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RESUMEN 

 

En modelos de leishmaniasis experimental murina, se reportó que una vacuna 

con el LPG de L. amazonensis induce a la progresión de la infección si es inoculado por 

vía intramuscular mientras que si el inóculo es por la vía intranasal puede llevar a 

controlar la infección. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual el mismo 

antígeno produce resultados contradictorios. Claramente la vía de administración es 

importante, pero también falta estudiar la respuesta inmune generada con distintas 

dosis de antígeno. 

 En este trabajo se realizó un análisis de la respuesta inmune en ratones 

vacunados por vía subcutánea con dos dosis de LPG de L. mexicana e infectados en la 

dermis de la oreja con dos concentraciones diferentes de carga parasitaria. Las 

moléculas de activación (CD137) y de inhibición (PD-1) en linfocitos T CD4+ y CD8+  de 

bazo de ratones inmunizados e infectados fueron analizadas.  Asimismo la expresión de 

PD-L2 y PD-L1 en macrófagos peritoneales de ratones BALB/c inmunizados e 

infectados fue analizada. Adicionalmente se realizaron experimentos de estimulación in 

vitro. Observamos que la expresión de PD-L1 no se encuentra afectada en los 

macrófagos estimulados con LPG o infectados con el parásito, mientras que la 

expresión de PD-L2 incrementa con dosis elevadas de LPG y es aún mayor cuando los 

macrófagos están infectados con el parásito. En los linfocitos T CD8+  observamos una 

disminución de la expresión de la molécula activadora CD137 y un aumento en la 

expresión de la molécula inhibidora PD-1, que fue proporcional al estímulo con LPG o a 
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la dosis de parásitos utilizados para la infección. Este efecto, aunado a la sobre-

expresión de PD-L2 en macrófagos infectados, podría explicar los diferentes resultados 

reportados en las vacunas contra la leishmaniasis. Concluimos que estos marcadores 

pueden servir para definir la dosis óptima de antígenos utilizados para el desarrollo de 

vacunas, evitando así la inducción de moléculas inhibitorias que llevarían al fracaso de 

la vacunación.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. La leishmaniasis  

Se denomina como leishmaniasis a un conjunto de enfermedades con diferentes 

manifestaciones clínicas que son causadas por diferentes especies del protozoario del 

genero Leishmania el cual es transmitido a través de la picadura de un mosquito 

hembra hematófago del genero Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomyia en el 

nuevo mundo (1;2). La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima una prevalencia 

de 12 millones de casos en el mundo con una mortalidad anual de 60 mil personas y 

350 millones de personas en riesgo de ser infectadas por el parásito (3). Está 

catalogada dentro de las enfermedades relacionadas con la pobreza y la migración y 

actualmente se considera endémica en 88 países, 72 de los cuáles son países en 

desarrollo (4). La mortalidad anual ocasionada por la leishmaniasis la coloca como la 

segunda enfermedad parasitaria con mayor mortalidad después de la malaria. La 

pobreza aumenta el riesgo de consecuencias adversas ya que las personas no tienen 

dinero para acceder al sistema de salud que generalmente se localiza en zonas 

alejadas a los centros de salud, así como tampoco pueden pagar los medicamentos 

para el tratamiento (5). 

 

1.1.2. Clasificación de la leishmaniasis 

Las leishmaniasis se clasifican en leishmaniasis cutánea, leishmaniasis 

mucocutánea y leishmaniasis visceral, lo que depende tanto de la especie de 

Leishmania infectante como de la respuesta inmune del paciente (1;6-8).  



La vacunación con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta 

inmune induciendo la expresión de PD-1 en linfocitos T CD8+. 

 
 

- 10 - 
 

Aunque no se conoce el número exacto de personas infectadas en México 

porque esta enfermedad no es de notificación oficial para la Secretaria de Salud, 

existen reportes de 811 casos de leishmaniasis cutánea en el periodo comprendido del 

año 2004 al 2008, sin embargo, al no ser de notificación oficial, se estima que el 

número real de casos podría oscilar de los 2300 a los 3700 casos anuales (4).  

La leishmaniasis cutánea se divide a su vez en localizada (LCL) y en difusa 

(LCD). En México ambas formas clínicas son producidas por Leishmania mexicana. La 

leishmaniasis cutánea localizada es la forma menos severa de la enfermedad y se 

caracteriza por una úlcera en el sitio de la picadura del mosquito, es indolora y de borde 

indurado que generalmente se presenta en zonas del cuerpo expuestas como las 

manos, los brazos y la cara (Figura 1) (1;7;8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1) Lesión papulonodular  en 

el dorso de la mano de un paciente 

con LCL. Imagen tomada de (8). 
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La leishmaniasis cutánea difusa (LCD) causa lesiones desfigurantes 

caracterizada por nódulos que se diseminan por toda la piel exceptuando palmas de las 

manos y plantas de los pies (Figura 2) (1;7). En México predominan los casos de LCL 

mientras que pacientes con LCD son muy escasos.   

  

  

 

 

 

La leishmaniasis mucocutánea (LMC) ocurre cuando el parásito hace metástasis 

desde la lesión local hasta el tejido mucocutáneo invadiendo también el tracto naso-

orofaríngeo ocasionando la inflamación del mismo (Figura 3). Si el paciente no es 

diagnosticado y recibe tratamiento oportunamente fallece por inanición ya que el 

parásito destruye todo el tracto nasofaríngeo y parte de la boca impidiendo la correcta 

respiración y deglución de los alimentos (1;6;7).  

 

 

  

Figura 2) Paciente con LCD. 

Laboratorio de 

Inmunoparasitología de la Fac. de 

Medicina de la UNAM. 

Figura 3) Lesión destructiva en la nariz 

consecuencia de la LMC. 
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La leishmaniasis visceral se manifiesta por una 

inflamación en el abdomen como consecuencia de la 

migración del parásito hacía el bazo o el hígado (Figura 

4), donde prolifera y causa esplenomegalia y 

hepatomegalia.  

En algunos casos puede invadir ambos órganos 

simultáneamente causando hepatoesplenomegalia y si el 

paciente no recibe tratamiento oportuno podría llegar a 

morir por estallamiento de vísceras (1;7). 

 

1.1.3. Diagnóstico y tratamiento. 

 Usualmente el diagnóstico es confirmado por la presencia del parásito en 

biopsias obtenidas de las lesiones del paciente teñidas con GIEMSA. La observación 

microscópica directa es confirmatoria de la enfermedad, sin embargo se requiere de 

personal entrenado ya que con frecuencia ocurren resultados falsos negativos cuando 

escasos parásitos están presentes. Una prueba para evaluar la exposición al parásito 

es la reacción intradérmica de Montenegro que consiste en una inyección intradérmica 

con una mezcla de antígenos del promastigote y se considera positiva cuando se 

observa una induración de 5 mm en la piel después de 48 horas en el sitio de la 

inyección. Existen otras técnicas diagnósticas de mayor sensibilidad como la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) y la prueba serológica ELISA, para determinar la 

presencia de anticuerpos anti-Leishmania (1;9;10).  

Figura 4) Leishmaniasis 

Visceral. Fuente: 

WHO/TDR/Crump 
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El tratamiento depende de las características clínicas de la enfermedad, de la 

especie de Leishmania responsable de la enfermedad está asociada a la región 

geográfica donde habita el paciente y consiste principalmente en la administración de 

antimoniales pentavalentes como el estibogluconato sódico (Pentosam) o el antimoniato 

de meglumina (Glucantime) para las formas cutáneas. Estos fármacos son 

químicamente similares y actúan multifactorialmente en procesos moleculares 

afectando el metabolismo del parásito. En los últimos años se ha reportado resistencia 

a éstos lo que da como resultado la ausencia de respuesta al tratamiento o la recaída 

de los pacientes una vez terminado el tratamiento (11-13). Para evitar la resistencia o la 

recaída de los pacientes se han utilizado tratamientos alternativos que tienen algún 

efecto sobre el parásito, aunque éstos mostraron efectos secundarios tóxicos graves, 

además de que el costo no los hace accesibles a la mayoría de los pacientes. A 

continuación se describen los fármacos más usados contra la leishmaniasis 

(7;10;14;14-16).  

- Anfotericina B. Este medicamento fue primero usado como anti fúngico pero 

se observó que en los pacientes con leishmaniasis mejoraba las lesiones por 

lo que empezó a usarse contra esta parasitosis. Causa inestabilidad en la 

membrana del parásito al unirse al ergosterol. La forma de administración es 

de 2.5 a 5 mg/Kg por vía intravenosa durante 20 días. Sus efectos 

secundarios incluyen insuficiencia renal, alteraciones en los electrolitos y 

ocasionalmente miocarditis. Es un medicamento costoso y requiere 

hospitalizar al paciente para monitorear los efectos secundarios.  
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- Paramomicina. Es un antibiótico aminoglucósido que bloquea la síntesis de 

proteínas uniéndose a la sub-unidad 16S del RNA ribosomal. Se administra 

tópicamente o sistémicamente por vía intramuscular (15 mg/Kg) para los 

casos de leishmaniasis cutánea. Entre los efectos secundarios se observó 

ototoxicidad reversible, la nefrotoxicidad es menos común así como la 

hepatotoxicidad aunque existen reportes de ambas.  

- Pentamidina. El nombre comercial es “Pentam”, este medicamento interfiere 

con la biosíntesis de macromoléculas como proteínas y fosfolípidos así como 

del DNA y RNA. Los principales efectos secundarios son hipoglucemia grave, 

diabetes mellitus, miocarditis y toxicidad renal por lo que su uso es muy 

limitado y debe valorarse el costo-beneficio en el paciente.  

- Miltefosine. Es un alquil-fosfolípido conocido comercialmente como 

“Impavido” o “Miltex” y es usado principalmente como un medicamento anti-

neoplásico. Se administran de forma oral 2.5 mg/Kg durante 28 días y en 

ocasiones se combina con paramomicina. Es efectivo en los casos de LCL y 

LCD causados por L. mexicana. Es un medicamento teratogénico por lo que 

no debe ser usado durante el embarazo. Los efectos secundarios más 

comunes son malestares gastrointestinales (náuseas, diarreas y vómitos), 

puede ocasionar insuficiencia renal y hepática. 

- Imiquimod. Su nombre comercial es “Aldara” o “Zyclara” y se trata de una 

imidazol quinolona que induce activación de los macrófagos, producción de 

TNF, IL-2 e IFN-γ. Es de aplicación tópica.  
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- Azoles. Inhiben la síntesis de argosteroles. Se incluyen en este grupo el 

Ketokonazol y el Fluconazol. Administrados por vía oral tienen efecto sobre 

infecciones provocadas por L. mexicana y L. major. Entre los efectos 

secundarios se han reportado anormalidades en las enzimas hepáticas.  

 

 

1.2. Leishmania: ciclo de vida y biología. 

El parásito presenta un ciclo de vida dimórfico en el que se incluye un vector y un 

hospedero definitivo que generalmente es un mamífero. Dentro del mosquito vector el 

parásito se encuentra en la forma de promastigote procíclico. En este estadio el 

parásito presenta una forma oval alargada y posee un flagelo que le confiere movilidad 

dentro del tracto gastrointestinal del mosquito. Al pasar al intestino y debido al cambio 

del pH, el parásito sufre un proceso de transformación conocida como metaciclogénesis 

durante la cual expresa moléculas membranales como el lipofosfoglicano (LPG) y la 

glicopreoteína de 63 kilo Daltones (gp63 kDa), que le permiten sobrevivir en el 

microambiente y que adicionalmente funcionan como factores de virulencia en el 

hospedero definitivo. El promastigote metacíclico migra hasta llegar a las glándulas 

salivales donde estará inerte hasta la siguiente ocasión en que el mosquito pique a un 

mamífero y sea regurgitado junto con proteínas y proteofosfoglicanos presentes en la 

saliva del vector (Figura 5) (2;17-23) .  
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Figura 5) Ciclo de vida de Leishmania. El mosco vector ingiere sangre (1) 

infectada con amastigotes (2). Éstos van a migrar de la probóscide al intestino 

medio y ahí van a proliferar (3). Los parásitos adquieren el flagelo y se 

transforman en promastigotes procíclicos (4). En el intestino desarrollan 

factores de virulencia en un proceso llamado metaciclogénesis y migran a la 

probóscide como promastigotes metacíclicos (5) para ser regurgitados junto 

con componentes salivales cuando el mosquito pique al hospedero vertebrado 

(6). El parásito se va a unir a las células fagocíticas como el macrófago (7). 

Estas células fagocitan al parásito (8) y lo incorporan al fagolisosoma (9). Por el 

cambio de pH los promastigotes pierden el flagelo y algunos factores de 

virulencia transformándose en amastigotes (10), los cuáles proliferan (11) hasta 

lisar a la célula (12). Los amastigotes liberados infectan nuevas células (13) 

cerrándose así el ciclo de vida. Modificado de Ref. 22 
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El parásito entra al mamífero hospedero en la forma de promastigote metacíclico 

cubierto en su totalidad por una capa gruesa de LPG que le ayudará a evadir la 

respuesta inmune del hospedero, especialmente la respuesta mediada por la cascada 

del complemento ya que el LPG evita la formación del complejo de ataque a la 

membrana (MAC) al impedir la inserción de C5 y los siguientes componentes (2;16;18). 

El promastigote es fagocitado por el macrófago residente en piel aunque también se ha 

descrito que es fagocitado por neutrófilos y células dendríticas (24-26). A consecuencia 

del cambio de pH dentro del fagolisosoma de la célula el parásito se transforma a 

amastigote, perdiendo su flagelo y cambiando su forma de alargado a redondo y más 

pequeño. Inicia su proliferación por división binaria hasta desestabilizar la membrana 

celular y romperla para salir a infectar células vecinas y continuar con el transcurso de 

la enfermedad. Es en este proceso donde el parásito es ingerido por una Lutzomyia 

mientras pica para alimentarse, cerrándose así el ciclo de vida (Figura 5)  (17;20;21).  

Los hospederos definitivos del parásito son 

diversos mamíferos, siendo el humano un hospedero 

accidental. Además de mamíferos silvestres, el perro 

es uno de los principales hospederos domésticos.  

En los últimos años se documentó el aumento en el 

registro de perros infectados por el parásito. Las manifestaciones clínicas en los perros 

incluyen lesiones en la piel y una caquexia generalizada hasta causar la muerte del 

animal (Figura 6). En lugares dónde se han detectado perros infectados también se ha 

notado un aumento en el número de humanos infectados posiblemente por la estrecha 

convivencia que existe entre ambos (1;5;6).  

Fig. 6) Perro con Leishmaniasis.  
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 1.2.1. Lipofosfoglicano (LPG) 

El LPG es el principal glicoconjugado superficial del promastigote formando un 

denso glicocáliz. Consiste de un polímero de unidades repetidas de Galβ1,4Man-PO4 

adjuntas a un centro glicano que esta insertado dentro de la membrana del parásito por 

medio de un ancla de 1-0-alquil-2-liso-fosfatidil(mio)inositol y un casquete de azucares 

compuesto por manosa y fucosa (Figura 7) (27;28). Este disacárido fosfato 

Galβ1,4Man-PO4 no es encontrado en mamíferos. Se expresa diferencialmente entre 

promastigotes y amastigotes, ya que en los primeros se encuentran 15 copias en su 

fase procíclica y 30 copias por parásito en la fase metacíclica mientras que en los 

amastigotes es regulado negativamente por al menos 3 órdenes de magnitud (29;30). 

Esta molécula se encuentra presente en todas las especies de Leishmania pero 

muestra diferencias estructurales entre especies (31). Las variaciones principales se 

encuentran en los oligosacáridos y su capacidad inmuno-estimuladora depende de la 

especie de la cual fue purificado (Figura 7) (29;31;32).  

En especies como L. major se considera un factor de virulencia ya que aumenta 

la fagocitosis del parásito por células inmunes (33;34), mientras que en L. mexicana no 

se observó el mismo efecto sobre la fagocitosis pero si se ha observado que es capaz 

de modular la respuesta inmune (34;35). Se ha reportado que puede inducir la 

producción de NO, modificar el estallido oxidativo en los macrófagos murinos desde la 

proteína cinasa alfa (PKC-α) y estimula la producción de citocinas proinflamatorias en 

monocitos humanos a partir de la señalización de TLR2 y TLR4 (34;36-39).  En células 

NK, el LPG induce la producción de IFN-γ a través del receptor TLR2 (40).  
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El LPG fue utilizado como candidato para desarrollar vacunas contra L. 

amazonensis con resultados contradictorios: cuando es inoculado en ratones BALB/c 

por vía subcutánea, potencia la producción de TGF-β e IL-10, facilitando la progresión 

de la enfermedad. En cambio, cuando la inmunización se realiza por vía intranasal se 

observa una disminución del tamaño de la lesión y de la carga parasitaria (41;42). Por 

estas respuestas contradictorias, hasta ahora el LPG de L. mexicana no ha sido 

utilizado como candidato para vacunas.  

 

 

 

 

 

Fig. 7) Estructura del LPG en L. mexicana y L. braziliensis. Se muestran las diferencias 

estructurales entre el LPG de L. mexicana en promastigotes procíclicos (a) y L. braziliensis tanto en la 

forma procíclica como metacíclica. Se puede observar que en el LPG de parásitos metacíclicos los 

carbohidratos están enriquecidos. 29 
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1.3. Respuesta Inmune contra Leishmania. 

1.3.1. Activación de la respuesta inmune por la picadura del mosquito 

vector. 

La picadura del mosquito inocula al parásito junto con proteínas salivales que 

generan condiciones que favorecen la infección (43;44). Infecciones de ratones con L. 

major en conjunto con componentes de las glándulas salivales mostraron que se 

generan lesiones de mayor tamaño que las observadas en ratones que solo fueron 

infectados con el parásito (43). La infección natural comienza con la picadura del 

mosquito cuya saliva contiene proteínas que poseen propiedades inmunomoduladoras, 

como el maxadilan, un péptido de 61 aminoácidos con potente actividad vasodilatador, 

que también es capaz de dirigir la respuesta inmune celular hacía el tipo Th2 (T helper 

2). Esta respuesta favorece la progresión de la infección y la sobrevida del parásito. 

Otro de los componentes del vector que exacerba la infección es el proteofosfoglicano 

filamentoso (fPPG), que es regurgitado por el mosquito al momento de la picadura. 

Diversos trabajos demostraron que los extractos de glándulas salivales (EGS) de 

diferentes especies de Lutzomyia o Phlebotomus exacerban y mantienen la infección 

cuando son inoculados junto con el parásito en diferentes cepas de ratones como C3H, 

CBA, BALB/c y C57BL/6 (43-50). La inmunomodulación ejercida por proteínas de los 

EGS es determinante en establecer una infección y sobrevida del parásito. El efecto 

proinflamatorio y la modulación hacia una respuesta tipo Th2 posiblemente sean los 

mecanismos facilitadores de la infección: la inflamación garantiza la rápida afluencia de 

células que fagocitan al parásito y de esta manera se protege contra la acción lítica de 
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complemento, y la respuesta Th2 inhibe los mecanismos leishmanicidas de las células 

fagocíticas como es la producción de óxido nítrico y el estallido oxidativo.  

 

1.3.2. Respuesta inmune celular activada por la infección con Leishmania. 

Los modelos murinos han sido ampliamente usados para comprender los 

mecanismos de la respuesta inmune involucrados en el control de la infección, así 

como las proteínas y procesos involucrados en la patogénesis de la enfermedad. Las 

cepas murinas más utilizadas son C57Bl/6 y BALB/c (Figura 8) (51). Los ratones de la 

cepa C57Bl/6 infectados con L. major son capaces de controlar la infección a través de 

la activación del macrófago así como de la producción de citocinas tipo Th1. En estos 

ratones la infección se caracteriza por la formación de una pequeña úlcera en el sitio de 

inoculación de los parásitos la cual paulatinamente desaparece en un lapso de 8 a 12 

semanas. En esta cepa de ratón los macrófagos activados fagocitan al parásito y son 

capaces de eliminarlo a través de los mecanismos microbicidas como la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y la producción de óxido nítrico (NO) (26;36;52-

54), ambas moléculas son tóxicas y dañan al parásito. Adicionalmente, las citocinas 

predominantemente producidas durante la infección son del tipo Th1, principalmente 

IFN-γ, IL-2 e IL-12, para la activación de los linfocitos T CD4+ y CD8+  (17;51;52;55-

57). La cepa C57Bl/6 es asociada con la leishmaniasis cutánea localizada en el humano 

ya que la activación de las células y la carga parasitaria en las células infectadas se 

asemeja mucho a lo reportado en los pacientes con este cuadro clínico.  
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Los ratones de la cepa BALB/c por el contrario, no logran controlar la infección 

por Leishmania. Estos ratones generan grandes lesiones en el sitio de infección y llegan 

a presentar múltiples lesiones adicionales. Los macrófagos de estos ratones 

generalmente producen IL-10 y cursan con alta carga parasitaria intracelular ya que los 

mecanismos microbicidas se encuentran disminuidos (36). Las citocinas predominantes 

en respuesta a la infección son del tipo Th2 con la producción de IL-4 y TGF-β. Por todo 

esto, las infecciones en ratones BALB/c fueron comparadas con la leishmaniasis 

cutánea difusa (LCD) en los humanos (51;55). Basado en resultados obtenidos a través 

de los modelos murinos de leishmaniasis, se asocia la curación y el control de la 

infección con un perfil de citocinas tipo Th1 mientras que la susceptibilidad y progresión 

de la infección por Leishmania se asoció con el perfil tipo Th2 (Figura 8) (51;55).  

En los humanos esta reportado que las primeras células que entran en contacto 

con el parásito son las células de la piel como los queratinocitos, que son capaces de 

detectar el daño ocasionado en el tejido y van a liberar citocinas y quimiocinas que 

atraen a otras células hacía el sitio del daño para empezar con la reparación tisular. 

Existen reportes de que estas células pueden dar inicio a la polarización hacia Th1 o 

Th2, según el patrón de citocinas que producen (58). Junto con los neutrófilos, son 

responsables de la formación de las úlceras mediante la sobre expresión de moléculas 

relacionadas con la apoptosis como FasL y TRAIL. En modelos murinos se encontró 

que el bloqueo de estas moléculas en los neutrófilos y queratinocitos evita la 

generación de las úlceras en el sitio de infección, aunque los parásitos persisten (58-

61).  
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Una vez que el parásito ha pasado la barrera de la piel entra en contacto con el 

sistema de complemento que causa la muerte de Leishmania a través de la formación 

del complejo de ataque a la membrana (MAC) formador de poros en la membrana del 

parásito ocasionando su muerte por choque osmótico (18;62-64). Sin embargo, el 

parásito posee moléculas inhibidoras de la lisis por complemento, por ejemplo, la gp63 

que es la glicoproteína más abundante en su superficie es capaz de romper la molécula 

C3 a su forma inactiva C3bi, lo que ocasiona la opsonización del parásito y le permite 

Figura 8) Modelos murinos en la respuesta inmune contra L. major. Los mecanismos de la 

respuesta inmune que se desarrolla en respuesta a la infección por Leishmania se usaron las 

cepas murinas C57Bl/6 (negro) y BALB/c (blanco), el primero es resistente mientras que 

BALB/c es susceptible. 49 
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ser fagocitado para sobrevivir en el interior de la célula fagocítica (22;65-67). Otra 

molécula que le ayuda a lograr escapar de complemento es el lipofosfoglicano (LPG) 

que lo cubre hasta el flagelo. El LPG impide que se forme el MAC al ser una densa 

capa en la que no se inserta C5 ni las moléculas subsecuentes (17;19;29).  

Los neutrófilos, las células dendríticas y los macrófagos son las principales 

células que fagocitan al parásito. Los neutrófilos además atrapan y lisan al parásito con 

las redes extracelulares de cromatina y proteínas granulares (NET´s) que son liberadas 

cuando entran en contacto con el parásito y tienen una relación directa con la carga 

parasitaria. En ratones carentes de neutrófilos se encontró que los parásitos sobreviven 

e infectan a más células y con mayor cantidad de parásitos en comparación con los 

ratones silvestres (68;69).  

Los macrófagos tienen un papel fundamental en la respuesta inmune contra 

Leishmania ya que al ser las células hospederas deben también eliminar al parásito 

para el control de la infección. Estas células fagocitan al parásito mediante  diferentes 

receptores como los de complemento CR1 y CR3, receptores para anticuerpos como 

FcγRI y FcγRII y el receptor de manosa-fucosa (18;26;70). La activación a través de 

estos receptores desencadena la producción de ROS y NO así como de algunas 

citocinas como TNF-α e IL-12 entre otras (18;26;52;53;70).   

La célula dendrítica también eliminan a los parásitos fagocitados a través de los 

mecanismos de la NADPH oxidasa y de la producción de NO además de la producción 

de IL-12 (24;71).  
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 Entre los receptores de la respuesta inmune innata que reconocen a Leishmania 

están los receptores tipo Toll (TLR) que son capaces de reconocer moléculas del 

parásito y producir citocinas proinflamatorias (72;73). Uno de los TLRs que reconocen a 

Leishmania es TLR2, cuyo ligando es LPG. Esta interacción se describió en células NK 

humanas que mostraron activación y producción de IFN-γ (40). Otro de los TLRs que se 

activan con el parásito es TLR9. En macrófagos y células dendríticas murinas se 

encontró que el estímulo con DNA de L. mexicana y L. major, respectivamente, 

incrementa la expresión de RNA mensajero (mRNA) de TLR9, llevando a la producción 

de TNF-α e IL-12 (74;75).  

  

1.3.3. Participación de los linfocitos T CD4+ y CD8+  en la leishmaniasis. 

Los linfocitos T son activados por las células presentadoras de antígenos que 

expresan antígenos anclados a las moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) de clase I o II. Los microorganismos fagocitados se 

presentan por MHC-II y son reconocidos por receptores (TCR) de los linfocitos T CD4+. 

Por otro lado, los antígenos que ingresan al citosol de la célula como virus y algunas 

bacterias (Listeria) son presentados por MHC-I y activan a los linfocitos T CD8+  (76). 

Leishmania es procesada en el fagosoma por lo que sus antígenos son presentados 

principalmente por MHC-II con activación de linfocitos T CD4+. Estos linfocitos fueron 

los primeros en asociarse al progreso o cura de la infección por su capacidad de 

polarizar la respuesta hacía un tipo Th1 o Th2, también fueron considerados como el 
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blanco de activación de diversas vacunas y tratamientos contra la leishmaniasis 

(51;55;56).  

En la leishmaniasis también se describió la activación de linfocitos T CD8+  

específicos. En los últimos años se observó que su participación es fundamental para la 

resolución de la infección a través de sus funciones citotóxicas (77-81). En pacientes 

con LCD estos linfocitos se encuentran en una menor proporción y su activación se 

encuentra disminuida Algunos estudios mostraron que la sobre-expresión de PD-1 en 

linfocitos CD8+  y su unión a sus ligandos PD-L1 ó PD-L2 lleva a la célula a un estado 

de agotamiento (82-85) favoreciendo la progresión de la infección. Sin embargo, el 

estímulo de TLR2 con LPG de L. mexicana rescató a éstos linfocitos, activándolos 

nuevamente (83;85;86). En enfermedades virales como hepatitis y VIH (virus de la 

inmunodeficiencia humana) se observó que la expresión de PD-1 es dependiente de la 

carga viral. El bloqueo de PD-1 o de sus ligandos mediante anticuerpos, lleva a una 

disminución de la carga viral y las células recuperan sus funciones efectoras tanto de 

producción de citocinas como las de citotoxicidad (87-92). Esta regulación de los 

linfocitos T CD8+  a través de PD-1 ha hecho de este receptor un blanco farmacéutico 

para ciertos tipos de cáncer donde se observó que el bloqueo de este receptor o de sus 

ligandos provoca una activación de estos linfocitos lo que conlleva a la eliminación de 

células malignas con mejoría del paciente. Aunque el éxito es variable, dependiendo del 

tipo de cáncer y del tiempo de evolución del paciente, en la mayoría de los casos los 

resultados son favorables (87;88;93-96).  
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Figura 9) Respuesta Inmune contra Leishmania. La activación de los linfocitos T CD4 y CD8+ es 

importante para evitar el progreso de la infección. El perfil de citocinas Th1 o Th2 van a dirigir la 

respuesta inmune para activar o inhibir a otras células efectoras. El IFN-γ es una citocina requerida 

para la resolución de la infección y es producida mayoritariamente por células NK, linfocitos CD4 y 

CD8+. La citotoxicidad de los CD8+ ejercida sobre las células infectadas con el parásito es 

determinante para evitar el progreso de la infección. (80) 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Existen múltiples reportes sobre estudios e intentos en generar una vacuna 

contra la leishmaniasis humana. Se han utilizado parásitos muertos por calor o lisados, 

diferentes antígenos de Leishmania como la gp63, LACK, cPb, LPG, entre otros, ya sea 

purificados directamente del parásito o como proteínas recombinantes. Para analizar la 

efectividad de las vacunas se utilizan modelos murinos ya que se cuenta con modelos 

naturalmente resistentes a la mayoría de las cepas de Leishmania como lo son los 

ratones de la cepa C57/Bl6 y se cuenta con cepas muy susceptibles a la infección por 

Leishmania, como son los ratones de la cepa BALB/c. Por esta razón la mayoría de las 

vacunas contra Leishmania son evaluadas inicialmente en los ratones BALB/c. A la 

fecha no se reporta una vacuna exitosa tanto en la prevención de la infección como en 

el control de la misma, ya que la mayoría de los enfoques van dirigidos a la activación 

de linfocitos CD4+. 

En nuestro laboratorio analizamos la inmunomodulación que ejerce el LPG sobre 

diferentes tipos celulares como las células NK, los macrófagos, las células dendríticas, 

los linfocitos T y los mastocitos, tanto en células humanas como murinas. Dada la 

potente capacidad inmunomoduladora que tiene el LPG de L. mexicana, esta molécula 

podría ser un buen candidato para la elaboración de una vacuna contra la 

leishmaniasis.  

Estudios previos con el LPG de L. amazonensis muestran su capacidad de 

inducir exacerbación de la leishmaniasis cuando es inoculada en los ratones por vía 

intradérmica, mientras que tiene un efecto protector cuando es inoculada por vía 
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intranasal. En estos estudios no fueron estudiados los mecanismos responsables de 

esta respuesta aparentemente contradictoria.  

En el presente trabajo se busca analizar si el LPG de L. mexicana es capaz de 

funcionar como antígeno vacunal cuando es inoculado por vía subcutánea en ratones 

BALB/c. Para evaluar el éxito de la vacuna analizaremos la respuesta inmune a través 

de la expresión de moléculas de activación como CD137 o inhibición como PD-1 en 

linfocitos T provenientes de bazo, así como de sus ligandos PD-L1 y PD-L2 en los 

macrófagos.  
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3. HIPOTESIS  

El LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta inmune a través de la inducción 

de moléculas de activación/supresión en linfocitos T y sus ligandos en los macrófagos 

de ratones BALB/c  inmunizados con LPG o infectados con el parásito. 

 

 

4.1. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el papel inmunomodulador del LPG de L. mexicana a través de la regulación 

de la expresión de moléculas de activación o supresión de linfocitos T y macrófagos de 

ratones vacunados con LPG o infectados con L. mexicana. 

 

4.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES 

4.1.1.1. Analizar el efecto protector de la inmunización con LPG de L. mexicana en 

ratones BALB/c. 

4.1.1.2. Analizar si la inmunización con LPG de L. mexicana  induce la expresión de 

moléculas de activación/inhibición en linfocitos T CD4+ y CD8+  de bazo de ratones 

BALB/c. 

4.1.1.3. Analizar si la infección de ratones BALB/c con L. mexicana  induce la expresión 

de moléculas de activación/inhibición en linfocitos T CD4+ y CD8+  de bazo. 

4.1.1.4. Analizar in vitro si el LPG de L. mexicana puede modular la expresión de PD-L2 

en macrófagos peritoneales de ratones BALB/c sanos. 
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5. METODOLOGIA 

5.1. PURIFICACIÓN DE LA LPG DE L. mexicana 

Los parásitos de Leishmania mexicana fueron cultivados en medio RPMI 1640 

suplementado con 10% de suero fetal bovino descomplementado (GIBCO). Los 

promastigotes metacíclicos fueron cosechados en la fase estacionaria del cultivo. Se 

centrifugaron los parásitos durante 10 minutos a 3,200 x g y 4°C, después se contaron y 

se ajustaron a 1 x 109 parásitos para la purificación de LPG. Se lavaron tres veces con 

PBS pH 7.4 frio. El paquete celular fue deslipidado con 80 ml de cloroformo-metanol-

agua (4:8:3 v/v) por 30 min; el material insoluble se resuspendió en agua saturada con 

1-butanol y posteriormente fue liofilizado (2 x 50 ml). El LPG se purificó por HPLC en 

una columna de octil-Sepharose (Pharmacia) mediante un gradiente lineal del 5 al 70 % 

de 1-propanol y acetato de amonio 0.1 M. Las fracciones que fueron desprendidas por 

el gradiente (fracción 15-30) se colectaron y liofilizaron, posteriormente se 

resuspendieron en 20 ml de acetato de amonio y se pasaron por una segunda columna 

de octil-Sepharose bajo las mismas condiciones. Nuevamente se colectaron las 

fracciones desprendidas por el gradiente (fracción 15 a 30), se concentraron a 3 ml y se 

dializaron 4 veces contra 5 litros de PBS pH 7.4. La pureza del LPG fue analizada en un 

gel SDS al 10 % con tinción de plata para carbohidratos. Por último, se determinó la 

concentración de carbohidratos en el LPG purificado por el método de Antrona. Como 

control de calidad se analizó la presencia de lipopolisacárido (LPS) mediante la prueba 

de aglutinación de amebocitos de Limulus y para descartar la presencia de proteínas 

contaminantes se analizó el LPG en un gel SDS-PAGE al 10 % con tinción de plata.  
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5.2. INMUNIZACIÓN DE RATONES BALB/c 

Para todos los experimentos se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c, 

de 6 a 8 semanas de edad, las cuales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de 

Fisiología Celular y del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los ratones 

fueron mantenidos en ciclos de luz y obscuridad de 12 horas. Los estudios con ratones 

fueron realizados con estricto apego a la NOM-062-ZOO-1999 ESPECIFICACIONES 

TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE 

LABORATORIO, evitando cualquier forma de sufrimiento.  

 

5.2.1 ESQUEMA DE VACUNACIÓN 

Los ratones fueron vacunados en tres ocasiones, al día 0, 15 y 30 

(quincenalmente) con una dosis de 10 µg de LPG en 20 µL con PBS por inyección 

subcutánea. Otro grupo fue inmunizado con 100 µg de LPG utilizando la misma vía y 

los mismos tiempos. Para las inmunizaciones se utilizaron jeringas de insulina de 0.5 

mL (BD Ultra-Fine) con una aguja de 31G x 8 mm. 

 

5.2.2. VACUNACIÓN 

Antes de cada inmunización, el dorso del ratón fue limpiado con una torunda de 

algodón con alcohol, después el ratón fue inmovilizado manualmente y se procedía a 

inyectar el dorso del ratón a la altura del cuello sin traspasar la capa de piel formando 

una burbuja en el sitio de inyección. 
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5.2.3 VALORACION DE LA EFICACIA DE LA VACUNA CON LPG 

Para valorar la eficacia de la vacuna con 10 µg de LPG, un grupo de ratones 

fueron vacunados siguiendo el esquema de vacunación y después infectados tres 

semanas después de la última vacuna con 1 x 105 parásitos de L. mexicana en la 

dermis de la oreja derecha como ya se ha descrito. Una semana después se empezó a 

medir el grosor de la oreja en el sitio de infección con un vernier. Los resultados se 

fueron registrando semanalmente hasta la octava semana. 

 

5.3. INFECCIÓN DE RATONES BALB/c CON L. mexicana 

5.3.1. PREPARACIÓN DE LOS PARÁSITOS 

Los parásitos de L. mexicana fueron mantenidos en cultivo, una vez que llegaron 

a la fase logarítmica de crecimiento fueron utilizados. Se centrifugaron a temperatura 

ambiente durante 10 minutos a 3,200 x g, el paquete celular fue resuspendido en PBS a 

temperatura ambiente para lavarlos, se centrifugaron nuevamente durante 10 minutos a 

3,200 x g, este paso se repitió en dos ocasiones más. Durante el último lavado se 

contaron los parásitos y se ajustaron a una concentración de 1 x 105 ó 1 x 104 en 10 µl 

de PBS.  
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5.3.2. INOCULACIÓN DE LOS PARÁSITOS 

Para la inoculación de los parásitos, los ratones fueron colocados en un 

vaporizador para ser anestesiados mediante inhalación con Sevoflurano (Abbott). Una 

vez inmóviles se limpió la oreja derecha con alcohol y se inyectaron en la dermis de la 

oreja, evitando vasos sanguíneos, con 1 x 104 ó 1 x 105 parásitos suspendidos en 10 µl 

de PBS. Para este procedimiento se utilizaron jeringas de insulina pediátrica (BD) de 

0.3 ml.  

 

 5.4. PURIFICACIÓN Y CULTIVO CELULAR 

5.4.1. MACRÓFAGOS PERITONEALES 

Los ratones fueron eutanizados mediante cámara de gas o dislocación cervical, 

se limpiaron con alcohol, se inmovilizaron con pinzas y se inyectaron 10 ml de PBS pH 

7.4 frío en la cavidad peritoneal. Se aplicó un masaje y se recolectó nuevamente el PBS 

de la cavidad peritoneal con la jeringa. Las células obtenidas fueron colectadas en un 

tubo de 50 ml y centrifugadas durante 10 min a 800 x g y 4 °C. El paquete celular fue 

contado y resuspendido en RPMI 1640 complementado con 10 % de SFB (GIBCO) y 

colocado en una placa de cultivo celular de 6 pozos (FALCON). Las células se 

mantuvieron a 37 °C y 5 % de CO2. 
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5.4.2. LINFOCITOS DE BAZO (ESPLENOCITOS) 

Los ratones fueron eutanizados mediante cámara de gas. Se limpiaron con 

alcohol y se inmovilizaron con pinzas. Se realizó una incisión en el costado derecho y 

se disecó el bazo, se colocó en una caja Petri de 10 mm estéril con RPMI 1640 frio y se 

mantuvo en hielo. Se maceró en una malla de 100 µm y las células obtenidas fueron 

centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 2000 x g. El paquete celular obtenido fue 

resuspendido en 7 ml de PBS pH 7.4 frio y se pasó lentamente a un tubo de 15 ml que 

contenía 4 ml de Hystopaque® para hacer un gradiente de densidad celular. Se 

centrifugaron a 800 x g durante 20 minutos a 25 °C. Las células mononucleares que se 

encontraban en la interfase fueron aspiradas con una pipeta y colocadas en un tubo 

nuevo de 15 ml con 10 ml de PBS para lavarlas. Se centrifugaron a 800 x g durante 10 

min a 4 °C, el sobrenadante fue desechado y el paquete celular fue resuspendido en 10 

ml de PBS pH 7.4 y centrifugado a 800 x g durante 10 min a 4 °C. Este proceso se 

repitió una vez más. Las células fueron contadas en una cámara de Neubauer, y se 

colocaron 4 millones de células en medio RPMI 1640 con 10 % de SFB en una placa de 

6 pozos a una concentración de 2x106/ml. El cultivo fue mantenido en una incubadora a 

37 °C con 5 % de CO2.  
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  5.5 ESTIMULACIÓN CELULAR 

5.5.1. MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATONES BALB/c SANOS 

ESTIMULADOS CON LPG 

Los macrófagos obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones BALB/c sanos se 

ajustaron a 1 x 106 en 1 ml y fueron estimulados con 1, 5 ó 10 µg/ml de LPG. El 

estímulo se mantuvo con las células en cultivo en placas de 24 ó 6 pozos a 37 °C con 5 

% de CO2 durante 24 horas. Después las células fueron cosechadas y centrifugadas a 4 

°C durante 10 min a 805 x g y el paquete celular fue resuspendido en 1 ml de PBS y 

centrifugado nuevamente. El sobrenadante fue desechado y las células se fijaron con 

paraformaldehído al 2 % durante 15 minutos, después se lavaron con PBS y se 

resupendieron en 50 µl de PBS frio y se procedió a marcarlas con los anticuerpos 

específicos para el análisis por citometría de flujo. En macrófagos peritoneales se 

analizó F4/80 para determinar pureza celular y PD-L2 para ver si su expresión se 

correlacionaba con la dosis de LPG utilizado para la estimulación. 

 

5.5.2. INFECCIÓN In vitro DE MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATONES 

BALB/c SANOS CON PROMASTIGOTES DE L. mexicana  

Para la infección in vitro de las células, los promastigotes de L. mexicana fueron 

cosechados en su fase estacionaria de crecimiento, se lavaron dos veces con PBS y se 

contaron. Se pusieron en co-cultivo en razón de 1:10 (células: parásitos) durante 18 

horas con los macrófagos peritoneales provenientes de ratones sanos y se mantuvieron 
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a 26 °C durante dos horas y posteriormente se pasaron a 37 °C durante 16 horas 

adicionales. A una condición además se le agregaron 5µl de LPG y como control 

negativo se utilizaron células sin estímulo.  Después las células fueron cosechadas y 

lavadas con PBS centrifugando durante 10 min a 4 °C y 805 x g. Las células fueron 

fijadas durante 15 minutos con 200 µl de paraformaldehído al 2 %, después se lavaron 

con PBS y se centrifugaron a 805 x g durante 10 min a 4 °C. El paquete celular fue 

resuspendido en 50 µl de PBS y marcado con los anticuerpos específicos para 

citometría de flujo. En estas células se analizó PD-L1 y PD-L2 así como F4/80 para 

determinar la pureza celular.  

5.5.3. ESTIMULACIÓN DE ESPLENOCITOS DE RATONES VACUNADOS O 

INFECTADOS CON LPG DE L. mexicana  

Se obtuvieron esplenocitos provenientes de ratones vacunados con diferente 

dosis de LPG (10 ó 100 µg) o infectados con diferente número de parásitos (1 x 104 ó 1 

x 105). Se colocaron en placas de cultivo celular de 6 pozos en condición de 4 x 106 por 

pozo (2 x 106/ml) y se estimularon de la siguiente manera: una condición sin estimular y 

a las otras se les agregó 1, 5 ó 10 µg de LPG de L. mexicana por ml de medio RPMI 

1640.  El estímulo se mantuvo durante 24 horas con las células en cultivo a 37 °C y 5 % 

de CO2. Después las células fueron cosechadas y lavadas con PBS centrifugando a 

805 x g durante 10 min y 4 °C. El paquete celular se resuspendió en 200 µl de PBS frio 

y se dividieron en 4 tubos con 50 µl cada uno. Las células fueron fijadas con 

paraformaldehído al 2 % y después marcadas con los anticuerpos para analizar la 

expresión de CD137, PD-1, PD-L2, F4/80, CD3, CD4+ y CD8+ . 
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5.6. CITOMETRIA DE FLUJO 

5.6.1. TINCIÓN CELULAR CON ANTICUERPOS ESPECIFÍCOS PARA 

CITOMETRIA DE FLUJO 

Las células estimuladas fueron fijadas con paraformaldehído al 2 % durante 15 

minutos, después se lavaron con PBS y se colocaron en tubos de 1.5 ml en condición 

de 1 x 106 en 50 µl. Se adicionó 1 µg de cada anticuerpo como se describe a 

continuación:  

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez adicionados los anticuerpos las células fueron incubadas a 4 °C en 

obscuridad durante 30 minutos. Después se les agregaron 900 µl de PBS y se 

centrifugaron durante 10 minutos a 805 x g a temperatura ambiente. Se descartó el 

sobrenadante. Se resuspendieron las células en 300 µl de PBS y se pasaron a tubos 

para citometría de flujo. Como controles de fluorescencia se utilizaron los isotipos para 

cada anticuerpo o células sin marcar. 

Las células fueron analizadas en un citómetro de flujo FACS FLOW CANTO II.  

 

 

ANTICUERPO MACROFAGOS ESPLENOCITOS COLOR 

F4/80   PE 

PD-L1  - FITC 

PD-L2   PE 

H-2 -  PE 

PD-1 -  PE 

CD137 -  PE 

CD3 -  APC 

CD4+ -  PE/Cy7 

CD8+  -   PerCP/Cy5.5 
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5.7. PRUEBA ESTADISTICA 

Los resultados fueron graficados con base en el promedio y la desviación 

estándar. Para determinar si las diferencias eran significativas se aplicó la prueba U de 

Mann-Whitney y el valor de P <0.05 fue considerado estadísticamente significativo.    
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6. RESULTADOS 

6.1. Vacunación con LPG de L. mexicana 

Para analizar si el LPG de L. mexicana protege a los ratones ante una infección 

por Leishmania, se vacunaron 6 ratones hembras de 6 a 8 semanas de edad, por vía 

subcutánea con 10 µg de LPG de L. mexicana. Se aplicaron 3 dosis con intervalos 

quincenales. Como control un grupo de ratones se inoculó en la oreja derecha con 10 

µL de PBS. Tres semanas después de la última vacuna, ambos grupos de ratones 

fueron infectados en el pabellón auricular con 100 mil promastigotes de L. mexicana. La 

infección se monitoreó durante 8 semanas, antes de que la oreja se ulcerara. Se midió 

el grosor de la oreja en el sitio de infección con un Vernier. Los milímetros (mm) de la 

oreja fueron registrados y se graficaron los promedios de los grupos.  

Los ratones del grupo control fueron los primeros en presentar signos de 

inflamación en el sitio de la infección y mostraron el cuadro clásico de la enfermedad. 

Observamos el desarrollo de la infección en el sitio de inoculación de los parásitos 

encontrando un aumento progresivo de la lesión durante el transcurso de las semanas. 

Por el contrario, los ratones vacunados mostraron al inicio lesiones similares al control, 

sin embargo, después de la quinta semana de infección notamos que el grosor de la 

dermis de la oreja fue menor al observado en el grupo control (PBS) (Figura 10). Sin 

embargo, los ratones vacunados empezaron a mostrar lesiones periféricas en tejidos 

distantes, como en la oreja izquierda (que no fue inoculada), en las patas y en la nariz, 

simulando una forma más agresiva de la infección, tal como ocurre en pacientes con 

leishmaniasis cutánea difusa (LCD). Estas lesiones fueron aumentando de tamaño con 
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el transcurso del tiempo y hasta la eutanización del ratón (datos no mostrados). Esto 

demuestra que la LPG no fue capaz de proteger contra la infección por L. mexicana, al 

contrario favorece la progresión y diseminación de la enfermedad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10) La vacunación con LPG de L. mexicana no fue capaz de proteger 

contra la leishmaniasis. Grosor en mm de la dermis de la oreja de los ratones 

vacunados con LPG () y del grupo control inoculado con PBS (); ambos fueron 

infectados con 1x105 promastigotes de L. mexicana en la dermis de la oreja y la 

inflamación se midió durante 8 semanas. Promedio y desviación estándar, n=4. 
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6.2. Efecto de la LPG de L. mexicana sobre la expresión de PD-L1 y 

PD-L2 en macrófagos murinos.  

6.2.1. Expresión de PD-L2 en macrófagos peritoneales estimulados in vitro con 

LPG de L. mexicana 

En macrófagos peritoneales analizamos la expresión de PD-L1 y PD-L2, que son  

ligandos de PD-1, dado que los macrófagos son las principales células hospederas del 

parásito además de presentadoras de antígenos y activadoras de linfocitos T. Se 

obtuvieron macrófagos peritoneales de ratones hembras BALB/c sanas de 8 semanas 

de edad, se estimularon in vitro con diferentes concentraciones de LPG, 1, 5 ó 10 

µg/mL, y una condición se mantuvo sin estimular como control (NS). Se dejaron durante 

24 horas en cultivo con el estímulo y después se analizó la expresión de PD-L2 por 

citometría de flujo. Observamos que la expresión de PD-L2 en macrófagos peritoneales 

murinos es dosis-dependiente (Figura 11), sin embargo, aunque en todas las 

condiciones la expresión de PD-L2 tiende a aumentar cuando las células son 

estimuladas con LPG, sólo el estímulo con 5 µg mostró ser estadísticamente 

significativo con un aumento de dos veces con respecto a las células sin estímulo. 

Estos datos demuestran que el LPG de L. mexicana es capaz de modular positivamente 

la expresión de PD-L2 en macrófagos murinos.  
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Figura 11) Expresión de PD-L2 en macrófagos murinos peritoneales 

incubados con LPG de L. mexicana. Los datos fueron normalizados utilizando 

como referencia las células sin estímulo. Se muestra el promedio + desviación 

estándar de 3 experimentos independientes. NS= non stimulated (no estimulados). 

*p <0.05 



La vacunación con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta 

inmune induciendo la expresión de PD-1 en linfocitos T CD8+. 

 
 

- 48 - 
 

6.2.2. Expresión de PD-L2 y PD-L1 en macrófagos peritoneales infectados con 

promastigotes de L. mexicana con y sin estímulos in vitro con LPG . 

 Analizamos si la infección de macrófagos murinos con el parásito en presencia o 

ausencia de estímulos con LPG tiene un efecto sobre la expresión de PD-L1 y PD-L2. 

Se infectaron las células con promastigotes de L. mexicana en razón de 1:10 

(células:parásitos) y se analizó la expresión de PD-L1 y PD-L2 por citometría. 

Observamos que la infección con el parásito en presencia del estímulo con LPG no 

modifica la expresión de PD-L1 (Figura 12). Sin embargo, la infección con el parásito en 

ausencia del estímulo con LPG regula negativamente la expresión de PD-L1, 

generando una disminución significativa de 8% en comparación con células sin estímulo 

y sin infección (Figura 12).  

En contraste, cuando las células fueron infectadas con L. mexicana y 

estimuladas con LPG mostraron una sobre-expresión de PD-L2, incrementando 1.5 

veces su expresión con respecto a las células sin infección y sin estímulo. Las células 

que sólo fueron infectadas con el parásito mostraron un incremento en la expresión de 

PD-L2 por 0.17 veces, lo cual indica que el LPG de L. mexicana es la molécula 

responsable de la sobre-expresión de PD-L2. 
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Figura 12) Expresión de PD-L2 y PD-L1 en macrófagos peritoneales infectados 

con promastigotes de L. mexicana con y sin estímulos in vitro con LPG. Los 

datos fueron normalizados tomando como referencia las células no estimuladas 

(NS), promedio y + desviación estándar de 3 experimentos independientes.  *p 

<0.05 
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6.3. Efecto de la vacunación con LPG de L. mexicana en la expresión 

de moléculas de activación/inhibición en linfocitos T de ratones 

BALB/c.  

6.3.1. Expresión de PD-1 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de ratones 

vacunados con LPG. 

Una vez que observamos que la vacunación con LPG inducía la progresión de la 

leishmaniasis a formas más graves, decidimos analizar el efecto de la vacuna sobre 

moléculas de activación (CD137) e inhibición (PD-1) en linfocitos T. Se analizó la 

expresión de los receptores PD-1 y CD137 en linfocitos T CD4+ provenientes del bazo 

de ratones vacunados con 10 ó 100 µg de LPG y se comparó con linfocitos T CD4+ de 

ratones sanos. Los linfocitos T CD4+ de los ratones vacunados con 10 µg de LPG y re-

estimulados con 5 y 10 µg de LPG disminuyeron la expresión de PD-1 por 0.58 y 0.44 

veces, respectivamente, en comparación con sus similares sanos, siendo estos datos 

estadísticamente significativos. Únicamente el estímulo con 1 µg incrementó la 

expresión de PD-1 por 0.09 veces (Figura 13).  

Los linfocitos T CD4+ de ratones vacunados con 100 µg y re-estimulados con 1 y 

5 µg de LPG tienden a aumentar la expresión de PD-1 en 0.17 y 0.14 veces 

respectivamente, mientras que en los re-estimulados con 10 µg redujo 0.1 veces la 

expresión de PD-1 (Figura 13).  
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En ambos casos, la expresión de PD-1 depende de la concentración de LPG 

utilizada para la vacunación y la re-estimulación de las células: la vacunación con 100 

µg es la que indujo una mayor expresión de PD-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13) Expresión del receptor de inhibición PD-1 en linfocitos T CD4+ de 

ratones BALB/c vacunados con 10 ó 100 µg de LPG. Las células fueron re 

estimuladas con 1, 5 ó 10 µg de LPG. Datos normalizados tomando como 

referencia los valores de los ratones sanos. NS= no estimulados. Promedio y + 

desviación estándar de n=3. *p <0.05  
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6.3.2. Expresión de CD137 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de 

ratones vacunados con LPG. 

 Analizamos la activación de los linfocitos T CD4+ a través de la expresión de 

CD137 en ratones vacunados con LPG de L. mexicana. La incubación in vitro con LPG 

redujo la expresión de CD137 en los linfocitos T CD4+ de los ratones sanos no 

vacunados: al estimular los linfocitos con 1, 5 y 10 µg, observamos que disminuyó la 

expresión de CD137 por 0.09, 0.15 y 0.05 veces, respectivamente, al compararla con 

las células sin estimular.  

Encontramos también que la expresión de CD137 disminuyó en las células de 

ratones vacunados con 10 µg y re-estimuladas con LPG. Las células re-estimuladas 

con 5 µg mostraron una disminución de 0.31 veces. Sin embargo, los datos más 

significativos fueron encontrados en los grupos de células sin estimular que mostraron 

disminución de aproximadamente 0.36 veces y en las células re-estimuladas con 10 µg 

de LPG que redujeron la expresión de CD137 por 0.53 veces, comparados con sus 

controles sanos (Figura 14). El único grupo donde aumentó la expresión de CD137 fue 

el re-estimulado con 1 µg de LPG ya que incrementó su expresión 0.28 veces (Figura 

14). 

 En los ratones vacunados con 100 µg de LPG, la expresión de CD137 tiende a 

disminuir en todas las condiciones entre 0.10 y 0.20 veces, sin embargo, ningún dato 

resultó ser estadísticamente significativo al compararlo con su control sano.  
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Figura. 14)  Expresión del receptor de activación CD137 en linfocitos T CD4+ de 

ratones vacunados con 10 ó 100 µg de LPG de L. mexicana. Los linfocitos fueron 

re estimulados con 1, 5 ó 10 µg de LPG. Datos normalizados tomando como 

referencia las células sin estímulo de los ratones sanos. NS= no estimuladas. 

Promedio y + desviación estándar de n=3. *p<0.05  
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6.3.3. Expresión de PD-1 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de ratones 

vacunados con LPG. 

Una vez que observamos la modulación que ejerce la vacuna de LPG de L. 

mexicana sobre los linfocitos T CD4+, decidimos analizar su efecto sobre los linfocitos T 

CD8+. En los linfocitos T CD8+ de los ratones no vacunados observamos que el 

estímulo con 1µg incrementa la expresión de PD-1 por 0.04 veces, mientras que los re-

estímulos con 5 y 10 µg de LPG in vitro aumenta la expresión de PD-1 por 0.13 veces 

(Figura 15). En los ratones vacunados con 10 µg de LPG, el incremento en la expresión 

de PD-1 fue mayor, ya que las células sin estimular aumentaron la expresión de PD-1 

por 1.2 veces, comparado con el control sano. Las células re-estimuladas con 1 ó 10 µg 

de LPG incrementaron 1.07 veces, y cuando fueron re-estimuladas con 5 µg 

incrementaron 1.26 veces, comparados con sus controles sanos estimulados. Todos los 

datos resultaron estadísticamente significativos (Figura 15). 

Los ratones vacunados con 100 µg de LPG también mostraron un aumento en la 

expresión de PD-1 que fue ligeramente mayor al encontrado en los ratones sanos y 

similares a los vacunados con 10 µg. Los linfocitos sin estimular incrementaron la 

expresión de PD-1 en 1.19 veces mientras que los re-estimulados con 1µg de LPG 

aumentaron la expresión en 1.7 veces. Los re-estímulos con 5 µg  y 10 µg 

incrementaron la expresión de PD-1 por 1.52 y 1.33 veces, respectivamente, 

comparados con sus controles sanos. Todos los datos fueron estadísticamente 

significativos (Figura 15).   
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Figura 15) Expresión del receptor de inhibición PD-1 en linfocitos T CD8+ de 

ratones BALB/c vacunados con 10 ó 100 µg de LPG. Las células fueron re 

estimuladas con 1, 5 ó 10 µg de LPG. Datos normalizados tomando como 

referencia los valores de los ratones sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05  
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 6.3.4. Expresión de CD137 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de 

ratones vacunados con LPG. 

 Al encontrar que PD-1 estaba sobre-expresado en los linfocitos T CD8+ de los 

ratones vacunados, decidimos analizar la expresión de CD137 en estas células para 

observar si la activación en éstas también se modificaba con la vacuna. Encontramos 

que en los linfocitos T CD8+ de los ratones sanos disminuyó la expresión de CD137 en 

0.22, 0.04 y 0.02 veces en las células estimuladas in vitro con 1, 5 ó 10 µg de LPG, 

respectivamente (Figura 16). 

En los ratones vacunados con 10 µg de LPG se observó la disminución de 

CD137 en los linfocitos T CD8+ no re estimulados, de 0.15 veces, comparados con los 

controles sanos. Cuando las células fueron re-estimuladas con 1 µg encontramos una 

disminución de 0.14 veces y con 5 y 10 µg de LPG observamos una disminución 

significativa de 0.2 veces, al compararlos con los sanos (Figura 16). El análisis de los 

ratones vacunados con 100 µg reveló una disminución más notable en la expresión de 

CD137 ya que para las células sin estimular, la disminución fue de 0.25 veces, mientras 

que para las células re-estimuladas con 1, 5 ó 10 µg de LPG, fue de 0.25, 0.27 y 0.32 

veces, respectivamente (Figura 16). 
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Figura 16)  Expresión del receptor de activación CD137 en linfocitos T CD8+ 

de ratones vacunados con 10 ó 100 µg de LPG de L. mexicana. Los linfocitos 

fueron re estimulados con 1, 5 ó 10 µg de LPG. Datos normalizados tomando como 

referencia las células no estimuladas de los ratones sanos. NS= no estimulados. 

n=3 *p<0.05 
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6.4. Análisis del efecto de la infección con L. mexicana en la expresión 

de moléculas de activación (CD137) o inhibición (PD-1) en linfocitos T 

de bazo de ratones BALB/c. 

6.4.1. Expresión de PD-1 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de ratones 

infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana. 

 Una vez que descubrimos la modulación que ejerce la vacuna con LPG  sobre la 

activación e inhibición de los linfocitos T, buscamos analizar si la infección con el 

parásito podría tener algún efecto en la expresión de PD-1. Hasta ahora no se conoce 

si la infección con L. mexicana tiene algún efecto en la inhibición o activación de los 

linfocitos T. Para ello infectamos ratones con 1 x 104 ó 1 x 105 promastigotes de L. 

mexicana en la dermis de la oreja y analizamos la expresión de CD137 y PD-1 en 

linfocitos T CD4+ y CD8+ purificados del bazo.  

 Encontramos que la expresión de PD-1 en los linfocitos T CD4+ de los ratones 

infectados con 1 x 104 parásitos aumentó 0.12 veces en células sin estímulo al 

compararlas con controles sanos. En las células re-estimuladas con 1, 5 y 10 µg de 

LPG, disminuyó la expresión en 0.09, 0.05 y 0.06 veces, respectivamente, al 

compararlos con los controles sanos (Figura 17). En los ratones infectados con 1 x 105 

parásitos se observó una sobre sobre-expresión de  PD-1 en comparación con células 

de ratones sanos. Esta sobre-expresión fue de 0.14 veces en células sin estímulo, 

mientras que el re-estimulo indujo un incremento de 0.31, 0.43 y 0.42 veces cuando 

fueron re-estimuladas con 1, 5 y 10 µg de LPG, respectivamente (Figura 17).  
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Figura 17) Expresión del receptor de inhibición PD-1 en linfocitos T CD4+ de 

ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 104 ó 1 x 105 

promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 ó 10 µg 

de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones 

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05  
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6.4.2. Expresión de CD137 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de 

ratones infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana. 

 Analizamos si la infección con L. mexicana tenía también un efecto en la 

activación de los linfocitos T. Se obtuvieron los linfocitos del bazo de los ratones 

infectados con 1 x 104 ó 1 x 105 promastigotes y analizamos la expresión de CD137.  

Linfocitos de los ratones infectados con 1 x 104 parásitos mostraron una 

disminución de CD137 por 0.20 veces en las células sin re-estímulo, mientras que el re-

estímulo con 1 µg incrementó la expresión por 0.17 veces y las re-estimuladas con 10 

µg incrementó la expresión 0.05 veces. En contraste, las células estimuladas con 5 µg 

de LPG incrementaron la expresión de CD137 por 0.04 veces. Ninguno de los datos 

anteriores resultaron estadísticamente significativos al compararlos con los controles 

(Figura 18). 

 En los ratones infectados con 1 x 105  parásitos, las células sin re-estimulación y 

las re-estimuladas con 1 µg de LPG mostraron una disminución de la expresión de 

CD137 por 0.03 y 0.20 veces, respectivamente. Para las células re-estimuladas con 5 y 

10 µg de LPG observamos el efecto contrario: CD137 aumentó 0.51 y 0.14 veces, 

respectivamente (Figura 18).  
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Figura 18) Expresión del receptor de activación CD137 en linfocitos T CD4+ de 

ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 104 ó 1 x 105 

promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 ó 10 µg 

de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones 

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05  
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6.4.3. Expresión de PD-1 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de ratones 

infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana. 

 Con los resultados obtenidos sobre el efecto de la infección en la expresión de 

moléculas de inhibición y activación en los linfocitos T CD4+, decidimos investigar si 

este efecto era extrapolable a los linfocitos T CD8+. En los ratones infectados con 1 x 

104 promastigotes descubrimos que PD-1 estaba sobre-expresado en los linfocitos T 

CD8+ en todas las condiciones, desde las células sin estimular donde el aumento fue 

de 0.56 veces, y en las estimuladas con 1, 5 ó 10 µg de LPG, donde el aumento fue 

0.56, 0.53 y 0.46 veces, respectivamente (Figura 19). 

 Los linfocitos T CD8+ de los ratones infectados con 1 x 105 promastigotes 

mostraron una sobre-expresión de PD-1 mayor que los infectados con 1 x 104 parásitos. 

En las células sin re-estimulación, el aumento fue de 2.6 veces, mientras que en las re-

estimuladas con 1, 5 ó 10 µg de LPG, el aumento fue de 3.5, 3.2 y 3.8 veces, 

respectivamente, comparados con células de controles sanos (Figura 19).  
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Figura 19) Expresión del receptor de inhibición PD-1 en linfocitos T CD8+ de 

ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 104 ó 1 x 105 

promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 ó 10 µg 

de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones 

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05  

  



La vacunación con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta 

inmune induciendo la expresión de PD-1 en linfocitos T CD8+. 

 
 

- 64 - 
 

6.4.4. Expresión de CD137 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de 

ratones infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana. 

 Al observar que la infección con el parásito induce la expresión de PD-1 de 

manera dosis-dependiente, analizamos si infección también modifica la expresión de 

moléculas de activación (CD137) como consecuencia de la infección y/o por la sobre-

expresión de PD-1.  

 Encontramos que los linfocitos T CD8+ de los ratones infectados con 1 x 104 

parásitos disminuyen la expresión de CD137 en todos los casos: las células sin re-

estimulación disminuyen la expresión 0.56 veces, mientras que las células re-

estimuladas con 1, 5 ó 10 µg de LPG, disminuyeron la expresión de CD137 por 0.53, 

0.62 y 0.58 veces, respectivamente (Figura 20). Todos los resultados fueron 

estadísticamente significativos. 

 Los resultados de los linfocitos T CD8+ de los ratones infectados con 1 x 105 

parásitos fueron distintos, ya que las células no estimuladas disminuyeron la expresión 

de CD137 por 0.10 veces, mientras que las células estimuladas con 1 µg de LPG 

disminuyeron la expresión 0.22 veces. En contraste, los linfocitos estimulados con 5 y 

10 µg LPG aumentaron la expresión de CD137 por 0.48 y 0.44 veces, respectivamente 

(Figura 20).  
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Figura 20) Expresión del receptor de activación CD137 en linfocitos T CD8+ de 

ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 104 ó 1 x 105 

promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 ó 10 µg 

de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones 

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05  

 

  



La vacunación con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta 

inmune induciendo la expresión de PD-1 en linfocitos T CD8+. 

 
 

- 66 - 
 

6.5. Análisis del efecto de la vacunación con LPG y de la infección por 

L. mexicana sobre la expresión de PD-L2 en macrófagos de bazo de 

ratones BALB/c. 

6.5.1. Expresión de PD-L2 en macrófagos provenientes de bazo de ratones 

vacunados con 10 y 100 µg LPG de L. mexicana. 

 Una vez que encontramos que la vacunación con LPG y la infección con 

Leishmania modulaba la expresión del receptor de inhibición PD-1, quisimos investigar 

si la vacunación y la infección también tenían un efecto sobre la expresión de PD-L2, un 

ligando de PD-1. Estudiamos PD-L2 ya que anteriormente encontramos que LPG 

inducía su sobre-expresión en macrófagos peritoneales estimulados in vitro mientras 

que no tenía efecto sobre PD-L1. Para lograr este objetivo, se obtuvieron células de 

bazos de los ratones vacunados con LPG que se coincubaron con 1, 5 ó 10 µg de LPG 

o sin estímulo. Como control se utilizaron células de ratones sanos de la misma cepa, 

edad y género. Los macrófagos de los ratones sanos que después fueron estimulados 

con LPG mostraron que el estímulo ejerció un efecto negativo sobre la expresión de 

PD-L2. Las células incubadas con 1 µg de LPG disminuyeron la expresión de PD-L2  en 

0.01 veces, mientras que la estimulación con 5 y 10 µg redujo la expresión 0.09 y 0.12 

veces, respectivamente (Figura 21). 

Los macrófagos de los ratones vacunados con 10 µg de LPG mostraron que la 

expresión de PD-L2 aumento 0.23 veces en células que no fueron re-estimuladas. Sin 

embargo, las células re-estimuladas con 1, 5 ó 10 µg de LPG disminuyeron la expresión 

de PD-L2 por 0.42, 0.13 y 0.40 veces, respectivamente, comparados con el control 
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sano (Figura 21). La expresión de PD-L2 en los macrófagos de los ratones vacunados 

con 100 µg de LPG disminuyó 0.10 veces. Cuando fueron re-estimulados con1 µg LPG 

se redujo la expresión 0.29 veces, sin embargo, la re-estimulación con 5 y 10 µg LPG 

aumentó la expresión de PD-L2 por 1.02 y 4.67 veces, respectivamente (Figura 21).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21) Expresión de PD-L2 en macrófagos de bazo de ratones BALB/c 

sanos o vacunados con 10 ó 100 µg de LPG de L. mexicana. Se obtuvieron 

esplenocitos totales y se incubaron con 1, 5 ó 10 µg de LPG durante 24 hrs; se 

marcaron con F4/80 y PD-L2 y se analizaron por citometría de flujo. Para los 

ratones vacunados con 10 µg, n=3, para los vacunados con 100 µg, n=2. Promedio 

y + desviación estándar. *p<0.05  
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6.5.2. Expresión de PD-L2 en macrófagos provenientes de bazo de ratones 

infectados con 1 x 104 o 1 x 105 promastigotes de L. mexicana. 

 Dado que la infección de macrófagos peritoneales in vitro con Leishmania 

modificó la expresión de PD-L2, nos interesó analizar si la infección in vivo tenía algún 

efecto en la expresión de este ligando.  

Macrófagos peritoneales obtenidos de ratones infectados con 1 x 104 parásitos 

disminuyeron la expresión de PD-L2 en 0.31 veces. Cuando estas células fueron re-

estimuladas con 1 µg de LPG, redujeron la expresión de PD-L2 en 0.33 veces. Cuando  

fueron re-estimulados con 5 y 10 µg de LPG redujeron significativamente la expresión 

de PD-L2 en 0.28 veces (Figura 22).  

Los macrófagos de los ratones infectados con 1 x 105 parásitos también 

disminuyeron la expresión de PD-L2 por 0.26 veces, lo cual fue estadísticamente 

significativo en comparación con células de ratones sanos (Figura 23). Cuando los 

macrófagos de ratones infectados fueron re-estimulados con 1, 5 y 10 µg de LPG, la 

reducción en la expresión de PD-L2 fue de 0.25, 0.10 y 0.14 veces, respectivamente, 

con respecto a los macrófagos obtenidos de controles sanos y estimulados en las 

mismas condiciones (Figura 22). 
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Figura 22) Expresión de PD-L2 en macrófagos de bazo de ratones BALB/c 

sanos o infectados en la dermis de la oreja con 1 x 104 ó 1 x 105 promastigotes 

de L. mexicana. Se obtuvieron esplenocitos totales y se incubaron con 1, 5 ó 10 µg 

de LPG durante 24 hrs; después se marcaron con F4/80 y PD-L2 y se analizaron 

por citometría de flujo. n=3. Promedio y + desviación estándar. *p<0.05 
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6.6. Análisis del efecto de la vacunación con LPG y de la infección por 

L. mexicana sobre la expresión de H-2 en macrófagos de bazo de 

ratones BALB/c. 

6.6.1. Expresión de H-2 en macrófagos provenientes de bazo de ratones 

vacunados con 10 y 100 µg LPG de L. mexicana. 

 Para analizar si la vacunación con LPG también modulaba la expresión de 

moléculas MHC-I en macrófagos de ratones BALB/c, cuantificamos la expresión de la 

molécula H-2 en los macrófagos provenientes del bazo de ratones vacunados con LPG 

o infectados con Leishmania por citometría de flujo. Macrófagos esplénicos marcados 

con F4/80 y anti-H-2 de ratones vacunados con 10 µg LPG disminuyeron 

significativamente la expresión de H-2 (0.25 veces). En ratones vacunados con 100 µg 

de LPG, la disminución fue de 0.08 veces (Figura 23-A).  

Los macrófagos de los ratones que fueron infectados también disminuyeron la 

expresión de H-2. En ratones infectados con 1x104 parásitos, la expresión disminuyó 

0.11 veces, mientras que en los infectados con 1x105 parásitos disminuyó 0.20 veces, 

lo cual fue estadísticamente significativo (Figura 23-B). 
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Figura 23) Expresión de H2 en macrófagos de bazo de ratones BALB/c 

vacunados con LPG o infectados en la dermis de la oreja con 1 x 104 ó 1 x 105 

promastigotes de L. mexicana. Se obtuvieron esplenocitos totales provenientes 

de ratones vacunados con LPG (A) o infectados con L. mexicana (B),  se marcaron 

con F4/80 y H-2 y se analizaron por citometría de flujo. n=3. Promedio y + 

desviación estándar. *p<0.05 
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7.  DISCUSIÓN  

 La leishmaniasis es considerada por la OMS como una de las enfermedades 

olvidadas de los últimos años. Esta relacionada con la pobreza y la migración, 

dificultando el diagnóstico y el acceso a los servicios de salud (5;97). La investigación 

de la respuesta inmune contra Leishmania y los factores de virulencia que presenta, 

permite diseñar vacunas contra la leishmaniasis aunque hasta el momento sin éxito. 

Los modelos murinos son de gran importancia en el estudio de la leishmaniasis. 

Ratones de la cepa C57Bl/6 resuelven la infección por Leishmania y esta resistencia se 

correlaciona con la respuesta inmune celular tipo Th1 con predominio de linfocitos T 

CD4+ productores de citocinas proinflamatorias. En  contraste, los ratones de la cepa 

BALB/c son incapaces de controlar la infección, la cual es progresiva y el perfil de 

citocinas es del tipo Th2, con predominio de IL-4 (56;98).  

Una molécula utilizada para el diseño de vacunas en leishmaniasis es el LPG, la 

molécula más abundante en la superficie del parásito. Los resultados obtenidos han 

sido contradictorios, ya que la inmunización con LPG de L. amazonensis por vía 

intramuscular llevó a la progresión de la enfermedad debido a la producción de TGF-β 

y, en cambio, la inmunización por la vía intranasal  generó una disminución en la carga 

parasitaria (41;42). La causa de estos resultados contradictorios queda por explorarse. 

Hasta la fecha, las vacunas contra Leishmania se enfocan principalmente en estudiar 

su efecto sobre el perfil de citocinas generados por linfocitos CD4+ (Th1/Th2), sin tomar 

en cuenta la dosis del antígeno, la cantidad de parásitos utilizados para el reto, así 

como el tejido utilizado en el modelo de infección (43;77;80;99-101).  
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En el presente estudio se analizó la eficacia de la inmunización por vía 

subcutánea con distintas dosis de LPG de L. mexicana así como su efecto sobre la 

inducción de moléculas activadoras o inhibitorias de linfocitos CD4+, CD8+  y 

macrófagos. Se encontró que en lugar de protección, la inmunización con LPG induce 

la progresión de la infección, con desarrollo de lesiones en tejidos distantes como en 

patas, nariz o la cola. Para entender la causa de esta progresión, aunado a que las 

características clínicas de los ratones inmunizados con LPG fueron muy similares a las 

observadas en pacientes con LCD, se analizaron las características de los linfocitos T y 

de macrófagos generados durante la inmunización con LPG así como con la infección 

por L. mexicana. La expresión de la expresión de PD-1 y CD137 se analizó en los 

linfocitos T CD4+ y CD8+, así como PD-L2 y PD-L1, ligandos para PD-1, en los 

macrófagos. El interés en estudiar PD-1, que es una molécula inductora de supresión y 

agotamiento celular, y CD137, que es una molécula que se expresa principalmente en 

linfocitos T activados induciendo su proliferación y activación, permitiría explorar la 

participación de los linfocitos en la progresión inducida por la inmunización con LPG 

(93;102). Por otro lado, el análisis de PD-L2 y PD-L1 en macrófagos arrojaría mueva luz 

sobre el papel de éstas células en el desenlace de la inmunización con LPG.  

Los macrófagos juegan un papel central en la leishmaniasis ya que son las 

principales células hospedadoras de Leishmania que fagocitan y presentan antígenos 

del parásito a los linfocitos T CD4+ a través de moléculas MHC-II. Adicionalmente son 

las principales células efectoras para eliminar el parásito a través de mecanismos 

microbicidas como la generación de ROS y NO. La co-estimulación es importante para 

que se lleve a cabo la presentación de antígenos y activación de los linfocitos T. Entre 
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las moléculas co-estimuladoras que participan están CD80, CD86 y CD40. El parásito 

puede modular la expresión de estas moléculas co-estimuladoras así como las 

moléculas MHC-I y MHC-II (103;104), limitando las funciones del macrófago. Una de las 

moléculas del parásito que ha sido demostrada que puede regular las funciones 

efectoras del macrófago es el LPG de L. mexicana, que induce la producción de IL-10, 

inhibe la producción de IL-12, el estallido oxidativo y la apoptosis de la célula infectada 

(30;33;36;105;106). Sin embargo, se desconoce si LPG también tiene capacidad de 

modular otros ligandos en la superficie del macrófago, que cuando se unen a su 

receptor, provocan un estado de agotamiento. Entre ellos se encuentran PD-L1 y PD-L2 

que se unen al receptor PD-1 en la superficie de los linfocitos T (84;107;108).  

En este trabajo se encontró que el LPG también tiene la capacidad de modular la 

expresión de PD-L2 en macrófagos de ratones BALB/c. Interesantemente, esta 

modulación genera resultados distintos entre macrófagos peritoneales y macrófagos 

esplénicos. Mientras que en macrófagos peritoneales de ratones sanos, LPG induce la 

sobre-expresión de PD-L2 de manera dosis dependiente, en los macrófagos de bazo 

ejerce un efecto supresor, disminuyendo su expresión. Estas diferencias en la 

expresión de PD-L2 posiblemente se deben a que la mayoría de los macrófagos 

esplénicos expresan predominantemente PD-L1 y aún bajo el estímulo de 

lipopolisacárido (LPS), no incrementan su expresión de PD-L2 de manera significativa 

(109). Nuestros resultados coinciden con lo reportado para el LPS en que la expresión 

de PD-L2 en macrófagos esplénicos no es inducible por LPG del parásito. Llama la 

atención que este fenómeno de sobre-expresión de PD-L2 generado con la 

inmunización con LPG, no fue observado con la infección de macrófagos peritoneales 
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por L. mexicana. La sobre-expresión de PD-L2, sumado a la degradación del MHC-II 

reportada en células infectadas (103), arroja nueva luz sobre la posible causa de la 

progresión de la enfermedad posterior a la inmunización con LPG, ya que la sobre-

expresión de PD-L2 en macrófagos puede llevar al agotamiento de linfocitos T por la 

unión PD-1:PD-L2, que facilita la progresión de la infección. 

 La activación de los linfocitos T CD4+ ha sido el blanco de la mayoría de las 

vacunas contra la leishmaniasis que intentan dirigir la respuesta inmune celular hacia el 

tipo CD4+ Th1 con producción de citocinas proinflamatorias como IFN-γ e IL-2 

(100;101). Sin embargo, la participación de los linfocitos T CD8+ , que son requeridos 

para la protección contra la infección por Leishmania, ha sido poco estudiada en 

modelos de vacunas (77-81;99;100;110). Una de las dificultades en diseñar vacunas 

activadoras de linfocitos CD8+ es el agotamiento celular observado en estas células 

después de  estimulaciones antigénicas crónicas. El agotamiento de los linfocitos T 

CD8+ con sobre-expresión de PD-1 y disminución de la molécula de activación CD137 

ha sido reportado en diferentes enfermedades y se ha asociado a la disminución de las 

funciones efectoras de la célula (82;91;102;111;112). En leishmaniasis, también se han 

reportado alteraciones en el número y en la función de linfocitos T CD8+, sin embargo 

no se habían estudiado los mecanismos responsables de esta inmunomodulación. En 

los pacientes con LCD se había reportado que los linfocitos T CD8+ se encuentran 

disminuidos en número y en mecanismos efectores comparados con las células de los 

pacientes con LCL (85). En esos pacientes con LCD, que cursan con infecciones 

crónicas por Leishmania mexicana, se habían reportado los primeros indicios de una 

sobre-expresión de PD-1 en los linfocitos T CD8+, que pudiera ser la causa de la 
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inhibición de sus mecanismos efectores. Estos linfocitos CD8+ pudieron ser rescatados 

de su agotamiento a través de la estimulación con LPG que redujo su expresión de PD-

1 (81;86), probablemente a través del reconocimiento por TLR2, que se encuentra 

constitutivamente expresado en linfocitos T de memoria actuando como una molécula 

co-estimuladora (113).  

En el presente trabajo se encontró que la inmunización con distintas dosis con 

LPG, así como la infección con distinto número de parásitos de Leishmania, modula de 

manera diferencial la expresión de moléculas de la activación (CD137) y la inhibición 

(PD-1) de los linfocitos TCD8+, CD4+ así como PD-L2 en macrófagos, cuyo efecto tiene 

un impacto en la eficacia de las vacunas.  

Interesantemente, la modulación generada durante la vacunación con LPG fue 

principalmente sobre linfocitos CD8+ consistiendo en la reducción de CD137 y el 

aumento en PD-1, ambos de los cuales predisponen al agotamiento celular, donde el 

grado de la modulación fue dosis dependiente. El fenómeno también se observó 

durante la infección con 1 x 104 parásitos. Sin embargo, un dato llamativo fue que la 

infección con 1 x 105 parásitos aumentó la expresión de CD137 en los linfocitos T 

CD8+. Este aumento en teoría debería de llevar a la activación de linfocitos CD8+ 

durante la infección por L. mexicana. Sin embargo, esto no ocurre y la falta de 

activación de los linfocitos CD8+ posiblemente se deba al incremento concomitante de 

la expresión de PD-1. Con estos datos se podría sugerir que la infección por L. 

mexicana inhibe la función de los linfocitos T CD8+ principalmente debido al incremento 

en la expresión de PD-1, el cual es dosis dependiente, ya que aumenta con la carga 

parasitaria. Existen reportes que indican que la estimulación a través de CD137 es 
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capaz de rescatar a estos linfocitos del estado de agotamiento (114-118). Sin embargo, 

esto no siempre ocurre y posiblemente dependa de la magnitud en la expresión de PD-

1 ya que cuando la expresión de PD-1 es alta, el estímulo activador de CD137 parece 

ser insuficiente para activar a las células (119). Aunado a esto, se ha observado que la 

co-estimulación únicamente puede rescatar del agotamiento a los linfocitos T CD4+ y 

no a los CD8+, lo que hace suponer que estos últimos son más sensibles a la unión PD-

1:PD-L (112). Probablemente este también sea el fenómeno observado en nuestro 

modelo de vacunación con LPG, donde el PD-1 incrementó entre 2 a 4 veces de 

manera dosis dependiente únicamente en linfocitos T CD8+. En contraste, en linfocitos 

T CD4+ el incremento en PD-1 fue menor, lo cual posiblemente indica que estas células 

no se encuentran en el mismo grado de inhibición que los linfocitos T CD8+. A pesar de 

esto, la respuesta de las células T CD4+ no fue suficiente para llevar a la curación o 

control de la infección. Esto posiblemente se deba a que los linfocitos T CD4+ necesitan 

de la presencia y activación de los linfocitos T CD8+ para producir IFN-γ (79).  

Los resultados del presente trabajo enriquecen y complementan la literatura sobre la 

modulación de linfocitos CD8+ durante vacunación con LPG, ya que en estudios de 

vacunación con LPG de L. amazonensis que llevaron a la progresión de la infección 

(41;42), el fenómeno se atribuyó a la apoptosis de linfocitos CD8+ inducida por 

antígenos totales de L. amazonensis. Por otro lado, Joshi et al. demostraron que el 

bloqueo de PD-L1 permitió la sobrevivencia de los linfocitos T CD8+ en un modelo de 

leishmaniasis visceral inducido por L. donovani con altas cargas parasitarias (20 x 106 

parásitos), aunque este bloqueo no restauró las funciones efectoras de los linfocitos T 

CD8+, tanto citotóxicas como de producción de IFN-γ (41;42;83).  
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 En el presente trabajo se reporta por primera vez que la inmunización con LPG  

de L. mexicana a altas concentraciones, así como la infección por L. mexicana con 

diferente carga parasitaria induce la expresión de PD-1 de manera dosis dependiente 

principalmente para los linfocitos T CD8+, lo que disminuye sus capacidades efectoras 

y tiene como consecuencia el progreso de la infección. Con estos datos se propone que 

en el diseño de nuevas vacunas contra la leishmaniasis se incluyan nuevas estrategias 

que comprendan el bloqueo de las moléculas de inhibición y permitan la inducción y 

estimulación de moléculas co-estimuladoras activadoras en linfocitos CD8+. Ambos 

fenómenos serán necesarios para una posible vacuna preventiva y/o terapéutica que 

reprograme a los linfocitos T CD8+  del estado de agotamiento y activarlos para 

controlar la parasitosis causada por Leishmania.  

Estos resultados abren una nueva perspectiva para el desarrollo de vacunas 

diseñadas para la activación de linfocitos CD8+, ya que se demuestra la importancia de 

pre-evaluar la dosis de antígeno para evitar inducir moléculas inhibitorias como PD-1 en 

linfocitos CD8+. Adicionalmente, para valorar la efectividad de la vacuna, es crucial 

tomar en cuenta la cantidad de parásitos utilizados para el reto de la infección así como 

el sitio de inmunización.  

Este trabajo también reveló una novedosa estrategia del parásito para evadir la 

respuesta inmune, suprimiendo la respuesta de los linfocitos T CD8+ a través del 

incremento en la expresión de PD-1, así como de PD-L2 en los macrófagos que son las 

principales células hospedadoras del parásito y presentadoras de antígenos a los 

linfocitos T para su activación.   
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8. CONCLUSIONES 

 Este trabajo demuestra la regulación diferencial que ejercen distintas dosis de 

vacunación con LPG e infección con L. mexicana sobre la respuesta inmune de ratones 

BALB/c.  

Se concluye que el LPG inhibe a los linfocitos T CD8+ mediante la sobre-

expresión de la molécula inhibidora PD-1 en conjunto con la disminución en la 

expresión de la molécula activadora CD137, que es dosis dependiente.  

Este estudio también demostró que aunado a los linfocitos CD8+ también los 

macrófagos peritoneales sufren regulación en la expresión de PD-L2. La combinación 

de ambos fenómenos se refleja en la exacerbación de la infección que se observó en 

los ratones inmunizados e infectados con dosis altas de LPG. 

Aunado a la inmunización con dosis altas de LPG, también la infección por L. 

mexicana inhibe a los linfocitos T CD8+ de manera dosis dependiente, mediante el  

incremento en la expresión de PD-1. La inhibición observada sobre linfocitos CD8+ fue 

significativamente mayor que lo observado en los linfocitos CD4+.  

Finalmente este trabajo permitió demostrar novedosos mecanismos de evasión 

de Leishmania sobre linfocitos CD8+, induciendo el agotamiento en una de las células 

inmunes con capacidad de controlar la progresión de la enfermedad.   
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