNF-o; (5) lisado; (6) GK1+TNF-a; (7) GK1+lisado; (8) TNF-a+lisado; (9) GK1+TNF-
a+lisado. Se muestra un campo representativo por cada condicién. La barra en la parte inferior

derecha equivale a 50 um. La flecha sefiala los amastigotes.
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Figura 17. Numero total de amastigotes presentes en un area de 1 mm? de tejido de las
lesiones de los ratones. El grupo (1) control no recibié la transferencia de las BMDCs, los grupos
2 al 8 si recibieron la transferencia adoptiva de las BMDCs estimuladas: (2) Basal, BMDCs sin
ningun estimulo; (3) GK1; (4) TNF-o; (5) lisado; (6) GK1+TNF-a; (7) GK1+lisado; (8) TNF-
a+lisado; (9) GK1+TNF-a+lisado. La carga parasitaria es representativa de un ratén por

tratamiento.

6.5 Produccion de IL-12 en los ganglios popliteos de los ratones

infectados

Las laminillas de los cortes histologicos de los ganglios popliteos empleados en la
inmunohistoquimica anti IL-12 descrita en la metodologia, se analizaron en un microscopio de
luz Imager M.1 (Zeiss, Germany) y fotografiaron con una camara a color AxioCamMRc5 (Zeiss,
Germany) en busca de alguna reaccidn colorimétrica positiva, cuya coloracidn café revelara la
presencia de IL-12 en el tejido, con el objetivo de determinar si la produccién de esta citocina
pudiese estar promoviendo la diferenciacidon de los linfocitos hacia una respuesta Tul. En la
figura 18 se muestra un campo representativo de la inmunohistoquimica anti IL-12 en los
cortes histolégicos de los ganglios popliteos de 3 grupos seleccionados de los ratones
infectados: el grupo control que no recibié la transferencia de las BMDCs estimuladas y los

grupos que recibieron las BMDCs tratadas con GKl+lisado y TNF-a+lisado. Los ganglios
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popliteos se encuentran en cercania al sitio de la lesién en la que el parasito fue inoculado. Por
lo tanto, el ganglio popliteo un tejido en el que se esperaria una importante presentacion
antigénica por las DCs dérmicas que hayan capturado al parasito en el sitio cercano a la lesion.
Al observar los resultados de la inmunohistoquimica no se encontré la presencia de IL-12 que
se estuviese siendo secretada por las poblaciones celulares del ganglio. Sin embargo, si logré
observd una diferencia importante entre los ganglios de los diferentes tratamientos, ya que en
la mayor parte de la zona subcapsular del ganglio popliteo del grupo control se encontr6 una
gran cantidad de células infectadas con amastigotes de L. mexicana. Es muy probable que las
células infectadas se traten de DCs dérmicas infectadas que migraron desde el sitio cercano de
la lesién hasta el ganglio mas cercano (el popliteo), en donde a su vez pueden infectar a mas
DCs y macréfagos que residen en el mismo ganglio. Por el contrario, en los ganglios popliteos

de los grupos GK1+lisado y TNF-a+lisado hubo muy pocos parasitos y en cambio, se observo

una alta densidad de poblaciones de células (fig. 18).
SR W 34

Figura 18. Inmunohistoquimica anti IL-12 en ganglios popliteos de los ratones infectados. El

grupo control no recibié la transferencia de BMDCs, a diferencia de los grupos GK1+lisado y
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TNF-a+lisado. Se muestra un campo representativo por tratamiento. La barra en la parte

inferior derecha equivale a 50 pm.

7. DISCUSION

La leishmaniasis es un problema de salud que afecta a 12 millones de personas en el mundo
con 1.3 millones de casos nuevos y entre 20,000 a 30,000 defunciones anuales. Es una
enfermedad que se presenta en 98 paises y se calcula que existen 350 millones de personas
expuestas al riesgo de infecciéon por su agente causal, el parasito Leishmania (WHO, 2015).
Existen algunos farmacos que son eficaces en combatir y resolver la leishmaniasis tales como
los Antimoniales Pentavalentes, Anfotericina B, Paromomicina, Pentamidina, Miltefosina, entre
otros. Sin embargo, el empleo de la quimioterapia para controlar la leishmaniasis resulta téxico,
caro o de larga duracién para el paciente (Mcgwire y Satoskar, 2014). Por otro lado, cada vez se
reportan mas cepas de Leishmania resistentes a los farmacos, por lo que en la actualidad se
requieren tratamientos alternativos para prevenir y resolver la leishmaniasis. Existen
diferentes candidatos de vacunas (por ejemplo, la administracién de antigenos anti-Leishmania
con dinucle6tidos CpG) e inmunoterapias con diferentes niveles de eficacia en la prevencion y
control de esta enfermedad (Kumar y Engwerda, 2014), de las cuales una estrategia novedosa
que se ha empleado es la inmunoterapia con células dendriticas en el modelo murino,
denominada también terapia de vacunacidon celular o vacunacién con células dendriticas

(Wimmers et al., 2014).

Las DCs juegan un papel importante en la induccién de la respuesta inmune contra
Leishmania, promoviendo la diferenciacién de los linfocitos T virgenes a linfocitos T CD4+* y
CD8* efectores y de memoria especificos contra el parasito (Kumar y Engwerda, 2014).
Diferentes estudios han demostrado que la transferencia en ratones de DCs cargadas con
lisados y antigenos de Leishmania confieren protecciéon inmunoldgica contra la infeccién (Von
Stebut et al,. 2000; Berberich et al, 2003; Ramirez et al, 2004; Remer K. et al, 2007; Agallou et
al., 2011; Masic et al., 2012; Agallou et al., 2012; Schwarz et al., 2013; Majumder et al., 2014).
Estos estudios han empleado BMDCs, LCs y pDCs cargadas con parasitos lisados o con
antigenos especificos de las especies L. major, L. infantum y L. donovani y adyuvantes tales
como dinucleétidos CpG, TNF-a, entre otros. Sin embargo, ningin estudio ha evaluado el efecto

de la inmunoterapia con BMDCs en la infeccién de ratones por L. mexicana.
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El empleo de adyuvantes en la inmunoterapia con DCs es de suma importancia para asegurar
que las DCs expresen un fenotipo maduro y de esta forma puedan inducir inmunidad, a
diferencia de las DCs inmaduras que inducen tolerancia inmunolégica. Uno de los adyuvantes
que se ha empleado en la inmunoterapia con DCs es el péptido GK1, el cual es uno de los
componentes de la vacuna S3PVac contra la cisticercosis porcina (Diaz et al., 2003). La primera
vez que se empled a GK1 como adyuvante fue en un estudio que buscaba optimizar el efector
protector de la vacuna Fluzone contra el virus de la influenza (Segura et al, 2006).
Posteriormente, Segura y colaboradores demostraron en 2009 que el péptido GK1 posee
fuertes propiedades inmunoestimuladoras, ya que promueve la proliferacion de linfocitos T
CD4+* in vitro e in vivo a través del incremento en la expresion de moléculas del MHC-II,
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 y en la secrecion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias como TNF-qa, [FN-y y MCP-1 (CCL2). Ademas, debido a que GK1 es un péptido
de 18 aminoacidos de longitud es rapidamente eliminado del cuerpo, por lo que ofrece los
beneficios de un adyuvante sin causar efectos adversos (Segura et al., 2009). Posteriormente, se
observo6 que la administracién peritumoral de GK1 en ratones con melanoma redujo el tamafio
de los tumores y aumento6 la sobrevivencia de los animales (Pérez et al., 2013). Otro estudio
probd una inmunoterapia en el tratamiento del melanoma en ratones, para esto emple6 BMDCs
cargadas con un antigeno tumoral especifico (MAGE-AX) en combinacidn con el péptido GK1 y

TNF-q, el cual aumento la sobrevivencia y redujo el tamafio del tumor (Pifién et al.,, 2014).

Con base en los resultados anteriores, resulté de interés para este proyecto de tesis evaluar
el efecto de las BMDCs estimuladas con GK1 y el lisado de promastigotes de L. mexicana en la
infeccion posterior de ratones por este parasito. Para esto, el lisado de promastigotes de L.
mexicana se emple6 como fuente de antigenos del parasito con el objetivo de dar especificidad
a la inmunoterapia. Dado que las BMDCs requieren de un fenotipo maduro para que se lleve a
cabo una Optima presentacion antigénica y activacion de los linfocitos T efectores y de memoria

antigeno-especificos, se empled GK1 y TNF-a como adyuvantes.

Primeramente se analiz6 el efecto de GK1, TNF-a y el lisado de promastigotes en la
produccién de las citocinas proinflamatorias o de tipo Thi1 TNF-a, IFN-y, IL-12p40 e IL-12p70
por las BMDCs, debido a que éstas son esenciales en el control y eliminacion del parasito (Moll
y Berberich, 2001), a diferencia de las citocinas de tipo Thz tal como IL-10, IL-4 y TGF- que
favorecen la multiplicacion del parasito (Masic et al., 2012). Los resultados de la cuantificacion
de las citocinas determinados mediante ELISA revelaron que GK1 y TNF-a inducen un aumento

en la producciéon de TNF-a, IFN-y e IL-12p40/p70 por las BMDCs, siendo este efecto mayor
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para TNF-a que para GK1 (fig. 8). En cambio, el lisado de los promastigotes no tuvo ningin
efecto en la produccién de las citocinas por las BMDCs al ser empleado de manera individual.
Sin embargo, en combinacién con GK1 o TNF-a se obtuvo la maxima producciéon de TNF-a, [FN-
y e IL-12p40/p70. Por lo tanto, el débil efecto que el lisado mostré en inducir la produccion de
las citocinas fue potenciado con el empleo de GK1 y TNF-a, confirmandose asi la capacidad
adyuvante de estas moléculas. Similarmente, Segura et al. (2009) demostraron que el aumento
en la produccion de las citocinas al emplear el péptido GK1 en combinacién con LPS induce una

produccién mayor de citocinas que al emplear GK1 o LPS por separado.

Posteriormente al analisis del efecto de los estimulos anteriormente mencionados en la
producciéon de TNF-a, IFN-y e IL-12p40/p70 por las BMDCs, se determiné el efecto de las
BMDCs estimuladas con TNF-a, GK1 y el lisado de promastigotes en el control de la infeccién de
los ratones con promastigotes de L. mexicana a la semana posterior de la transferencia de las
BMDCs estimuladas. El desarrollo de la infeccién en los ratones se sigui6 semanalmente
mediante la medicion del tamafio de la lesiéon durante 10 semanas. Finalizado este tiempo, se
determind la carga parasitaria de las lesiones mediante el conteo de los amastigotes presentes
en un area de 1 mm? de tejido. Las diferencias en el tamafio de las lesiones de los ratones se
observaron a partir de la semana 2 entre los diferentes tratamientos. El grupo control que no
recibio la transferencia adoptiva de las BMDCs estimuladas desarroll6 las lesiones de mayor
tamafio a lo largo de todo el experimento, llegando incluso a presentar pequeias ulceraciones
(figs. 12 y 15). Del mismo modo, el grupo basal que recibié las BMDCs no estimuladas
desarroll6 lesiones de un tamafio similar a las del grupo control. Estos grupos (control y basal)
son los que mostraron también la mayor carga parasitaria al final de la infeccién, de forma
similar al grupo que recibi6 las BMDCs tratadas sélo con el lisado (fig. 17) que se discute en el

parrafo siguiente.

Los ratones inoculados con las BMDCs estimuladas uUnicamente con el lisado de los
promastigotes desarrollaron al final de la infeccion lesiones de un tamafio ligeramente menor
que los grupos control y basal, pero con una carga parasitaria muy alta, como se mencion6
anteriormente. Este efecto se debié probablemente a que al carecer del estimulo que el
adyuvante proporciona a las BMDCs para inducir su maduraciéon e inmunogenicidad, es
probable que varias de las BMDCs expresaran un fenotipo inmaduro, promoviendo tolerancia
inmunolégica a los antigenos del parasito, lo cual se reflejé en un tamafio de lesién reducido
(figs. 12, 14 y 15) pero con una alta carga parasitaria (fig. 17). La incapacidad de este

tratamiento para limitar la multiplicacién del parasito se correlaciona con el efecto nulo que el
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lisado tuvo en la produccién de TNF-a, IFN-y e IL-12p40/p70 por las BMDCs (figs. 8-11), que
como se habia mencionado, son importantes en el control y en la eliminaciéon de Leishmania

(Moll y Berberich, 2001; Masic et al., 2012).

El grupo de ratones que recibié las BMDCs estimuladas con GK1+TNF-a+lisado desarrollo
temporalmente lesiones de tamafio pequefio entre las semanas 2 y 4, a partir de la cual las
lesiones continuaron creciendo hasta al alcanzar un tamafo intermedio al final de la infeccién
(fig. 12). Con este tratamiento se obtuvo una carga parasitaria final en la lesiéon de un nivel
intermedio pero menor a la de los grupos control y basal, lo que sugiere que las BMDCs
estimuladas con GK1+TNF-a+lisado lograron limitar el desarrollo de las lesiones infectadas por
los promastigotes de Leishmania durante las primeras 4 semanas, a partir de la cual las lesiones

continuaron creciendo y dentro de ellas el parasito continu6é multiplicandose.

Por otro lado, los ratones que recibieron las BMDCs estimuladas con GK1+lisado o TNF-
a+lisado desarrollaron las lesiones de menor tamafio de todos los tratamientos durante el
transcurso del experimento, mostrando una reduccién a la mitad en la carga parasitaria final de
las lesiones (fig. 17). Inclusive, se puede observar que con estos tratamientos el tamafio de las
lesiones disminuye en la semana 3 (fig. 13). Los resultados obtenidos con ambos tratamientos
se correlacionan con los de la cuantificacién de citocinas, en las que se observd que los
estimulos con GK1+lisado o TNF-a+lisado indujeron la maxima producciéon de TNF-a, IFN-y e
IL-12p40/p70 por las BMDCs (figs. 8-11). De esta forma tanto GK1 como TNF-a mostraron una
capacidad similar para inducir la produccién de citocinas proinflamatorias por las BMDCs, asi

como de potenciar in vivo el efecto inmunoprotector de la inmunoterapia.

El efecto de la inmunoterapia conseguido en los ratones tratados con las BMDCs estimuladas
con GK1+lisado o TNF-a+lisado e infectados con promastigotes de L. mexicana es similar a lo
que han observado otros estudios, en los que se han empleado BMDCs, LCs, iDCs y pDCs. Estos
estudios han obtenido diferentes niveles de eficacia de proteccion inmunoldgica contra el
parasito Leishmania, la cual depende de varios parametros definidos en el disefio de la
inmunoterapia, tales como la calidad, cantidad y origen de antigenos empleados en el cargado
de las BMDCs, la poblacion de DCs empleada, la via de inoculacidn, entre otros. Sin embargo, en
todos se observé que la inmunoterapia con DCs en la leishmaniasis promueve la reduccion del
tamafo de las lesiones, aumenta la produccién de anticuerpos contra Leishmania e induce la
proliferacién de linfocitos T CD4+ y CD8* efectores y de memoria especificos contra el parasito

(Von Stebut et al,. 2000; Berberich et al, 2003; Ramirez et al, 2004; Remer K. et al, 2007;
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Agallou et al,, 2011; Masic et al., 2012; Agallou et al., 2012; Schwarz et al., 2013; Majumder et
al,, 2014).

Las BMDCs que fueron estimuladas con GK1 y TNF-a por separado o en combinaciéon no
tuvieron un efecto significativo en limitar el crecimiento de las lesiones o la carga parasitaria en
los ratones. Esto se debe probablemente a que las células, al no haber sido estimuladas con el
lisado de promastigotes, no contaban con los antigenos de Leishmania necesarios para dar
especificidad a la inmunoterapia en contra del parasito. Sorpresivamente el grupo de ratones
que recibi6o las BMDCs estimuladas sélo con GK1 limit6 el crecimiento de las lesiones
Unicamente en la semana 5 (fig. 12). Esto se explica a que, como se menciond anteriormente,
GK1 por si s6lo induce un aumento en la secrecién de TNF-a, IFN-y, MIP-1 (CCL2), en la
expresion de CD86 y MHC-II, asi como en la activacién de linfocitos T antigeno-especificos por
las BMDCs (Segura et al., 2009). De manera que el efecto observado en la semana 5 con este
tratamiento, se debe en parte a las citocinas secretadas por las BMDCs en induccién por GK1,
asf como de otros mecanismos de la respuesta inmune que no se evaluaron en este proyecto. De
forma similar, Pérez et al. (2013) demostraron que la administraciéon peritumoral de GK1 en
ratones con melanoma redujo el tamafio de los tumores y aumenté la sobrevivencia de los
animales, ain cuando no se emplearon antigenos del tumor para dar especificidad al

tratamiento.

Una vez finalizado el experimento de los ratones tratados con las BMDCs estimuladas y
posteriormente infectados con los promastigotes de L mexicana, se decidié evaluar y comparar
la presencia de IL-12 en los ganglios popliteos del grupo control que mostré la mayor carga
parasitaria y tamafio de lesion, contra los grupos GK1+lisado y TNF-a+lisado que mostraron la
menor carga parasitaria y tamafo de lesion. Se eligieron los ganglios popliteos para evaluar la
presencia de IL-12 debido a que en éstos es donde se da la presentaciéon antigénica y
polarizacidon hacia una respuesta de tipo Tul por las DCs, ademas de encontrarse en cercania al
sitio de la lesién. El objetivo de evaluar la presencia es de IL-12 fue el de determinar si ain se
estaria produciendo la citocina en los ganglios, que a su vez podria seguir promoviendo una
repuesta inmunoprotectora de tipo Tul contra Leishmania. Para esto, los ganglios popliteos se
extirparon de los ratones y se hicieron cortes histologicos que se emplearon para analizar la
presencia de IL-12 en los ganglios mediante inmunohistoquimica. La produccién de IL-12 por
las DCs es importante en la polarizacion de la respuesta a una de tipo Tul protectora mediada
por linfocitos T CD4* productores de IFN-y, el cual a su vez activa a los macr6fagos para

eliminar al parasito, sin embargo, el parasito inhibe la producciéon de IL-12 por las DCs y en
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cambio promueve la produccién de citocinas de tipo Tu2 tales como IL-10, IL-4 y TGF- que
favorecen su sobrevivencia y multiplicacién (Soong L, 2008; Contreras et al, 2014). Sin
embargo, la inmunohistoquimica anti IL-12 revel6 que no hubo presencia de la citocina en los
ganglios, lo cual se puede deber a que los amastigotes de L. mexicana inhiben la produccion de
IL-12 por las DCs incluso si éstas son estimuladas con LPS o IFN-y (Soong L, 2008). Sin
embargo, un resultado interesante que se observo al analizar las laminillas de la
inmunohistoquimica anti IL-12 de los ganglios popliteos del grupo control fue la gran cantidad
de células infectadas con amastigotes de Leishmania en la zona subcapsular del ganglio. En
cambio, en los ganglios popliteos de los grupos que recibieron el tratamiento con las BMDCs
estimuladas con GKl+lisado y TNF+lisado se observaron muy pocas células infectadas y

asimismo se observo una alta densidad de poblaciones de células (fig. 18).

A pesar de que las BMDCs estimuladas con el lisado y GK1 o TNF-a lograron disminuir el
tamafio de las lesiones y la carga parasitaria en los ratones infectados por Leishmania, los
distintos tratamientos de las BMDCs empleados en este proyecto que mostraron limitar el
crecimiento de las lesiones uUnicamente hasta la semana 5, aunque las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los grupos control y basal se mantuvieron hasta
el final de la infeccién. Existen varias causas por las que incluso los tratamientos con las BMDCs
estimuladas con GK1+lisado o TNF-a+lisado no hayan logrado conferir proteccidon
inmunolégica contra la infeccidon por Leishmania. Primeramente, el lisado es una mezcla de
antigenos de diferente naturaleza y niveles de inmunogenecidad que en conjunto no brindan
los niveles de proteccion inmunolégica que al emplear antigenos definidos molecularmente
(Berberich, 2003). Por otro lado, se tiene que considerar que sélo se realizé una inmunizacién a
los ratones antes de la infeccién, mientras otros protocolos emplean varias inmunoterapias
para reforzar y mantener la protecciéon inmunoldgica. Otro aspecto a considerar es que la
inmunoterapia en este proyecto se efectu6 con antigenos del parasito en la fase de
promastigote, por lo que la proteccién inmunolégica puede estar limitada al reconocimiento y
eliminacion de este estadio del parasito. En cambio, dentro de la célula hospedera el parasito
adquiere la forma de amastigote, con lo que cambia la expresion de las moléculas de superficie
y con esto modifica los antigenos que permiten su reconocimiento. Por lo tanto, en el disefio de
futuras inmunoterapias con DCs en la leishmaniasis sera necesario emplear ademas antigenos
que se expresen altamente en la fase de amastigote del parasito, que finalmente es el estadio

que ocasiona en el hospedero las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis.
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Finalmente, la obtencién de respuestas inmunes duraderas y lo suficientemente robustas ha
sido uno de los mayores retos en el campo de la inmunoterapia con DCs, por lo que actualmente
se busca optimizar diferentes parametros en el disefio de las inmunoterapias con DCs con el fin
de mejorar su eficacia, tales como la calidad, cantidad y origen de antigenos empleados en el

cargado de las BMDCs, la poblacion de DCs empleada, la via de inoculacidn, entre otros

8. CONCLUSIONES

En este proyecto se demostr6 que la administracién de BMDCs estimuladas con un lisado de
promastigotes de L. mexicana en combinacién con GK1 o TNF-a disminuye la infeccién por este

parasito en ratones, reduciendo la carga parasitaria y limitando el crecimiento de las lesiones.

El péptido GK1 y el TNF-a mostraron propiedades adyuvantes con una eficacia similar al ser
empleados en combinacion con el lisado de promastigotes en la estimulaciéon de las BMDCs,

induciendo la produccidén de altos niveles de TNF-q, IFN-y e [L-12 por las BMDCs.
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