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RESUMEN

El metabolismo de la L-arginina a través de la arginasa 1 (Arg-1) y de la 6xido
nitrico sintasa inducible (NOS2) constituye un eje fundamental para la resoluciéon o
la progresion de la leishmaniasis. La infeccion con el parasito Leishmania mexicana
puede generar dos manifestaciones clinicas distintas: la leishmaniasis cutanea
localizada (LCL) y la leishmaniasis cutanea difusa (DCL). En este trabajo se analizé
en un modelo murino /n vivo la capacidad de un aislado de L. mexicana obtenido
de un paciente con LCL y de otro obtenido de un paciente con LCD para regular
el metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1y de la NOS-2. Para lo anterior,
se infectaron ratones susceptibles BALB/c con los aislados de L. mexicanay se
evaluo la evolucion de la infeccion, asi como los cambios en la presencia proteinica
y la actividad de la Arg-1 y de la NOS2 en las lesiones desarrolladas. Se observo
que las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con
LCD fueron de mayor tamafio, tuvieron mayor carga parasitaria y mostraron una
mayor presencia proteinica y actividad enzimatica de la Arg-1 que las lesiones de
los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con LCL. En contraste,
la sintesis proteinica de la NOS2 no se indujo, o se indujo pobremente, en las
lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con LCL o
con el aislado obtenido del paciente con LCD. El analisis por inmunohistoquimica
de las lesiones permiti6 la identificacion de macrofagos parasitados positivos para

la presencia de la Arg-1y del marcador YM1, mientras que no se detecto tincion



alguna de la NOS2, sugiriendo estos hechos una activacion alternativa de los
macrofagos. Adicionalmente, en las lesiones de pacientes con LCD se observo la
presencia de macréfagos con una mayor carga parasitaria y presencia de la Arg-
1 que en aquellos presentes en las lesiones de pacientes con LCL. Por otra parte,
en macrofagos murinos diferenciados y activados de forma alternativa /n vitro, se
observd que la infeccion de éstos con el aislado de L. mexicana obtenido del
paciente con LCD resultd en una mayor expresion y funcion de la Arg-1 que la
infeccion con el aislado obtenido del paciente con LCL. En conjunto, los resultados
presentados sugieren que los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con
LCL y de pacientes con LCD exhiben un grado distinto de virulencia o
patogenicidad y regulan diferencialmente el metabolismo de la L-arginina a través

de la Arg-1.



ABSTRACT

L-Arginine metabolism through arginase 1 (Arg-1) and inducible nitric oxide
synthase (NOS2) constitutes a fundamental axis for the resolution or progression of
leishmaniasis. Infection with Leishmania mexicana can cause two distinct clinical
manifestations: localized cutaneous leishmaniasis (LCL) and diffuse cutaneous
leishmaniasis (DCL). In this work, we analyzed in an /n vivo murine model the
capacity of an L. mexicana isolate obtained from a patient with LCL and another
obtained from a patient with DCL to regulate the metabolism of L-arginine through
Arg-1 and NOS2. For this purpose, susceptible BALB/c mice were infected with the
L. mexicana isolates and the evolution of the infection as well as changes in protein
presence and activity of Arg-1 and NOS2 were evaluated in the developed lesions.
It was observed that lesions of mice infected with the isolate obtained from the
patient with DCL were bigger, had higher parasite loads, and showed greater
protein presence and enzymatic activity of Arg-1 than the lesions of mice infected
with the isolate obtained from the patient with LCL. In contrast, NOS2 protein
synthesis was poorly or not induced in the lesions of mice infected with the isolate
obtained from the patient with LCL or the isolate obtained from the patient with DCL.
The immunochemistry analysis of the lesions allowed the identification of
parasitized macrophages positive for Arg-1 and for the marker YM1, while no
staining for NOS2 was found, suggesting these facts an alternative activation of

macrophages. In addition, we observed in lesions of patients with DCL

Vi



macrophages with higher parasite loads and Arg-1 expression than those in lesions
of patients with LCL. Otherwise, in murine /n vitro-generated alternatively activated
macrophages, it was also observed that infection with the isolate obtained from the
patient with DCL resulted in greater Arg-1 expression and function that infection
with the isolate obtained from the patient with LCL. Taken together, the results
presented here suggest that L. mexicana isolates obtained from patients with LCL
or DCL exhibit different virulence or pathogenicity degrees and differentially

regulate L-arginine metabolism through Arg-1.
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. INTRODUCCION

1.1. LEISHMANIASIS

1.1.1. Generalidades

El término leishmaniasis hace referencia a un grupo de enfermedades
parasitarias causadas por diferentes especies de un protozoario intracelular del
género Leishmania y representan un problema de salud a nivel mundial. En el
hombre, al menos 21 especies de Leishmania pueden ser agentes etiolégicos de
las leishmaniasis y provocar diferentes formas clinicas que comprenden desde
lesiones cutaneas (leishmaniasis cutanea) y dafios a las mucosas oral, nasal y
faringea  (leishmaniasis = mucocutanea) hasta infecciones  sistémicas,
potencialmente mortales, que afectan érganos internos, principalmente el higado,
el bazo y la médula 6sea (leishmaniasis visceral) (1-3). Dichas formas clinicas
resultan de interacciones complejas entre la respuesta inmune del hospedero y las
especies de Leishmania infectantes (4, 5), siendo estas Ultimas transmitidas al
hombre, y a otros mamiferos, a través de la picadura de moscas que pertenecen

a los géneros Phlebotomus (en Europa, Asia y Africa) y Lutzomyia (en América) (1).

1.1.2. Epidemiologia y distribucién geogréfica a nivel mundial

Las leishmaniasis son enfermedades endémicas de al menos 98 paises
distribuidos en las regiones tropicales y subtropicales de América, Asia y Africa,
asi como en la cuenca del Mediterraneo (constituida por las regiones del sur de

Europa, el Norte de Africa y la zona méas occidental de Asia que desembocan al

1



Mar Mediterraneo), considerandose ausentes soélo en la Antéartida y en Oceania (6,
7) (Figura 1). Alrededor del 95% de los casos de leishmaniasis cutanea ocurren en
el continente americano, la cuenca del Mediterraneo, el Medio Oriente y el centro
de Asia. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2018, mas
del 85% de los nuevos casos de esta forma de leishmaniasis se presentaron en 10
paises: Afganistan, Argelia, Bolivia, Brasil, Colombia, Iran, Iraq, Pakistan, Siria y
Tunez. En cuanto a la leishmaniasis visceral, la mayoria de los casos ocurren en
Brasil, el este de Africa y el subcontinente indio. En el afio 2018, la OMS reporté
que mas del 95% de los nuevos casos de esta forma clinica de leishmaniasis se
produjeron en 10 paises: Brasil, China, Etiopia, India, Iraqg, Kenia, Nepal, Somalia,
Sudéan y Sudan del Sur. Por otra parte, la leishmaniasis mucocutanea se distribuye
predominantemente en el continente americano y mas del 90% de los casos
ocurren en Bolivia, Brasil y Peru (6, 8) (Figura 1).

A nivel mundial, la OMS clasifica a las leishmaniasis dentro de las enfermedades
tropicales desatendidas u olvidadas (conjunto de enfermedades infecciosas que
afectan primordialmente a las poblaciones méas pobres y con un acceso limitado a
los servicios de salud, muchas de ellas viviendo en areas rurales remotas y en
barrios marginados), con un estimado de 12 millones de personas infectadas y 350
millones en riesgo de contraer la enfermedad. La ocurrencia anual se calcula en
un rango de 700,000 a 1,000,000 casos o mas, de los cuales 50,000 a 90,000
corresponden a leishmaniasis visceral y 600,000 a 1,000,000 a leishmaniasis

cutanea; mientras que se registran 20,000 a 30,000 defunciones al afio (6, 9, 10).
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Fig. 1. Endemicidad de las leishmaniasis a nivel mundial. En el mapa se indican con un codigo
de colores los paises endémicos para la leishmaniasis cutanea (LC), leishmaniasis mucocutanea
(LMC) y leishmaniasis visceral (LV). Muchos paises son endémicos para mas de una o hasta para
las tres formas clinicas de las leishmaniasis. Mapa generado con los datos epidemioldgicos
reportados por la OMS para el afio 2018 (8, 11).

1.1.3. Epidemiologia y distribucion geogréfica en México

En México, las leishmaniasis se han identificado en al menos 17 estados de la
Republica Mexicana (Figura 2), con una la poblacién en riesgo de contraerlas
estimada en 9 millones de habitantes y ocurren bajo cuatro formas clinicas
principales: leishmaniasis cutanea localizada (LCL), leishmaniasis cutanea difusa
(LCD), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV) (12). A nivel
nacional, la LCL es la forma mas comun de las leishmaniasis y se presenta
principalmente en los estados de Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan,
Quintana Roo, en el sureste del pals, y en los estados de Oaxaca y Chiapas, en el
suroeste del pais. Adicionalmente, se han reportado de forma esporadica casos

de LCL en los estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi y



Sinaloa, en el noreste y noroeste del pais, y en los estados de Nayarit y Jalisco, en
el occidente del pais (Figura 2). En contraparte, la LCD, LMC y LV se presentan
con mucho menor frecuencia que la LCL. La LCD se ha reportado en los estados
de Veracruz, Tabasco, Coahuila, Tamaulipas y Michoacan; mientras que la LMC
en los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas y Oaxaca (Figura 2). Con respecto
ala LV, ésta se presenta en los estados de Guerrero, Morelos y Puebla, ubicados
en la cuenca del rio Balsas, asi como en los estados de Oaxaca y Chiapas (12, 13)

(Figura 2).

Leishmaniasis cutanea localizada Leishmaniasis cutanea difusa

Coahuila

5 (S)San Luis Potosi

{ Tamaulipas Tamaulipas
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Y I
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Fig. 2. Endemicidad de las leishmaniasis en México. En los mapas se muestran los estados de
la Republica Mexicana que son endémicos para la leishmaniasis cutéanea localizada, cutanea
difusa, mucocutanea y visceral. Mapas generados con la informacion reportada por la Secretaria
de Salud (12, 13).



De acuerdo con los datos epidemioldégicos nacionales de un periodo
comprendido entre el ano 2007 al afo 2018, la ocurrencia promedio de las
leishmaniasis en México se calcula en aproximadamente 600 casos Nnuevos
anuales, habiéndose reportado a la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS)
en el ano 2018 una ocurrencia de 576 casos nuevos y una incidencia de 6.31 casos

por cada 100,000 habitantes (9, 12).

1.2. EL PARASITO Leishmania: AGENTE ETIOLOGICO DE LAS LEISHMANIASIS

1.2.1. Diagnosis y taxonomia

El género Leishmania engloba a distintas especies de protozoarios parasitos
pertenecientes al dominio Eukaryota, reino Protozoa, infrareino Excavata, phylum
Euglenozoa, clase Kinetoplastea, subclase Metakinetoplastina, orden
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae y subfamilia Leishmaniinae (1, 14)
(Cuadro 1). Al formar parte de los cinetoplastidos, Leishmania se caracteriza por
presentar un cinetoplasto, una estructura mitocondrial conformada por una red
compleja de DNA no nuclear organizado en minicirculos y maxicirculos
concatenados (3). Adicionalmente, dichos organismos poseen durante su estadio
extracelular un solo flagelo exterior en posicion anterior, el cual se reabsorbe vy
reduce a un axonema intracitoplasmico cuando el paréasito se encuentra de forma
intracelular.

Debido a que las diferentes especies de Leishmania no se pueden distinguir
morfoldgicamente unas de otras, su clasificacion taxonémica se ha construido a

partir del estudio tanto de caracteristicas extrinsecas del parasito (e.g. su
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distribucion geogréfica, el tipo de cuadro clinico provocado en el hospedero, el
patron de su desarrollo en la mosca transmisora, etc.) como de caracteristicas
intrinsecas (e.g. marcadores inmunoldgicos, genéticos, bioguimicos vy
moleculares) (1). Se conoce la existencia de al menos 53 especies de Leishmania,
de las cuales, 31 se han identificado como parasitos de mamiferos, mientras que
20 como patogénicas para el ser humano y por lo tanto de importancia médica.
Taxondmicamente, las principales especies patogénicas para el hombre se
encuentran agrupadas en los subgéneros Leishmania y Viannia (Cuadro 1),
inicialmente propuestos en funciéon al desarrollo del parasito en el intestino de la
mosca transmisora y que posteriormente fueron ratificados con base en estudios a
nivel bioguimico y molecular (1, 15). En el subgénero Leishmania el desarrollo del
parasito es de tipo suprapildrico, pues ocurre en la porcion media del intestino de
la mosca transmisora, mientras que en el subgénero Viannia el desarrollo del
parasito es de tipo peripilérico, pues ocurre en la porcion posterior y media (15). A
su vez, las especies que conforman a ambos subgéneros se agrupan en complejos
de especies con caracteristicas intrinsecas y extrinsecas similares. De esta forma,
las especies del subgénero Leishmania se agrupan en cuatro complejos: el
complejo de L. major, el complejo de L. tropica, €l complejo de L. donovani'y el
complejo de L. mexicana, que se distribuyen tanto en el continente americano
como en Europa, Asia y Africa. Mientras que las especies del subgénero Viannia
se agrupan en dos complejos: el complejo de L. braziliensis 'y el complejo de L.

guyanensis, ambos presentes soélo en el continente americano (1, 3) (Cuadro 1).



CUADRO 1. Clasificacién taxonémica del género Leishmania basada en caracteristicas extrinsecas e intrinsecas del parésito.

Dominio Eukaryota (Cavalier-Smith, 1998)
Reino Protozoa (Cavalier-Smith, 2002)
Infareino Excavata (Cavalier-Smith, 2003)
Phylum Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1993)
Clase Kinetoplastea (Cavalier-Smith, 1981)
Subclase Metakinetoplastina (Vickerman, 2004)
Orden Trypanosomatida (Kent, 1980)
Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901)
Subfamilia Leishmaniinae (Maslov y Lukés, 2012)
Género Leishmania (Ross, 1903)
Subgénero Leishmania Viannia
Eﬁsjr\:zlclfor (Suprapilérico) (Peripildrico)
Complejo L.(L). major L.(L). tropica L.(L.) donovani L.(L). mexicana L.(V.) braziliensis | L.(V.) guyanensis Sin asignar
L. mexicana?®
(syn. L. pifanoi)
_L.major” L . L. donovani L. amazonensis® . > 1 Tatriseri
Especies \ L. gerbilli (Sy;] ti oi;lcl(ijcki) (syn. L. archibaldi) | (syn. L. garnhar?*li) L braziliensis® , . gsr),/g;ir;’sslfs ) L naiffit |
{ L. turanica | T L. infantum L. venezuelensis' L. peruviana® ' o L. lindenbergi*
 Loarabica || " P€MOPCT | (on | chagasi®) | L walton? L shawi [ L. utigensis |
L. aristidesi _________________
| L. forattinii |
Hospedero Hombre y otros mamiferos
Forma a a 2
clinicaen el LCL LCtELL&DZ LVy LCL Lets LLCCIS; LeD%, LMCy LCL%, LCL*
hombre

En color rojo se muestran las especies que se distribuyen en Africa, Asia y Europa; mientras que, en color azul se muestran las especies que se
distribuyen en América. LCL: leishmaniasis cutdnea localizada, LCD: leishmaniasis cutdnea difusa, LV: leishmaniasis visceral, LMC: leishmaniasis
mucocutdnea. Los recuadros con lineas punteadas muestran a las especies de Leishmania que no resultan patogénicas para el hombre. !, especies
que producen sélo LCL; 2, especies que producen tanto LCL como LCD; 3, especies que producen sélo LCD; 4, especies que producen tanto LMC como
LCL. *, L. chagasi es el nombre con el que se le conoce a L. infantum en América.



En los ultimos afios se han propuesto nuevas clasificaciones taxonémicas para
el género Leishmania basadas en datos provenientes de analisis moleculares
combinados que han incorporado nuevos subgéneros y complejos, los cuales, al
no ser patogénicos para el hombre, no se consideran de importancia en la

investigacion biomédica.

1.2.2. Morfologia

Leishmania presenta dos estadios o formas durante su ciclo de vida: el
promastigote y el amastigote (Figura 3). El promastigote es la forma flagelada,
movil y extracelular del parasito, la cual se desarrolla y multiplica en el tracto
digestivo de la mosca transmisora (16). En este estadio el parasito tiene una forma
alargada, mide de 1.5 a 3.5 uym de diametro por 5 a 15 pm de largo, presenta un
nucleo ubicado en el centro del cuerpo, un cinetoplasto cercano a la parte anterior
del nucleo y un flagelo de tipo anterior que nace de un cuerpo basal (situado
delante del cinetoplasto) y que emerge de una invaginacion de la membrana
plasmatica, denominada bolsa o pocket flagelar (16-18) (Figura 3A y B). Por su
parte, el amastigote es la forma no movil e intracelular del parasito y reside en la
vacuola parasittfora de las células fagociticas del hospedero mamifero, tales como
los macroéfagos y las células dendriticas (16, 19, 20). En este estadio el parasito
exhibe una forma esférica u ovoidal, mide aproximadamente de 3 a 5 pm, posee
un nucleo grande y excéntrico, ademas de un cinetoplasto en posicion tangencial
al nucleo (16-18). No presenta un flagelo apreciable al microscopio 6ptico; sin
embargo, la microscopia electrénica revela la presencia de un flagelo rudimentario,
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muy corto y no emergente, denominado rizoplasto, mismo que nace de un cuerpo

basal y se encuentra contenido dentro de la bolsa flagelar (16-18) (Figura 3A 'y C).

A direccion del movimiento
posterior e———3» anterior

promastigote

nucleo . cuerpo : flagelo
cinetoplasto basal bolsillo
3 flagelar

Myburgh E. 2009 Wilkins A. 2010

amastigote

Fig. 8. Morfologia de los promastigotes y los amastigotes de Leishmania. (A) Esquema de
un promastigote y un amastigote; se sefalan las estructuras celulares principales. Microscopias
de fluorescencia de un promastigote (B) y de un grupo de amastigotes (C) tefiidos con
isotiocianato de fluoresceina (FITC).

1.2.3. Ciclo de vida

El parasito Leishmania exhibe un ciclo de vida digenético durante el cual alterna
entre un hospedero mamifero (pequefios roedores silvestres, perros, el ser
humano, entre otros) y una mosca o vector que pertenece a los géneros
Phlebotomus (en Europa, Asia y Africa) y Lutzomyia (en América) (16, 17).

Durante la etapa reproductiva, las hembras de los vectores de la leishmaniasis
requieren de sangre para el desarrollo de los huevos, es decir, son hematéfagas y
pueden adquirir al parasito (en el estadio de amastigote) al alimentarse de un
hospedero mamifero infectado (21) (Figura 4-1). Durante la hematofagia, la mosca
introduce en la piel del hospedero las partes bucales con forma de sierra con las
que cuenta en la proboscide y las agita, cortando y lacerando asi la dermis
superficial, incluidos los vasos capilares (22). Dicho proceso resulta en la
formacion de una herida de la que brota un pequefo charco de sangre que
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proviene de los capilares lesionados y que es succionado por la mosca. Dado que
la sangre que brota de la herida se mezcla con macréfagos infectados con
amastigotes que se disgregan de la piel del hospedero al ser dafiada durante la
picadura, este es el proceso por el cual la mosca adquiere al parasito al
alimentarse (15, 23) (Figura 4-1). En el intestino de la mosca, los amastigotes se
liberan de los macréfagos infectados y se transforman en promastigotes
prociclicos (forma flagelada, no infectiva del parésito), los cuales se dividen por
fision binaria (Figura 4-2) y se adhieren al epitelio intestinal a través de un
glicolipido denominado lipofosfoglicano (LPG). Esta molécula se encuentra en la
superficie del parésito e interactia con una galectina que reviste el epitelio del
tracto digestivo del vector (15, 16, 24). Posteriormente, los promastigotes, en un
proceso denominado metaciclogénesis, se diferencian al estadio de promastigotes
metaciclicos (Figura 4-3), en el cual ya son infectivos para el hospedero mamifero.
Durante la metaciclogénesis, las moléculas de LPG sufren cambios de
composicion y estructura que le permiten a los promastigotes dejar de interactuar
con la galectina que reviste el epitelio intestinal y desprenderse de éste, para
migrar al tracto digestivo superior de la mosca y ser transmitidos al hospedero
mamifero. Al alimentarse de un hospedero mamifero no infectado, el vector
regurgita a los promastigotes metaciclicos y los inocula en la dermis del hospedero
(Figura 4-4). Ya en la dermis, los promastigotes son fagocitados por los neutréfilos
y subsecuentemente por los macrofagos, siendo estos Ultimos las células

hospederas definitivas del parasito en el hospedero mamifero (25, 26) (Figura 4-5,
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4-6). Los neutrdfilos son las primeras células fagociticas en infiltrar el sitio de la
inoculacion y por tanto los primeros en fagocitar a los promastigotes de
Leishmania. Sin embargo, debido al corto tiempo de vida de los neutrdfilos y a la
capacidad del parasito para evadir sus mecanismos microbicidas, dichos
fagocitos constituyen un refugio temporal para el parasito, donde se protege del
ambiente extracelular hostil del hospedero mamifero hasta la llegada de los
macroéfagos (25) (Fig. 4-5). Una vez que los neutréfilos mueren por apoptosis, los
promastigotes son liberados directamente o contenidos en cuerpos apoptoéticos
(25, 27, 28) (Fig. 4-5). Asi, los neutrdfilos funcionan como células hospederas
intermedias que facilitan la infeccién de los macréfagos (fagocitos que llegan al
sitio de inoculacion un poco mas tarde que los neutrdfilos) a través de dos posibles
vias: 1) la liberacion (por el neutréfilo en apoptosis) de los promastigotes en la
cercania del macrofago, quien los fagocita subsecuentemente, y 2) a través de una
invasion silenciosa en la que el macrofago fagocita a los promastigotes contenidos
en cuerpos apoptdticos (funcionando estos ultimos como un caballo de troya), sin
inducir una respuesta efectora en esta célula hospedera (Fig. 4-6) (25). En los
macrofagos, los promastigotes se diferencian en amastigotes dentro del
fagolisosoma y se dividen intensamente por fisién binaria (Figura 4-7) hasta
provocar la lisis de la célula (Figura 4-8). Una vez liberados, los amastigotes
infectan a macréfagos vecinos (Figura 4-8, 4-7), en los que nuevamente se dividen

intensamente hasta provocar la lisis de la célula y subsecuentemente infectan a
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mas macrofagos. Finalmente, el ciclo se completa cuando una mosca no infectada

se alimenta de un hospedero mamifero infectado (Figura 4-1).

neutrofilo

~ @ £ cuerpos

promastigote . A
® o apoptoticos

metaciclico

3 4

6

macroéfago

mosca (vector)

hospedero mamifero

promastigote
prociclico

amastigotes

intracelulares

Fig. 4. Ciclo de vida del parasito Leishmania. Se ilustran los eventos que ocurren tanto en la
mosca transmisora como en el hospedero mamifero. La secuencia numerada hace referencia a
los eventos descritos en el texto. Imagen modificada a partir de Cuervo et al. (29).

1.3. FORMAS CLINICAS DE LAS LEISHMANIASIS

1.3.1. Generalidades

En el hombre, las leishmaniasis pueden presentarse en tres formas clinicas
principales: leishmaniasis cutanea, leishmaniasis mucocutanea y leishmaniasis
visceral. El establecimiento de dichas formas clinicas depende de interacciones

complejas que involucran primordialmente a las caracteristicas bioldgicas de la
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especie de Leishmania infectante (incluso cepas o aislados pertenecientes a una
misma especie) y de la mosca transmisora, asi como a las caracteristicas de la
respuesta inmune del hospedero, la cual puede verse afectada por factores tanto

genéticos como ambientales (4, 30).

1.3.2. La leishmaniasis cutanea

En esta forma clinica el pardsito se multiplica en las células del sistema
fagocitico mononuclear de la piel del hospedero, causando en ésta el desarrollo
de lesiones que se manifiestan como Ulceras y nédulos (31, 32). La leishmaniasis
cutanea es la forma mas comun de las leishmaniasis y puede presentarse en dos
variantes principales: la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y la leishmaniasis

cutanea difusa (LCD).

1.3.2.1. Leishmaniasis cutdnea localizada (LCL)

En los pacientes con LCL, los signos y sintomas comienzan transcurridas de 2
a 8 semanas (dependiendo de la especie de Leishmaniainfectante) a partir de que
ocurre la picadura por el vector (30). El desarrollo de la lesiéon inicia con la
formacion de una papula en el sitio de la picadura de la mosca. Conforme la lesion
progresa, la papula se transforma en un nédulo redondo e indoloro que aumenta
progresivamente de tamafio y finalmente evoluciona a una Ulcera de forma
redondeada y crateriforme, con bordes elevados e indurados bien definidos, un
fondo limpio y tejido granulomatoso en el centro (Figura 5A y B). Se pueden

presentar una o varias ulceras dependiendo del numero de veces que el individuo
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fue picado y generalmente son indoloras, a menos de que se compliquen con
infecciones bacterianas secundarias (9, 33, 34). Cuando la infeccion ocurre en la
oreja (Figura 5C) se desarrolla una Ulcera que tiende a volverse cronica, llegando
a destruir el pabellon auricular y provocando mutilaciones en el mismo. Este tipo
de lesion fue descrita inicialmente como la ulcera de los chicleros, debido a que la
desarrollaban los recolectores de chicle a partir del arbol de chicozapote
(Maniltkara zapota), y es muy frecuente en la peninsula de Yucatan (9, 33, 35). Las
lesiones en la LCL pueden llegar a curar espontaneamente y sin necesidad de
tratamiento; sin embargo, dicho proceso puede tomar varios meses e incluso afios,
dando como resultado la formacion de cicatrices atréficas (deprimidas) e
hipopigmentadas (30, 33).

La LCL es causada en Europa, Asia y Africa por las especies: L. major, L. tropica,
L. aethiopica y, ocasionalmente, por L. donovani y L. infantum, todas ellas
pertenecientes al subgénero Leishmania (1, 4). En América, dicha forma clinica es
causada por las especies: L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis vy,
ocasionalmente, por L. chagasi(nombre con el que se le conoce a L. infanturm en
América), todas ellas pertenecientes al subgénero Leishmania, y por todas las
especies patogénicas para el hombre que pertenecen al subgénero Viannia (1, 4).
En México, la especie responsable de la LCL en la gran mayoria de los casos es
L. mexicana; sin embargo, aunque con mucha menor frecuencia, se han reportado
también casos de LCL en los que se ha identificado a L. braziliensis (especie del

subgénero Viannia) como agente etioldgico (12, 34-36).
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Fig. 5. Lesiones en la leishmaniasis cutanea localizada (LCL). (A) vista frontal y (B) vista lateral
de una ulcera clésica de LCL en el dorso de la mano de un paciente. La Ulcera presenta una
forma redondeada y crateriforme, con bordes elevados e indurados bien definidos, un fondo
limpio y tejido granulomatoso en el centro. (C) Ulcera, con presencia de sangrado, en el pabellén
auricular interno de la oreja derecha de un paciente con LCL. Es el tipo de lesién que se conoce
coloquialmente como “Ulcera del chiclero” en la Peninsula de Yucatan. Fotos: OMS (37).

1.3.2.2. Leishmaniasis cutanea difusa (LCD)

La LCD es una forma grave y poco frecuente de la leishmanisis cutanea, en la
cual, a diferencia de la LCL, la infecciéon no queda restringida en el sitio de la
inoculacion por el vector, sino que el parasito se disemina lentamente a lo largo de
la piel a través del liquido tisular, la linfa o raramente por via sanguinea (34, 35, 38).
Se caracteriza clinicamente por la presencia de una primera lesioén nodular, la cual
se infiere que se desarrolla en el sitio de la picadura de la mosca, seguida por la
aparicion, de forma lenta e insidiosa, de multiples nédulos (no ulcerativos y que
contienen abundantes amastigotes) a lo largo de toda la piel, con excepcion del
cuero cabelludo (4, 30, 34, 35, 38) (Figura 6). El desarrollo de la LCD se ha
asociado a una respuesta inmune celular anérgica del paciente a los antigenos del
parasito; sin embargo, se ha propuesto también la participacion de caracteristicas
o factores propios del parésito en el establecimiento de esta forma clinica. Por otra

parte, la LCD es muy dificil de tratar; los pacientes no se curan de forma
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espontdnea, y aun con tratamiento presentan solo respuestas favorables
transitorias, con recaidas frecuentes y desarrollo de resistencia a los
medicamentos (9, 30, 33).

La LCD es ocasionada en Africa (especificamente en Etiopia y Kenia) por L.
aethiopica'y en América por L. mexicana, L. amazonensisy L. waltoni (1, 4). En

México, la LCD tiene como agente etiolégico a L. mexicana (34, 35, 39).

Fig. 6. Lesiones en la leishmaniasis cutanea difusa (LCD). Multiples lesiones cutaneas
nodulares distribuidas a lo largo de la espalda y brazos (A), antebrazo (B) y cara (C) de
pacientes mexicanos con LCD a causa de la infeccion con L. mexicana. Fotos: Unidad de
Investigacion en Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM.

1.3.3. Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

Esta forma clinica ocurre como una complicacion de la LCL causada por la
mayoria de las especies de Leishmania que pertenecen al subgénero Viannia, en
la que a partir de una lesion cutanea localizada distante ocurre una metastasis del
parasito, por via hematica o linfatica, a las mucosas oral, nasal y faringea (9, 30).
En casos raros, la LMC puede deberse a la extension a las mucosas de una lesion
cutanea localizada en la cara (9). Usualmente, una vez que la lesidbn cutanea
distante se resuelve, la infeccidon con el parasito permanece latente por un periodo

que puede durar desde semanas hasta varios afios. El dafio en las mucosas
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comienza frecuentemente con la afeccion de la mucosa del tabique o septum
nasal, donde aparece un pequefio nédulo que rapidamente evoluciona a una
Ulcera que cursa con secreciones y sangrado. En los casos mas severos, el dafio
puede culminar en la perforacion y destruccion del tabique nasal e incluso puede
extenderse hasta la laringe, faringe, trdquea y paladar blando, ocasionando
disfonia, disfagia y obstruccion respiratoria (9, 30, 33, 34) (Figura 7).

La LMC es propia de América del Sur y América Central, siendo el agente causal
las distintas especies del subgénero Viannia. L. braziliensis, L. peruviana, L.
guyanensisy L. panamensis (30, 33). En cuanto a la presencia de esta forma de
leishmaniasis en México, en los casos reportados se ha aislado e identificado a L.

brazilienzis como el agente causal (12).

Fig. 7. Lesiones en la leishmaniasis mucocutéanea (LMC). (A) Dafio en la mucosa orofaringea
de un paciente con LMC: lesion granulomatosa del paladar blando y pérdida de la uvula. (B)
Placa eritematosa, edematosa y ulcerada, recubierta con costras serosas y hematicas en el labio
superior de un paciente con LMC. (C) Pérdida total del tabique nasal en un paciente con LMC.
Fotos: OMS.

1.3.4. Leishmaniasis visceral (LV)

En esta forma clinica los amastigotes se multiplican en las células del sistema
fagocitico mononuclear de los ¢rganos internos y tejidos hematopoyéticos del

hospedero, tales como el higado, el bazo, el intestino y la médula 6sea (9, 31). Una
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vez que es inoculado por la mosca transmisora, el parasito se multiplica
inicialmente en los macréfagos y células dendriticas de la dermis del hospedero,
causando o0 no una lesion cutanea transitoria. Posteriormente, las células
infectadas se diseminan por el torrente linfatico y sanguineo, infiltrandose
eventualmente en el higado, el bazo y la médula 6sea. Subsecuentemente, los
amastigotes infectan y se multiplican en los macrofagos locales de dichos 6rganos,
alterando su funcionalidad y provocando una enfermedad sistémica (9, 40, 41).
Los sintomas pueden aparecer de forma subita o progresiva, e incluyen:
inflamacion del higado y del bazo (hepatoesplenomegalia), fiebre intermitente,
pérdida de peso, anemia, leucopenia, caquexia y, en etapas avanzadas, edema
periférico y sangrado (8, 32, 34, 40) (Figura 8). La LV es la forma clinica de las
leishmaniasis que mas vidas cobra a nivel mundial, pues es mortal en el 95% de
los casos si no se trata oportunamente. La poblacion en riesgo en las zonas
endémicas esta constituida por nifios menores de cinco afos, ademas de

individuos inmunosuprimidos y desnutridos (6, 8).

Fig. 8. Dafio en la leishmaniasis visceral (LV). Pérdida de peso involuntaria, asi como
crecimiento del higado y del bazo (hepatoesplenomegalia) en un infante (A) y en un adulto (B)
con LV. Fotos: (A), OMS (37); (B), Costa, JML, CPg GM-Fiocruz, Brasil.
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Los agentes etiolégicos de la LV son: L. donovani en Africa y en Asia, y L.
infantum en Europa, Asia y Africa (1, 32, 40). En América, incluyendo a México, el
agente causal de la LV es L. intantum, especie que en dicho continente es

conocida como L. chagasi(1, 12).

1.4. LA L-ARGININA

La L-arginina es uno de los aminoacidos mas versatiles a nivel metabdlico y
fisiologico, pues ademas de ser componente de las proteinas, funciona como
precursor, directo o indirecto, de al menos siete compuestos de gran importancia
biolégica: la urea, el oxido nitrico, las poliaminas, la L-prolina, el glutamato, la
creatinina y la agmantina (Figura 9) (42, 43). En los mamiferos adultos, la L-arginina
es un aminoacido no esencial (es decir, que es sintetizado por el propio
organismo); sin embargo, durante la nifiez y en ciertas situaciones fisioldgicas o
patoldgicas (e.g. embarazo, sepsis, trauma, estrés catabdlico, dafio intestinal y
renal) se considera como un aminoacido semi-esencial o0 no esencial
condicionado, ya que su consumo excede la capacidad de ser sintetizado por el
organismo y debe ser suministrado de forma exdgena (44-46). La disposicion de
la L-arginina en los mamiferos recae en obtenerla a partir de la dieta proteica,
sintetizarla de forma enddgena (sintesis de novo) y de la liberacion de la misma
durante el proceso de recambio proteico (Figura 9) (42). Aproximadamente el 40%
de la L-arginina que se obtiene de la dieta proteica es catabolizada en el intestino

antes de que entre a la circulaciéon (47). En ausencia del aporte por la dieta
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proteica, aproximadamente el 80% de la L-arginina que entra a la circulacion se
deriva del recambio proteico, mientras que el porcentaje restante proviene de la

sintesis de novo de dicho aminoacido (47).

Dieta Urea

» Creatinina

:I L-prolina |
| Recambio proteico | Glutamato

Fig. 9. Fuentes de obtencién de la L-arginina y compuestos biolégicos principales que
resultan de su metabolismo directo o indirecto en los mamiferos.

{

|

Sintesis endégena '——»IEginina

I

El metabolismo de la L-arginina ocurre principalmente en el higado y en el rifdn;
sin embargo, otros tejidos y células cuentan también con las enzimas necesarias
para metabolizar dicho aminoacido, incluidas las células musculares lisas
vasculares, las células beta pancreaticas, las neuronas, entre otras; ademas de
algunas de las células de la respuesta inmune, tales como las células de la
microglia, las células dendriticas y los macrofagos (48-50). Con respecto a las
células de la respuesta inmune, resulta interesante el hecho de que se ha descrito
un ciclo completo de la urea en los macréfagos (51). Mientras que sélo una enzima,
la argininasuccinato liasa, cataliza la sintesis de la L-arginina, cuatro enzimas
utilizan a este aminoacido como sustrato: la arginina descarboxilasa, la

arginina:glicina aminotransferasa, las diferentes isoformas de la arginasa y las
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diferentes isoformas de la 6xido nitrico sintasa (NOS) (48) (Figura 10).

ASS
Argininasuccinato +——g—— L-citrulina
Fumarato ASL Aspartato
Arginasa NOS
L-ornitina + Urea <« L- arglnlna » NO + L-citrulina
1
1
E Gncma
! AGAT
Poli m
0 |am!nas Agmatlna Guanidinoacetato ------ » Creatinina
L-prolina + L-ornitina
Glutamato E
1
Poliaminas
Urea
Aldehidos

Fig. 10. Rutas del metabolismo de la L-arginina: enzimas involucradas. ASL: argininasuccinato
liasa, ADC: arginina descarboxilasa, AGAT:arginina:glicina aminotransferasa. Las enzimas
escritas en color azul utilizan a la t-arginina como sustrato. La enzima escrita en color rojo
cataliza la sintesis de la L-arginina.

1.5. LAS ARGINASAS Y LAS OXIDO NITRICO SINTASAS

Las arginasas son metaloenzimas homotriméricas que poseen un centro
binuclear de manganeso en el sitio activo de cada mondémero e hidrolizan a la L-
arginina dando lugar a la producciéon del aminoacido L-ornitina y de urea (52-54)
(Figura 11).

En los mamiferos las arginasas existen en dos isoformas: la arginasa 1 (Arg-1) y
la arginasa 2 (Arg-2); ambas catalizan la misma reaccion bioquimica, pero difieren
en cuanto a las células en las que se expresan y en su localizacion intracelular (53,
55). La Arg-1 es citosdlica y se expresa preponderantemente en el higado, donde

cataliza el ultimo paso del ciclo de la urea; sin embargo, la sintesis de dicha enzima
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puede inducirse en algunas células de la respuesta inmune, tales como
macrofagos, células dendriticas, células supresoras de origen mieloide, entre otras
(53, 56). En contraparte, la Arg-2 es mitocondrial y se expresa en distintos tejidos
periféricos, por ejemplo: el rifidén, el cerebro, el intestino delgado, la préstata, las
glandulas mamarias en lactancia, entre otros, asi como en multiples tipos celulares
(53, 56).

Las oxido nitrico sintasas (NOS) son oxido-reductasas homodiméricas que
catalizan, en presencia de NADPH y oxigeno, la conversion de la L-arginina en L-
citrulina y la generacion subsecuente de oxido nitrico (NO) a partir del atomo de
nitrdgeno terminal del grupo guanidino de la arginina, a través de dos reacciones
sucesivas de monooxigenacion (57, 58). En la primera, una molécula de L-arginina
es oxidada en el ultimo atomo de nitrégeno del grupo guanidino para producir N*-
OH-L-arginina (NOHA), como un intermediario de la reaccion. En la segunda, la
NOHA es oxidada generando una molécula de NO vy otra de L-citrulina (57, 58)
(Figura 11).

En los mamiferos se han identificado tres isoformas de NOS: la NOS neuronal
(NNOS o NOS1), la NOS inducible (iNOS o NOS2) y la NOS endotelial (eNOS o
NOS3). Todas ellas son citosolicas y catalizan la misma reaccion (59, 60). La NOS1
y la NOS3 se expresan de forma constitutiva y su nombre hace referencia al tipo
celular en el cual fueron identificadas y caracterizadas: la NOS1 en las neuronas
(nNOS), aunque también se expresa en el musculo esquelético y en el musculo

cardiaco, y la NOS3 en las células endoteliales (eNOS) (60). La NOS2, a diferencia
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de las otras dos isoformas, no se expresa de forma constitutiva en las células en
reposo, ya que su expresion, como su nombre lo indica, se induce en varios tipos
celulares (e.g. hepatocitos, células musculares lisas, condrocitos, células de la glia
y microglia, linfocitos T, macroéfagos y células dendriticas) en respuesta al estimulo
generado por citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IFN-y e IL-1B, por ejemplo), por

componentes microbianos (el LPS, por ejemplo) y por sefales de estrés, entre otros

(59-62).
||
E Y\/\ = \NH, + NO
oxido
"HyN NH, " L-citrulina nitrico

€0 : E Y\/\ ﬁ
L-arginina c

arginasa HZN 7 \NH,

L-ornltma urea

Fig. 11. Metabolismo de la L-arginina a través de las arginasas y de las 6xido nitrico sintasas.
Se muestra la hidrdlisis de la L-arginina en L-ornitina y urea mediada por las arginasas. De igual
forma, se muestra la segunda reacciéon de monoxigenacion de la L-arginina para la generacion de
L-citrulina y oxido nitritco (NO) mediada por las 6xido nitrico sintasas (NOS). Para fines ilustrativos
mas didacticos se omite la primera reacciéon de monooxigenacion mediada por las NOS. Esquema
modificado a partir de Durante ef a/. (63)

1.6. PARTICIPACION DEL METABOLISMO DE LA L-ARGININA EN LA RESPUESTA
INMUNE

En la respuesta inmune se ha comprobado que el metabolismo de la L-arginina

a través de la NOS2 y de la Arg-1 regula de forma importante las capacidades
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efectoras de los macrofagos, las células dendriticas y los neutrofilos durante los
procesos infecciosos ocasionados por una gran variedad de microorganismos,
tales como diferentes especies de Mycobacterium, Leishmania, Trypanosoma,
Schistosomay Salmonella, entre otros (50, 54, 64-67).

El metabolismo de la L-arginina adquiri6 gran relevancia en el contexto
inmunologico con el descubrimiento de que los macréfagos murinos pueden
expresar tanto a la NOS2 como a la Arg-1y que tanto la expresiéon como la funcion
de ambas enzimas son inducidas y reguladas por citocinas tipo Th1y Th2 que
estimulan al macréfago determinando su estado de activacion (49, 50, 57, 68-70).
En este contexto, citocinas Th1 como TNF-a e IFN-y (producidas en un ambiente
pro-inflamatorio), asi como el reconocimiento del lipopolisacarido bacteriano (LPS),
activan al macréfago de forma clasica (CAM®, por sus siglas en inglés; también
denominados macréfagos M1 o inflamatorios) e inducen la expresion y funcion de
la NOS2 (50, 58, 68, 69, 71). En contraparte, citocinas Th2 como IL-4, IL-10 e IL-13
(producidas en un ambiente anti-inflamatorio) activan al macréfago de forma
alternativa (AAM®, por sus siglas en inglés; también denominados macrofagos M2)
e inducen la expresion y funcion de la Arg-1 (50, 58, 68, 69).

El NO es un radical libre, por lo que posee una vida media muy corta y gran
capacidad de reaccionar rapidamente con otros compuestos para lograr una
configuracion mas estable. Tal es el caso de la reaccion del NO con el aniéon
superoxido (O27), una especie reactiva del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés),

para formar el anion peroxinitrito (ONOQO~) (72) (Figura 12). Este ultimo compuesto
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constituye una especie reactiva derivada tanto del nitrdgeno como del oxigeno
(RONS) que se ha identificado en los CAM® como un potente agente microbicida
para combatir infecciones intracelulares generadas por virus, bacterias, hongos y
protozoarios (54, 57, 61, 67, 69).

Por otra parte, ademas del papel que desempenfa en el ciclo de la urea para la
desintoxicacion del amonio en los mamiferos, la Arg-1 esta involucrada en otras
funciones que dependen del metabolismo de la L-ornitina producida por dicha
enzima. Conforme a lo anterior, en forma subsecuente a su generacion, la L-ornitina
es metabolizada a través de la accion de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC)
para la produccion de poliaminas: putrescina, espermidina y espermina (53)
(Figura 12). Las poliaminas son pequefias moléculas catiénicas que participan en
una gran variedad de funciones celulares (e.g. sintesis de acidos nucleicos y
proteinas, proliferacion, crecimiento y diferenciacion celular, expresion de genes,
transduccion de sefales, etc.) (58, 73-75). Varios estudios han demostrado que las
poliaminas producidas por los AAM® pueden exacerbar las infecciones causadas
por microorganismos intracelulares, ya que estos ultimos pueden utilizar a dichas
moléculas para proliferar en los macréfagos (54, 76). Adicionalmente, el
metabolismo de la L-ornitina a través de la enzima ornitina aminotransferasa (OAT)
conlleva a la sintesis de L-prolina (Figura 12). Dicho aminoacido es fundamental
para la sintesis del colageno, proteina que se involucra de forma preponderante

en el remodelado tisular, siendo este ultimo un proceso homeostatico ligado
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indudablemente a la respuesta inmune durante los procesos inflamatorios y de

reparacion de tejidos (58, 69).

TNF-a + IFN-y
02_ TR
CAM® \
ﬁ NO —Y-> ONOO
/ NOHA
NOS2 \
/ L-citrulina
L-arginina
\ V> Lproli
o -prolina
ARG1
i \ L-ornitina
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O<> = N
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p o Espermina
IL-4 /IL-13

Fig. 12. Metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1y de la NOS2 en los macréfagos
activados de forma alternativa (AAM®) y de forma clasica (CAM®), respectivamente. NOS2:
oxido nitrico sintasa 2, NOHA: Nw-OH-L-arginina, NO: 6xido nitrico, O.: oxigeno molecular,
ONOQO: anién peroxinitrito, ARG-1: arginasa 1, OAT: ornitina aminotransferasa, ODC: ornitina
descarboxilasa.

La L-arginina es transportada de forma activa del ambiente extracelular al interior
de las células a través de las proteinas transmembranales transportadoras del
sistema denominado y*, mismo que incluye a la familia de proteinas
transportadoras de aminoacidos catiénicos o CAT (por sus siglas en inglés) (77,
78). En los mamiferos se han identificado cuatro miembros de la familia CAT: CAT-

1 - CAT-4, de los cuales, los tres primeros son transportadores de la L-arginina (78,
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79). El transportador CAT-2 existe en dos isoformas: el CAT-2A y el CAT-2B.
Mientras que el CAT-2A se expresa constitutivamente en el higado y en las células
musculares, el CAT-2B es el transportador de la familia CAT que se ha involucrado
de manera mas clara y directa en el transporte de la L-arginina en el sistema
inmune, ya que se ha descrito la induccion de su expresion mediada por el estimulo
con diferentes citocinas en macrofagos, linfocitos, células dendriticas, células de
la microglia, entre otras (58, 66, 80-82). En los macréfagos, la expresion del CAT-
2B es inducida durante el estimulo con citocinas Th1y Th2, de tal forma que tanto
los CAM® como los AAM® incorporan a la L-arginina y la metabolizan a través de
la NOS2 y de la Arg-1, respectivamente (58, 66, 83).

Debido a que la NOS2 y la Arg-1 comparten como sustrato a la L-arginina, no
resulta extrafio que durante el metabolismo de este aminoacido ambas enzimas se
regulen reciprocamente a distintos niveles, de tal forma que puedan disponer de
dicho sustrato. Por ejemplo, el intermediario de reaccion NOHA producido en la
ruta del metabolismo de la L-arginina a través de la NOS2 es un potente inhibidor
enddgeno de la funcion de la Arg-1 en el macréofago (84, 85). Por otra parte, se ha
demostrado que las poliaminas producidas de forma subsecuente al metabolismo
de la L-arginina a través de la Arg-1 pueden inhibir de diferentes formas la actividad
de la NOS2 en el macrofago (Figura 12). Al respecto, se ha documentado que las
poliaminas, especificamente la espermina y la espermidina, inhiben la produccion
de NO bloqueando la expresion génica y traduccion proteica de la NOS2. Por otra

parte, la espermina puede interferir con el transporte de la L-arginina al interior del
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macrofago, inhibiendo en éste la expresion del transportador CAT-2B (86-88).
Adicionalmente, la funcionalidad de la NOS2 y de la Arg-1 esta regulada por un
fendmeno de competencia por el sustrato. En este sentido, se ha demostrado que
la expresion de la NOS2 esta regulada a nivel traduccional en funcion de la
disponibilidad intracelular de la L-arginina, de tal forma que el catabolismo de este
aminoacido a través de la Arg-1 en los en los AAM® restringe la sintesis proteinica
de la NOS2 y la produccion de NO en los mismos (58).

La L-arginina no solo cumple la funcion de ser un aminoacido crucial para la
activacion del macrofago, sino que también puede regular la funcion de otras
células de la respuesta inmune, tal es el caso de los linfocitos T, los cuales
requieren de este aminoacido para proliferar y activarse de forma eficiente (89, 90).
En este contexto, se ha demostrado que tanto los AAM® como células mieloides
tumorales con una elevada expresion de la Arg-1 pueden inhibir la capacidad de
respuesta de los linfocitos T al reducir la disponibilidad de la L-arginina en el
ambiente extracelular (91, 92). Especificamente, se ha identificado que la
disminucion de la disponibilidad de la L-arginina disminuye la expresion y funcion
de las cadenas zeta del complejo TCR:CD3 (CD3(), el principal complejo
sefalizador del receptor de los linfocitos T (TCR), interfiriendo con la activacion de
estas células (91, 92). Por otra parte, se ha comprobado que una falta de
disponibilidad de la L-arginina resulta en el arresto en la fase GO-G1 del ciclo
celular de los linfocitos T activados, impidiendo que éstos proliferen (93). En

conjunto, estas evidencias sugieren que la co-localizacion de los linfocitos T con
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otras células de la respuesta inmune que exhiben una elevada actividad de la Arg-

1 puede generar un fendmeno hiporresponsivo en los linfocitos T (66).

1.7. EL METABOLISMO DE LA L-ARGININA DURANTE LA INFECCION POR EL
PARASITO Leishmania

El parasito Leishmania ha desarrollado multiples estrategias para evadir o
beneficiarse de la respuesta inmune del hospedero y asegurar la supervivencia en
este. Entre dichas estrategias, la capacidad del parasito para modular la
regulacion del catabolismo del aminoacido L-arginina a través de la NOS2 y de la
Arg-1 en el hospedero se ha planteado como una via critica para el establecimiento
y la progresion de la leishmaniasis.

Como ya se ha mencionado, en el hospedero mamifero, Leishmania es un
parasito intracelular obligado que logra invadir a diferentes tipos celulares del
sistema inmune. Se ha demostrado que las células dendriticas, los fibroblastos y
los neutrdfilos pueden albergar al parasito Leishmania, sin embargo, los
macrofagos son las principales células hospederas de este parasito, ya que es en
éstos donde puede completar su ciclo de vida (la transformacion del estadio de
promastigote al estadio de amastigote) y multiplicarse exitosamente (2, 25, 26, 94-
96). Durante la infeccion con Leishmania, 10s macréfagos pueden tanto eliminar
como albergar a dicho parasito dependiendo de su capacidad para metabolizar a
la L-arginina a través de la NOS2 o de la Arg-1, enzimas cuya expresion es inducida
diferencialmente y regulada en dichos fagocitos de acuerdo con su estado de

activacion (66, 85, 97, 98). En este contexto, diferentes estudios realizados /n vifro
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han demostrado que los macréfagos murinos activados de forma cléasica (CAM®)
mediante el estimulo con LPS + IFN-y y TNF-a + IFN-y son capaces de eliminar a
los amastigotes de diferentes especies de Leishmania (e.g. L. major, L.
amazonensis, L. infantum y L. mexicana) Qgracias a la gran capacidad
leishmanicida del NO producido a partir del metabolismo de la L-arginina a través
de la NOS2 (66, 81, 85, 99-102) (Figura 13). En contraparte, se ha observado que
los macréfagos murinos activados de forma alternativa (AAM®), mediante el
estimulo con IL-4, IL-10 e IL-13, albergan a los amastigotes de las diferentes
especies de Leishmania gracias a la sintesis de poliaminas a partir de la L-ornitina
generada del metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1, las cuales son
aprovechadas por el parasito para proliferar dentro de la célula (66, 81, 85, 97-99)

(Figura 13).

TNF-a + IFN-y IL-4

Oxido nitrico Poliaminas
- NOS2 7 \ ‘ARG-I a \
(e, e
L-arginina o L-arginina 22,%2
Eliminacion Proliferacion Co
del amastigote del amastigote
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Fig. 13. Metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1 y de la NOS2 en los macréfagos
activados de forma alternativa (AAM®) y de forma clasica (CAM®) durante la infeccién con
el parasito Leishmania.

Complementando los hallazgos obtenidos a partir de los estudios realizados /n
vitro, diferentes modelos experimentales conducidos /7 vivo han confirmado un

papel critico del metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1 en la patogénesis
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de la leishmaniasis cutanea murina. Por ejemplo, en las lesiones cutaneas de
ratones susceptibles (BALB/c) infectados con L. major se ha demostrado la
presencia y actividad de la Arg-1, mismas que aumentan conforme la infeccion
progresa y se correlacionan con una replicacion descontrolada del parasito,
asociada esta ultima a un incremento en la produccion de poliaminas en los
macroéfagos infectados (54, 98, 103). De hecho, se ha propuesto que en las
lesiones cutaneas no resolutivas de ratones susceptibles infectados con
Leishmania existe una acumulacion de grandes cantidades de AAM® que
favorecen la proliferacion y persistencia del parésito en las mismas (98, 104). En
contraparte, en dichos modelos experimentales de susceptibilidad a la
leishmaniasis cutanea murina se ha observado una presencia limitada o la
ausencia de la NOS2 en el sitio de la infeccion; mientras que en los modelos
experimentales de resistencia para dicho padecimiento se ha demostrado una
elevada expresion y actividad de la NOS2, correlacionandose ambas con la
ausencia o la presencia de pocos parasitos en las lesiones de los ratones (98, 103,
105-107). En forma similar a los hallazgos demostrados en la leishmaniasis cutanea
murina experimental, en la leishmaniasis visceral experimental se ha documentado
que la replicacion descontrolada del parasito en el bazo de hamsteres infectados
con L. donovani se correlaciona también con una actividad elevada de la Arg-1y
una actividad disminuida de la NOS2 (54, 108-110).

En cuanto a la leishmaniasis humana, tanto la presencia proteinica como la

actividad de la Arg-1 han sido detectadas en las lesiones de pacientes con
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leishmaniasis cutdanea a causa de la infeccion con diferentes especies de
Leishmania, tales como L. aethiopica, L. major, L. tropicay L. amazonensis (111-
113). Interesantemente, en el caso de la infeccion con L. amazonensis, especie
que puede generar tanto leishmaniasis cutanea localizada (LCL) como
leishmaniasis cutanea difusa (LCD), se ha observado una mayor presencia de la
Arg-1 en las lesiones de los pacientes con LCD (una forma progresiva y no
resolutiva de la leishmaniasis cutanea) que en las lesiones de los pacientes con
LCL (una forma menos severa y generalmente resolutiva de la leishmaniasis
cutanea) (112). Por otra parte, la presencia de la NOS2 ha sido detectada en las
lesiones de pacientes con leishmaniasis cutdanea a causa de la infeccion con L.
mexicana y L. braziliensis, observandose una presencia mas prominente de la
enzima en las lesiones con una menor cantidad de parasitos que en aquellas con
cargas parasitarias mayores (114, 115).

Ademas del papel directo que el metabolismo de la L-arginina puede jugar en el
control de la multiplicacion del paréasito en el macréfago, se ha comprobado
también que el metabolismo de este aminoacido puede regular la capacidad de
respuesta de los linfocitos T en la leishmaniasis. Con relacion a este fendbmeno, se
ha observado que una elevada actividad de la Arg-1 en las lesiones de ratones
susceptibles infectados con Leishmania major disminuye la disponibilidad local de
la L-arginina, generando una supresion de la respuesta inmune mediada por los
linfocitos T en el sitio de la infeccion (90, 98). Esta supresion se caracteriza por una

disminucion en la capacidad de proliferacion de los linfocitos T CD4 y CD8, asi
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como en la capacidad de éstos para producir IFN-y, sugiriéndose como causas
probables de dichos fendmenos: un arresto en la fase GO-G1 del ciclo celular y
una disminucion en la expresion y funcion de las cadenas zeta del complejo
TCR:CD3 (CD3(¢), dada la falta de disponibilidad de L-arginina (90, 98).
Interesantemente, en las lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea se ha
detectado también una elevada presencia y actividad de la Arg-1, que coinciden
con una disminucion en la expresion de las cadenas zeta del complejo TCR:CD3y

de las moléculas CD4 y CD8 en los linfocitos T (111).

1.8. EL METABOLISMO DE LA L-ARGININA EN EL PARASITO Leishmania

La L-arginina se ha identificado como un aminoacido esencial para la
multiplicacion y el desarrollo del parasito Leishmania (80, 116). Las primeras
aproximaciones a la existencia de una ruta metabdlica de la L-arginina en
Leishmania surgieron cuando se descubrié que este parasito no puede crecer en
cultivos /n vitro en medios libres de L-arginina, sugiriendo este hecho que dicho
protozoario posee mecanismos tanto para la incorporacibn como para el
metabolismo de dicho aminoacido (117, 118). Diferentes estudios a nivel molecular
y funcional han demostrado la participacion de distintas permeasas de
aminoacidos &acidos (AAP) en diferentes especies de Leishmania como las
moléculas responsables del transporte de la L-arginina en dicho parasito (119). Tal
es el ejemplo de la permeasa LdAAPS, identificada en L. donovani como la
responsable de transportar a la L-arginina del medio externo al interior del parasito

(120). Adicionalmente, es bien conocido que Leishmania posee enzimas
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involucradas en la ruta del metabolismo de la L-arginina, entre ellas: una arginasa,
una oxido nitrico sintasa (NOS) y una ornitina descarboxilasa (ODC) (66, 116, 119).

La expresion de una arginasa en Leishmania se sugirio inicialmente a partir de
la deteccion de la actividad de esta enzima en lisados del parasito (121). Como
respuesta a este fendmeno, se han identificado y caracterizado las secuencias
génicas que codifican para una arginasa en diferentes especies de Leishmania,
tales como L. major, L. amazonensis, L. donovani, L. infantum, L. tropicay L.
mexicana, y en el caso de la primera y la ultima de las especies mencionadas, se
ha logrado también la clonacion de dicha enzima (99, 116, 122-129). La
caracterizacion bioquimica y funcional de la arginasa de L. mexicanay L. major ha
permitido demostrar que esta enzima es esencial para la supervivencia del
parasito, ya que los promastigotes de ambas especies en los que se ha eliminado
el gen que codifica para ésta no pueden mantenerse en cultivo /n vitro sin la adicion
exdgena de L-ornitina o de poliaminas (129, 130). Interesantemente, se ha
observado que cepas de L. majory L. mexicana deficientes en el gen que codifica
para la arginasa se ven limitadas en su capacidad infectiva, pues logran establecer
la infeccion en ratones susceptibles, pero de forma mas tardia y menos severa que
los parasitos normales, disponiendo soélo de las poliaminas sintetizadas por el
hospedero (99, 130).

Por otra parte, se ha documentado que Leishmania expresa también una ODC,
la cual metaboliza a la L-ornitina (obtenida a partir de la hidrdlisis de la L-arginina

mediada por la arginasa) en poliaminas y resulta vital para la supervivencia y
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crecimiento del parasito. Este hecho se refleja mediante la demostracion de que la
delecion del gen que codifica para dicha enzima en el parasito es letal, impidiendo
su crecimiento /n vitro sin la suplementacion con poliaminas (131).

Como ya se ha mencionado, la NOS2 y la produccion de NO a través de dicha
enzima son fundamentales para la eliminacion de Leishmania. Sin embargo, resulta
sorprendente el hecho de que Leishmania tiene también la capacidad de producir
NO. Por ejemplo, se han detectado concentraciones considerables de NO en el
sobrenadante del cultivo /n vitro de diferentes especies de Leishmania, tales como
L. amazonensis, L. braziliensisy L. chagasi(132). Mas aun, se ha logrado aislar y
caracterizar una Oxido nitrico sintasa (NOS) a partir de promastigotes de L.
aonovaniy, de promastigotes y amastigotes de L. amazonensis, presentando dicha
enzima grandes similitudes con las NOS constitutivas de los mamiferos (eNOS vy
nNOS) (133-135). Sin embargo, la funcion y relevancia bioldgica de la presencia
de una NOS vy la produccion de NO en Leishmania no son del todo claras. En
cuanto a este ultimo aspecto, se han detectado mayores niveles de NO en los
sobrenadantes de cultivo de Leishmania durante el desarrollo de los estadios
infectivos (amastigotes o promastigotes metaciclicos) que en los estadios no
infectivos, sugiriéndose una estrecha relacion entre la NOS del parasito y su
capacidad infectiva (134, 135). Por otra parte, se ha reportado también que el NO
producido por la NOS de Leishmania actta como un inhibidor de la apoptosis y

como un factor de supervivencia para el parasito (61).
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1I. JUSTIFICACION

Debido a la homogeneidad del fondo genético y de la respuesta inmune que
presentan las cepas endogamicas de raton, los modelos murinos de la
leishmaniasis han sido de gran ayuda para demostrar la existencia de factores
patogénicos o de virulencia intrinsecos a los distintos de aislados de una misma
especie del parasito que influyen en la determinacion del curso de la infeccion. Por
ejemplo, se ha observado que diferentes aislados de L. major obtenidos de
pacientes de distintas regiones geograficas, asi como diferentes aislados de L.
amazonensis obtenidos de pacientes con distintas formas clinicas de leishmaniasis
(LCL, LCD, LMC, LV), difieren en su capacidad patogénica o virulencia al ser
utilizados para infectar ratones experimentalmente, generando cursos disimiles en
la evolucion de la infeccion y en la respuesta inmune inducida en dichos
hospederos (136-138).

En México, Leishmania mexicana es el principal agente etioldgico de la
leishmaniasis cutanea en México y puede dar origen a dos formas clinicas
completamente opuestas: la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y la
leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

Los factores que determinan la evolucion de la infeccion por L. mexicana hacia
un cuadro clinico de LCL o LCD aun no se han dilucidado por completo. Se ha
propuesto que entre estos factores tanto las caracteristicas inmunoldgicas vy

genéticas del individuo para resolver la infeccion como la existencia de diferentes
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factores intrinsecos o asociados al parasito juegan un papel preponderante en el
desarrollo de la LCL y la LCD.

Dado lo anterior y tomando en cuenta el hecho de que el metabolismo del
aminoacido L-arginina a través de la Arg-1y de la NOS2 ha emergido como un
mecanismo crucial para la progresion o resolucion de la leishmaniasis, en el
presente estudio se analiz6 la capacidad de un aislado de L. mexicana obtenido
de un paciente con LCL y de otro obtenido de un paciente con LCD para regular
diferencialmente esta via metabdlica, impactando el curso y la severidad de la

infeccion en el hospedero.
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lIl. HIPOTESIS

Los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD regulan

diferencialmente el metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1y de la NOS-

2 en la leishmaniasis cutanea.

V. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la infeccion con aislados de L. mexicana obtenidos de
pacientes humanos con LCL y LCD en la regulacion del metabolismo de la L-
arginina a través de la Arg-1 y de la NOS-2 en un modelo experimental murino de

leishmaniasis cutanea.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener aislados de L. mexicana a partir de las lesiones de pacientes con LCL
y LCD, caracterizarlos a nivel de identidad de especie y mantenerlos in vitro, en
sistemas de cultivo axénico, e /n vivo, mediante la infeccion de ratones BALB/c
(cepa de ratdon susceptible a la infeccion por L. mexicana).

2. Evaluar la capacidad patogénica de los aislados de L. mexicana en un modelo

/in vivo de leishmaniasis cutanea experimental desarrollado en ratones BALB/c.
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Analizar en las lesiones de los ratones el efecto de la infeccion con los aislados
de L. mexicana en la regulacion de la sintesis proteica y actividad de la Arg-1
y de la NOS2.

Analizar en las lesiones de los ratones el efecto de la infeccion con los aislados
de L. mexicana en la produccion de citocinas Th1y Th2 y su correlacion con la
regulacion de la expresion y funcion de la Arg-1y de la NOS-2,

|dentificar la presencia de la Arg-1y de la NOS-2 en los macrofagos presentes
en las lesiones de los ratones infectados con los aislados de L. mexicanay su
probable correlacion con el estado de activacion de dichas células.

|dentificar la presencia de la Arg-1y de la NOS-2 en los macrofagos presentes
en las lesiones de pacientes con LCL y LCD, y su probable correlacion con el
estado de activacion de dichas células.

Evaluar la presencia y actividad de una arginasa y de una Oxido nitrico sintasa
propias de Leishmania en los parasitos presentes en las lesiones de ratones
infectados con los aislados de L. mexicana.

Determinar en ensayos /n vitro el efecto de la infeccion con los aislados de L.
mexicana sobre la expresion y funcion de la Arg-1y de la NOS-2 en macréfagos

murinos activados de forma clasica y de forma alternativa.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Ratones

En el presente estudio se utilizaron ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6
(hembras, de 8 a 10 semanas de edad). Los ratones se criaron en el Bioterio de la
Unidad de Investigacion en Medicina Experimental de la Facultad de Medicina,
UNAM, a partir de pies de cria adquiridos de los Laboratorios Charles Rivers
(Wilmington, MA, USA) vy siguiendo las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio establecidas en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Todos los procedimientos realizados a los
ratones durante la fase de experimentacion fueron aprobados por el Comité de

Ftica de la Facultad de Medicina, UNAM (No. de aprobacién 00/2014).

5.2. Parasitos

5.2.1. Obtencién de aislados de Leishmania mexicana a partir de lesiones de
pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) y leishmaniasis cutanea
difusa (LCD)

Se utilizaron dos aislados de Leishmania mexicana obtenidos a partir de las
lesiones de un paciente con LCL (aislado MHOM/MX/2012/CGR) y de un paciente
con LCD (aislado MHOM/MX/2012/MRB). El paciente con LCL era residente del
estado de Campeche y el paciente con LCD del estado de Tabasco, dos estados
de la Republica Mexicana con regiones altamente endémicas de leishmaniasis

cutanea a causa de la infeccion con L. mexicana. Después de haber obtenido el
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consentimiento informado por escrito de ambos pacientes, de haber realizado
asepsia de las lesiones y aplicado anestesia local, se tomdé una biopsia de 3 mm
de diametro del borde activo de la Ulcera del paciente con LCL empleando un
punch o sacabocados desechable y se realizaron aspirados de las lesiones
nodulares del paciente con LCD utilizando una jeringa de tuberculina. La biopsia
obtenida del paciente con LCL se homogenizd en PBS, presionando el tejido con
un pistilo, para lograr la liberacion de los amastigotes de Leishmania contenidos
en las células infectadas. Posteriormente, tanto el homogenado de la biopsia como
los aspirados de los nédulos se inocularon en medio de cultivo semisélido Sloppy
de Evans (139) y se mantuvieron en incubacion a 26°C, siendo revisados cada 48
h, hasta detectar la diferenciacion de los amastigotes en promastigotes. Una vez
diferenciados, los promastigotes se cultivaron en medio 199 (pH 7.2)
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (a 56 °C, durante
30 min), 25 mM de HEPES, 1% de vitaminas (basal medium Eagle [BME] vitamins),
100 U/ml de penicilina G, 100 pg de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (todos
adquiridos de Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) hasta
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento (4-5 dias). Finalmente, los
promastigotes en fase estacionaria de crecimiento se inocularon en ratones
susceptibles BALB/c para mantener la virulencia de los aislados obtenidos y se

criopreservaron en nitrégeno liquido para su resguardo.

5.2.2. Aislamiento y cultivo axénico de amastigotes de Leishmania mexicana
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Los amastigotes se aislaron a partir de las lesiones desarrolladas en los cojinetes
plantares de ratones BALB/c infectados durante 8 semanas con los aislados de
Leishmania mexicana obtenidos de los pacientes y se cultivaron de forma axénica,
siguiendo metodologias reportadas con anterioridad (67, 140), con ligeras
modificaciones. Para dicha tarea, los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical y en condiciones asépticas se extirpé la pata infectada. Esta se macerd
presionandola con el émbolo de una jeringa de 10 ml sobre una malla de nylon con
un poro de 100 uM (Falcon; Corning, Corning, NY, USA) acoplada a un tubo cénico
de 50 ml, mientras se adicionaban 10 ml de medio de cultivo para amastigotes
(Grace’s Insect Medium [pH 5.4], suplementado con 20% de suero fetal bovino
inactivado por calor, 100 U/ml de penicilina G y 100 pg de estreptomicina) (todos
adquiridos de Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.). La suspension obtenida del
macerado se centrifugd a 100 x g durante 5 min a temperatura ambiente para
eliminar los restos celulares. El sobrenadante resultante se transfirié a un tubo
nuevo y se centrifugd a 2000 x g durante 10 min a temperatura ambiente para
concentrar a los amastigotes en el pellet. Después de ser lavados tres veces con
10 ml de medio, los amastigotes se contaron utilizando una camara de Neubauer,
se sembraron en botellas de cultivo de 25 cm? a una densidad de 5 x 10°
amastigotes/ml en un volumen final de 10 ml de medio y se cultivaron axénicamente
a 33°C. Los parasitos se subcultivaron cada 7 dias y en los experimentos solo se
utilizaron cultivos que no excedieran un maximo de 5 pases por aislado. Para

preservar la virulencia de los aislados, los amastigotes cultivados de forma axénica
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se inocularon periddicamente en el cojinete plantar de ratones BALB/c (hembras

de 8-10 semanas de edad).

5.2.3. Cepas de referencia de Leishmania mexicanay Leishmania major

Las cepas de referencia MNYC/BZ/62/M379 y MHOM/IL/80/Friedlin de L.
mexicanay L. major, respectivamente, se emplearon como controles en algunos
de los experimentos. Ambas fueron donadas por el Profesor Paul A. Bates de la
Universidad de Lancaster, Reino Unido. La cepa MHOM/IL/80/Friedlin fue cultivada
en el estadio de promastigote, mientras que la cepa MNYC/BZ/62/M379 fue

cultivada en el estadio de amastigote.

5.3. Identificacién molecular a nivel de especie de los aislados de Leishmania
mediante la técnica de PCR-RFLP del ITST

Los aislados de Leishmania obtenidos de pacientes con LCL y LCD fueron
identificados a nivel de especie como Leishmania mexicana mediante el anélisis
de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) en la
secuencia génica del espaciador interno transcrito 1 (ITS1; la secuencia de DNA
que separa los genes que codifican para el rRNA [RNA ribosomal] que conforma
la subunidad menor [SSU] de los ribosomas y para el rRNA 5.8S que conforma la
subunidad mayor [LSU] de los ribosomas) de Leishmania, amplificada a través de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente digerida con una
enzima de restriccion. Dicho procedimiento se realizo siguiendo la metodologia

reportada por Schonian y cols. (141), con algunas modificaciones menores. Un
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total de 1 x 10® de amastigotes axénicos de L. mexicana o promastigotes de L.
major se lavaron tres veces con PBS, se resuspendieron en amortiguador de lisis
(50 mM NaCl, 50 mM EDTA, 1% SDS, 50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 pug/ml de
proteinasa K) y se incubaron a 60°C durante 12 h. Finalizado el tiempo de
incubacion, el DNA se aislé de los lisados mediante extracciones con fenol-
cloroformo y precipitacion con etanol, siguiendo protocolos estandares. Una vez
aislado, el DNA se emple6é como templado para la amplificacion del ITS1 de
Leishmania por PCR, empleando los primers LITSR (5-CTG GAT CAT TTT CCG
ATG-3") y L5.8S (5-TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT-3). Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo en un volumen de 50 pl constituido por amortiguador Phusion
HF 1x, 0.5 uM de cada primer (LITSR y L5.8S), 200 uM de una mezcla de
desoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTP’s), 1 U de DNA polimerasa FPhusion HF
(todos adquiridos de New England BiolLabs, Ipswich, MA, USA) y 1 ug de DNA de
Leishmania. Las condiciones de termociclado empleadas consistieron en un paso
inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, seguido por 35 ciclos de
amplificacion: 94°C durante 40 s (desnaturalizacion), 53°C durante 30 s
(anillamiento) y 72°C durante 60 s (extension), y un paso final de extension a 72°C
durante 7 min. Los productos de PCR obtenidos de la amplificacion del ITS de
Leishmania se corrieron y se visualizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Para llevar a cabo el analisis por RFLP, 10 pl de los productos

de PCR se digirieron con la enzima BsuRI ([Haelll], Thermo Fisher Scientific),
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siguiendo las instrucciones del fabricante, y los fragmentos obtenidos se

visualizaron en geles de agarosa al 3% tefiidos con bromuro de etidio.

5.4. Evaluacion del curso de la infeccién en los ratones

Se inocularon ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 (en el cojinete plantar
derecho trasero, por via subcutanea) con 5 x 106 amastigotes de L. mexicana o 5
x 10° promastigotes de L. major, respectivamente. Para realizar la inoculacion,
ambos estadios de Leishmania se cosecharon en la fase estacionaria de cultivo,
se lavaron tres veces con PBS y se contabilizaron empleando una céamara de
Neubauer. La evaluacion del curso de la infeccion en los ratones se monitore6 cada
semana midiendo el incremento en el grosor del cojinete plantar de la pata
infectada, utilizando un vernier digital (modelo DTG-001; iGaging, San Clemente,
CA, USA). Dicho incremento se calculd restandole el valor de grosor del cojinete
de la pata colateral no inoculada al valor del grosor del cojinete de la pata

infectada.

5.5. Determinacién de la carga parasitaria en las lesiones de los cojinetes
plantares y en los ganglios linfaticos popliteales de los ratones infectados

La carga parasitaria se determiné mediante el conteo directo de los amastigotes
presentes en homogenados preparados a partir de las lesiones desarrolladas en
los cojinetes plantares y en los ganglios linfaticos popliteales de los ratones
infectados (140, 142). Para lo anterior, una vez que se sacrificd a los ratones, se

extirparon las patas infectadas y los ganglios popliteales, y se maceraron en PBS
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presionandolos con el émbolo de una jeringa de 10 ml sobre una malla de nylon
con un poro de 100 pm (Falcon, Corning) acoplada a un tubo cénico de 50 ml,
lograndose asi la disgregacion del tejido y la lisis mecanica de las células
infectadas. El homogenado resultante del proceso anterior se pasé cinco veces a
través de una aguja de 25 G acoplada a una jeringa de 10 ml para asegurar la
liberacion de los amastigotes de las células infectadas que no se lisaron en el
procedimiento anterior y para disgregar los cumulos que tiende a formar este
estadio del parasito. Finalmente, los amastigotes presentes en los homogenados

se contabilizaron empleando una camara de Neubauer.

5.6. Western blot

Los cojinetes plantares de los ratones infectados fueron removidos vy
homogenizados en una solucion amortiguadora compuesta por 0.1% de Triton X-
100 en Tris-HCI 25 mM (pH 7.4), suplementada con un coctel de inhibidores de
proteasas libre de EDTA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Los
homogenados obtenidos se clarificaron centrifugandolos a 12,000 x g durante 15
min a 4°C y la cantidad de proteina presente en los mismos se cuantificé mediante
el método del &cido biciconinico (BCA), utilizando un kit comercial (Novagen-Merck
KGaA, Darmstadt, Germany). Se mezclaron 20 ug de proteina de los homogenados
con amortiguador de carga Laemmli, se hirvieron durante 5 min y se separaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS). Una vez concluida la electroforesis, las proteinas se
transfirieron (100 V durante 60 min) a membranas de difluoruro de polivinilo (PVDF)
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(Immobilon-P; Millipore-Merck KGaA) utilizando una camara de transferencia en
hamedo (Mini Trans-Blot Cell apparatus; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Una vez concluida la transferencia, las membranas se bloquearon durante
30 min a temperatura ambiente con una solucion al 10% (w/v) de leche
descremada (Bio-Rad Laboratories) en TBST (20 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM
NaCl, 0.1% Tween 20). A continuacion, las membranas se incubaron toda la noche
a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios (diluidos en solucion al 10% de
leche descremada en TBST): anti-arginasa-1, monoclonal producido en ratén
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA [dilucién 1:50,000]); anti-NOS2,
policlonal producido en conejo (GeneTex, Inc., Irvine, CA, USA [dilucion 1:10,000])
y anti-YM1, policlonal producido en conejo (STEMCELL Technologies, Vancouver,
Canada [dilucion 1:10,000]). Al dia siguiente, las membranas se lavaron con TBST
(3 veces durante 5 min) y después se incubaron durante 60 min a temperatura
ambiente con los siguientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa
de rabano (HRP) (diluidos en solucion al 10% de leche descremada en TBST): anti-
IgG de raton, producido en caballo y anti-lgG de conejo, producido en cabra
(ambos adquiridos de Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA [anti-IgG
de ratoén, dilucion 1:50,000; y anti-lgG de conejo, diluciéon 1:10,000]). Finalizada la
incubacion con los anticuerpos secundarios, las membranas se lavaron con TBST
(3 veces durante 10 min), se revelaron con un substrato quimioluminicente para
HRP (Millipore-Merck KGaA) y se expusieron a peliculas de rayos X (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.). Como control de carga, se utilizé una tincion de las
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membranas con azul de Coomassie para comparar los niveles de expresion de las
proteinas. Los analisis densitométricos de las bandas obtenidas para las proteinas
se realizaron utilizando el software ImageJ (Image Analysis Processing in Java
rings; NIH, Bethesda, MD, USA).

La presencia proteinica de una arginasa y de una Oxido nitrico sintasa propias
de L. mexicana fue evaluada también en los amastigotes presentes en las lesiones
de los ratones infectados. Para este proposito, los amastigotes (libres de restos
celulares) se aislaron de las lesiones siguiendo el protocolo descrito por Hart y cols
(143) y se lisaron en la misma solucién amortiguadora empleada para obtener los
homogenados de las lesiones de los ratones. A partir de los lisados obtenidos, 20
ug de proteina se analizaron por ensayos de Western blot, siguiendo los
procedimientos descritos en el parrafo anterior. Para detectar la presencia de la
arginasa en los lisados de los amastigotes, se utilizd un anticuerpo primario
policlonal anti-arginasa-1 producido en conejo (GeneTex Inc. [dilucion 1:5,000]),
mientras que para detectar la presencia de la Oxido nitrico sintasa, se utilizdé un
anticuerpo primario monoclonal anti-NOS2 y un anticuerpo primario monoclonal
anti-NOS1, ambos producidos en ratdén (Santa Cruz Biotechnology, Inc. [dilucion
1:100]), y un anticuerpo policlonal anti-NOS2 producido en conejo (GeneTex Inc.
[dilucion 1:100]). En este caso, como control de carga, se utilizé una tinciéon de las
membranas con tinta india.

Adicionalmente, en ensayos realizados /n vitro, la presencia proteinica de la Arg-

1y de la NOS2 se analizé en macréfagos diferenciados a partir de células
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precursoras existentes en la médula 6sea de raton (BMM®, por sus siglas en
inglés) tratados bajo diferentes condiciones que se mencionan mas adelante. Para
este fin, los macréfagos se lisaron en amortiguador RIPA (25 mM Tris-HCI [pH 7.6],
150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS) para obtener
extractos totales de las células, de los cuales 20 pug de proteina se analizaron por
ensayos de Western blot, siguiendo la metodologia ya descrita. Para detectar la
presencia de la Arg-1y de la NOS2 en los lisados de los macréfagos se utilizo el
anticuerpo primario monoclonal anti-arginasa-1 producido en raton (dilucion
1:10,000) vy el anticuerpo primario policlonal anti-NOS2 producido en conejo
(dilucion 1:1,000), respectivamente. Como control de carga, se detectd la
presencia de la actina o de la B-tubulina, utilizando un anticuerpo primario
policlonal anti-actina producido en conejo (Santa Cruz Biotechnology, Inc. [dilucion
1:10,000]) y un anticuerpo primario monoclonal anti-B-tubulina producido en ratén

(Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., [dilucion 1:5,000]), respectivamente.

5.7. Determinacién de la actividad enzimética de arginasa

La actividad enzimatica de arginasa se determind en las lesiones desarrolladas
en los cojinetes plantares de los ratones infectados, cuantificando la cantidad de
urea generada a partir de la hidrdlisis de la L-arginina, de acuerdo con
metodologias reportadas previamente (98, 144), con algunas modificaciones. Para
dicho fin, los cojinetes plantares fueron removidos y homogenizados en una
solucion amortiguadora compuesta por 0.1% de Triton X-100 en Tris-HCI 25 mM

(pH 7.4), suplementada con un coctel de inhibidores de proteasas libre de EDTA.
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Los homogenados obtenidos se clarificaron por centrifugacion a 12,000 x g
durante 15 min a 4°C y la cantidad de proteina presente en los mismos se cuantificd
mediante el método del acido biciconinico (BCA). Un volumen de 1-5 pul de los
homogenados se diluyd a un volumen final de 50 pl con una solucion
amortiguadora de reaccién para actividad de arginasa (25 mM Tris-HCI [pH 7.4],
0.1% Tritén X-100, 10 mM MnCl,) y se incub6 a 56°C durante 10 min para lograr la
activacion de la enzima. A continuacion, a cada muestra se le agregd un volumen
50 pl de L-arginina (0.5 M, pH 9.7) y se permitié la hidrélisis de este sustrato durante
15 min a 37°C. Concluido este tiempo, la reaccion se detuvo adicionando 400 pl
de una mezcla de H,SO4-HsPO4+-H-O (1:3:7 [v/v]). La urea producida a partir de la
hidrolisis de la L-arginina se detecto segun el método colorimétrico de Archibald,
para el cual se adicionaron a las muestras 20 pl de una solucion al 9% de a-
isonitrosopropiofenona (diluida en etanol absoluto) y se incubaron a 100°C durante
30 min. La absorbancia de las muestras se cuantificé a 550 nm y la concentracion
de urea producida se determiné empleando una curva estandar preparada con
cantidades conocidas de urea. La actividad de arginasa se reportdé como unidades
por mg de tejido o unidades por mg de proteina, definiéndose una unidad de
actividad enzimatica como la cantidad de enzima que cataliza la produccion de 1
pumol de urea por minuto.

La actividad enzimatica de arginasa se determiné también en los lisados de
amastigotes purificados de lesiones de ratones infectados con L. mexicanay en

los lisados de macroéfagos diferenciados a partir de células precursoras existentes
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en la médula 6sea de raton (BMM®) tratados bajo diferentes condiciones que se
mencionan mas adelante. Para lo anterior, los amastigotes y los macréfagos se
lisaron en la misma solucion amortiguadora empleada para obtener los
homogenados de las lesiones y la determinacion de la actividad se llevo a cabo
empleando el mismo método descrito en el parrafo anterior, con la excepciéon de
que el tiempo de hidrdlisis de la L-arginina se incremento a 120 min para los lisados

de los amastigotes y a 30 min para los lisados de los macrofagos.

5.8. Cuantificacién de citocinas por ELISA

Los niveles de citocinas presentes en los ganglios linfaticos popliteales y en las
lesiones desarrolladas en los cojinetes plantares de los ratones infectados con los
diferentes aislados de L. mexicana se cuantificaron empleando la técnica de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 0 ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas) tipo sandwich. Para lo anterior, se prepararon homogenados de ambos
tejidos, tal y como se describié en secciones anteriores, y los niveles de IL-4, IL-10
e IFN-y presentes en estos se cuantificaron utilizando kits especificos para la
deteccion de cada citocina: IL-4 e IL-10 (BioLegend, San Diego, CA, USA) e IFN-y
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), siguiendo las instrucciones

de los fabricantes.

5.9. Inmunohistoquimica
Los cojinetes plantares de los ratones infectados y las biopsias (de 4-6 mm de

diametro) obtenidas de pacientes con LCL y LCD se fijaron durante 24 h en una
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solucion de formalina al 10% en solucién amortiguadora neutra de fosfatos (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Concluido el tiempo de fijacion, los tejidos se
procesaron empleando protocolos estandares para ser incluidos en parafina. Se
realizaron cortes de 3 um de espesor de cada tejido, se montaron en portaobjetos
cargados positivamente (Thermo Fisher Scientific) y posteriormente se
desparafinaron y rehidrataron, segun metodologias histolégicas de rutina. Para
recuperar la pérdida de antigenicidad en los tejidos, se llevd a cabo el proceso de
reactivacion antigenica mediante la incubacion de los cortes histologicos con una
solucion amortiguadora de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante 20 min a 95°C
0 mediante la incubacion con proteinasa K (20 ug/ml en soluciéon amortiguadora
compuesta por Tris-EDTA [TE], pH8) durante 10 min a temperatura ambiente. Una
vez lavados con agua corriente (3 veces durante 3 min), los cortes se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente con una solucion de perdxido de hidrogeno
al 3% en TBS (20 mM Tris-HCI [pH 7.5],150 mM NaCl) para inhibir la actividad de
las peroxidasas enddgenas. Posteriormente, los cortes se lavaron con TBS (3
veces durante 3 min) y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con una
solucién compuesta por 10% de suero normal del animal en el cual se produjo el
anticuerpo secundario y 1% de albumina sérica bovina (BSA), ambos diluidos en
TBST (20 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20), para bloquear la
unién inespecifica de los anticuerpos al tejido. A continuacion, se elimind la
solucion de blogueo vy los cortes se incubaron a 4°C durante toda la noche con los

siguientes anticuerpos primarios (diluidos en una solucion de BSA al 1% en TBST):
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anti-arginasa-1, policlonal producido en conejo, dilucion 1:500; anti-NOS2,
policlonal producido en conegjo, dilucién 1:100; anti-F4/80, policlonal producido en
rata, dilucion 1:50 (los tres adquiridos de GeneTex, Inc.); anti-YM1, policlonal
producido en conejo, dilucion 1:200 (STEMCELL Technologies) y anti-CD68,
monoclonal producido en raton (Abcam, Cambridge, UK [prediluido]). Al dia
siguiente, los cortes se lavaron con TBST (3 veces durante 5 min) y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos secundarios
conjugados con HRP y producidos en cabra (diluidos en una solucién de BSA al
1% en TBST): anti-lgG de conejo, dilucién 1:500 (Sigma-Aldrich); anti-lgG de rata,
dilucion 1:100 y anti-lgG de ratén, dilucion 1:500 (ambos adquiridos de Jackson
ImmunoResearch Inc., West Grove, PA, USA). Concluido el tiempo de incubacion,
los cortes se lavaron con TBST (3 veces durante 5 min) y se incubaron con 3,3’
diaminobencidina (DAB) (Sigma-Aldrich) como sustrato para la HRP y visualizar asi
la inmunodeteccion. Finalmente, los cortes se contratifieron con hematoxilina de
Gill, se deshidrataron, se aclararon y se montaron en resina sintética. Las
preparaciones se observaron con un microscopio de campo claro (Microphot-FXA
microscope; Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) y se adquirieron imagenes
de éstas utilizando una camara digital Nikon DXM1200F y el software ACT-7 (Nikon

Instruments Inc.).

5.10. Obtencién de células de médula ésea de ratén
Se sacrificaron ratones BALB/c (hembras de 8-10 semanas de edad) por
dislocacion cervical y se bafaron con etanol al 70% para desinfectar la piel.
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Utilizando pinzas vy tijeras de diseccion, se retird la piel que recubre las
extremidades posteriores (fémures vy tibias), las cuales fueron extirpadas vy
colocadas en una caja de Petri bacterioldégica de 60 mm conteniendo una solucion
desinfectante compuesta por PBS suplementado con 200 U/ml de penicilina G y
200 pg de estreptomicina (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.). A continuacion,
la mayor parte de musculo que recubre los fémures y la tibias se retird utilizando
unas tijeras y una navaja de bisturi, mientras que el tejido restante adherido a los
huesos se removié con una gasa estéril. Una vez libres de tejido, los huesos se
sumergieron en etanol al 75% durante 3 min para desinfectarlos y, transcurrido este
tiempo, se transfirieron a una caja de Petri nueva, donde se lavaron 3 veces con
PBS. Posteriormente, en una campana de flujo laminar para cultivo celular, las
epifisis de cada hueso se cortaron con una navaja de bisturi y la médula ¢sea de
cada fémur vy tibia se expulsd al interior de un tubo cénico de 50 ml mediante
irrigaciones con PBS dispensado con una jeringa de 10 ml acoplada a una aguja
de 25G. La médula extraida se centrifugd a 300 x g durante 10 min a temperatura
ambiente y el pellet resultante se resuspendio en PBS hasta lograr una suspension
homogénea de células. Después de realizar un lavado con PBS, las células
presentes en la médula 6sea (entre las que se encuentran diferentes células
progenitoras hematopoyéticas) se contaron en una camara de Neubauer,
excluyendo a los eritrocitos (por forma y tamafio) y a las células muertas (utilizando

azul tripan). Mediante este procedimiento se obtuvieron regularmente 40-60 x 10°
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células a partir de la médula ¢sea extraida de las dos tibias y los dos fémures de

cada raton.

5.11. Cultivo de macréfagos derivados de médula ésea de ratén (BMM®)

Los macréfagos se diferenciaron a partir de células progenitoras existentes en
la médula 6sea (BMM®) de ratén que fueron cultivadas en presencia del factor
estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), segun metodologias reportadas
previamente (145, 146), con algunas modificaciones. Para este procedimiento, 5 x
10° células totales de médula Osea/ml se sembraron en cajas de Petri
bacteriolégicas en un volumen final de 10 ml de medio DMEM/F12 suplementado
con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.) y
20% del sobrenadante de cultivo de la linea celular de fibroblastos murinos L-929
(LCCM) (ATCC, Manassas, VA, USA), como fuente de M-CSF murino. Los cultivos
se alimentaron en el dia 4 adicionando 10 ml de medio suplementado. Finalmente,
en el dia 7 de cultivo, los BMM® se despegaron de las cajas Petri mediante la
incubacion de las células con una solucion de EDTA 5mM (en PBS) durante 10 min

a 37°C.

5.12. Activacién clasica (CAM®) y alternativa (AAM®) de los BMM® e infeccién
con amastigotes de Leishmania mexicana
Los BMM® se sembraron en medio DMEM/F12 suplementado como se indica

en el apartado anterior, pero sin la adiciéon de M-CSF, y se dejaron reposar toda la
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noche. Bajo estas condiciones, los macrofagos dejan de proliferar y quedan
arrestados en la fase Go del ciclo celular. Al dia siguiente, después de realizar un
cambio de medio, los BMM® se estimularon con 500 U/ml de TNF-a + 100 U/ml de
IFN-y (PeproTech, Rock Hill, NJ, USA) para inducir la activacion clasica (CAM®) o
con 20 U/ml de IL-4 (PeproTech) para inducir la activacion alternativa (AAM®) de
los mismos. Para evaluar el efecto de Leishmania mexicana en el metabolismo de
la L-arginina a través de la NOS2 y de la Arg-1 en los CAM® y en los AAM®, el
estimulo de los BMM® con TNF-a + IFN-y o con IL-4 se inici6 4 h antes de ser
infectados con los amastigotes de Leishmania mexicana (en una relacion 5:1
parasitos/célula). Una vez que los parésitos se adicionaron a los macréfagos, estos
ultimos se incubaron a 33°C, temperatura consistente con la detectada en las
lesiones cutaneas generadas a causa de la infeccion por Leishmania (147),

durante 48-72 h, dependiendo de cada experimento.

5.18. Caracterizacién por citometria de flujo de los BMM®, CAM® y AAM®

Los macroéfagos diferenciados a partir de células progenitoras existentes en la
médula d6sea de ratén (BMM®) se caracterizaron fenotipicamente analizando por
citometria de flujo la expresion de los marcadores F4/80 y CD11b. En cuanto a los
macrofagos activados de forma clasica (CAM®) y activados de forma alternativa
(AAM®), estos se caracterizaron evaluando los cambios en la expresion del
receptor de manosa (CD206). Para lo anterior, 5 x 105 BMM® se mantuvieron sin
estimular, o se estimularon durante 48 h con TNF-a + IFN-y o IL-4 para inducir en

estos una activacion clasica o alternativa, respectivamente. Concluido el tiempo de
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estimulo, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron en 500 ul de
solucion blogueadora (PBS suplementado con 2% de suero de caballo y 5 mM de
EDTA) durante 15 min a 4°C. Después de realizarles un lavado con la misma
solucion, las células se tineron durante 30 min a 4°C con los anticuerpos de interés
diluidos 1:200 en solucion blogueadora. Para dichas tinciones, se utilizaron los
siguientes anticuerpos monoclonales: anti-F4/80 conjugado con PE, anti-CD11b
conjugado con FITC y anti-CD206 conjugado con FITC (todos adquiridos de
BioLegend, San Diego, CA, USA). Finalizado el tiempo de incubacion con el
anticuerpo, las células se lavaron 3 veces con PBS, se resuspendieron en 500 pl
de PBS y se analizaron en un citometro FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose,

CA, USA), utilizando el software CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

5.14. Cuantificacién de nitritos utilizando el reactivo de Griess

La actividad de la éxido nitrico sintasa inducible (NOS2) se evalud cuantificando
la concentracion de nitritos (metabolitos estables del 6xido nitrico) presentes en los
sobrenadantes de cultivo de los macrdéfagos, utilizando la reaccion de Griess (148,
149). Para lo anterior, se mezclaron volumenes iguales de los sobrenadantes de
cultivo de las células y del reactivo de Griess (constituido por una mezcla en
proporciones iguales [vol/vol] de naftil-etilendiamina dihidroclorada al 0.1% [diluida
en agua] y sulfanilamida al 1.0% [diluida en HsPO4 al 5%]) y se incubaron durante
10 min a temperatura ambiente. La absorbancia de las muestras se cuantificoé a
540 nm en un espectrofotometro y la concentracién de nitritos se determind

empleando una curva estandar preparada con nitrito de sodio (NaNQOy).
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5.15. Analisis estadistico

Los datos se reportaron como las medias + |os errores estandares de las medias
(SMEs) o las desviaciones estandares (SDs) de los valores obtenidos, y se
analizaron empleando el software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad software, Inc.,
La Jolla CA, USA). Las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales se
evaluaron mediante pruebas de fde Student, cuando se compararon dos grupos,
y mediante andlisis de varianza (ANOVASs) de una via, seguidos de pruebas post-
hoc de Bonferroni, cuando se compararon multiples grupos. Las diferencias entre

los grupos se consideraron significativas con un valor de A< 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1. Caracterizacién molecular y morfolégica de los aislados de Leishmania
mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD

En el presente estudio se utilizaron dos aislados de L. mexicana obtenidos de
pacientes mexicanos con leishmaniasis cutanea: uno de ellos proveniente de un
paciente con leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y el otro proveniente de un

paciente con leishmaniasis cutanea difusa (LCD) (Tabla 1).

TABLA 1. Datos clinicos de los pacientes a partir de los cuales se obtuvieron los aislados de
Leishmania mexicana

Edad al inicio de Duracién de la No.de No.de

Patologia Sexo la enfermedad enfermedad ) , Tratamiento
~ nédulos Ulceras
(afios) (meses)
LCL H 28 1 0 1 Ninguno
LCD M 6 360 > 300 0 Intermitente®

aEl paciente habia recibido intermitentemente antimoniato de meglumina (via intramuscular, a una
dosis diaria de 20 mg/kg de peso) como tratamiento durante diferentes periodos a lo largo del
curso de la enfermedad. Cuando el aislado se obtuvo, el paciente se encontraba en una recaida
de la enfermedad y no estaba recibiendo tratamiento.

Ambos aislados se identificaron molecularmente a nivel de especie como L.
mexicana mediante el analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLPs) generados a partir de la digestion enzimatica de la secuencia
génica, amplificada por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), del
espaciador interno transcrito 1 (ITS1) de Leishmania (Fig. 14A y B). Se ha
demostrado que la region del ITS1 (secuencia de DNA que separa los genes que
codifican para el RNA ribosomal [FRNA] de la subunidad menor y para el rRNA 5.8S

de la subunidad mayor de los ribosomas) es altamente variable, en el nimero y la
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secuencia de nucledtidos, entre diferentes especies de Leishmania 'y el analisis
por PCR-RFLP de esta region permite la identificacion de la mayoria de las
especies de Leishmania de importancia médica (141). La amplificacion mediante
la PCR del ITS1 de los dos aislados de L. mexicana obtenidos de los pacientes, asi
como de una cepa de referencia de L. mexicana (control positivo) y de una cepa
de Leishmania major (control de especie no relacionada) resulté en productos de
300-350 pares de bases (Fig. 14A), tamafio reportado para el ITS1 del género
Leishmania (141). Posteriormente, la digestion de dichos amplicones del ITS1 con
la enzima de restriccion HAEIIl dio como resultado patrones diferentes de RFLP
para las especies L. mexicanay L. major (Fig. 14B). Para los dos aislados de L.
mexicana obtenidos de los pacientes, asi como para la cepa de referencia de esta
especie, el patron de RFLP obtenido mostro tres fragmentos de 188, 88 y 60 pares
de bases cada uno, el cual se ha reportado como caracteristico para identificar a
la especie L. mexicana (141). En contraste, para la cepa de L. major se obtuvo un
patron de RFLP con dos fragmentos de 220 y 130 pares de bases cada uno, el
cual se ha reportado como caracteristico para identificar a la especie de L. major
(150) (Fig. 14B).

Para ser utilizados en los diferentes experimentos, los aislados de L. mexicana
se cultivaron axénicamente y se utilizaron como amastigotes, ya que cuando el
parasito Leishmania se mantiene en cultivo, este estadio resulta mas infectivo al
inocular experimentalmente a ratones que el estadio de promastigote en la fase

estacionaria de cultivo (140). Interesantemente, durante el cultivo /n vitro de ambos

60



aislados notamos que estos presentaban diferentes patrones de crecimiento. Entre
estos, la diferencia mas notable se aprecid en el contacto que mantenian los
amastigotes (célula a célula) durante su crecimiento (Fig. 14C y D). Los

amastigotes del aislado obtenido del paciente con LCL crecieron principalmente
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Fig. 14. Caracterizacion de los aislados de Leishmania mexicana. Dos aislados de L.
mexicana se obtuvieron de pacientes mexicanos: uno a partir de un paciente con LCL y el
otro a partir de un paciente con LCD. Los aislados se adaptaron al cultivo /n vitro y se
mantuvieron como amastigotes axénicos. El DNA de los parésitos se extrajo empleando
fenol:cloroformo y se utilizd para la identificacion de los aislados a nivel de especie como L.
mexicana mediante el analisis por PCR-RFLP del ITS1 de Leishmania. Como controles, se
utilizaron amastigotes de L. mexicanay promastigotes de L. major de cepas de referencia.
(A) EIITS1 de Leishmania se amplificd por PCR y los amplicones obtenidos se visualizaron en
geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio. (B) Los amplicones obtenidos por
PCR del ITS1 se digirieron con la enzima de restriccion Haelll y los fragmentos resultantes en
patrones de RFLP se visualizaron en geles de agarosa al 3% tefiidos con bromuro de etidio.
Micrograffas que muestran los patrones de crecimiento de los amastigotes cultivados de
forma axénica de los aislados de L. mexicana obtenidos de un paciente con LCL (C) y de un
paciente con LCD (D). Barras, 20 um.
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como células individuales (Fig. 14C), mientras que los amastigotes del aislado
obtenido del paciente con LCD crecieron principalmente formando agregados
grandes y compactos (Fig. 14D). Importantemente, estas diferencias se
mantuvieron aun cuando los aislados se inocularon peridodicamente en ratones

para preservar su virulencia.

6.2. Los ratones susceptibles infectados con aislados de Leishmania mexicana
obtenidos de pacientes con LCL y LCD exhiben lesiones con tamafio y carga
parasitaria distinta, asi como una migracién diferencial de los parasitos a los
ganglios linfaticos que las drenan

Una vez que los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD
se caracterizaron a nivel molecular y morfolégico, analizamos si estos generaban
infecciones con diferentes caracteristicas en un modelo de leishmaniasis cutanea
murina. Como una primera aproximacion para dicho anélisis, se inocularon ratones
BALB/c —cepa murina que ha mostrado ser altamente susceptible a la infeccion
con L. mexicana (151-153)— en el cojinete plantar con ambos aislados y las
lesiones desarrolladas se midieron cada 7 dias durante un periodo de 4 semanas,
seguido por una medicién final realizada a las 8 semanas postinfeccion (Fig. 15A).
Encontramos que las lesiones en los ratones infectados con el aislado obtenido del
paciente con LCD se hicieron evidentes durante la primera semana de infeccion,
mientras que las lesiones en los ratones infectados con el aislado obtenido del

paciente con LCL aparecieron durante la segunda semana de infeccion (Fig. 15A).
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Fig. 15. Los ratones susceptibles infectados con aislados de Leishmania mexicana
obtenidos de pacientes con LCL y LCD exhiben lesiones con tamafio y carga parasitaria
distinta, asf como una migracién diferencial de los parasitos a los ganglios linfaticos que
las drenan. Se infectaron subcutaneamente ratones BALB/c en los cojinetes plantares
traseros derechos con 5 x 108 amastigotes axénicos de los aislados de L. mexicana obtenidos
de pacientes con LCL y LCD. (A) El curso del desarrollo de las lesiones (diez ratones por
grupo) se monitoreé cada 7 dias durante un periodo de 4 semanas, seguido por una
evaluacion final realizada a las 8 semanas postinfeccion, midiendo el incremento en el tamafo
de los cojinetes plantares. Trascurridas 4 y 8 semanas de infeccion, las cargas parasitarias
se determinaron en los homogenados de las lesiones desarrolladas en los cojinetes plantares
(B) y de los ganglios linfaticos popliteales (C) de los ratones (cuatro ratones por grupo). Los
datos se expresan como las medias = los errores estandares de las medias (SMEs) de los
valores obtenidos y son representativos de al menos dos experimentos independientes. G.L.,

ganglio linfatico; *, < 0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001; ****, < 0.0001.

A partir de la segunda y hasta la octava semana de infeccion, los ratones
infectados con el aislado obtenido del paciente con LCD desarrollaron lesiones de
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mayor tamafio que las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido
del paciente con LCL (Fig. 15A). Adicionalmente, el nUmero de parésitos presentes
en las lesiones de los ratones se cuantificd después de 4 y de 8 semanas de
infeccion con ambos aislados de L. mexicana. Transcurridas 4 semanas de
infeccion, se observd una mayor carga parasitaria (por lo menos tres veces mas)
en las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con
LCD que en las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del
paciente con LCL (Fig. 15B). Por otra parte, transcurridas 8 semanas de infeccion,
las lesiones de ambos grupos de ratones presentaron cargas parasitarias mayores
que las observadas a las 4 semanas de infeccion; sin embargo, el nimero de
parasitos presentes en las lesiones de los dos grupos fue similar (Fig. 15B).

En los modelos murinos experimentales, la infeccion cutanea de ratones BALB/c
con L. mexicana resulta en el desarrollo de lesiones progresivas que no curan y
que se vuelven cronicas (151). Mas aun, en formas progresivas de la leishmaniasis
cutanea murina, la presencia del parasito se ha demostrado tanto en las lesiones
de los ratones como en los ganglios linfaticos mas cercanos que drenan a éstas
(154). Dado lo anterior, evaluamos también la presencia y la abundancia de
parasitos en los ganglios linfaticos popliteales de los ratones infectados durante 4
y 8 semanas con los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y
LCD (Fig. 15C). Transcurridas 4 semanas de infeccion, fue posible detectar la
presencia de parasitos en los ganglios linfaticos popliteales de los ratones

inoculados con cualquiera de los dos aislados y, sorprendentemente, los ganglios
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de los ratones inoculados con el aislado obtenido del paciente con LCL
presentaron una mayor carga parasitaria (casi 10 veces mas) que los ganglios de
los ratones inoculados con el aislado obtenido del paciente con LCD (Fig. 15C). En
cambio, transcurridas 8 semanas de infeccion, los ganglios de ambos grupos de
ratones presentaron cargas parasitarias mayores que las observadas a las 4
semanas de infeccion; no obstante, el numero de parasitos entre los dos grupos
fue similar (Fig. 15B).

Es importante destacar que las diferencias observadas claramente entre las
cargas parasitarias de las lesiones y los ganglios linfaticos popliteales de los
ratones infectados durante 4 semanas con uno u otro de los aislados de L.
mexicana fueron probablemente enmascaradas a las 8 semanas de infeccion
debido a la tendencia que tienen los ratones BALB/c a desarrollar lesiones crénicas

ante la infecciéon con L. mexicana.

6.3. La presencia proteinica de la Arg-1 y de la NOS2 se encuentra regulada
diferencialmente en las lesiones de ratones susceptibles infectados con
aislados de Leishmania mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD

En modelos murinos /n vivo de leishmaniasis se ha demostrado que la Arg-1 es
inducida durante la infeccién con diferentes especies de Leishmania (54, 103,
108); mas aun, la presencia de esta enzima en el sitio de infecciéon se ha
correlacionado con la proliferacion del parésito y la progresion de la enfermedad
(98, 99, 127). En contraparte, en el modelo murino de leishmaniasis a causa de la
infeccion con L. major, la presencia de la NOS2 en el sitio de infeccion se ha
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correlacionado con la eliminacion del parasito y la resolucion de la enfermedad
(103, 106, 107). Dado lo anterior, analizamos en las lesiones de ratones BALB/c si
la infeccion con el aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCL y la
infeccion con el aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCD
conllevaban a una sintesis proteinica diferencial de la Arg-1 y NOS2. Para dicho
proposito, las lesiones desarrolladas en los cojinetes plantares de los ratones se
disecaron y se homogenizaron transcurridas 4 y 8 semanas de infeccion y la
presencia proteinica de la Arg-1 y de la NOS2 se analizé en los homogenados
empleando la técnica de Western blot (Fig. 16A). Los ensayos demostraron que la
infeccion con ambos aislados de L. mexicana indujo la sintesis proteinica de la
Arg-1, detectandose mayores niveles de expresion de ésta (aproximadamente dos
veces mas) en las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del
paciente con LCD que en las lesiones de los ratones infectados con el aislado
obtenido del paciente con LCL (Fig. 16A y B). La presencia proteinica de la Arg-1
se visualizd en los ensayos de Western blot como dos bandas con pesos
moleculares de 35 y 38 kilodaltones que corresponden a las dos subunidades que
constituyen a los homotrimeros de la Arg-1 murina (155) (Fig. 16A). Con respecto
al analisis de la presencia de la NOS2, interesantemente, esta proteina soélo se
expreso, y en muy bajos niveles, en las lesiones de los ratones infectados por 4
semanas con el aislado obtenido del paciente con LCD (Fig. 16A). Como control
positivo para el anélisis por Western blot de la presencia de la NOS2 se utilizaron

lesiones de ratones C57BL/6 infectados por 4 semanas con L. major, detectandose
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en éstas una banda intensa, con un peso molecular de 130 kDa, correspondiente

a una elevada expresion de dicha enzima (Fig. 16A).
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Fig. 16. La presencia proteinica de la Arg-1 y de la NOS2 se encuentra regulada
diferencialmente en las lesiones de ratones susceptibles infectados con aislados de
Leishmania mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD. Se infectaron
subcutdaneamente ratones BALB/c (cuatro ratones por grupo) en los cojinetes plantares
traseros derechos con 5 x 10® amastigotes axénicos de los aislados de L. mexicana obtenidos
de pacientes con LCL y LCD. (A) Los niveles proteinicos de la Arg-1 y NOS2 se evaluaron por
Western blot en los homogenados de las lesiones desarrolladas en los cojinetes plantares
transcurridas 4 y 8 semanas de infeccion. Como control para la deteccion de la presencia
proteinica de la NOS2, se utilizaron homogenados de lesiones desarrolladas en los cojinetes
plantares de ratones C57BL/6 infectados con L. major. Una tincion con azul de Coomassie de
las proteinas totales presentes en la membrana se utiliz6 como control de carga. La imagen
de Western blot que se presenta corresponde a la deteccion de la presencia proteinica de la
Arg-1y NOS-2 en un pool de los homogenados de las lesiones de los ratones pertenecientes
a cada grupo. (B) Los valores densitométricos (expresados como unidades arbitrarias [U.A.])
de la presencia proteinica de la Arg-1 se calcularon como el cociente entre las intensidades
de las bandas detectadas para la Arg-1 y las proteinas totales en los homogenados de las
lesiones de todos los ratones de cada grupo. Los datos se expresan como las medias =+ los
errores estandares de las medias (SMEs) de los valores obtenidos y son representativos de al
menos dos experimentos independientes. *, A< 0.05; **, < 0.01.

6.4. La actividad enzimatica de la Arg-1 se encuentra regulada diferencialmente
en las lesiones de ratones susceptibles infectados con aislados de Leishmania
mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD

Una vez que observamos que los aislados de L. mexicana obtenidos de

pacientes con LCL y LCD indujeron de forma diferencial la sintesis proteinica de la
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Arg-1 en el sitio de infeccion, evaluamos si dicha regulacion a nivel de la sintesis
proteinica se veia reflejada en la actividad de dicha enzima. Para cumplir este
objetivo, se determind la actividad de arginasa en los homogenados de las lesiones
de los ratones infectados durante 4 y 8 semanas con los aislados obtenidos de los
pacientes (Fig. 17). Para ambos tiempos de infeccion, los datos obtenidos
revelaron mayores valores de actividad de arginasa —expresada ésta como
unidades por miligramo de proteina (Fig. 17A) o como unidades por miligramo de
tejido (Fig. 17B)— en las lesiones de los ratones infectados con el aislado de L.
mexicana obtenido del paciente con LCD que en las lesiones de los ratones
infectados con el aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCL.
Interesantemente, aunque la actividad de arginasa en las lesiones de los ratones
infectados con cada uno de los aislados disminuy6 ligeramente a las 8 semanas
de infeccion con respecto a los valores observados a las 4 semanas de infeccion,
la actividad registrada en las lesiones de los ratones infectados con el aislado
obtenido del paciente con LCD fue siempre mayor que aquella registrada en las
lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con LCL
(Fig. 17). En lo que respecta a la actividad de la NOS2, aunque se logré detectar
una minima presencia de esta enzima en las lesiones de los ratones infectados con
el aislado obtenido del paciente con LCD, tratamos de determinar su actividad
cuantificando los nitritos presentes en el tejido a través de la reaccion de Griess;
sin embargo, no nos fue posible detectar presencia alguna de éstos (datos no

mostrados).
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Fig. 17. La actividad enzimatica de la Arg-1 se encuentra regulada diferencialmente en
las lesiones de ratones susceptibles infectados con aislados de Leishmania mexicana
obtenidos de pacientes con LCL y LCD. Se infectaron subcutdaneamente ratones BALB/c
(cuatro ratones por grupo) en los cojinetes plantares traseros derechos con 5 x 10°
amastigotes axénicos de los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD.
La actividad de la Arg-1, expresada como unidades por miligramo de proteina (A) o unidades
por miligramo de tejido (B), se determind por ensayos colorimétricos de actividad enzimatica
de arginasa realizados en los homogenados de las lesiones desarrolladas en los ratones
infectados durante 4 y 8 semanas. Los datos se expresan como las medias + los errores
estandares de las medias (SMEs) de los valores obtenidos y son representativos de al menos
dos experimentos independientes. **, < 0.01; ***, £<0.001; ****, £< 0.0001.

6.5. Las lesiones y los ganglios linfaticos de ratones susceptibles infectados
con aislados de Leishmania mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD
presentan una produccién similar de IL-4 e IL-10, pero una produccién diferente
de IFN-y

En el modelo murino de infeccidn con L. major se ha demostrado una resistencia
0 susceptibilidad a la enfermedad por parte del hospedero, dependiendo del
desarrollo de una respuesta inmune polarizada hacia un tipo Th1 o Th2,
respectivamente (156). En este contexto, la habilidad del hospedero para controlar
la infeccidn se ha asociado a la expansion de linfocitos T CD4* Th1, los cuales

producen IFN-y. En contraste, la incapacidad del hospedero para controlar la
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infeccion se ha asociado a la expansion de linfocitos T CD4* Th2, los cuales
producen IL-4, IL-10 e IL-13 (98, 156-158). Adicionalmente, se ha demostrado que
la induccion de la Arg-1 en el hospedero mediada por la IL-4 y la IL-10 esta
claramente asociada con la susceptibilidad a la infeccion, ya que la presencia y
actividad de esta enzima aumentan de forma paralela al desarrollo de la lesiéon y al
incremento en la carga parasitaria (98, 103). En consecuencia, analizamos si los
cambios que observamos en la induccién de la presencia proteinica de la Arg-1y
de su actividad en las lesiones y en los ganglios linfaticos de los ratones
susceptibles BALB/c infectados los aislados de L. mexicana estaban relacionados
con cambios en la produccion de citocinas tipo Th1 y Th2 durante el curso de la
infeccion. Para esta tarea, evaluamos por la técnica de ELISA la produccion de IL-
4, 1L-10 e IFN-y en los homogenados de las lesiones desarrolladas en los cojinetes
plantares y de los ganglios linfaticos popliteales de los ratones infectados. No se
observaron diferencias significativas en la produccion de IL-4 e IL-10 entre las
lesiones de los ratones infectados con cada uno de los aislados de L. mexicana,
ya sea a las 4 u 8 semanas postinfeccion; sin embargo, los niveles de ambas
citocinas aumentaron conforme la infeccion progreso (Fig. 18A y B). Cabe sefialar
que, al comparar las cantidades producidas de ambas citocinas, resultd evidente
que los niveles de IL-10 fueron alrededor de 10 veces mayores que aquellos
observados para la IL-4 (Fig. 18A y B). Con respecto a la produccion de IL-4 e IL10
en los ganglios linfaticos popliteales, tampoco se observaron diferencias entre los

ratones infectados durante 8 semanas con uno u otro de los dos aislados de L.
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mexicana (Fig. 18A y B). En cuanto a la producciéon de IFN-y, interesantemente, la

infeccion durante 8 semanas con el aislado obtenido del paciente con LCD indujo

una mayor produccion de esta citocina en las lesiones y en los ganglios linfaticos

popliteales de los ratones que la infeccion con el aislado obtenido del paciente con

LCL (Fig. 18C). En contraparte, no se observaron diferencias en la produccion de

IFN-y en las lesiones desarrolladas en los cojinetes plantares de los ratones

infectados durante 4 semanas con cualquiera de los dos aislados (Fig. 18C).
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Fig. 18. Las lesiones y los ganglios linfaticos de ratones susceptibles infectados con
aislados de Leishmania mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD presentan una
produccién similar de IL-4 e IL-10, pero una producciéon diferente de IFN-y. Las lesiones
desarrolladas en los cojinetes plantares de los ratones BALB/c infectados (cuatro ratones por
grupo) con los aislados obtenidos de pacientes con LCL y LCD se removieron a las 4 y 8
semanas de infeccion, mientras que los ganglios linfaticos popliteales se removieron a las 8
semanas de infeccion. Se prepararon homogenados de los tejidos extirpados y los niveles
presentes de IL-4 (A), IL-10 (B) e IFN-y (C) se cuantificaron en estos empleando la técnica de
ELISA. Los datos se expresan como las medias + los errores estandares de las medias (SMEs)
de los valores obtenidos de tres experimentos independientes. *, < 0.05.
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6.6. Las lesiones de ratones susceptibles infectados con aislados de
Leishmania mexicana obtenidos de paciente con LCL y LCD contienen
macréfagos con un fenotipo de activacion alternativa

La presencia de la Arg-1 se ha comprobado en diferentes tipos celulares tales
como macrofagos, células dendriticas, células supresoras de origen mieloide y
granulocitos, entre otros, y también se ha reportado que el estimulo con IL-4, I1L-13
e IL-10 induce la expresion de esta enzima en dichas células mieloides (49, 50,
56). Entre éstas, los macrofagos son las principales células hospederas del
parasito Leishmaniay pueden albergar o eliminar a este parasito dependiendo de
su estado de activacion, el cual influencia el metabolismo de la L-arginina a través
de la Arg-1 y de la NOS2 (97, 98). Los macrdfagos activados de forma clasica
sobreexpresan a la NOS2, enzima que metaboliza a la L-arginina en 6xido nitrico,
un poderoso agente leishmanicida que media la eliminacion de este parasito. En
forma contraria, los macréfagos activados de forma alternativa sobreexpresan a la
Arg-1, enzima que metaboliza a la L-arginina en poliaminas, moléculas
policatiénicas que favorecen la persistencia y proliferacion de Leishmania (97, 98).
En consecuencia, una vez que evaluamos la presencia y la actividad de la Arg-1y
de la NOS2 en los homogenados de las lesiones de los ratones BALB/c infectados
con los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD, decidimos
identificar por inmunohistoquimica la presencia de ambas enzimas en las lesiones
y si los macrofagos las expresaban. En las lesiones de los ratones infectados con

cualquiera de los aislados de L. mexicana se detecto la presencia de abundantes
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células expresando a la Arg-1 y albergando amastigotes de Leishmania, ademas
de presentar una morfologia caracteristica de macrofagos (Fig. 19A).
Adicionalmente, se demostré que estas células expresaban el marcador
caracteristico de macrofagos murinos F4/80 (Fig. 19B, se muestra una tinciéon
representativa para F4/80 en un corte histoldégico de una lesion de un ratén
infectado con el aislado obtenido del paciente con LCD). Interesantemente, en las
lesiones de los ratones infectados con el aislado de L. mexicana obtenido del
paciente con LCD, los macréfagos mostraron una tincion para la Arg-1 mas intensa
y con mayor extension en la célula, ademas de parecer mucho mas parasitados,
que los macrofagos presentes en las lesiones de los ratones infectados con el
aislado obtenido del paciente con LCL (Fig. 19A). El metabolismo de la L-arginina
a través de la Arg-1 y de la NOS2 constituye uno de los criterios mas utilizados
para identificar a los macréfagos murinos activados de forma alternativa y a los
macrofagos activados de forma clésica, respectivamente (49, 58). Por lo tanto, la
presencia de la Arg-1 en los macréfagos observados en las lesiones nos permitio
sugerir un estado de activacion alternativa en estos. Para corroborar esta idea,
también evaluamos en las lesiones de los ratones infectados la presencia de otro
marcador caracteristico de los macréfagos activados de forma alternativa: la
proteina tipo quitinasa y de secrecién YM1 (159). En este contexto, primero
detectamos por ensayos de Western blot la presencia de YM1 en los homogenados
de las lesiones de los ratones infectados con uno u otro de los aislados de L.

mexicana (Fig. 19D), y posteriormente, mediante ensayos de inmunohistoquimica,
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Fig. 19. Las lesiones de ratones susceptibles infectados con aislados de Leishmania
mexicana obtenidos de paciente con LCL y LCD contienen macréfagos con un fenotipo de
activacion alternativa. Se infectaron subcutaneamente ratones BALB/c (tres ratones por grupo)
en los cojinetes plantares derechos traseros con 5 x 10% amastigotes axénicos de los aislados
de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD. Transcurridas 8 semanas de infeccion,
las lesiones desarrolladas en los cojinetes plantares se disecaron y se procesaron para ensayos
de inmunohistoquimica, tal y como se describié en la secciéon de material y métodos. (A) Los
cortes histologicos de las lesiones se incubaron con anticuerpos primarios especificos para la
deteccion de la arginasa-1, laNOS2 y YM1, para posteriormente ser incubados con un anticuerpo
secundario conjugado a HRP (peroxidasa de rabano). El inmunomarcaje en el tejido se reveld
con DAB (diaminobencidina) y a continuacién los cortes se contratifieron con hematoxilina de
Gill. La incubacion de los cortes solo con el anticuerpo secundario se utilizé como control para
la deteccion de tincion inespecifica. (B) La tincion de F4/80 en un corte de una lesion de un raton
infectado con el aislado de L. mexicana obtenido un paciente con LCD se muestra como
representativa de las tinciones realizadas para la identificacion de los macréfagos. (C) La tinciéon
de la NOS2 en cortes de lesiones de ratones C57BL/6 infectados con 5 x 10° promastigotes de
L. major se utilizd como control positivo para la deteccion de dicha enzima. (D) A las 4 y 8
semanas de infeccién, la presencia proteinica de YM1 se evalué también por la técnica de
Western blot en los homogenados de las lesiones de los ratones infectados con los aislados de
L. mexicana. Una tincién con azul de Coomassie de las proteinas totales presentes en la
membrana se utilizé6 como control de carga. Barras, 10 um. Las micrografias son representativas
de los cortes histolégicos de dos experimentos independientes.
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pudimos detectar directamente la presencia de esta proteina en los macréfagos
intralesionales infectados y que ademas expresaban a la Arg-1 (Fig. 19A). Por otra
parte, las inmunohistoquimicas realizadas para la detecciéon de la NOS2 revelaron
la ausencia de esta enzima en las lesiones de los ratones infectados con cualquiera
de los dos aislados de L. mexicana (Fig. 19A). La deteccion por
inmunohistoquimica de la NOS2 en las lesiones de ratones C57BL/6 infectados con

L. major se empled como control positivo en los experimentos (Fig. 19C).

6.7. Las lesiones de pacientes mexicanos con LCL y LCD contienen macréfagos
con diferente expresién de Arg-1y NOS2, y con distinta carga parasitaria

Una vez que se evalud por inmunohistoquimica la presencia de la Arg-1y de la
NOS2 en los macréfagos presentes en las lesiones de los ratones infectados con
los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD, decidimos
realizar el mismo analisis en las lesiones de pacientes mexicanos con ambas
formas clinicas a causa de la infeccion con L. mexicana. En las lesiones de los
pacientes con ambas formas clinicas se pudo apreciar la presencia de células Arg-
1 positivas, albergando amastigotes de Leishmaniay con morfologia caracteristica
de macrdéfagos (Fig. 20A). Adicionalmente, se demostré que estas células
expresaban el marcador caracteristico de macréfagos CD68 (Fig. 20B, se muestra
una tincion representativa para CD68 en un corte histoldgico de una lesion de un
paciente con LCD). Es de Illamar la atencion que en las lesiones de los pacientes
con LCD encontramos macréfagos con una mayor expresion de la Arg-1 y mas
parasitados que los macréfagos presentes en las lesiones de los pacientes con

75



LCL (Fig. 20A). Con respecto a la deteccion de la NOS2, los ensayos de
inmunohistoquimica revelaron la presencia discreta de esta enzima soélo en los

macrofagos de las lesiones de los pacientes con LCL (Fig. 20A).

A Control Ac. 2°

oty

Arginasa-1 NOS2

Fig. 20. Las lesiones de pacientes mexicanos con LCL y LCD contienen macréfagos con distinta
expresion de la Arg-1y de la NOS2, y con cargas parasitarias diferentes. Se tomaron biopsias
de las lesiones de pacientes mexicanos con LCL y LCD, y se procesaron para ensayos de
inmunohistoquimica, tal y como se describid en la seccion de material y métodos. (A) Los cortes
histologicos de las biopsias se incubaron con anticuerpos primarios especificos para la deteccion
de la arginasa-1y de la NOS2, para posteriormente ser incubados con un anticuerpo secundario
conjugado a HRP (peroxidasa de rabano). El inmunomarcaje en el tejido se reveld con DAB
(diaminobencidina) y a continuaciéon los cortes se contratifieron con hematoxilina de Gill. La
incubacion de los cortes sélo con el anticuerpo secundario se utilizd6 como control para la deteccion
de tincion inespecifica. (B) La tincién de CD68 en un corte de una biopsia de un paciente con LCD
se muestra como representativa de las tinciones realizadas para la identificacion de los macréfagos.
Barras, 10 um. Las micrografias son representativas de los cortes histolégicos de las biopsias de
dos pacientes con LCL y de tres pacientes con LCD.
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6.8. Los amastigotes albergados en las lesiones de ratones susceptibles
infectados con aislados de Leishmania mexicana obtenidos de pacientes con
LCL y LCD exhiben distinta presencia proteinica y actividad enzimética de una
arginasa propia de Leishmania

Dado el hecho de que los parasitos del genero Leishmania expresan una arginasa
y una oxido nitrico sintasa propias, mismas que han sido propuestas como factores
de virulencia (80, 99, 116, 122, 124, 125, 127-129, 134, 135), decidimos analizar la
presencia y funcionalidad de dichas enzimas en los amastigotes purificados
directamente de las lesiones de ratones infectados con los aislados de L. mexicana
obtenidos de pacientes con LCL y LCD. Mediante experimentos de Western blot,
so6lo nos fue posible detectar la presencia de una arginasa propia del parasito en
los extractos de los amastigotes purificados de las lesiones de los ratones
infectados con el aislado obtenido del paciente con LCD (Fig. 21A). Los ensayos
de actividad enzimatica demostraron una mucho mayor actividad de arginasa (casi
20 veces mas) en los extractos de los amastigotes purificados de las lesiones de
los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con LCD que en los
extractos de los amastigotes purificados de las lesiones de los ratones infectados
con el aislado obtenido del paciente con LCL (Fig. 21B), aunque en estos ultimos
no se detecto la presencia proteinica de una arginasa propia de Leishmania en los
ensayos de Western blot (Fig. 21A). Con respecto a una 6xido nitrico sintasa propia

de Leishmania, no se detectd ni la presencia proteinica (Fig. 21A) ni la actividad
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(dato no mostrado) de esta enzima en los amastigotes purificados de las lesiones

de los ratones infectados con cualquiera de los dos aislados de L. mexicana.
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Fig. 21. Los amastigotes albergados en las lesiones de ratones susceptibles infectados
con aislados de Leishmania mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD exhiben
distinta presencia proteinica y actividad enzimatica de una arginasa propia de
Leishmania. Se infectaron ratones BALB/c (tres ratones por grupo) subcutdaneamente en
los cojinetes plantares derechos traseros con 5 x 10° amastigotes axénicos de los aislados
de L. mexicana obtenidos de pacientes con LCL y LCD. Transcurridas 8 semanas de
infeccion, los amastigotes se aislaron de las lesiones desarrolladas en los cojinetes
plantares de los ratones y se lisaron. (A) La presencia de una arginasa y de una NOS propias
de Leishmania se analizé en los lisados de los amastigotes mediante la técnica de Western
blot. Una tinciéon con tinta india de las proteinas totales presentes en la membrana se utilizé
como control de carga. (B) La actividad de arginasa se analizé en los lisados de los
amastigotes mediante ensayos enzimaticos y ésta se reporté como miliunidades (mU) por
miligramo de proteina. Para la imagen de Western blot, se muestra el andlisis de la
presencia de la arginasa y de la NOS en los lisados de amastigotes obtenidos de dos
ratones de cada grupo. Los datos se expresan como las medias + |os errores estandares
de las medias (SMEs) de los valores obtenidos y son representativos de al menos dos
experimentos independientes.

6.9. Obtencién y caracterizacién fenotipica de los BMM®, CAM® y AAM®
Se diferenciaron macréfagos a partir de células progenitoras existentes en la
médula 6sea (BMM®) de ratones BALB/c, las cuales se cultivaron en presencia del

factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF). Transcurridos 7 dias de

cultivo, la expresion de los marcadores CD11b y F4/80 se analizé por citometria de
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Fig. 22. Caracterizacion fenotipica de los macréfagos derivados de médula 6sea
(BMM®): expresiéon de CD11b y F4/80. Se diferenciaron macréfagos a partir de células
precursoras existentes en la médula ¢sea (BMM®) de ratones BALB/c cultivadas en
presencia de M-CSF. Transcurridos 7 dias de cultivo, la expresion de los marcadores
CD11b (Ay B) y F480 (C y D) en los BMM® diferenciados se analizé por citometria de flujo.
Los histogramas sombreados representan a las células sin tefiir y los no sombreados a las
células tefiidas con los anticuerpos que reconocen a las moléculas de interés.

flujo en las células diferenciadas para evaluar si éstas se habian diferenciado en
BMM®. La caracterizacion por citometria de flujo demostré que las células
diferenciadas constituyeron una poblacion homogénea de macréfagos que, casi
en su totalidad, expresaron los marcadores CD11b (cadena a del receptor tipo 3
para complemento [MAC-1]) (Fig. 22A y B) y F4/80 (glicoproteina transmembranal
de 125 kDa) (Fig. 22C y D), ambos considerados como caracteristicos de esta

estirpe celular en el modelo murino (146).
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Fig. 23. Caracterizacién fenotipica de los macréfagos activados de forma clasica (CAM®) y
de forma alternativa (AAM®): expresién diferencial del receptor de manosa (CD206). Los
BMM® (5 x 10° células/ml) se mantuvieron sin estimular o se estimularon durante 48 h con TNF-
a (500 U/ml) + IFN-y (100 U/ml) o con IL-4 (20 U/ml) para inducir su activacion clasica y
alternativa, respectivamente. La expresion del receptor de manosa (CD206) se analizd por
citometria de flujo en las diferentes poblaciones de macrofagos: no activados o NAM® (A 'y D),
activados de forma clasica o CAM® (B y D) y activados de forma alternativa o AAM® (C y D).
Los histogramas sombreados representan a las células sin tefir y los no sombreados a las
células tefiidas con el anticuerpo que reconoce a la molécula de interés.

Posteriormente, los BMM® se estimularon con TNF-a + IFN-y para inducir la
activacion clasica (CAM®) y con IL-4 para inducir la activacion alternativa (AAM®)
de los mismos. Para caracterizar fenotipicamente a ambas poblaciones de
macrofagos, se analizé por citometria de flujo el cambio en la expresion del
receptor de manosa (CD206) en dichas células, pues se ha demostrado que la
expresion de este receptor se induce en los AAM®, pero no en los CAM® (69, 71,

160, 161). El analisis por citometria de flujo demostrd que la expresion de CD206
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fue regulada diferencialmente entre los CAM® y los AAM® obtenidos (Fig. 23). Se
observo un incremento en la expresion de CD206 en los AAM® (Fig. 23C y D), pero
no en los CAM® (Fig. 23B y D). En contraparte, los CAM® expresaron niveles de
CD206 similares o ligeramente menores que los de los BMM® sin estimular (no
activados o NAM®) (Fig. 23A, B y D). Estos datos demuestran claramente que los
BMM® estimulados con IL-4 adquirieron el fenotipo de AAM®, mientras que los

BMM® estimulados con TNF-a + IFN-y adquirieron el fenotipo de CAM®.

6.10. La presencia proteinica y la funcién de la NOS2 y de la Arg-1 se inducen
diferencialmente en los CAM® y en los AAM®

Una de las caracteristicas funcionales que distinguen a los CAM® y a los AAM®
radica en el metabolismo diferencial de la L-arginina a través de la ¢xido nitrico
sintasa inducible (NOS2) y de la arginasa 1 (Arg-1), respectivamente. Por lo tanto,
para caracterizar a nivel funcional a los CAM® y a los AAM® diferenciados /n vitro,
se analiz6 la presencia proteinica y la actividad enzimatica de la NOS2 y de la Arg-
1 en los BMM® estimulados con IL-4 y con TNF-a + IFN-y. La presencia proteinica
de ambas enzimas se analizé mediante ensayos de Western blot. La actividad de
la NOS2 se analizé mediante la cuantificacion de nitritos (metabolitos estables del
oxido nitrico) presentes en el sobrenadante del cultivo de las células, utilizando la
reaccion colorimétrica de Griess; mientras que la actividad enzimatica de la Arg-1
se analizd en los lisados de las células mediante la cuantificacion de la cantidad
de urea producida a partir de la hidrdlisis de la L-arginina, utilizando la reaccion

colorimétrica de Archibald. Asi, en los BMM® estimulados con TNF-a. + IFN-y se
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detectd la presencia proteinica de la NOS2 y una produccién notable de nitritos
que demostroé la funcionalidad de dicha enzima (Fig. 24A 'y C). En contraparte, en
los BMM® estimulados con IL-4 no se detecto la presencia proteinica de la NOS2
(Fig. 24A) y so6lo se registraron concentraciones bajas de nitritos, similares a las
producidas por los BMM® sin estimular (no activados o NAM®) (Fig. 24C). De esta
forma, los datos obtenidos permitieron caracterizar funcionalmente a los BMM®
estimulados con TNF-a + IFN-y como CAM®. Por otro lado, en los BMM®
estimulados con IL-4 se detecto la presencia proteinica de la Arg-1 y una elevada
actividad de arginasa que demostro¢ la funcionalidad de la enzima (Fig. 24A y B).
Adicionalmente, en los BMM® estimulados con TNF-a + IFN-y se detectd una
presencia proteinica minima de la Arg-1 (Fig. 24A). Este fenbmeno ha sido
explicado como una probable respuesta de los BMM® a bajas concentraciones de
IL-10 (citocina que también puede inducir, aunque con menor eficacia que la IL-4,
la expresion de la Arg-1) producidas por dichas células, como un mecanismo
compensatorio, cuando se estimulan con TNF-a. en combinacion con IFN-y (50, 68).
Sin embargo, cuando se evaluo la actividad de la Arg-1 en los BMM® estimulados
con TNF-a + IFN-y, sélo se detectd una baja actividad de arginasa, con valores
similares a la de los BMM® sin estimular (Fig. 24B). De esta forma, los datos
obtenidos permitieron caracterizar funcionalmente a los BMM® estimulados con IL-

4 como AAM®.
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Fig. 24. Caracterizacién funcional de los macréfagos activados de forma cléasica (CAM®)
y de forma alternativa (AAM®): induccién diferencial de la presencia proteinica y de la
funciéon de la NOS2 y de la Arg-1. Los BMM® (1 x 10° células/ml) se mantuvieron sin
estimular (no activados o NAM®) o se estimularon durante 48 h con TNF-a. (500 U/ml) + IFN-
y (100 U/ml) o con IL-4 (20 U/ml) para inducir su activacion clasica (CAM®) y alternativa
(AAM®), respectivamente. (A) La presencia proteinica de la NOS2 y de la Arg-1 se analizd
en las diferentes poblaciones de macréfagos mediante ensayos de Western blot. (B) La
actividad de la Arg-1 se cuantificd en los extractos de las diferentes poblaciones de
macréfagos, mediante un ensayo enzimatico de actividad de arginasa, tal y como describe
en la seccion de material y métodos. (C) La actividad la NOS2 se evalué cuantificando la
concentracion de nitritos presentes en los sobrenadantes de cultivo de las diferentes
poblaciones de macrofagos, mediante la reaccion de Griess. Los datos se expresan como

las medias + las desviaciones estandares (SD) de los valores obtenidos de tres experimentos
independientes analizados por triplicado. ***, < 0.001.
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6.11. Los amastigotes de Leishmania mexicana de aislados de pacientes con
LCL y LCD regulan diferencialmente la sintesis proteinica y la actividad de la
Arg-1 en los AAM®, pero no de la NOS2 en los CAM®

Se estimularon BMM® con TNF-a + IFN-y para inducir la activacion clasica
(CAM®) y con IL-4 para inducir la activacion alternativa (AAM®) de estos fagocitos
y se infectaron con los amastigotes de Leishmania mexicana de un aislado
obtenido de un paciente con LCL y de otro obtenido a partir de un paciente con
LCD. Transcurridas 48 h'y 72 h de infeccion, se analizé la presencia proteinica y la
actividad enzimatica, respectivamente, de la Arg-1 y de la NOS2 en ambas
poblaciones de macréfagos. Se detecté una mayor presencia proteinica vy
actividad de la Arg-1 en los AAM® infectados con los amastigotes de Leishmania
mexicana del aislado obtenido del paciente con LCD que en los AAM® infectados
con los amastigotes del aislado obtenido de paciente con LCL (Fig. 25A y B, 26A).
En contraste, no se detectaron diferencias en la presencia proteinica y actividad
de la NOS2 entre los CAM® infectados con los amastigotes de uno u otro de los
aislados obtenidos de los pacientes (Fig. 25A y B, 26B). De esta forma, los datos
obtenidos sugieren que los amastigotes de L. mexicana del aislado del paciente
con LCD inducen una mayor expresion y funcion de la Arg-1 en los AAM® que los
amastigotes de L. mexicana del aislado del paciente con LCL, pero no inducen

cambios en la expresion y funcion de la NOS2 en los CAM®.
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Fig. 25. Los amastigotes de Leishmania mexicana de aislados obtenidos de pacientes
con LCL y LCD regulan diferencialmente la presencia proteinica de la Arg-1 en los
macréfagos activados de forma alternativa (AAM®), pero no de la NOS2 en los
macréfagos activados de forma clasica (CAM®). Los BMM® (1 x 108 células/ml) se
mantuvieron sin estimular (no activados o NAM®) o se estimularon con TNF-a (500 U/ml) +
IFN-y (100 U/ml) o con IL-4 (20 U/ml) para inducir en éstos una activacion clasica (CAM®)
y una activacion alternativa (AAM®), respectivamente, y se infectaron con los amastigotes
de L. mexicana de un aislado obtenido de un paciente con LCL o de un aislado obtenido
de un paciente con LCD, en una relacion 5:1 (parasitos/célula). El estimulo de las células
con las citocinas se inici6 4 h antes de ser infectadas y se mantuvo durante el periodo de
infeccion. (A) Transcurridas 48 h de infeccion, la presencia proteinica de la NOS2 y de la
Arg-1 se analizé en las diferentes poblaciones de macréfagos mediante ensayos de
Western blot. (B) Las diferencias en la presencia proteinica de ambas enzimas entre las
distintas poblaciones de macréfagos se determind realizando un analisis de densitometria
de las bandas obtenidas. Los valores densitométricos (expresados como unidades
arbitrarias [U.A.]) se calcularon como el cociente entre las intensidades de las bandas
detectadas para la Arg-1y la NOS2, y las intensidades de la bandas detectadas para la -
tubulina, proteina utilizada como control de carga. Los datos de un experimento se muestran
como representativos de dos experimentos independientes en los que se obtuvieron
resultados similares.
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Fig. 26. Los amastigotes de Leishmania mexicana de aislados obtenidos de pacientes
con LCL y LCD regulan diferencialmente la actividad de la Arg-1 en los macréfagos
activados de forma alternativa (AAM®), pero no de la NOS2 en los macréfagos activados
de forma clasica (CAM®). Los BMM® (5 x 10° células/ml) se mantuvieron sin estimular (no
activados o NAM®) o se estimularon con TNF-a (500 U/ml) + IFN-y (100 U/ml) o con IL-4 (20
U/ml) para inducir en éstos una activacion clasica (CAM®) y alternativa (AAM®),
respectivamente, y se infectaron con los amastigotes de L. mexicana de un aislado obtenido
de un paciente con LCL o de un aislado obtenido de un paciente con LCD, en una relacion
5:1 (parasitos/célula). El estimulo de las células con las citocinas se inicié 4 h antes de ser
infectadas y se mantuvo durante el periodo de infeccion. (A) Transcurridas 72 h de infeccion,
la actividad de la Arg-1 se cuantificd en los extractos de las diferentes poblaciones de
macrofagos mediante un ensayo enzimatico de actividad de arginasa, tal y como describe
en la seccién de material y métodos. (B) La actividad la NOS2 se evalué cuantificando la
concentracién de nitritos presentes en los sobrenadantes de cultivo de las diferentes
poblaciones de macrofagos mediante la reaccion de Griess. Los datos se expresan como
las medias = las desviaciones estandares (SD) de los valores obtenidos de al menos dos
experimentos independientes analizados por triplicado. ****, £< 0.0001.
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VII. DISCUSION Y CONCLUSION

En el presente estudio analizamos en un modelo murino /n vivola capacidad de
dos aislados de Leishmania mexicana, uno obtenido de un paciente con
leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y el otro de un paciente con leishmaniasis
cutanea difusa (LCD), para regular diferencialmente el metabolismo de la L-
arginina a través de la arginasa 1 (Arg-1) y de la 6xido nitrico sintasa inducible
(NOS2). Para lo anterior, se inocularon ratones BALB/c con ambos aislados de L.
mexicana, ya que se ha demostrado que esta cepa de raton es altamente
susceptible a la infeccion con dicha especie de Leishmania (151-153). En primera
instancia, se evaluaron las diferencias en la patogenicidad de los aislados durante
la infeccion experimental de ratones, analizando el tamafo y la carga parasitaria
de las lesiones desarrolladas en los mismos, asi como la diseminacion de los
parasitos a los ganglios linfaticos. Interesantemente, se observd que, a pesar de
pertenecer a la misma especie de Leishmania, el aislado de L. mexicana obtenido
del paciente con LCD resultd mas virulento que el aislado obtenido del paciente
con LCL. Este hecho se vio reflejado en el desarrollo de lesiones de mayor tamafio
y con cargas parasitarias mas altas en los ratones infectados con el aislado
obtenido del paciente con LCD que las lesiones desarrolladas en los ratones
infectados con el aislado obtenido del paciente con LCL. En concordancia con las
observaciones presentadas, otros estudios han reportado diferencias importantes

en el tiempo de evolucion y en la carga parasitaria en las lesiones desarrolladas en

87



ratones infectados con diferentes cepas y aislados de L. majory L. amazonensis
(137, 138, 162). Con respecto a la diseminacion de los parasitos desde las lesiones
hacia los ganglios linfaticos (ganglios linfaticos popliteales, que son los mas
cercanos a los cojinetes plantares, sitios donde se desarrollaron las lesiones) y en
forma contraria a los hallazgos en las lesiones desarrolladas en los cojinetes
plantares de los ratones, se detectaron cargas parasitarias mayores en los ganglios
de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con LCL que en los
ganglios de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con LCD.
Dicho comportamiento podria correlacionarse con hallazgos previamente
reportados que demuestran una alteracion en la capacidad de células fagociticas
altamente parasitadas con Le/shmania, las cuales se observan rutinariamente en
las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con
LCD, para abandonar el sitio de infeccion y migrar hacia los ganglios linfaticos
(154, 163, 164).

En la literatura se ha reportado que existe una clara asociacion entre la
presencia y actividad de la Arg-1, la proliferacion incontrolada del parasito y un
aumento de tamafo en las lesiones de ratones susceptibles infectados con
Leishmania (98, 103, 165). En el presente trabajo se demostrd una mayor expresion
y actividad de la Arg-1 en las lesiones de los ratones infectados con el aislado de
L. mexicana obtenido del paciente con LCD que en las lesiones de los ratones
infectados con el aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCL.

Adicionalmente, los niveles en la expresion y funcion de la Arg-1 en las lesiones se
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correlacionaron positivamente con el tamafio y la carga parasitaria de las mismas,
por lo que las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido del
paciente con LCD, ademas de presentar una mayor presencia proteinica vy
actividad de Arg-1, mostraron también un tamafno mayor y una carga mas elevada
de amastigotes que las lesiones de los ratones infectados con el aislado obtenido
del paciente con LCL. Dado el hecho observado de que el aislado de L. mexicana
obtenido del paciente con LCD exhibié mayor grado de patogenicidad que el
aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCL, los hallazgos aqui
presentados concuerdan con otros que han demostrado el desarrollo de lesiones
de mayor tamafio y con niveles mas elevados de actividad de arginasa en ratones
susceptibles infectados con una especie de Leishmania mas patogénica, e.g., L.
major, que aquellos infectados con otra menos patogénica, e.qg., L. tropica (165).
En contraparte, la expresion de la NOS2 y la subsecuente produccion de dxido
nitrico en los tejidos de ratones resistentes clinicamente a la infecciéon con L. major
(e.g., ratones C57BL/6) se ha asociado estrechamente con la disminucion de la
infeccion y la resolucion de las lesiones en la leishmaniasis cutanea experimental
(106, 107, 166-168). En la presente investigacion no se detectd o se detectd una
muy baja presencia de la NOS2 (en comparacion con la abundante presencia
detectada en las lesiones de ratones C57BL/6 infectados con L. major, utilizados
como control positivo) en las lesiones de los ratones infectados con los aislados de
L. mexicana obtenidos de los pacientes con LCL y LCD, sin presentar impacto

alguno en la progresion de la infeccion. Dado que existe una regulacion reciproca
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entre la NOS2 y la Arg-1 (56, 68), es probable que el aumento en la induccion de
la Arg-1 a causa de la infeccion con los aislados de L. mexicana haya atenuado la
expresion de la NOS2 en las lesiones de los ratones al disminuir la disponibilidad
de la L-arginina, pues se ha demostrado que la presencia de dicho aminoacido se
requiere para la traduccion de la NOS2 (169), o a través de la produccion de
poliaminas tales como la espermina y espermidina, ya que se ha documentado que
éstas tienen la capacidad de inhibir la sintesis proteinica de la NOS2 (88, 170, 171).

En el modelo murino experimental de la leishmaniasis cutanea, la progresion de
la infeccidn se ha asociado con la produccion de IL-4, IL-10 e IL-13 (156-158), las
cuales se conoce que inducen la expresion y funcion de la Arg-1, hecho que
conlleva a una proliferacion excesiva del parasito en las células hospederas y a
una patologia descontrolada de la enfermedad (85, 97, 98, 103). En los
experimentos realizados en este trabajo, los niveles de IL-4 e IL-10 detectados en
las lesiones y en los ganglios linfaticos popliteales de los ratones infectados con
ambos aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes fueron similares. Por lo
tanto, este hecho sugiere que la expresion y funcion diferenciales de la Arg-1
detectadas en las lesiones de los ratones no dependid de la capacidad de cada
uno de los aislados para inducir una mayor o menor produccion de IL-4 o [L-10.
Dado el papel crucial que tiene el IFN-y en la leishmaniasis, se evaluaron también
los niveles de esta citocina en las lesiones y en los ganglios linfaticos de los ratones
infectados con los dos aislados de L. rmexicana obtenidos de pacientes. A pesar

de que se detectaron mayores niveles de IFN-y en las lesiones y en los ganglios
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linfaticos de los ratones infectados con el aislado obtenido del paciente con LCD
que en las lesiones y ganglios linfaticos de los ratones infectados con el aislado de
paciente con LCL, estas diferencias no se vieron reflejadas ni en la expresiéon ni en
la funcién de la NOS2, asi como tampoco en la diminucion de la infeccién o mejoria
de la parasitosis. Sin embargo, dichas observaciones coinciden con diferentes
hallazgos clinicos en los que se ha demostrado la presencia de IFN-y en las
lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea y, mas aun, una correlacion
positiva entre el tamarfo de la lesion con los niveles de expresion de dicha citocina
(172-175).

Es bien conocido que los macrofagos son las principales células hospederas de
Leishmaniay diferentes estudios realizados /n vivohan demostrado elegantemente
que, dependiendo de su estado de activacion, estas células pueden tanto eliminar
(en el caso de los macréfagos activados de forma clasica) como albergar (en el
caso de los macroéfagos activados de forma alternativa) a dicho parasito segun el
metabolismo diferencial de la L-arginina a través de las enzimas NOS2 y Arg-1,
respectivamente (85, 97, 116). En este trabajo se identificaron, /n vivo, macréfagos
infectados con amastigotes y que exhibieron un fenotipo de activacion alternativa
(F4/80* Arg-1* YM1*) en las lesiones de los ratones inoculados con cualquiera de
los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes. Sin embargo, los macréfagos
alternativamente activados presentes en las lesiones de los ratones infectados con
el aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCD parecieron exhibir una

mayor expresion de la Arg-1 y contener una mayor carga de amastigotes que
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aquellos presentes en las lesiones de los ratones infectados con el aislado
obtenido del paciente con LCL. Existen evidencias contundentes de que el
metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1 en los macréfagos conlleva a la
produccion de poliaminas, las cuales favorecen la proliferacion intracelular de
Leishmania (85, 97, 98). De esta forma, los datos presentados proponen que el
aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCD podria ser mas eficiente en
inducir la expresion de la Arg-1 en los macréfagos, la cual conllevaria a una mayor
sintesis de poliaminas y proliferacion del parasito en dicha célula hospedera, que
el aislado obtenido del paciente con LCL. Por otra parte, cabe sefialar que la
presencia de la NOS2 no se observo en los macrofagos presentes en las lesiones
de los ratones infectados con cualquiera de los dos aislados de L. mexicana.

Con la finalidad de tener una evidencia mas directa de una regulacion diferencial
del metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1 en los macréfagos a causa
de la infeccion con los diferentes aislados de L. mexicana, se realizaron
experimentos, /n vitro, en macréfagos murinos diferenciados a partir de células
precursoras existentes en la médula 6sea (BMM®) de ratones susceptibles BALB/c
y activados de forma clasica y de forma alternativa. En coherencia con los
resultados obtenidos a partir de los experimentos realizados en las lesiones de los
ratones infectados con los aislados de L. mexicana, se observé una mayor
expresion y actividad de la Arg-1 en los BMM® activados de forma alternativa
cuando fueron infectados con el aislado obtenido del paciente con LCD que

cuando fueron infectados con el aislado obtenido del paciente con LCL. En
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contraparte, en los BMM® activados de forma clasica no se observaron cambios
en la expresion y actividad de la NOS2 al ser infectados con uno u otro de los
aislados de L. mexicana. De esta forma, dichas evidencias refuerzan la propuesta
aqui presentada de una capacidad diferencial de los aislados de L. mexicana
obtenidos de pacientes con LCL y LCD para regular la expresion y funcion de la
Arg-1 en los macroéfagos activados de forma alternativa, mismos que participan de
forma preponderante en el desarrollo de leishmaniasis cutdneas murinas con
diferente grado de severidad.

En la leishmaniasis humana, la presencia proteinica y actividad de la Arg-1 han
sido detectadas en las lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea a causa
de la infeccion con diferentes especies de Leishmania tales como L. aethiopica, L.
major, L. tropicay L. amazonensis (111-113); sin embargo, este hecho no se ha
estudiado en las lesiones de pacientes infectados con L. mexicana. En este estudio
se detecto la presencia de macroéfagos (CD68%) expresando a la Arg-1 en biopsias
de las lesiones de pacientes mexicanos con LCL y LCD a causa de la infeccion
con L. mexicana. Interesantemente y en congruencia con las observaciones
realizadas en el modelo murino, los macréfagos presentes en las lesiones de los
pacientes con LCD también presentaron mayor expresion de la Arg-1y carga de
amastigotes que los macréfagos presentes en las lesiones de los pacientes con
LCL. Estos hallazgos coinciden con observaciones realizadas en pacientes
también con LCL y LCD, pero a causa de la infeccion con L. amazonensis, en los

que se ha detectado una mayor expresion de Arg-1 en las lesiones de aquellos
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con LCD que en las lesiones de aquellos con LCL (112). Por otra parte, y en
contraste con lo que se observd en las lesiones de los ratones, si fue posible
detectar la presencia de macréfagos que expresaban a la NOS2 en las biopsias
de la lesiones de los pacientes con LCL, hecho que coincide con el trabajo
realizado por Qadoumi y colaboradores, donde se reporta la presencia de
macrofagos que expresan a la NOS2 en biopsias de piel de pacientes mexicanos
con LCL (114).

Existen multiples evidencias que respaldan la existencia de una arginasa
funcional en diferentes especies del parasito Leishmania, incluida L. mexicana, y
dicha enzima se ha identificado como esencial para la proliferacion e infectividad
del parasito, ademas de ser capaz de modular la respuesta inmune del hospedero
y la patogénesis de la leishmaniasis (80, 99, 116, 122, 124, 125, 127-129). En este
trabajo fue posible detectar la presencia de una arginasa propia de Leishmania
solo en los extractos de los amastigotes purificados de las lesiones de los ratones
infectados con el aislado de L. mexicana obtenido del paciente con LCD, la cual
presentd por mucho una mayor actividad que la que logré medirse en los extractos
de los amastigotes purificados de las lesiones de los ratones infectados con el
aislado obtenido del paciente con LCL. Dado que la actividad de arginasa
detectada en los extractos de amastigotes purificados de las lesiones de los
ratones infectados con el aislado del paciente con LCL fue muy baja, es muy
probable que dicha enzima se encontrara expresada en los extractos de los

amastigotes en tan bajos niveles que no fue posible detectarla mediante el
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procedimiento de Western blot empleado en el estudio. Tomando en cuenta
observaciones previas que sugieren que la arginasa de Leishmania puede
incrementar la patogénesis de la enfermedad aumentando las actividades de
arginasa en las células del hospedero (127), es posible pensar en una correlacion
directa entre los niveles de expresion y actividad de arginasa presentes en los
amastigotes de L. mexicana de los aislados obtenidos de los pacientes con LCL y
LCD vy los niveles de expresion y actividad de arginasa presentes en las lesiones
de los ratones infectados con dichos aislados.

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio enfatizan el papel
preponderante del metabolismo de la L-arginina a través de la Arg-1 durante la
infeccion con el parasito L. mexicana. Especificamente, las evidencias derivadas
de las observaciones realizadas en el modelo murino, tanto /n vivo como in vitro,
asi como los analisis realizados en las lesiones de pacientes, permiten sugerir la
existencia de una regulacion diferencial de esta ruta en la inmunopatogénesis de
la LCL y LCD. Asi mismo, en dicha regulacion, resulta muy posible la participacion
de los macréfagos activados de forma alternativa y de factores patogénicos
intrinsecos a los parasitos aislados de pacientes con ambas formas clinicas de
leishmaniasis cutanea. Sin duda, la realizacion de experimentos adicionales con
otros aislados obtenidos de pacientes con ambas formas clinicas de la
enfermedad, asi como de otros experimentos enfocados en el campo de la
gendmica, protedmica y metabolomica, entre otros, seran necesarios y de gran

ayuda para fortalecer los hallazgos y propuestas que aqui se presentan.
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ABSTRACT L-Arginine metabolism through arginase 1 (Arg-1) and inducible nitric
oxide synthase (NOS2) constitutes a fundamental axis for the resolution or progres-
sion of leishmaniasis. Infection with Leishmania mexicana can cause two distinct clin-
ical manifestations: localized cutaneous leishmaniasis (LCL) and diffuse cutaneous
leishmaniasis (DCL). In this work, we analyzed in an in vivo model the capacity of
two L. mexicana isolates, one obtained from a patient with LCL and the other from a
patient with DCL, to regulate the metabolism of L-arginine through Arg-1 and NOS2.
Susceptible BALB/c mice were infected with L. mexicana isolates from both clinical
manifestations, and the evolution of the infection as well as protein presence and
activity of Arg-1 and NOS2 were evaluated. The lesions of mice infected with the
DCL isolate were bigger, had higher parasite loads, and showed greater protein
presence and enzymatic activity of Arg-1 than the lesions of mice infected with the
LCL isolate. In contrast, NOS2 protein synthesis was poorly or not induced in the le-
sions of mice infected with the LCL or DCL isolate. The immunochemistry analysis of
the lesions allowed the identification of highly parasitized macrophages positive for
Arg-1, while no staining for NOS2 was found. In addition, we observed in lesions of pa-
tients with DCL macrophages with higher parasite loads and stronger Arg-1 staining
than those in lesions of patients with LCL. Our results suggest that L. mexicana isolates
obtained from patients with LCL or DCL exhibit different virulence or pathogenicity de-
grees and differentially regulate L-arginine metabolism through Arg-1.

KEYWORDS arginase 1, diffuse cutaneous leishmaniasis, L-arginine, Leishmania
mexicana, localized cutaneous leishmaniasis, NOS2

he leishmaniases are a group of vector-borne neglected diseases caused by differ-

ent species of a protozoan parasite that belongs to the genus Leishmania and
represent an important public health problem worldwide. In humans, at least 20
different species of Leishmania can be etiological agents of the leishmaniases, origi-
nating different clinical manifestations that range from skin lesions (cutaneous leish-
maniasis) and mucosal damages (mucocutaneous leishmaniasis) to life-threatening
systemic infections that affect internal organs, principally liver, spleen, and bone
marrow (visceral leishmaniasis) (1, 2). These different clinical forms result from complex
interactions between the infecting Leishmania species and the host immune response
to the infection. Leishmania parasites are transmitted between mammalian hosts,
including humans, by the bite of female phlebotomine sand fly vectors. During a blood
meal, sand flies inoculate the host skin with flagellated and motile Leishmania promas-
tigotes, previously developed in the sand fly gut. Once in the skin of the host,
Leishmania promastigotes invade several phagocytic cells, including neutrophils, den-
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dritic cells, monocytes, and macrophages, the latter being the primary host cells for
Leishmania (2, 3). Within macrophages, promastigotes transform into and multiply as
amastigote forms, which possess a nonvisible external flagellum and are responsible for
the disease onset and progression in the mammalian host.

Leishmania has developed multiple strategies to evade or benefit from the host
immune response and ensure its survival within the host. Among these strategies, the
regulation of the catabolism of L-arginine via the inducible nitric oxide synthase (NOS2)
and arginase-1 (Arg-1) has arisen as a critical pathway involved in leishmaniasis
establishment and progression. In this context, macrophages can either kill or host
intracellular Leishmania parasites depending on their ability to metabolize L-arginine
through NOS2 or Arg-1, whose expression is differentially induced and regulated in
these phagocytes, according to their activation status (4-7). In classically activated
macrophages (M1 or inflammatory macrophages), Th1 cytokines (e.g., gamma inter-
feron [IFN-y] and tumor necrosis factor alpha [TNF-a]) induce the expression and
function of NOS2, which oxidizes L-arginine into L-citrulline and nitric oxide, the latter
being a free radical that mediates one of the most potent mechanisms to eliminate
intracellular Leishmania parasites (7-12). On the other hand, in alternatively activated
macrophages (M2 or wound-healing macrophages), Th2 cytokines (e.g., interleukin 4
[IL-4], IL-10, and IL-13) induce the expression and function of Arg-1, which hydrolyzes
L-arginine into urea and L-ornithine, the latter being a precursor for the synthesis of
polyamines (small and polycationic molecules that participate in several cellular pro-
cesses such as differentiation, DNA replication, and protein translation), which are
essential for Leishmania intramacrophage survival and proliferation (5-7, 9, 11, 12).

Experimental models have demonstrated a critical role for L-arginine metabolism via
Arg-1 in the pathogenesis of murine leishmaniasis. Indeed, in nonhealing cutaneous
leishmaniasis models, high levels of Arg-1 and its activity have been detected locally
within the lesions of mice, correlating this fact with an uncontrolled growth and
elevated loads of Leishmania parasites (6, 13). In this line, in nonhealing lesions, an
accumulation of high numbers of alternative activated macrophages has been re-
vealed, which in turn promote Leishmania parasite growth via polyamine synthesis due
to L-arginine metabolism through Arg-1 (6, 14). In addition to the direct promotion of
Leishmania parasite multiplication via polyamine synthesis, high Arg-1 expression and
activity in alternatively activated macrophages and other myeloid cells have also been
shown to modulate T cell immune responses against Leishmania infection by reducing
the bioavailability of L-arginine in the microenvironment (6, 14, 15). Due to the fact that
T cells are extremely susceptible to L-arginine starvation, a low availability of this amino
acid makes them hyporesponsive to antigen stimulation besides affecting their prolif-
eration and effector functions (15). Moreover, Leishmania parasites harbor their own
arginase, whose activity has been demonstrated to be essential for their replication and
infectivity, both in vitro and in vivo (16-24).

Contrary to the identified role of Arg-1 in disease exacerbation, the expression and
function of NOS2 has been demonstrated to be decisive for Leishmania parasite killing
and infection resolution in experimental murine cutaneous leishmaniasis (25-27).
Within this context, a marked expression and activity of NOS2, which correlates with
few or no parasites, has been identified in skin lesions of mice resistant to Leishmania
infection (26, 27). Additionally, macrophages infiltrating the lesions of these resistant
mice have been shown to express NOS2 (27), a fact that suggests the presence and
importance of classically activated macrophages in healing lesions. In the same way
that Leishmania parasites harbor their own arginase, a Leishmania-derived nitric oxide
synthase has also been reported and associated with the infectivity of the parasite
and/or a mechanism to evade host immune responses (28, 29).

In Mexico, Leishmania mexicana is the main etiological agent responsible for cuta-
neous leishmaniasis and can cause two main different clinical manifestations in pa-
tients: localized cutaneous leishmaniasis (LCL), characterized by the development of an
ulcer at the sites of parasite inoculation, and diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL),
where parasites spread throughout the skin, forming multiple disfiguring nodules (30,
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TABLE 1 Clinical data of patients from which Leishmania mexicana isolates were obtained

Age at the beginning Duration of
Pathology Sex of the disease (yrs) disease (mo) No. of nodules No. of ulcers Treatment
LCL M 28 1 0 1 None
DCL F 6 360 >300 0 Intermittent?

aPatient had received, intermittently, meglumine antimoniate (intramuscularly, at a dose of 20 mg/kg body weight per day) as treatment for different periods along
the course of the disease. At the time when the isolate was obtained, the patient was under disease relapse and not receiving treatment.

31). The factors determining the development of LCL or DCL after infection with L.
mexicana remain unclear. In patients, LCL has been associated with a polarized Th1
immune response against L. mexicana infection and low macrophage parasite loads,
whereas DCL has been associated with a polarized Th2 response and high macrophage
parasite loads (32-34).

In the present study, we tested in an in vivo murine model the hypothesis that an
L. mexicana isolate obtained from a patient with LCL and an L. mexicana isolate
obtained from a patient with DCL differentially regulate L-arginine metabolism through
Arg-1 and NOS2, influencing the infection course and severity in the host. Furthermore,
we examined the participation of macrophages and their activation status in this
process. Finally, we analyzed the differential expression of Arg-1 and NOS2 in biopsy
specimens obtained from Mexican patients with LCL and DCL.

RESULTS

Molecular and morphological characterization of Leishmania mexicana iso-
lates. Two isolates of L. mexicana obtained from Mexican patients, one with localized
cutaneous leishmaniasis (LCL) and the other with diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL),
were used throughout the present study (Table 1). Both isolates were identified as L.
mexicana after performing restriction fragment length polymorphism (RFLP) analyses of
the internal transcribed spacer 1 (ITS1; the DNA sequence separating the genes coding
for the small subunit and for the 5.8S large subunit of rRNA), which was amplified by
PCR and digested with Haelll restriction enzyme (Fig. 1A and B). It has been shown that
the ITS1 region is highly variable in size and nucleotide sequence among Leishmania
species, and its digestion with restriction enzymes after PCR amplification allows
identification of most Leishmania species of medical importance (35). Amplification by
PCR of ITS1 from the two L. mexicana isolates obtained from patients, an L. mexicana
reference strain (positive control), and a Leishmania major reference strain (nonrelated
species control) resulted in a 300- to 350-bp-length product (Fig. 1A), the size reported
for Leishmania ITS1 (35). Further digestion of ITST amplicons with the Haelll restriction
enzyme resulted in different Leishmania species RFLP patterns (Fig. 1B). A pattern with
three fragments of 188, 88, and 60 bp each, which is characteristic for L. mexicana (35),
was obtained for the two isolates obtained from patients and for the L. mexicana
reference strain (Fig. 1B). In contrast, a pattern with two fragments of 220 and 130 bp
each, which is characteristic for L. major (36), was obtained for the L. major reference
strain (Fig. 1B).

For experiments, L. mexicana isolates obtained from patients were cultured and
used as amastigotes, due to the fact that when Leishmania is maintained in culture, this
stage of the parasite is more infective for experimental mouse inoculation than
stationary-phase promastigotes (37). Interestingly, amastigotes of L. mexicana isolates
displayed some different growth patterns when cultured in vitro. Among these, the
most notable difference was in the contact between amastigotes (cell to cell) when
growing (Fig. 1C and D). Amastigotes of the L. mexicana isolate obtained from the
patient with LCL grew mainly as individual cells (Fig. 1C), while amastigotes of the
isolate obtained from the patient with DCL grew mostly forming tight and large clusters
(Fig. 1D). Importantly, these differences were maintained when the isolates were
passaged periodically through mice to preserve virulence.

Susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates obtained from
LCL and DCL patients exhibit lesions with different sizes and parasite loads as well
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FIG 1 Characterization of Leishmania mexicana isolates. Two L. mexicana isolates were obtained from
Mexican patients: one with LCL and the other with DCL. Isolates were adapted to in vitro culture and
maintained as axenic amastigotes. Amastigotes of L. mexicana and promastigotes of L. major from
reference strains were used as controls. DNA was purified from Leishmania parasites by using phenol
chloroform and used for identification of isolates as L. mexicana species by Leishmania ITS1 PCR-RFLP
analysis. (A) Leishmania ITS1 was amplified by PCR, and the obtained amplicons were resolved on 2%
ethidium bromide-stained agarose gels. (B) Amplicons obtained from ITST PCR were further digested
with Haelll restriction enzyme, and obtained fragments giving RFLP patterns were separated on 3%
ethidium bromide-stained agarose gels. Micrographs showing growth patterns of axenic culture-
maintained amastigotes from isolates obtained from a patient with LCL (C) and from a patient with DCL
(D). Bars, 20 um.

as a differential migration of parasites to draining lymph nodes. After character-
ization, we analyzed if the L. mexicana isolate obtained from the patient with LCL and
the L. mexicana isolate obtained from the patient with DCL showed differences in
behavior during infection in a murine leishmaniasis model. As a first approach to
evaluate this issue, BALB/c mice, which have been demonstrated to be highly suscep-
tible to L. mexicana infection (38-40), were inoculated in the footpad with both isolates,
and sizes of developed lesions were measured every 7 days during a 4-week period,
followed by a final evaluation made 8 weeks postinfection (Fig. 2A). Lesions in mice
infected with the L. mexicana isolate obtained from the patient with DCL became
apparent during the first week of infection, while lesion onset in mice infected with the
L. mexicana isolate obtained from the patient with LCL occurred during the second
week of infection (Fig. 2A). From the second up to the eighth week of infection, mice
infected with the L. mexicana isolate obtained from the patient with DCL developed
bigger lesions (almost twice the size) than mice infected with the L. mexicana isolate
obtained from the patient with LCL (Fig. 2A). Furthermore, we determined the number of
parasites present in the footpad lesions of mice at 4 and 8 weeks after infection, as another
parameter to evaluate the differential behavior of the L. mexicana isolates during infection
(Fig. 2B). At the fourth week of infection, footpad lesions of mice inoculated with the isolate
obtained from the patient with DCL exhibited higher parasite loads (at least three times
more) than the lesions of mice inoculated with the isolate from the patient with LCL (Fig.
2B). At the eighth week of infection, footpad lesions in both groups of mice showed higher
parasite loads than those observed at the fourth week of infection; however, parasite
numbers between the two groups were similar (Fig. 2B).

In murine experimental models, cutaneous infection of BALB/c mice with L. mexi-
cana generally results in the development of progressive, nonhealing, and chronic
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FIG 2 Susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates obtained from LCL and DCL patients
exhibit lesions with different sizes and parasite loads as well as differential migration of parasites to draining
lymph nodes. BALB/c mice were infected subcutaneously into the right hind footpads with 5 X 106 L.
mexicana axenic amastigotes from isolates obtained from LCL and DCL patients. (A) The course of lesion
development (ten mice per group) was monitored every 7 days during a 4-week period, followed by a final
evaluation made 8 weeks postinfection, by measuring the footpad thickness increase. Parasite loads were
determined in footpad lesion (B) and popliteal lymph node (C) homogenates from mice (four mice per group)
after 4 and 8 weeks of infection. Data are expressed as the means + SEMs and are representative of at least
two independent experiments. L.N., lymph node; *, P = 0.05; **, P=0.01; *** P=0.001; ****, P =< 0.0001.

lesions (38). Moreover, it has been shown that in progressive forms of murine cutane-
ous leishmaniasis, parasites are continuously detected in lesions as well as in the lymph
nodes draining them (41). Consequently, we also evaluated the presence and abun-
dance of parasites in the popliteal lymph nodes (pLNs) of mice infected for 4 and 8
weeks with the L. mexicana isolate obtained from the patient with LCL and with the L.
mexicana isolate obtained from the patient with DCL (Fig. 2C). At the fourth week of
infection, we were able to detect the presence of parasites in the pLNs of mice infected
with both L. mexicana isolates, and surprisingly, pLNs of mice inoculated with the
isolate obtained from the patient with LCL exhibited higher parasite loads (almost ten
times more) than the pLNs of mice inoculated with the isolate from the patient with
DCL (Fig. 2C). However, at the eighth week of infection, pLNs of both groups of mice
showed higher parasite loads than those observed at the fourth week of infection;
nevertheless, parasite numbers between the two groups were similar (Fig. 2C).

It should be noted that the clear differences found in the parasite loads after 4
weeks of infection with the two L. mexicana isolates were probably masked at the
eighth week of infection by the tendency of BALB/c mice to develop chronic lesions
when infected with L. mexicana.

Arg-1 and NOS2 protein presence is differentially regulated in the lesions of
susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates obtained from LCL
and DCL patients. Using in vivo murine experimental models, it has been demon-
strated that Arg-1 is induced during disease development after infection with different
Leishmania species (13, 42, 43); furthermore, the presence of this enzyme at the site of
infection has been correlated with proliferation of the parasite and disease progression
(6, 19, 21). On the other hand, NOS2 presence at the site of infection has been
correlated with parasite clearance and disease resolution in the L. major murine model
(13, 26, 27). Thus, we analyzed if infection with the L. mexicana isolate obtained from
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FIG 3 Arg-1 and NOS2 protein presence and activity are differentially regulated in the lesions of
susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates obtained from LCL and DCL patients. BALB/c
mice (four mice per group) were infected subcutaneously in the right hind footpads with 5 X 106 L.
mexicana axenic amastigotes from isolates obtained from LCL and DCL patients. (A) Arg-1 and NOS2
protein levels were evaluated in footpad lesion homogenates by Western blotting after 4 and 8 weeks
of infection. Footpad lesion homogenates from mice infected with L. major were used as control for
NOS2 protein presence. Coomassie blue staining of total protein in the membrane was used for the
loading control. For the Western blot image, lesion homogenates from mice belonging to each group
were pooled, and the protein presence of Arg-1 and NOS2 was evaluated. (B) Densitometric values
(expressed in arbitrary units [A.U.]) for Arg-1 protein presence were calculated as the ratio of Arg-1 and
total protein band intensities detected in the lesion homogenates from all mice for each group. Arg-1
activity, expressed as units per milligram of protein (C) or units per milligram of tissue (D), was
determined by enzymatic assay performed in footpad lesion homogenates from mice infected for 4 and
8 weeks. Data are expressed as the means = SEMs and are representative of at least two independent
experiments. *, P = 0.05; ** P =0.01; *** P = 0.001; **** P = 0.0001.

the patient with LCL and infection with the L. mexicana isolate obtained from the
patient with DCL resulted in differential protein synthesis of Arg-1 and NOS2 in BALB/c
mice. For this purpose, footpad lesions of infected mice were removed at 4 and 8 weeks
of infection for tissue homogenization, and the presence of Arg-1 and NOS2 was
detected by Western blotting (Fig. 3A). The assays demonstrated that infection with
both L. mexicana isolates led to Arg-1 protein synthesis, with higher expression levels
(almost two times more) of this enzyme detected in the lesions of mice infected with
the isolate obtained from the patient with DCL than in the lesions of mice infected with
the isolate obtained from the patient with LCL (Fig. 3A and B). Regarding NOS2
presence, interestingly, this protein was expressed at lower levels only in the lesions of
mice infected for 4 weeks with the isolate obtained from the patient with DCL (Fig. 3A).
In addition, lesions of C57BL/6 mice infected for 4 weeks with L. major were used as a
positive control to analyze NOS2 protein presence by Western blotting, which showed
an intense band for this protein (Fig. 3A).

Arg-1 enzymatic activity is differentially regulated in lesions of susceptible
mice infected with Leishmania mexicana isolates obtained from LCL and DCL
patients. Once we determined that the L. mexicana isolates obtained from patients
with LCL and DCL differentially upregulated Arg-1 protein synthesis at the site of
infection, we evaluated if this upregulation at the protein synthesis level paralleled
enzyme activity. For this aim, arginase activity was determined in the lesion homoge-
nates of mice infected with these L. mexicana isolates for 4 and 8 weeks (Fig. 3C and
D). The obtained data revealed, at both times postinfection, higher arginase activity
values, expressed either as units per milligram of protein (Fig. 3C) or as units per
milligram of tissue (Fig. 3D), in the lesions of mice infected with the L. mexicana isolate
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obtained from the patient with DCL than in the lesions of mice infected with the L.
mexicana isolate obtained from the patient with LCL. Interestingly, even though
arginase activity in the lesions of mice infected with any of the isolates diminished at
8 weeks of infection compared to the levels found at 4 weeks, the activity registered in
the lesions of mice infected with the isolate obtained from the patient with DCL was
always higher than the one obtained after infection with the isolate obtained from the
patient with LCL. In relation to NOS2 activity, although a minimal presence of NOS2 was
detected in the lesions of mice infected with the L. mexicana isolate obtained from the
patient with DCL, we tried to determine the activity of this enzyme by quantifying
nitrites present in the tissue using the Griess reaction; however, we were not able to
detect any nitrite levels (data not shown).

Lesions and draining lymph nodes of susceptible mice infected with Leishma-
nia mexicana isolates obtained from LCL and DCL patients exhibit similar produc-
tion of IL-4 and IL-10 but different production of IFN-y. The murine infection model
with L. major has demonstrated a host resistance or susceptibility to the disease
depending on the development of a polarized Th1 or Th2 immune response, respec-
tively (44). In this regard, host ability to the control of infection has been associated
with the expansion of CD4* Th1 cells, which produce IFN-y. In contrast, host impos-
sibility to control the infection has been associated with the expansion of CD4* Th2
cells, which produce IL-4, IL-10, and IL-13 (6, 44-46). Furthermore, it has been demon-
strated that induction of Arg-1 in the host, driven by IL-4 and IL-10, is clearly associated
with the susceptibility to the infection, where the presence and activity of this enzyme
clearly parallel lesion development and parasite burden increase (6, 13). Consequently,
we analyzed if the changes that we observed in the induction of Arg-1 protein and
activity in the lesions and lymph nodes of susceptible BALB/c mice infected with the L.
mexicana isolate obtained from the patient with LCL and the isolate obtained from the
patient with DCL were related to changes in the production of Th1 and Th2 cytokines
during the infection course. For this aim, we assessed by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) the production of IL-4, IL-10, and IFN-vy in footpad lesions and pLN
homogenates of infected mice. There were no significant differences in the production
of IL-4 and IL-10 between footpad lesions of mice infected with each of the L. mexicana
isolates, either at 4 or at 8 weeks postinfection; however, both cytokine levels increased
according to disease progression (Fig. 4A and B). Importantly, when comparing the
amounts of both cytokines, we noticed that IL-10 levels were around ten times higher
than those observed for IL-4 (Fig. 4A and B). Regarding IL-4 and IL-10 production in the
pLNs, also, no changes in the production of these cytokines were detected between the
groups of mice after 8 weeks of infection (Fig. 4A and B). With respect to IFN-y
production, interestingly, the infection of mice with the isolate obtained from the
patient with DCL elicited a higher production of IFN-y than the infection with the
isolate obtained from the patient with DCL, both in the footpad lesions and pLNs, after
8 weeks of infection (Fig. 4C). Contrarily, there were no differences in the production of
IFN-vy in the footpad lesions of mice infected for 4 weeks (Fig. 4C).

Lesions of susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates ob-
tained from LCL and DCL patients contain macrophages with an alternatively
activated phenotype. Arg-1 has been found in different cell types, including macro-
phages, dendritic cells, myeloid-derived suppressor cells, and granulocytes, among
others, and the expression of this enzyme in such myeloid cells has been proved to be
induced by IL-4, IL-13, and IL-10 Th2 cytokines (12, 47, 48). Macrophages are the main
host cells for Leishmania parasites and can be instructed to host or kill this parasite
depending on their activation status, which influences L-arginine metabolism through
Arg-1 and NOS2 (5, 6). Classically activated macrophages upregulate the NOS2 enzyme,
which metabolizes L-arginine into nitric oxide, a powerful leishmanicidal agent that
contributes to parasite killing. Contrarily, alternatively activated macrophages upregu-
late the Arg-1 enzyme, which metabolizes L-arginine into polyamines, which allow
parasite persistence and proliferation (5, 6). Given these facts, after determining the
presence and activity of Arg-1 and NOS2 in the homogenates of lesions from suscep-
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FIG 4 Lesions and draining lymph nodes of susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates
obtained from LCL and DCL patients exhibit similar production of IL-4 and IL-10 but different production
of IFN-vy. Footpad lesions of mice infected with isolates obtained from LCL and DCL patients were
removed after 4 or 8 weeks of infection, while popliteal lymph nodes were removed after 8 weeks of
infection. Excised tissues were homogenized, and IL-4 (A), IL-10 (B), and IFN-vy (C) expression levels were
quantified by ELISA. Data are the means = SEMs from three independent experiments. * P = 0.05.

tible BALB/c mice infected with the L. mexicana isolates obtained from patients with
LCL and DCL, we next decided to identify, by immunohistochemistry, the presence of
both enzymes in the lesions and if macrophages were expressing them. Lesions of mice
infected with both L. mexicana isolates showed abundant Arg-1-positive cells harboring
Leishmania amastigotes and morphologically identifiable as macrophages (Fig. 5A). In
addition, these cells were shown to be positive for the macrophage marker F4/80 (Fig.
5B, representative staining for F4/80 in a tissue section of a lesion from a mouse
infected with the isolate obtained from the DCL patient is shown). Interestingly, in
lesions of mice infected with the L. mexicana isolate obtained from the patient with
DCL, macrophages showed more intense and widespread Arg-1 staining and seemed
more heavily parasitized than the macrophages present in lesions of mice infected with
the LCL isolate (Fig. 5A). In murine macrophages, L-arginine metabolism through Arg-1
and NOS2 is one of the most-used criteria to identify alternatively activated macro-
phages and classically activated macrophages, respectively (12, 49). Thus, the presence
of Arg-1 in the macrophages allowed us to suggest an alternative activation status for
these cells. To further corroborate this idea, we evaluated the presence, in the lesions
of infected mice, of another characteristic marker of alternative activated murine
macrophages, the chitinase-like secretory protein YM-1 (50). In this line, we first
detected by Western blotting the presence of YM-1 in lesion lysates from mice infected
with both L. mexicana isolates (Fig. 5D), and thereafter we performed immunohisto-
chemistry assays which allowed us to detect this protein in macrophages expressing
Arg-1 and harboring Leishmania amastigotes (Fig. 5A). On the other hand, immuno-
histochemistry against NOS2 revealed no presence of this enzyme in the lesions of mice
infected with either of the L. mexicana isolates (Fig. 5A). Detection by immunohisto-
chemistry of NOS2 in lesions of C57BL/6 mice infected with L. major was used as a
positive control for the experiments (Fig. 5C).

Lesions of Mexican patients with LCL and DCL contain macrophages with
different Arg-1 and NOS2 expression as well as parasite load. After immunohisto-
chemical analysis of Arg-1 and NOS2 presence in lesions of mice infected with the L.
mexicana isolates obtained from patients with LCL and DCL, we pursued the same
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FIG 5 Lesions of susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates obtained from LCL and DCL patients contain
macrophages with an alternatively activated phenotype. BALB/c mice (three mice per group) were infected subcutaneously in the
right hind footpads with 5 X 10 L. mexicana axenic amastigotes from isolates obtained from LCL and DCL patients or 5 X 106 L. major
promastigotes. After 8 weeks of infection, footpad lesions were dissected and processed for immunohistochemistry as described in
Materials and Methods. (A) Tissue sections were incubated with specific primary antibodies against arginase-1, NOS2, and YM-1,
followed by incubation with an HRP-conjugated secondary antibody. Immunolabeling was developed with DAB and further
counterstained with Gill's hematoxylin. Sections incubated only with the secondary antibody were used as a control for unspecific
staining. (B) F4/80 staining in a tissue section of a lesion from a mouse infected with DCL isolate is shown as representative for
macrophage identification. (C) Staining for NOS2 in tissue sections of lesions from C57BL/6 mice infected with 5 X 106 L. major
promastigotes was used as positive control for NOS2 detection. (D) YM-1 protein presence was also evaluated by Western blotting in
footpad lesion homogenates from mice 4 and 8 weeks after infection. Coomassie blue staining of total protein in the membrane was
used for the loading control. Bars, 10 um. Micrographs are representative of the sections from two independent experiments.

analysis in lesion biopsy specimens obtained from Mexican patients diagnosed with
LCL and DCL. The lesions of patients with both types of cutaneous leishmaniasis
showed Arg-1-positive cells harboring Leishmania amastigotes and morphologically
identifiable as macrophages (Fig. 6A). In addition, these cells were shown to be positive
for the macrophage marker CD68 (Fig. 6B, representative staining for CD68 in a tissue
section of a lesion from a patient with DCL is shown). Interestingly, lesions of DCL
patients showed macrophages with greater Arg-1 expression and were more heavily
parasitized than those found in the lesions of LCL patients (Fig. 6A). Regarding NOS2
detection, immunohistochemistry staining revealed that only macrophages in the
lesions of patients with LCL were positive for this enzyme (Fig. 6A).

Amastigotes in lesions of susceptible mice infected with Leishmania mexicana
isolates obtained from LCL and DCL patients exhibit different protein presence
and enzymatic activity of Leishmania-harbored arginase. Due to the fact that
Leishmania parasites also express an arginase and a nitric oxide synthase, which have
been proposed as virulence factors (16-24, 28, 29), we analyzed the presence and
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FIG 6 Lesions of Mexican patients with LCL and DCL contain macrophages with different Arg-1 and NOS2
expression as well as parasite load. Biopsy specimens from lesions of Mexican patients with LCL and DCL
were taken and processed for immunohistochemistry as described in Materials and Methods. (A) Tissue
sections of biopsy specimens were incubated with specific primary antibodies against arginase-1 and
NOS2, followed by incubation with an HRP-conjugated secondary antibody. Immunolabeling was
developed with DAB and further counterstained with Gill's hematoxylin. Sections incubated only with the
secondary antibody were used as control for unspecific staining. (B) CD68 staining in a tissue section of
a lesion from the patient with DCL is shown as representative for macrophage identification. Bars, 10 wm.
Micrographs are representative of the sections from two LCL patient biopsy specimens and from three
DCL patient biopsy specimens.

functionality of these enzymes in amastigotes directly purified from lesions of mice
infected with L. mexicana isolates obtained from patients with LCL and DCL. In Western
blot experiments, a Leishmania-harbored arginase was only detected in the extracts of
amastigotes purified from lesions of mice infected with the L. mexicana isolate obtained
from the patient with DCL (Fig. 7A). Arginase activity assays detected a much higher
arginase activity (almost 20 times more) in the extracts of amastigotes purified from
lesions of mice infected with the L. mexicana isolate obtained from the patient with DCL
than in those purified from lesions of mice infected with the L. mexicana isolate
obtained from the patient with LCL (Fig. 7B), in which Leishmania arginase protein was
not detected by Western blotting (Fig. 7A). Regarding Leishmania-harbored nitric oxide
synthase, neither the protien (Fig. 7A) nor activity of the enzyme (data not shown) was
detected in the extracts of amastigotes purified from lesions of mice infected with any
of the L. mexicana isolates.

DISCUSSION
In the present study, we examined in an in vivo model the ability of two Leishmania
mexicana isolates, one obtained from a patient with LCL and another obtained from a
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FIG 7 Amastigotes in lesions of susceptible mice infected with Leishmania mexicana isolates obtained
from LCL and DCL patients exhibit different protein presence and enzymatic activity of Leishmania-
harbored arginase. BALB/c mice (three mice per group) were infected subcutaneously in the right hind
footpads with 5 X 10° L. mexicana axenic amastigotes from isolates obtained from LCL and DCL patients.
After 8 weeks of infection, Leishmania amastigotes were purified from footpad lesions and lysed. (A)
Amastigote lysates were tested for Leishmania arginase and NOS protein presence by Western blotting.
Indian ink staining of total proteins in the membrane was used for the loading control. (B) Arginase
activity, expressed as milliunits (mU) per milligram of protein, was determined in amastigote lysates by
enzymatic assay. For the Western blot image, the protein presence of Arg-1 and NOS2 in the homog-
enates from only two mice is shown. Data are expressed as the means *= SEMs and are representative
of at least two independent experiments.

patient with DCL, to differentially regulate L-arginine metabolism through Arg-1 and
NOS2. In our model, we inoculated BALB/c mice with these isolates, due to the high
susceptibility of this mouse strain to L. mexicana infection (39). First, we assessed the
pathogenic behavior of the isolates during experimental infection by analyzing the size
and parasite loads of the developed lesions as well as the dissemination of the parasites
to the lymph nodes. We observed that, despite belonging to the same Leishmania
species, the L. mexicana isolate obtained from the patient with DCL exhibited greater
virulence than the L. mexicana isolate obtained from the patient with LCL. This was
reflected by the development of lesions that were bigger and harbored higher parasite
numbers in mice infected with the isolate obtained from the patient with DCL than
those developed in mice infected with the isolate obtained from the patient with LCL.
In agreement with our observations, other studies have also highlighted differences in
the evolution time of lesions and their parasitic loads in mice infected with different
strains and isolates of L. major and Leishmania amazonensis (51-53). Regarding the
dissemination of parasites from lesions to the lymph nodes, contrary to our findings in
the footpad lesions, we detected greater parasite loads in the lymph nodes of mice
infected with the isolate obtained from the patient with LCL than in the lymph nodes
of mice infected with the isolate obtained from the patient with DCL. This fact could be
related to reported findings that propose an impairment in the ability of phagocytes
heavily infected with Leishmania, which we have routinely observed in the lesions of
mice infected with the isolate obtained from the patient with DCL, to exit from the
infection site and migrate to the lymph nodes (41, 54, 55).

A clear association between Arg-1 presence and activity, uncontrolled replication of
parasites, and increase in size has been found in the lesions of susceptible mice infected
with Leishmania parasites (6, 13, 56). Here, we demonstrate higher Arg-1 expression and
activity levels, accompanied by an increase in size and parasite load, in the lesions of
susceptible mice infected with the L. mexicana isolate obtained from the DCL patient
than in the lesions of mice infected with the isolate obtained from the patient with LCL.
Due to the fact that we found the isolate obtained from the patient with DCL more
pathogenic than the isolate obtained from the patient with LCL, our findings are in line
with others where it has been shown that lesions of susceptible mice infected with a
more pathogenic Leishmania species, e.g., L. major, exhibit higher arginase activity and
bigger size than the lesions of mice infected with a less pathogenic species, e.g.,
Leishmania tropica (56).

On the other hand, NOS2 expression and subsequent nitric oxide production in the
tissues of mice clinically resistant to L. major infection have been closely associated with
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disease amelioration and lesion healing in experimental cutaneous leishmaniasis (26,
27,57-59). In our experiments, we found very little (compared to the lesions of C57BL/6
resistant mice infected with L. major, used here as positive controls for NOS2 expres-
sion) or no presence of NOS2 in the lesions of mice infected with the L. mexicana
isolates obtained from patients with LCL and DCL, with no impact in the progression of
the infection. Given the fact that a reciprocal regulation of NOS2 and Arg-1 exists (9, 48),
we find possible that the increased upregulation of Arg-1 induced during the infection
of susceptible mice infected with the L. mexicana isolates could have impaired NOS2
expression by decreasing the availability of L-arginine, which has been demonstrated to
be needed for NOS2 translation (60), or by the production of polyamines such as
spermine and spermidine, which have been found capable to suppress the induction of
NOS2 (61-63).

In experimental murine cutaneous leishmaniasis, progressive infection in mice is
associated with IL-4, IL-10, and IL-13 production (44-46), which in turn induce Arg-1
expression and function, leading to an excessive parasite proliferation and uncontrolled
disease pathology (4-6, 13). In this line, we detected similar amounts of IL-4 or IL-10 in
the lesions and in the lymph nodes of mice infected with either of the two L. mexicana
isolates obtained from patients. This observation suggests that the differential expres-
sion and function of Arg-1 observed in the lesions of mice was not dependent on the
capability of the isolates to induce the production of higher or lower levels of each of
these Th2 cytokines. Given the pivotal role of IFN-vy in leishmaniasis, we also evaluated
the presence of this cytokine. Regardless, we detected higher levels of IFN-y in the
lesions and lymph nodes of mice infected with the isolate obtained from the patient
with DCL than in those of mice infected with the isolate obtained from the patient with
LCL; these differences were not reflected either in NOS2 expression and function or
disease amelioration. Our findings agree with different clinical studies that have
demonstrated the presence of IFN-vy in the lesions of patients with cutaneous leish-
maniasis; moreover, a positive correlation of lesion size with IFN-y expression levels has
been well documented (64-67).

It is well known that macrophages are the main host cells for Leishmania parasites,
and elegant studies using in vitro approaches have demonstrated that, depending on
their activation status, they can either kill (in classically activated macrophages) or host
(in alternatively activated macrophages) intracellular Leishmania parasites via the me-
tabolism of L-arginine through NOS2 or Arg-1, respectively (4, 5, 17). Here, we identified,
in vivo, infected macrophages with an alternatively activation phenotype (F4/80"
Arg-1T YM-17) in the lesions of mice inoculated with either of the two L. mexicana
isolates obtained from patients. However, alternatively activated macrophages present
in the lesions of mice infected with the isolate obtained from the patient with DCL
seemed to exhibit higher Arg-1 expression and to harbor larger numbers of amasti-
gotes than those present in lesions of mice infected with the L. mexicana isolate
obtained from the patient with LCL. It is well known that metabolism of L-arginine
through Arg-1 in macrophages leads to the production of polyamines, which in turn
favors Leishmania intracellular growth (4-6). In this regard, we propose that the isolate
obtained from the patient with DCL could be more efficient in inducing Arg-1 expres-
sion in macrophages, leading to both higher polyamine synthesis and proliferation of
the parasite in these host cells, than the isolate obtained from the patient with LCL. On
the other hand, the presence of NOS2 was not observed in the lesion macrophages
from mice infected with either of the two isolates.

In human leishmaniasis, Arg-1 protein and activity have been detected in the lesions
of patients with cutaneous leishmaniasis infected with different Leishmania species
such as L. aethiopica, L. major, L. tropica, and L. amazonensis (68-70); however, this issue
has not yet been studied in the lesions of patients infected with L. mexicana. In this
work, we detected infected macrophages (CD68™) expressing Arg-1 in lesion biopsy
specimens from Mexican patients suffering LCL and DCL due to L. mexicana infection.
Interestingly and in a similar manner to our observations in the murine model, detected
macrophages in the lesions of patients with DCL exhibited higher Arg-1 expression and
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greater numbers of amastigotes than the macrophages found in the lesions of patients
with LCL. These findings are in line with what has been shown in L. amazonensis-
infected patients suffering LCL and DCL, where higher expression of Arg-1 has been
detected in the lesions of patients with DCL than in those of patients with LCL (69). On
the other hand, and differently from what we found in the lesions of infected mice, we
were able to detect macrophages expressing NOS2 in the biopsy specimens of patients
with LCL, an observation that coincides with the work performed by Qadoumi and
colleagues, which reports the presence of macrophages expressing NOS2 in skin biopsy
specimens from Mexican patients with LCL (71).

A large body of evidence supports the existence of a functional parasite-harbored
arginase in different Leishmania species, including L. mexicana, and this enzyme has
been found to be essential for parasite replication and infectivity as well as for
modulating host immune response and disease pathogenesis (16-24). In this study, we
were able to detect a Leishmania-harbored arginase only in the extracts of amastigotes
purified from lesions of mice infected with the L. mexicana isolate obtained from the
patient with DCL, which also exhibited far higher activity than the one detected in the
extracts of amastigotes purified from lesions of mice infected with the isolate obtained
from the patient with LCL. Because very little enzymatic activity was detected in the
latter, we believe that arginase was expressed in these extracts of amastigotes, but the
concentration of this protein was not enough to be detected by our Western blot
procedure. Consistent with previous observations proposing that Leishmania-harbored
arginase enhances disease pathogenesis by augmenting host cellular arginase activities
(19), we found a possible correlation between the arginase expression and activity
levels present in the L. mexicana amastigotes from the isolates obtained from the
patients with DCL and LCL and the Arg-1 expression and activity levels present in the
lesions of mice infected with these isolates.

In conclusion, our results emphasize the preponderant role of L-arginine metabolism
through Arg-1 during infection with L. mexicana. Specifically, the evidences shown here
tempt us to suggest a differential regulation of this novel pathway during the immu-
nopathogenesis of LCL and DCL, where pathogenic factors intrinsic to the parasites
isolated from patients with each of these two clinical manifestations may be involved.
Undoubtedly, further thorough studies involving experimentation with other isolates
obtained from patients, gene expression profile identification during experimental and
human infection, and evaluation of new parameters will be needed to strengthen our
findings.

MATERIALS AND METHODS

Mice. BALB/c and C57BL/6 mice were purchased from Charles Rivers Laboratories (Wilmington, MA,
USA) and bred at the animal facility of the Unidad de Investigacion en Medicina Experimental, Facultad
de Medicina, UNAM. Mice were maintained in accordance with the national guidelines for animal care
(NOM 062 ZOO 1999) and used for experiments at 8 to 10 weeks of age, according to protocols that
previously were approved by the Ethical Committee of the Facultad de Medicina, UNAM (approval
number 004/2014).

Parasites. Two Leishmania mexicana isolates were used in this study: MHOM/MX/2012/CGR, obtained
from a Mexican patient diagnosed with localized cutaneous leishmaniasis (LCL), and MHOM/MX/2012/
MRB, obtained from a Mexican patient diagnosed with diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL). The LCL
patient was a resident of the Mexican state of Campeche, while the DCL patient was a resident of the
Mexican state of Tabasco, two states with high leishmaniasis endemicity in the southeast region of
Mexico. After obtaining informed written consent from the patients, asepsis of the lesions, and local
anesthesia administration, a 3-mm-punch biopsy sample was taken from the active edge of the skin ulcer
of the LCL patient, while needle aspirations were taken from nodular lesions of the DCL patient. The
biopsy specimen obtained from the LCL patient was homogenized in phosphate-buffered saline (PBS) by
grinding the tissue with a pestle in a 1.5-ml conical tube in order to release amastigotes from infected
cells. Both biopsy specimen homogenate and aspirates containing amastigotes were inoculated in
Sloppy Evans semisolid medium, maintained at 26°C, and observed every 48 h until the transformation
of amastigotes into promastigotes was detected. Upon transformation, promastigotes were cultured at
26°C in medium 199, pH 7.2, supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin G,
100 pg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine, and 1% basal medium Eagle (BME) vitamins (all from Gibco
of Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Once reaching the stationary phase of growth, promas-
tigotes were inoculated subcutaneously into the right hind footpads of BALB/c mice. After lesion
development, amastigotes were isolated from infected footpads and cultured as axenic amastigotes at
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33°Cin Grace's insect medium, pH 5.4, supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS),
100 U/ml penicillin G, and 100 nwg/ml streptomycin (all from Gibco of Thermo Fisher Scientific), as
previously described (37, 72). As controls, Leishmania mexicana reference strain MNYC/BZ/62/M379 and
Leishmania major reference strain MHOM/IL/81/Friedlin (both kindly donated by Paul A. Bates, Division
of Biomedical and Life Sciences, Faculty of Health and Medicine, Lancaster University, United Kingdom)
were used for some experiments. The infectivity of Leishmania strains and isolates was maintained by
regular passage through BALB/c mice.

Identification of Leishmania isolates by ITS1 PCR-RFLP. Leishmania isolates obtained from pa-
tients were confirmed as Leishmania mexicana species by restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analyses of PCR-obtained amplicons of the internal transcribed spacer 1 (ITS1), the sequence of
DNA that separates the genes coding for the rRNA forming the ribosome small subunit (SSU) and for the
5.8S rRNA forming the ribosome large subunit (LSU), as previously described (35), with minor modifica-
tions. After being washed three times in PBS, 1 X 108 L. mexicana axenic amastigotes or L. major
promastigotes were resuspended in lysis buffer (50 mM NaCl, 50 mM EDTA, 1% SDS, 50 mM Tris-HCl [pH
8.0], and 100 wg/ml proteinase K) and incubated at 60°C overnight. DNA was purified from the lysates by
phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation according to standard operating procedures.
Isolated DNA was used as the template for PCR amplification of Leishmania ITS1 employing the primers
LITSR, 5'-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3’, and L5.8S, 5'-TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT-3'. PCRs were
performed in a final volume of 50 ul containing 1X Phusion HF buffer, 0.5 uM each primer, 200 uM
deoxynucleoside triphosphate (dNTP) mixture, 1 U Phusion HF DNA polymerase (all from New England
BioLabs, Ipswich, MA, USA), and 1 ug of Leishmania DNA. The thermocycling profile consisted of an initial
denaturation step at 94°C for 5 min, 35 cycles of 94°C for 40 s (denaturation), 53°C for 30's (annealing),
and 72°C for 60 s (extension), and a final extension step at 72°C for 7 min. PCR products were resolved
on 2% ethidium bromide-stained agarose gels. After PCR amplification, RFLP analysis of ITS1 amplicons
was performed by digesting 10 ul of PCR products with BsuRI (Haelll) restriction enzyme (Thermo Fisher
Scientific) according to the manufacturer’s instructions. The obtained restriction fragments were ana-
lyzed on 3% ethidium bromide-stained agarose gels.

Infection of mice, disease course evaluation, and parasite load assessment. Female BALB/c and
C57BL/6 mice were inoculated subcutaneously in the right hind footpads with 5 X 106 L. mexicana
amastigotes and L. major promastigotes, respectively, both from stationary phase of growth. The course
of disease was monitored weekly by measuring the increase in footpad thickness with a Vernier caliper
(model DTG-001; iGaging, San Clemente, CA, USA). Footpad thickness increase was calculated by
subtracting the thickness value of the uninfected contralateral footpad from that of the infected footpad.
Parasite burdens in the footpad lesions and popliteal lymph nodes (pLNs) of infected mice were
determined by direct counting of amastigotes in a Neubauer chamber, after tissue homogenization (37,
73). For this purpose, footpads and pLNs were excised and forced, in the presence of PBS, with a 10-ml
syringe plunger through a 100-um nylon cell strainer (Falcon; Corning, Corning, NY, USA) coupled to a
50-ml conical tube in order to disrupt the tissue and achieve mechanical lysis of infected cells. The
resultant homogenate, containing free amastigotes and some undisrupted host cells, was passed five
times through a 25-gauge needle to ensure release of amastigotes from the infected cells that were not
lysed during the previous step and to break amastigotes clumps to proceed with parasite counting.

Western blotting. Footpads of infected mice were excised and homogenized in 0.1% Triton X-100,
25 mM Tris-HCI (pH 7.4) buffer, containing 1X EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). Resultant homogenates were clarified by centrifugation at 12,000 X g for
15 min at 4°C and assayed for total protein concentration using the bicinchoninic acid (BCA) assay
protein kit (Novagen-Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Equal amounts of protein (20 ug) were boiled
with reducing Laemmli buffer and resolved on 7.5% SDS-polyacrylamide gels. After electrophoresis,
proteins were transferred (25 V for 60 min) onto Immobilon-P membranes (Millipore-Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) using a wet Mini Trans-Blot Cell apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). After transference, membranes were blocked with 10% nonfat dried milk (Bio-Rad Laboratories)
diluted in TBST (20 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, and 0.1% Tween 20) for 30 min at room
temperature. Membranes were then incubated overnight at 4°C with 1:50,000 monoclonal mouse
anti-arginase-1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA), 1:1,000 polyclonal rabbit anti-iNOS
(GeneTex, Inc., Irvine, CA, USA), or 1:10,000 polyclonal rabbit anti-YM-1 (STEMCELL Technologies, Van-
couver, Canada) primary antibodies diluted in TBST containing 10% nonfat dried milk. Then, membranes
were washed with TBST (three times for 5 min each) and incubated for 60 min at room temperature with
either 1:50,000 horseradish peroxidase (HRP)-conjugated horse anti-mouse IgG or 1:10,000 HRP-
conjugated goat anti-rabbit IgG secondary antibodies (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA)
diluted in TBS containing 10% nonfat dried milk. After incubation with secondary antibodies, membranes
were washed with TBST (three times for 10 min each), developed with a chemiluminescent substrate for
HRP (Millipore-Merck KGaA), and exposed to X-ray films (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Coomassie blue
staining of membranes was used as a loading control when comparing protein expression levels.
Densitometric analyses of bands were performed using the ImageJ software (Image Analysis Processing
in Java rings; NIH, Bethesda, MD, USA).

Protein presence of Leishmania-harbored arginase and nitric oxide synthase was also evaluated in
lesion-derived amastigotes. For this purpose, amastigotes were purified from footpad lesions as previ-
ously described (74), whole-cell lysates were prepared, and 20 ug of protein was used for Western blot
assays, according to the method described above. To detect arginase protein in amastigote lysates,
1:5,000 polyclonal rabbit anti-arginase-1 (GeneTex, Inc.) primary antibody was used, while 1:100 mono-
clonal mouse anti-NOS2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), 1:100 monoclonal mouse anti-NOS1 (Santa Cruz
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Biotechnology, Inc.), and 1:100 polyclonal rabbit anti-NOS2 (GeneTex, Inc.) primary antibodies were used
to detect nitric oxide synthase protein. Indian ink staining of membranes was used for the loading
control.

Determination of arginase enzymatic activity. Arginase enzymatic activity was determined in the
lesions of infected mice by measuring the amount of urea generated from the hydrolysis of L-arginine,
as previously described (6, 75) with some modifications. Briefly, footpads of infected mice were excised,
weighed, and homogenized in 0.1% Triton X-100, 25 mM Tris-HCl (pH 7.4) buffer, containing 1X
EDTA-free protease inhibitor cocktail. Resultant homogenates were clarified by centrifugation at
12,000 X g for 15 min at 4°C and assayed for total protein concentration as described above. A volume
of 1 to 5 ul of footpad lesion homogenates was diluted to a 50-ul final volume, per sample, with 0.1%
Triton X-100, 10 mM MnCl,, 25 mM Tris-HCI (pH 7.4) buffer, followed by heating for 10 min at 56°C to
achieve enzyme activation. A volume of 50 ul of L-arginine (0.5 M, pH 9.7) was added to each sample, and
arginine hydrolysis was conducted at 37°C for 15 min. The reaction was stopped by adding 400 ul of a
H,SO,-H,PO,-H,0 (1:3:7 [vol/vol]) mixture. The concentration of produced urea was measured at 550 nm,
according to the Archibald colorimetric method, after the addition of 20 ul of 7% a-isonitrosopropiophenone
(dissolved in absolute ethanol) and heating at 100°C for 30 min. Arginase activity was reported as units per
milligram of tissue or units per milligram of protein, where one unit of enzyme activity is defined as the
amount of enzyme that catalyzes the formation of 1 umol of urea per min.

Assessment of arginase enzymatic activity in lysates of purified lesion-derived amastigotes was
performed according to the method described above, with the exception that L-arginine hydrolysis was
conducted for 120 min instead of 15 min.

Quantification of cytokines by ELISA. Cytokine levels were measured in homogenates of footpad
lesions and popliteal lymph nodes of L. mexicana-infected mice by standard sandwich ELISA. Tissue
homogenates were prepared as described above and assayed to quantify IL-4, IL-10, and IFN-vy levels by
using specific ELISA kits for IL-4 and IL-10 (BioLegend, San Diego, CA, USA) and IFN-y (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA) according to the manufacturers’ instructions.

Immunohistochemistry. Footpads of infected mice or 4- to 6-mm-diameter lesion biopsy specimens
from Mexican patients with LCL and DCL were fixed for 24 h in 10% neutral buffered formalin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), followed by standard processing for paraffin embedding. For
immunostaining, 4-um-thick sections were mounted on charged microscope glass slides (Thermo Fisher
Scientific), deparaffinized, and rehydrated. To unmask epitopes, antigen retrieval was performed either
by heating the tissue slides in sodium citrate buffer (10 mM, pH 6) at 95°C for 20 min or by incubation
with proteinase K (20 ug/ml in Tris-EDTA [TE] buffer, pH 8) for 10 min at room temperature. Endogenous
peroxidase activity in the tissue was quenched by incubation in 3% H,O, in TBS (20 mM Tris-HCI [pH 7.5],
150 mM NacCl) for 20 min at room temperature. Nonspecific antibody binding was blocked with 10%
normal serum from the species in which the secondary antibody was generated and 1% bovine serum
albumin, both diluted in TBST (20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl, and 0.1% Tween 20). Sections were
then incubated overnight at 4°C with 1:500 polyclonal rabbit anti-arginase 1, 1:100 polyclonal rabbit
anti-iNOS, 1:50 polyclonal rat anti-F4/80 (all from GeneTex, Inc.), 1:200 polyclonal rabbit anti-YM-1
(STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada), and monoclonal mouse anti-CD68 (Abcam, Cambridge,
UK) primary antibodies diluted in TBST supplemented with 1% bovine serum albumin (BSA). After
washing with TBST (three times for 5 min each), sections were incubated for 60 min at room temperature
with 1:500 polyclonal HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich), 1:100 HRP-conjugated goat
anti-rat 1gG, or 1:500 HRP-conjugated goat anti-human IgG (both from Jackson ImmunoResearch Inc.,
West Grove, PA, USA) secondary antibodies diluted in TBST supplemented with 1% BSA. Afterwards,
sections were washed with TBST, and 3,3’-diaminobenzidine (DAB) (Sigma-Aldrich) was added as the
substrate for HRP to visualize immunodetection. Finally, sections were counterstained with Gill's hema-
toxylin, dehydrated, cleared, and mounted. Tissue sections were observed by light microscopy
(Microphot-FXA microscope; Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) and digital images were acquired
using a Nikon DXM1200F digital camera and the ACT-1 software (Nikon Instruments Inc.).

Data analysis. Data are reported as the means = standard errors of the means (SEMs) and were
analyzed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Statistical
differences between groups were evaluated using Student’s t tests (when comparing two groups) and
one-way analyses of variance (ANOVAs) followed by Bonferroni post hoc tests (when comparing multiple
groups). Differences between groups were considered significant when the P value was <0.05.
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Abstract

Leishmania is the causative protozoan parasite of leishmaniasis. Distinct species provoke
localized/diffuse cutaneous leishmaniasis or visceral leishmaniasis. Leishmania parasites
have developed diverse strategies to evade the host immune response expressed through
various cells, especially macrophages, NK cells, and dendritic cells. Participating in some
of these strategies are Leishmania surface molecules, such as lipophosphoglycan (LPG) and
protease gp63, which are thus considered virulence factors. LPG has been shown to modu-
late proinflammatory responses. For example, L. major LPG activates NK cells through toll-
like receptor-2 (TLR2), while L. mexicana LPG elicits a differential production of cytokines in
human dendritic cells and monocytes. Moreover, L. mexicana LPG activates MAP kinases in
macrophages, which in turn enhance proinflammatory cytokine production through TLRs.
Additionally, Leishmania exosomes have been found to strongly affect macrophage signal-
ing and functions. Furthermore, proteins secreted by Leishmania promastigotes and amas-
tigotes modulate the production of proinflammatory cytokines in human macrophages.
Since Leishmania is an obligate intracellular parasite, its promastigotes utilize several mech-
anisms to survive and duplicate inside host cells, including the inhibition of apoptosis. It is
now clear that MAPK p38, JNK, ERK 1/2, and PI3K/Akt participate in the inhibition of both
natural and induced apoptosis of macrophages, neutrophils, and dendritic cells.

Keywords: Leishmania, cytokines, TLR, inflammasome, apoptosis, NO

1. Introduction

Leishmaniasis is a complex of neglected tropical diseases (NTDs) caused by protozoan para-
sites of the genus Leishmania. Epidemiological studies have revealed that 12 million people are
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infected worldwide, with 2 million new cases each year. Approximately 350 million people are
currently at risk of contracting leishmaniasis, mostly in developing countries.

Leishmania is a dimorphic protozoan parasite that completes its life cycle in two organisms: the
sand fly vector and a mammalian host (a rodent, canid, or human). In the vector, the parasite
enters the insect as aflagellated amastigotes through a blood meal from a mammal. In the sand
fly midgut, this form changes into motile extracellular flagellated promastigotes that divide by
binary fission. After being injected into the bloodstream of a mammalian host, the promasti-
gotes are quickly engulfed by macrophages, where they differentiate into aflagellated intracel-
lular amastigotes that can survive in this acidic environment. In macrophages, the amastigotes
replicate by binary fission, causing the lysis of the cell and the invasion of other cells [1].

The outcome of a Leishmania infection depends on a wide array of factors, especially the species
of the parasite and the host immune response. Species such as L. major, L. mexicana and L. guya-
nensis induce cutaneous leishmaniasis, while L. amazonensis and L. braziliensis cause the mucocu-
taneous form. L. donovani and L. chagasi, on the other hand, cause visceral leishmaniasis (VL) [2].

Whether Leishmania parasites manage to establish themselves in mammalian cells depends on
their capacity to surpass host defense mechanisms. The survival strategies of the protozoan are
based on the manipulation of distinct host cell functions, including modulation of cell signal-
ing pathways through phosphorylation and dephosphorylation mechanisms [3]. The different
strategies of Leishmania to evade the host immune response during the process of infection
involve macrophages, NK cells, and dendritic cells. One of the most successful survival strate-
gies displayed by Leishmania is the inhibition of apoptosis of host cells through the activation or
silencing of proapoptotic or antiapoptotic signaling pathways [4, 5]. Among the Leishmania sur-
face components participating in such evasion strategies is lipophosphoglycan (LPG), an abun-
dant molecule that exerts its activity by binding to TLR2. Although the ability of Leishmania to
inhibit inflammatory signaling pathways has been proposed as a virulence mechanism, the
molecular events underlying this process have still not been fully elucidated [6].

2. Parasite molecules that regulate host cell signaling pathways

Two of the most studied molecules of Leishmania spp. are LPG and glycoprotein 63 (gp63), pos-
tulated as possible virulence factors for some species. LPG covers the surface of the parasite and
the flagellum, forming a glycocalyx. The structure of LPG, which differs between the distinct
species of Leishmania, is mainly constituted by repeating units of a disaccharide and a phosphate
bound to the membrane by glycosylphosphatidylinositol (GPI). This molecule is more abun-
dant in promastigotes than amastigotes [7]. Contrarily, gp63 is more frequently expressed in
amastigotes than promastigotes. The absence of LPG in amastigotes emphasizes the relevance of
gp63 in protozoan survival, as well as in the regulation of signaling pathways of host cells [8, 9].

Other important molecules for Leishmania are glycosylinositolphospholipids (GPILs), a class
of glycolipids bound by GPIs and expressed 10 times more frequently than LPG. Their small
size keeps them close to the parasite membrane [10, 11].
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The term “secretome” was introduced for the first time in the global study of the genome of
proteins secreted by Bacillus subtilis. The authors defined the secretome as a subset of the pro-
teome consisting of secreted proteins and the components of the cellular machinery involved in
protein secretion. They predicted all exported B. subtilis proteins by employing computational
methods to search for signal peptides and cellular retention signals in protein sequences [12]. In
Plasmodium falciparum, the secretome refers to all proteins exported to the host erythrocyte and
mediated by an endoplasmic reticulum signal sequence, along with one export element of this
parasite [13, 14]. Until very recently, there was very little information about the proteins secreted
by protozoan parasites. Given the role of these proteins as virulence factors and their capacity to
modulate host cells, this scant information represented an important scientific limitation.

Regarding trypanosomatids, the term secretome was introduced by Silverman in a pro-
teomics approach used to identify a large number of extracellular proteins in a culture media
conditioned by L. donovani [15]. Several studies on trypanosomatids have aimed to identify
and characterize excreted/secreted factors due to their potential for the development of vac-
cines and/or new drugs [16].

Leishmania and other intracellular pathogens have developed strategies to invade and persist
within the respective host cell. In some cases, the mechanisms entail the export of virulence
factors to the cytosol of this same cell [15]. Almost a decade has passed since the first report
of the secretion proteins by L. donovani. By means of a stable isotope label of amino acids
in a culture called SILAC, the authors identified 151 proteins secreted by this species into
the culture media. Interestingly, few of these are secreted through classical mechanisms [15].
Additionally, the bioinformatic analysis in the same study showed that none of the histidine
phosphatase proteins result from the classical mechanism of secretion.

The authors found various proteins with several possible functions. For instance, some pro-
teins take part in the vesicular transport process, essential for the survival of the parasite, and
may thus be virulence factors. Among the proteins participating in signal transduction are
those encoded by the gene LmjF 25.0750 of L. major, including a phosphatase serine threonine
type phosphoprotein, a metal-dependent phosphatase (PPM) called PP2C [15]. This protein
was cloned from the DNA genome of L. major and localized in the pocket and flagellum of the
parasite through fluorescence microscopy assays and transmission electron microscopy [3].

Since the flagellum of L. major represents an important structure for differentiation in try-
panosomatids, this location of PP2C suggests a role in a vital biological process of the parasite
[3]. The same authors have shown that L. mexicana promastigotes and amastigotes secrete pro-
teins with phosphatase activity into the culture medium. Such activity was more pronounced
in the promastigote than amastigote secretion medium. Both media stimulated the produc-
tion of various cytokines in human macrophages: tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukin
(IL)-1B, IL-12p70, and IL-10 [17].

2.1. Exosomes secreted by Leishmania

Exosomes are organelles (30-100 nm) released by numerous mammalian cells, including retic-
ulocytes, B cells, T cells, dendritic cells, and macrophages [18]. Bioactive exosomes are released
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by cells infected with viruses and bacteria as well as some tumor cells [19, 20]. The release of
exosomes also constitutes a mechanism for the secretion of proteins by Leishmania, and these
vesicles allow for communication with the host cell [15]. Among the proteins released through
exosomes, the metalloprotease 63 kDa and the elongation factor 1 alpha (EF-1 a) are known
to have a substantial role in deregulating certain signaling pathways. These two molecules,
contained in microvesicles, are responsible for the activation of tyrosine phosphatases (SHP-1)
in the host cell [21]. A study of L. mexicana demonstrated a type of vesicle induced at a tem-
perature of 37°C that did not correspond to exosomes, as evidenced by its size.

Other studies confirm a nonclassical route of secretion for Leishmania proteins. Two-dimen-
sional electrophoresis displayed 270 secreted protein spots originating from L. braziliensis,
of which 42 were identified. About 57% of these proteins presented non-classical secretion
mechanisms [22].

In L. infantum, distinct proteins were observed in exovesicles of the parasites in the different
phases of their growth. Ribosomal proteins were detected in the logarithmic phase of growth,
thus indicating their crucial role in protein turnover. In the stationary phase, contrarily, there
was a specific enrichment of vesicles with properties similar to apoptotic vesicles [23].

Diverse Leishmania species have been analyzed to explore the effect exerted by their secreted
molecules on the host immune response. For example, in infection by L. donovani and inter-
feron (IFN)-y treatment, the exposure of human monocytes to the exosomes secreted by this
parasite led to an alteration in the cytokine response. The resulting inhibition of IL-8 and
TNF-a production combined with enhanced levels of IL-10 caused an anti-inflammatory
effect. This immune suppression induced during Leishmania infection suggests that the secre-
tion of exosomes by Leishmania likely plays a major role in the establishment of infection.
Indeed, exosomes may be a mechanism of immune modulation used more generally by intra-
cellular and extracellular pathogens [24].

3. Leishmania modulates proinflammatory cytokines,
inflammasomes, and TLR expression

To detect Leishmania infections, the innate immune system utilizes different sets of germline-
encoded receptors, including the TLRs found on cell membranes and in the endosome. Other
receptors that have only been detected in the cytoplasm, such as the NOD-like receptor (NLR)
family, also play a role in defending the host from a Leishmania invasion. Encompassing 34
members in all, NLRs sense pathogen- and danger-associated molecular patterns (PAMPs
and DAMPs, respectively).

There is a subset of NLRs that assembles large multiprotein complexes known as inflamma-
somes. The latter trigger inflammatory caspase 1, which in turn promotes the conversion of
pro-IL-1p and pro-IL-18 into their bioactive forms. For instance, NLRP3 (the best-character-
ized inflammasome) consists of the NLRP3 protein, the bipartite adaptor protein ASC, and
caspase 1 (in its minimum form). It has been demonstrated that this inflammasome, activated
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by bacterial toxins, bacterial RNA, ATP, nigericin, uric acid, and silica crystals, is an essential
component of the host immune response against bacterial and viral pathogens [25].

Leishmania parasites have developed diverse strategies to evade the immune response,
especially in the form of macrophages, NK cells, and dendritic cells. Becker analyzed the
interaction between Leishmania LPG and TLR2 receptors on human NK cells, finding that
LPG purified from metacyclic and procyclic promastigotes of L. major stimulates these host
cells. The consequent activation of NK cells leads to an upregulation of TLR2 expression, the
nuclear translocation of NF-«B, and an increased production of IFN-y and TNF-a. Indeed,
the activation of NK cells turned out to be greater with the infective metacyclic form than the
non-infective procyclic form of LPG [26].

L. mexicana LPG elicits a differential production of proinflammatory cytokines, such as IL-12,
TNF-a and IL-10, as well as the nuclear translocation of NF-kB in monocytes and dendritic
cells [27]. It also activates ERK and p38 MAP kinase in macrophages and induces proinflam-
matory cytokine production through TLR2 and TLR4 signaling [28].

After infecting the THP1 human cell line with L. donovani, the production of IL-10, TNF-a and
IFN-y was measured, and the expression of TLR2, TLR4, and TLR9 was determined in blood
samples and the THP1 cell line. IL-10 levels were higher in controls positive to the leishmanin
skin test (LST+) compared to patients with VL. TNF-a was moderately produced, exhibiting
no variation between patients, controls, and THP1 cells. TLR4 and TLR9 expression was ele-
vated in patients with VL. L. donovani increased the expression of TLR4 and TLRY in patients
with VL, and of TLR2 in THP1 cells, which suggests a link between TLRs and the generation
of a mixed cytokine response [29].

Interestingly, other authors analyzed the expression of some components related to the
inflammasome pathway in murine macrophages infected with L. major. At 6 and 18 h post
infection, they evaluated the mRNA expression levels in control and infected macrophages
of two NLRs (NLRP3 and NAIP5), the inflammasome adaptor molecule ASC, proinflam-
matory caspase-1, and proinflammatory cytokines IL-1f3 and IL-18. The components related
to the inflammasome pathway (NLRP3, ASC, IPAF, IL-13, and IL-18) were upregulated in
murine macrophages infected with L. major. The activity of caspase-1 was more pronounced
in infected than noninfected macrophages. Infected (versus uninfected) macrophages also
showed significantly greater caspase-1 activity in harvested cells and a significantly higher
concentration of IL-1{3 in the supernatant of the cultured media [30].

It has been documented, based on in vitro (in macrophages) and in vivo studies, that a
Leishmania infection activates the NLRP3 inflammasome and that the latter is key to the inhi-
bition of parasite replication. For example, the capacity of inflammasome-deficient mice to
resist infection with L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum, and L. chagasi was favored by
IL-1p production resulting from inflammasome activation. The mechanism involved in such
activation was the increase in the level of nitric oxide (NO), which in turn was mediated
by the elevated availability of nitric oxide synthase NOS2 resulting from signaling through
the IL-1 receptor and MyD88. Lima-Junior et al. previously showed that the NLR3 inflam-
masome is vital for the host response to L. amazonensis infection, having proven to restrict
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parasite replication in both isolated macrophages and in vivo. As can be appreciated, IL-1(3
production is involved in the host resistance to infection. The signaling that triggers the pro-
duction of this cytokine takes place through the IL-1 receptor and MyD88, contributing to
elevated levels of NOS2. An increase in the latter enzyme leads to a greater generation of NO,
a major host defense mechanism against Leishmania spp. [31].

In the case of L. major, secreted antigens suppressed the proliferation of BALB/c mice lym-
phocytes in vitro. After semi-purifying these secreted antigens, they were found to suppress
60% of lymphocyte proliferation and prevent the stimulation of lymphocytes. The fractions
obtained decreased the production of IFN-y and increased the level of IL-4 in lymphocytes,
whereas they downregulated the formation of NO by activated macrophages. Hence, pro-
teins secreted by L. major may function as immunosuppressive factors that downregulate the
immune system [32]. On the other hand, the immunomodulatory effect of proteins excreted/
secreted by L. infantum was described in the context of differentiation and maturation of
human dendritic cells [33].

Regarding L. donovani, an immunomodulatory role has also been established for leishmanial
excretory-secretory antigens (LESAs) released by promastigotes to the culture medium. The
separation of fractions from LESAs revealed proteins of different molecular weights. Both
fractions were highly immunogenic, as they significantly enhanced the activity of NADPH
oxidase and SOD, as well as the production of NO, TNF-a, IFN-y, and IL-12 in stimulated
RAW 264.7 macrophages. These results strongly suggest the potential role of LESAs in the
modulation of macrophage effector functions and Th1 responses, which could possibly be
used in the development of a potent vaccine for visceral leishmaniasis [34]. Similarly, Kumar
reported a potential immunostimulatory effect of soluble exogenous antigens of L. donovani,
which may be instrumental in developing a subunit vaccine against VL [35].

4. Leishmania modulates L-arginine metabolism via NOS2 and
arginase-1

Among other strategies developed by Leishmania parasites to avoid elimination by the host
immune response, regulation of L-arginine metabolism via NOS2 and arginase-1 (ARG-1)
enzymes has emerged as a crucial mechanism for parasite survival. Macrophages, the main
host cells that battle Leishmania, can be instructed to kill or host intracellular amastigote forms
of this parasite, depending on their ability to express NOS2 or ARG-1. The expression of these
enzymes, which share L-arginine as a substrate, is regulated in macrophages by their percep-
tion of the environmental balance of cytokines.

Proinflammatory cytokines (e.g., TNF-a and IFN-y) induce the classical activation of macro-
phages, upregulating NOS2 expression. This enzyme catalyzes the conversion of L-arginine
into L-citrulline and NO, the latter molecule being considered the most potent leishmanicidal
agent for the elimination of intracellular Leishmania parasites [36]. On the other hand, anti-
inflammatory cytokines (e.g., IL-4, IL-10 and IL-13) elicit an alternative activation of macro-
phages that upregulates ARG-1 [37], which in turn catalyzes the conversion of L-arginine into
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urea and L-ornithine. The latter is a basic source for the synthesis of polyamines, essential
nutrients for the growth and surveillance of Leishmania [38, 39]. Hence, whether L-arginine
metabolism takes place through ARG-1 or NOS2 is decisive for the life or death of Leishmania
during infection [40].

To establish infection and avoid host surveillance, Leishmania parasites have developed
different strategies to hijack L-arginine metabolism in order to promote the production of
polyamines rather than NO. During its development inside the vector, for instance, the para-
site generates a mucin-rich gel that sand flies deliver into the host skin when transmitting
Leishmania promastigotes [41]. This gel, called promastigote secretory gel, is known to mod-
ulate L-arginine metabolism in macrophages [42]. Accordingly, promastigote secretory gel
stimulates the recruitment of macrophages and promotes their alternative activation, causing
an increased expression of arginase-1 along with its greater capacity to metabolize L-arginine
to afford polyamines, which in turn enhance the growth of Leishmania [42].

The parasite-induced upregulation of arginase-1 can affect the production of NO through
substrate (L-arginine) competition [41]. Additionally, the generation of some polyamines
resulting from L-arginine metabolism via arginase-1 (e.g., spermine, spermidine and putres-
cine) inhibit NOS2 function [38, 39, 43]. The modulation of L-arginine metabolism is relevant
not only during the onset of the infection but throughout the course the disease. The success
of host immunity or the pathology of leishmaniasis depends mainly on the balance of the
immune response. Since the formation of either NOS2 or arginase leads to the inhibition of
the other, these two metabolic states are competitive and tightly regulated [44], determining
the levels of NO and therefore the outcome of Leishmania infection (survival versus elimina-
tion) in the host.

Besides the production of polyamines and the resulting enhancement of Leishmania intra-
cellular growth in alternatively activated macrophages, recently findings have shown that
Leishmania-induced L-arginine metabolism via ARG-1 polarization is advantageous to the
parasite in yet another way. A substantial accumulation of alternatively activated macro-
phages causes an elevated demand, consumption, and depletion of L-arginine in the micro-
environment [41]. Since T lymphocytes are very sensitive to L-arginine starvation, a greater
consumption of this amino acid via ARG-1 limits its availability to T cells, which in turn
notably impairs the development and function of these cells that are required for the control
of a Leishmania infection [45, 46].

5. Inhibition of apoptosis

Leishmania is an obligate intracellular parasite that invades a variety of host cells, but it is in
dendritic cells and macrophages where it can survive and replicate inside the phagosome. The
condition of being obligate intracellular parasites presupposes the utilization by Leishmania
of mechanisms to manipulate host cells in order to evade the immune response and survive
inside cells. Along the evolutionary history of this parasite, diverse survival strategies have
been developed.
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Although the inhibition of the phagosome-lysosome fusion comprises one such strategy, one
of the most intriguing is the inhibition of apoptosis. The latter process is a type of programmed
cell death characterized by a very orderly and immunologically silent dismantling of a cell
[47, 48]. The activation or inhibition of several signaling pathways is required for apoptosis to
occur [49-53]. Whereas the initiation of apoptosis involves gene activation and transduction
pathways, the executioner phase requires the activation of the cellular machinery necessary
for the dismantling of the cell.

Apoptosis is a crucial defense mechanism against intracellular pathogens [54]. However,
many pathogenic microorganisms such as virus [55], bacteria [56], and protozoan parasites
[57, 58] have developed mechanisms to persist within host cells without inducing apoptosis.
It has been widely documented that Leishmania inhibits apoptosis of different cells such as
macrophages [59-61], monocytes [64] and neutrophils [66].

Recently, it has been demonstrated that L. mexicana promastigotes and amastigotes also inhibit
apoptosis in dendritic cells [62, 63]. In some of these studies, monocytes, dendritic cells, and
macrophages were grown under apoptogenic conditions and infected with different species
of Leishmania, resulting in the inhibition of normal apoptosis.

In particular, infection with L. donovani or a stimulus with its LPG inhibits apoptosis in mac-
rophages. Cellular activation caused by infection increases the production of TNF-a, TGEF-
[, IL-6, and GM-CSF, while decreasing the secretion of M-CSF and IL-1{3 [60]. Additionally,
L. major delayed apoptosis by inhibiting the release of mitochondrial cytochrome C in infected
macrophages grown in the presence of staurosporine [59]. Studies performed on other cell lines
report a similar outcome, such as the inhibition of actinomycin D-induced apoptosis in the
monocyte cell line U937 infected with L. infantum [64]. In macrophages from the cell line RAW
264.7 infected with L. major, apoptosis diminished even in the presence of cycloheximide [65].
Exposing neutrophils to L. major led to reduced caspase-3 activity, thus inhibiting spontaneous
apoptosis [66]. Moreover, amastigotes and promastigotes of L. mexicana inhibited camptothecin-
induced apoptosis in monocyte-derived dendritic cells [62, 63]. In the majority of reports, the
antiapoptotic effect has been associated with a significant decline in caspase-3 activity in cells.

5.1. Signaling pathways involved in Leishmania-induced inhibition of host cell
apoptosis

Although Leishmania infection is known to inhibit apoptosis in several cells, the mechanism(s)
through which this process takes place in infected cells is not fully clear. One signaling path-
way involved in apoptosis is that of MAPKSs, a family of serine/threonine kinases. Four major
pathways have been identified in mammalian cells for signaling by MAPKs: extracellular
signal-related kinases (ERK1/2), c-Jun amino-terminal kinases (JNK1/2/3), p38 (o, 3, Y, ),
and ERK5 [67-70]. MAPKSs respond to a wide variety of stimuli, such as proinflammatory
cytokines, environmental stress, DNA damage, and growth factors [50, 71]. The p38 path-
way is associated with cytokine production, inflammation, cell growth and differentiation,
and cell death. JNK participates in the control of cell death and is encoded by three genes:
JNK1/SAPKYy, JNK2/SAPKa, and JNK3/SAPKf. Contrarily, the signaling pathway of PI3K/
AKT has an antiapoptotic role through the phosphorylation of PI3K/AKT that conducts to the
downstream activation of multiple signaling pathways related to growth, development, and
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cellular survival processes [72]. MAPKs [73, 74] and PI3K [75] are activated during Leishmania
infections and participate in the apoptosis or survival cells [76-78].

Diverse signaling pathways have been implicated in the inhibition of apoptosis by Leishmania,
such as NF-kB, PI3K, and p38 MAPK PI3K. However, only the inhibition of PI3K resulted
in the abrogation of the antiapoptotic phenotype, whose activation confers apoptosis inhibi-
tion in infected macrophages [79] and dendritic cells [5]. ERK1/2 is activated in neutrophils
infected with L. major and modulates multiple apoptotic pathways [80]. Contrarily, p38 and
JNK are deactivated to prevent apoptosis [4, 5]. Survival is mediated by signaling pathways
(e.g., PI3BK/Akt), as well as by the expression of antiapoptotic proteins of the Bcl-2 family (e.g.,
Bcl-2, Bel-xL, MCL-1, and Al). We have demonstrated that L. mexicana promastigotes and
amastigotes also inhibit apoptosis in dendritic cells [62, 63] through the downregulation of
proapoptotic pathways (e.g., MAPK p38 and JNK), as well as the activation of antiapoptotic
routes such as PI3K/Akt [4, 5].

6. Conclusion

Leishmania parasites have developed diverse strategies to evade the immune response: elici-
tation of a differential production of proinflammatory cytokines, upregulation of TLR2 and
TLR4 expression, the nuclear translocation of NF-kB, and modulation of inflammasome.
These parasites have a dual relation with host cells. Whereas host cells provide them with
nutrients and a place to survive and replicate, these same cells exhibit an immune response
aimed at the destruction of the parasites. Hence, the latter must display a wide array of strate-
gies to overcome host cells defense mechanisms. One of the most successful strategies utilized
by Leishmania inside host cells is the inhibition of apoptosis.

Apoptosis is a type of programmed cell death involving a precisely orchestrated series of
steps that culminate in the orderly dismantling of the cell. This process encompasses the acti-
vation and silencing of a wide variety of signaling pathways, among which a leading role
is played by MAPK, PI3K/Akt and proapoptotic/antiapoptotic proteins of the Bcl-2 family.
Leishmania has the capacity to inhibit apoptosis of different cells, especially macrophages,
monocytes, neutrophils, and dendritic cells. Although the precise mechanisms have not been
fully elucidated, it is now clear that MAPK p38, JNK, ERK 1/2, and PI3K/Akt participate in
the inhibition of apoptosis in macrophages, neutrophils, and dendritic cells. The inhibition
of apoptosis is a key strategy for the survival and replication of Leishmania in host cells and
may have implications for its pathogenesis because of favoring the invasion of the host and
the persistence of the parasite in host cells. Further research is needed on the mechanisms of
activation and regulation of the inflammasome pathway to provide insights into the patho-
physiology of chronic diseases and reveal new therapeutic targets.
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Chapter

L-arginine Metabolism in the
Infection with Trypanosoma cruzi

Laila Gutiérrez-Kobeh and Arturo A. Wilkins-Rodriguez

Abstract

Trypanosoma cruzi is the causal agent of Chagas disease that affects 6-7 million
people around the world, principally in Latin America. This disease is character-
ized for the presence of an acute phase in which the host immune response plays
a central role in the elimination of the parasite. If the parasite is not efficiently
eliminated, patients can remain asymptomatic or develop a chronic infection. One
of the cells that are primarily infected with this intracellular parasite is macrophages
(M¢). M¢ present a wide array of activation states with classically activated mac-
rophages in one pole (CAM¢) and alternatively activated macrophages (AAM¢)
in the other. One of the most important differences between these two activation
states is the presence of the inducible nitric oxide synthase (iNOS or NOS2) in
CAM¢ and arginase 1 (Arg-1) in AAM¢; both enzymes share the same substrate,
L-arginine, and are reciprocally regulated by the action of Thl cytokines in the case
of NOS2 and Th2 cytokines in the case of Arg-1. The activation of CAM¢ permits
the production of nitric oxide (NO), highly trypanotoxic, while the activation
of AAM¢ allows the synthesis of polyamines, necessary for parasite duplication.
L-arginine is a very important metabolite situated in the center between the elimi-
nation and perpetuation of T. cruzi.

Keywords: arginase-1, L-arginine, inducible nitric oxide synthase,
macrophages, trypanosoma cruzi

1. Introduction

Trypanosoma cruzi is the causal agent of Chagas disease that affects 6-7 million
people around the world, mainly in Latin America [1], although in the last years it
has also become a potential public health problem in developed countries due to the
constant migrations with cases reported in the USA, Canada, Europe, Japan, and
Australia [2].

This intracellular obligate parasite enters the human host in the form of meta-
cyclic promastigotes that are released from the triatomine feces during the blood
meal, through damaged skin or mucosae. Alternatively, infection can occur through
other routes such as oral, congenital, blood transfusions, or organ transplants.
After entering the host, trypomastigotes are phagocytized mainly by macrophages,
where they transform to amastigotes, the intracellular form that has the ability to
replicate. In order to evade the host immune response and ensure its persistence
inside macrophages, Trypanosoma has developed multiple strategies. One of these
has as a target L-arginine metabolism. Macrophages can eliminate amastigotes or
permit their survival depending on the balance of two inducible enzymes nitric

1 IntechOpen
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oxide synthase (iNOS or NOS2) and arginase-1 (Arg-1) that share the same sub-
strate: L-arginine. During the activation of macrophages in the context known as
classical activation, L-arginine is metabolized by iNOS giving rise to the production
of nitric oxide (NO), one important trypanotoxic agent that permits these cells to
destroy the parasite. On the other hand, during the activation of macrophages in the
context known as alternative activation, L-arginine is metabolized by Arg-1 giving
rise to the production of polyamines that favor multiplication and persistence of
Trypanosoma in these cells. Thus, L-arginine is situated as a frontier between the
elimination and survival of Trypanosoma in macrophages, and its metabolism is a
determinant factor for the evolution of the disease.

2. Phases of the infection with Trypanosoma cruzi

The infection with T. cruzi presents an acute phase that is auto-limiting and can
go unnoticed in many infected individuals. During this phase, parasites actively
duplicate in different cells and tissues such as macrophages; muscular cells of
smooth, striated, and cardiac muscles; adipocytes; and cells of the central nervous
system [3]. While some patients succumb during the acute phase of the disease, the
development of an adaptive immune generally permits the control of infection with
T. cruzi. If the parasite is not completely eradicated, individuals remain infected
for life, and a dynamic equilibrium is established with the parasite that results in
different clinical outcomes. In this way, while many individuals chronically infected
remain in an asymptomatic intermediate phase, a significant proportion (30-35%)
of patients develop cardiac or digestive manifestations that can drive them to
congestive cardiac failure, arrhythmias, and eventually death or develop colon or
esophageal megasyndromes. All of these are irreversible pathologic changes that
occur even though the presence of the parasite is scarce. One experimental model
that recapitulates chagasic myocarditis is present in infected mice for long periods
with different T’ cruzi strains that develop chronic lesion in the myocardium [4, 5].

3. Generalities of L-arginine

L-arginine is one of the most versatile amino acids at the metabolic level. Besides
serving as a precursor for protein synthesis, it is also a precursor of multiple
compounds of great biologic importance such as urea, nitric oxide, polyamines,
L-proline, glutamate, creatinine, and agmatine (Figure1) [6, 7].

In adult mammals, L-arginine is a nonessential amino acid; nevertheless, during
childhood and certain physiologic or pathologic conditions (e.g., pregnancy, sepsis,
trauma, catabolic stress, intestinal or renal damage), it is considered as a semi-
essential amino acid or conditioned nonessential, due to the fact that its consumption
exceeds the capacity of being synthesized by the organism and has to be supplied
exogenously [8-10]. In mammals, the provision of L-arginine depends on its procure-
ment through the protein diet, endogenous synthesis (de novo synthesis), and its
release during the process of protein replacement (Figure 1) [6]. Approximately 40%
of the L-arginine that is obtained from the protein diet is catabolized in the intestine
before entering the circulation [11]. In the absence of the contribution by the protein
diet, approximately 80% of the L-arginine that enters the circulation derives from
the protein replacement, and the remaining percentage is obtained through the
novo synthesis [11]. L-arginine metabolism occurs basically in the liver and kidney;
nevertheless, other tissues and cells also possess the required enzymes to metabolize
it, including some cells of the immune response [12]. Regarding last point, it is
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Sources of L-arginine in mammals and its metabolic products.

interesting to note that a complete urea cycle has been described in macrophages
[13]. Although only two enzymes directly involved in L-arginine synthesis have been
identified (arginine succinate synthetase and arginine succinate lyase that are the
third and fourth enzymes of the urea cycle), four enzymes utilize this amino acid

as substrate: arginine decarboxylase, arginine/glycine aminotransferase, different
isoforms of arginase (Arg), and the different isoforms of the nitric oxide synthases
(NOS), the last two being the most studied and characterized [12]. In mammals two
arginase isoforms exist, Arg-1 and Arg-2, that catalyze the same reaction but differ
in cellular expression and subcellular localization. Arg-1 is cytosolic and is highly
expressed in the liver and some cells of the immune response. Compared to Arg-1,
Arg-2 is mitochondrial and is expressed in a great variety of peripheral tissues,
mainly in the kidney, prostate, small intestine, and mammary glands during lacta-
tion [14]. Regarding NOS, this enzyme is present in three isoforms: neuronal NOS
(nNOS or NOS1), inducible nitric oxide synthase (iNOS or NOS2), and endothelial
NOS (eNOS or NOS3). NOS 1 is expressed in specific neurons of the central nervous
system (CNS), and NOS3 is mostly expressed in endothelial cells [15]. NOS 2 is not
usually expressed in cells, but its expression can be induced by bacterial lipopolysac-
charide, cytokines, and other agents. Although primarily identified in macrophages,
the expression of this enzyme can be stimulated in almost any cell or tissue, provided
that the appropriate inducing agents are present [16].

4. L-arginine metabolism in the immune response: special emphasis in
macrophages

In the immune response, L-arginine metabolism through NOS2 and Arg-1hasa
pivotal role in the regulation of the effector capabilities of macrophages, dendritic
cells, and neutrophils [17-20] during infectious processes caused by a great variety
of microorganisms: different species of Mycobacterium, Leishmania, Trypanosoma,
Schistosoma, and Salmonella, among others [21, 22].

L-arginine metabolism in the immune response acquired great relevance with
the discovery that murine macrophages express both NOS2 and Arg-1 and that their
expression is reciprocally regulated by the action of Thl/proinflammatory cyto-
kines (e.g., IFN-y and TNF-a) and Th2/anti-inflammatory (e.g., IL-4, IL-10, and
IL-13) that determine the activation state of macrophages [19, 23-27].
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L-arginine metabolism through iNOS and Arg-1. iNOS, inducible nitric oxide synthase; Arg-1, arginase 1;
NOHA, N“-OH-L-arginine; OAT, ornithine-aminotransferase; ODC, ornithine-decarboxylase; NOs, nitric
oxide; O,”, superoxide, RNOS, oxygen and nitrogen reactive species; ONOO-, peroxynitrite.

Th1 cytokines activate macrophages in a classical way (CAM®) and induce the
expression and function of NOS2, while Th2 cytokines activate macrophages in an
alternative way (AAM®) and induce the expression and function of Arg-1.

NOS2 or iNOS is an oxide-reductase responsible for the synthesis of L-citrulline
and nitric oxide (NO¢) from L-arginine in the presence of NADPH and oxygen.
This reaction occurs through two successive reactions: the monooxygenation of
L-arginine that drives to the production of the intermediary N”-OH- L-arginine
(NOHA) and the subsequent hydrolysis of this last compound, thus producing
L-citrulline and NOe (Figure 2). NOS2 generates both NOe and superoxide (O,")
that together react to form the radical peroxynitrite (ONOO™) [28]. This last
compound has been identified as a reactive species derived both from oxygen and
nitrogen (RONS) that constitutes the principal cytostatic or cytotoxic mechanism
of CAM® to fight the infections generated by virus, bacteria, fungi, and protozoan
parasites [20, 23, 26, 29].

5. Immune response to Trypanosoma cruzi

Inside the mammalian host, macrophages represent an important site for the
duplication of T cruzi. One of the most important mechanisms in the protective
immunity against T. cruzi is the activation of macrophages in order to achieve the
elimination of parasites (Figure 3). CAM¢ are able eliminate T cruzi thanks to
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Figure 3.

L-arginine metabolism in macrophages during T. cruzi infection. In classically activated macrophages
(CAM®), inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression and function ave induced. L-arginine
metabolism through this enzyme entails the production of nitric oxide that possesses great trypanocidal
capacity. In alternatively activated macrophages (AAM®), arginase 1 (Arg-1) expression and function are
induced. L-arginine metabolism through this enzyme entails the production of polyamines that favor T. cruzi
multiplication inside macrophages.

NOS2 and RONS that kill intracellular parasites by the modification of structural
properties of T cruzi molecules. On the other hand, the different forms of AAM¢
present high levels of mannose receptor (MR) and an overregulation of Arginase
1[30]. Arg-1 hydrolyzes L-arginine in urea and L-ornithine; the latter is the
principal intracellular source for the synthesis of polyamines and trypanothione.
Polyamines are small cationic molecules required for cellular proliferation and
macrophage homeostatic processes, besides being vital for the intracellular growth
of Trypanosoma [19, 31]. Both inducible enzymes share L-arginine as substrate,
and the expression and function of both enzymes are reciprocally regulated by the
action of Thl and Th2 cytokines. Thus, L-arginine is situated as a frontier between
the elimination and survival of Trypanosoma in host cells, and its metabolism is a
determinant factor in the evolution of the disease.

In response to the defense mechanisms of the host, parasites have developed
several strategies in order to escape host immune response and take advantage of
some host’s molecules. In this way, parasites must reduce the production of toxic
molecules, including nitric oxide and its derivatives, that are synthesized by the
immune system, in particular by macrophages [32-34]. In addition, internalized
parasites of different T. cruzi strains are able to escape from the parasitophorous
vacuole of resident macrophages [35], a strategy that utilizes a variety of molecules
with antioxidant properties [36, 37]. Nevertheless, as the infection progresses, the
evasion strategies displayed by T cruzi are widely surpassed by the development of
a humoral specific immune response and the activation of macrophages by IFN-y
and other cytokines. As has been previously mentioned, the infection with T. cruzi
can have an acute or a chronic phase. One of the possible causes of the passage
from one phase to another is the fact that the effector immune response against the
parasite is insufficient or inappropriate due to a deficient activation of the specific
immune response or an excessive regulation of this response.

6. Role of Arg-1in the infection with Trypanosoma

The induction of Arg-1in macrophages promotes the infection of parasites of
the genus Trypanosoma by providing nutrients derived from polyamines, since
Trypanosoma parasites cannot generate their own source of ornithine through the
activity of a functional arginase [38, 39]. The increase in arginase activity coun-
teracts the host’s immune response and favors parasite growth. It has been shown
that in African trypanosomiasis caused by Trypanosoma gambiense, there is an
increase in the serum level of Arg-1 that returns to basal values after the treatment
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[40]. Similarly, in experimental murine trypanosomiasis caused by Trypanosoma
brucei, macrophage Arg-1 activity represents a disease susceptibility marker [41].

In T brucei Arg-1 activity is induced by excretion/secretion factors, particularly
TbKHCI1, kinesin H chain, and has been identified as an inductor factor of Arg-1
[38]. Other studies have demonstrated that the addition of an Arg-1 inhibitor
reduces parasite growth, which is restored with L-ornithine supplementation. The
essential requirement of L-ornithine is related with the absence of a functional
arginase in Trypanosoma [39], which results in a dependence toward host’s arginase
for the synthesis of polyamines and trypanothione, which are essential for parasite
survival, growth, and differentiation [42]. The difluoromethylornithine, structural
analog of L-ornithine, has been used alone or in combination with nifurtimox asan
effective drug against African trypanosomiasis [43]. Nevertheless, its administration
is difficult and requires large amounts of iv. injected fluids, which limits its use in
remote areas. Thus, it is of utmost importance to find easier ways to select polyamine
synthesis as a target against Trypanosoma. Alternatively, inhibitors of the route that
conducts to arginase activity might reduce parasite loads in infected animals.

7. Conclusion

Trypanosoma crugi is the causal agent of Chagas disease that affects 6-8 million
people primarily in Latin America. It is an intracellular parasite that infects a variety
of cells, among which macrophages are a very important target and thus transcen-
dental for the immune response against the parasite. Macrophages can traverse
through a gradient of stages of activation with classically activated macrophages in
one end and alternatively activated macrophages in the other. These two phases of
activation are characterized by the expression of two enzymes that are reciprocally
regulated and share the same substrate: L-arginine. Classically activated macrophages
express iNOS of NOS?2 that is induced by Th1 cytokines and catalyze the conversion
of L-arginine to L-citrulline and NO. Contrarily, alternatively activated macrophages
express Arg-1 that is induced by Th2 cytokines. Thus, L-arginine metabolism is in the
center of Trypanosoma elimination of survival. The better knowledge of this route
during the different stages of Trypanosoma infection is of great importance for the
better comprehension of disease progression and design of drugs.
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