UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EFECTO DE LOS AMASTIGOTES DE Leishmania mexicana EN
LA FAGOCITOSIS Y PRODUCCION DE CITOCINAS EN
CELULAS DENDRITICAS MURINAS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
P R E S E N T A:

ILSE RIVERA FERNANDEZ

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. LAILA GUTIERREZ KOBEH
2016



DATOS DEL JURADO

1. Datos del alumno
llse
Rivera
Fernandez
5512340735
Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Ciencias
Biologia
307110024

2. Datos del tutor
Dra.
Laila
Gutiérrez
Kobeh

3. Datos del sinodal 1
Dra.
Paz Maria Silvia
Salazar
Schettino

4. Datos del sinodal 2
Dr.
Andrés Eliu
Castell
Rodriguez

5. Datos del sinodal 3
Dra.
Maria Eugenia
Gonsebatt
Bonaparte

6. Datos del sinodal 4
Dra.
Laura
Kawasaki
Watanabe

7. Datos del trabajo escrito
Efecto de los amastigotes de Leishmania mexicana
en la fagocitosis y produccidn de citocinas en células dendriticas murinas
69 p
2016



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Laila Gutiérrez Kobeh, por dirigir esta tesis, por sus valiosos consejos, paciencia,
apoyo y confianza hacia conmigo.

A mis sinodales: Dra. Paz Maria Salazar, Dr. Andrés Castell, Dra. Maria Eugenia Gonsebatt y
Dra. Laura Kawasaki. Agradezco sus valiosas aportaciones y tiempo para mejorar este

trabajo.

Al bidlogo Arturo Wilkins, por su ayuda durante el tiempo que duré este proyecto, por los
conocimientos compartidos y el tiempo invertido.

Al M. en C. JesuUs Argueta, por su apoyo en los ensayos de citometria y observaciones a
este trabajo.

A la M. en C. Adriana Ruiz Remigio por su apoyo para que yo aprendiera a realizar los
ELISA.

Al técnico Marco Gudifio, por su apoyo en la toma de las imagenes de microscopia.

A mis compaiieros del laboratorio por sus consejos, anécdotas, apoyo y amistad. Alma,
Ana, Fabidn, Oscar, Omar y Jorge.

Al personal del bioterio, por mantener en éptimas condiciones a los animales.

A los ratoncitos, que en todo momento fueron respetados y tratados de la mejor manera,
sin ellos no se salvarian tantas vidas.

A la UNAM, mi alma mater. A la Facultad de Ciencias. Al Hospital General y la UME.

Al proyecto IN225116 PAPIIT DGAPA, UNAM. Por el apoyo otorgado para la realizacién de
este trabajo.



AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIAS PERSONALES

A mis padres Raul y Vicky, por su amor y apoyo infinito en cada etapa de mi vida, porque a
pesar de mis errores ustedes siempre estdn para mi incondicionalmente. Nunca tendré
suficientes palabras y acciones para demostrarles lo mucho que los amo y admiro. Gracias
por su ejemplo, su fortaleza en cada reto que nos ha puesto la vida, por mantener un
hogar unido y lleno de amor. Los amo.

A mis amadas hermanas Abi y Yoce, sin ustedes la vida no seria igual, las amo con todo mi
corazon, gracias por llenar mi vida, ser mis mejores amigas, por esos dias de risas a veces
de llanto, por las miles de anécdotas vividas y compartidas, y ser mis motores para seguir
adelante.

A Ofe y David por ser mis segundos padres, por cuidarme siempre, por sus consejos, por
consentirme, también por regafiarme y darme un chanclazo cuando fue necesario. Los
amo.

A Guille y Miguel. Por estar al pendiente de nosotros y por su cariio. Gracias por las
muchas reuniones familiares llenas de alegria.

A Jesus por su mucho carifio, apoyo y paciencia. Por las largas caminatas y las platicas de
todo lo que se nos ocurra.

A Ciri, que nunca leera esto, pero le agradezco su carifio perruno, compafiia desde que
llegd a mi vida y sus largas esperas mientras escribi esta tesis.

A mis mejores amigos: Ara, Diana, Nancy, N. Aridahi, Martin, Sergio y Adolfo, los quiero
mucho.

A mis profesores y amigos, que he admirado y de quienes he aprendido a lo largo de mi
vida y carrera.



“La ciencia, a pesar de sus progresos increibles, no puede ni podrd nunca explicarlo
todo. Cada vez ganard nuevas zonas a lo que hoy parece inexplicable. Pero las
rayas fronterizas del saber, por muy lejos que se eleven, tendrdn siempre delante
un infinito mundo de misterio”

Gregorio Marafion



CONTENIENIDO

ABREVIATURAS ....ciiiiiiiieiieieterententanrastassassassassassassassassassassassassassassassassassassassassnssassassassassassnnse 7
L. INTRODUCCION .....ccueeueeseieesiisississieseessessessessessssesssassaseassessensessensessenssssessssnsensensensansessessassans 9
I Y Y X TR 9
[.1.1.DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y CUADROS CLINICOS ....ceeeeieeeenininernnensinreenreeeeeeeeeeseeasseesseseesssnssssssnnnnsensenes 9
[.1.1.1.  LEISHMANIASIS CUTANEA (LC) verrrriiiiiiiiiiieieeeeeeeeeececctittrreereeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeseessseannssssssssrenes 11
1.1.1.1.1. LEISHMANIASIS CUTANEA LOCALIZADA (LCL) vvvviieeiirreeeeeeeeiirreee e eeeeitreeeeeeeettreeeeeeeentreeeeeeeeennneeas 12
1.1.1.1.2 LEISHMANIASIS CUTANEA DIFUSA (LCD) .uuutiiiieieeciiiee e e eecttee e ettt e e e e eettree e e e e e e e e e e e nnnnaeas 13
1.1.1.2. LEISHMANIASIS MUCOCUTANEA (LIMIC) ..ottt e e e e e e e e e s e e e s e sessasaesanenes 13
[.1.1.3. LEISHMANIASIS VISCERAL (LV) 1rvererrieiiiiiiiee e ettt ee e e e e e s e e eeeeeeeeeeeeseeeeesansssssssssserenes 14
[.1.2.DISTRIBUCION DE LA LEISHMANIASIS EN IMEXICO .veeeeeeuiiireeeeeeiiiireeeeeeseirreeeseesenssseeessessnssssesssessnssnns 15
[.2. EL PARASITO LEISHMANIA ......vvveeeeeeeeeieeeeeseseatseeeesessatsaeeaseasssssseeessessssssanaessansssaaasessssssssseeesassnsssnns 16
1 R 7.3 (0] N Y1 NP U U UUUURR RS 16
[.2.2. CICLO DE VIDA ...uuttieeeeeeeutreeeeeeeeetseeeeaeeaetussasaaeeaasssaesaeeaaassssaseaseaantsasaaseaasssaasseseassrssseesesansssnnns 18
[.2.3. ESTADIOS MORFOLOGICOS ... .uveeeeeeiiurrreeeeeeieusreeeeeeaaaussseseesasassssesessasaassssseessansssssssesssssnsseseessessssssnnes 20
[.2.3. 1. EL AMASTIGOTE ..vttteeeeeeeuutrreeeeeeaiuesseresesaaussesesssasssssesessasassssasessessasssssessssssssssssesssssnssessessensnsssnnes 20
[.2.3.2. EL PROMASTIGOTE .eeeeeieuuurreeeeeeiussreeeessasnssssesssssassssssesssnsssssssssssssnssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssanes 20
1.3 CELULAS DENDRITICAS (CD) .eeiiutteeeeiureeeeitieeesitteeeestteeesitteeessseeessssesesssaeessssasesassasessssseesnssasesssssesssaeen 21
[.3.1. FUNCIONES DE LAS CD ..ciiieeeee e ettt e e eeate et e e e e ataeeeeeeeeatsbeeeeeeeennsbaeeaeseannssaeeeeeeansraeeeeeennnssrenas 22
[.3.2. MAADURACION DE LAS CELULAS DENDRITICAS ....eeeeeieeeeeeeiennnnnnrtnrsssseeeeeeeserseaasaaaaeeesessssssssssannnsnssssssnnns 23
1.3.3. TIPOS DE CELULAS DENDRITICAS ...tttttereeeeeeeeeeeeeeeseesssessaasannnssnssnssessnseeeeeeessesaeeassesssessssssassssssssnsssssnnnns 24
1.3.3.1. CELULAS DENDRITICAS PLASMACITOIDES (CDP) eeeeeeeeeieeentriuirirrrereeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeesssesssssssnnnnssssssenes 24
1.3.3.2. CELULAS DENDRITICAS CLASICAS O CONVENCIONALES (CDC) c.uvvvvreeeeeeeiirreeeeeeeeirreeeeeeeeeitreeeeeeeennnnenes 25
1.3.3.3. CELULAS DENDRITICAS MIGRATORIAS ...eeeeeuurreeeeeeeiurrrereeeeeetsreeeeeeesinsseeeeesessssssssessssssrsssessesssssens 25
1.3.3.4. CELULAS DENDRITICAS RESIDENTES DE TEJIDO ..eeeeeeeuirreeeeeeeeinrreeeeeeeearreeeeeeeansseeeeesessnssesseesessssssenss 26
1.3.3.5 CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS....ueeteeeeeurrrereeeeaiureeeeeeseainsseeeessessssessessessnsssnns 27
I.3.4. PAPEL DE LAS CELULAS DENDRITICAS EN LA INFECCION POR EL PARASITO LEISHMANIA ...ccceeeeervereeaeeeccnvnnnn. 27
1.3.4.1. MOLECULAS DEL PARASITO QUE PARTICIPAN EN LA INTERACCION CON LA CELULA HOSPEDERA ..........ce.. 27
1.3.4.2.  MECANISMOS INMUNOLOGICOS DURANTE LA INFECCION POR LEISHMANIA ......uvvveeeeeiicrrieeeeeeeesnnenns 27
[.3.4.2. 1. FAGOCITOSIS ..uuveeeeeeeeitrteeeeeeeiitrteeeeeeeetsreeeeeeaaasssaeeaeeaaasssaseaeeaaanssaaaaesaaassraaaaaseassrsseaesesanssrnnas 29
1.3.4.2.2. PAPEL DE LAS CITOCINAS EN LA INFECCION CON LEISHMANIA .....evveeeeeiirreeeeeeeeiitreeeaaeeeeinreeeaeseeenssenas 31
I JUSTIFICACION.....ceeueeuieseieesiisessssssessesaeseesessesssessasssasaessessessessanssasansesssessensensensensansenssnsanes 33
I HIPOTESIS.....eietieteeseesieessessssssssssssaseesseseessessessssessasssassessessssssssesssnsensasssssssnsansansensansensssanns 34
IV. OBJETIVOS......ccoeeeieuunerrenunneerennsseernnsssrennsssseennssssrennsssssennssssrenasssssenasssssenssssssnnssssssnnssssssnnnns 34
IV L GENERAL...utttteeeeeeiuttrteeeesaeutseeeeseesaussseeeeseaaansseseesaaassssaasessassssssesessasassssasessssnssssansesssssssseneesesnssssnnes 34
IV.2 PARTICULARES ....ceoutvvteeeeeieiurreeeeeeeiiitsseeeeeeaassseeseeeassssseseseeassssseseeseassrsaseeesansssrseseeeeassrsnseeseensssrens 34
V. MATERIALY METODOS ....uueiiiueiiesseieesesessseeesssesssssessssnssessnssessnssosssssssssssssssssssssssssnsssssnssssnnss 35




V. 1. MODELO DE INVESTIGACION ...eeeuvteeeruiteeesureeesureeesireeesuseessssesesssseessssseesssssesssssssessssseesssssesesssaeesnns 35

V. 2. AMASTIGOTES DE L. IMEXICANA «vveeeeeeeeeeeeeeeeeeettiieeeeeeeeeeeeeeeesabaa e aeseeeaessessessabaaeseeeeesesesesssrasaannenes 35
V.3. OBTENCION DE LAS CELULAS PRECURSORAS PRESENTES EN LA MEDULA OSEA DE RATON .....cccovvvrvvvvvrnnnnnnnnnn. 35
V.4. DIFERENCIACION DE LAS CELULAS DE MEDULA OSEA A BIMIDC ...cvvviiiiieieieeeeeieeeeeettceee e 36
V.5. CARACTERIZACION DE LAS BIMIDC ......oooiiiiieeeeetttttttteeee ettt ettt e e e et e e e saastaaaeeaeeeeeeeeeeeeaeeas 37
V.6. ESTIMULACION E INFECCION DE LAS BMDC CON AMASTIGOTES DE L. MEXICANA DE DOS CEPAS ......ccceee...... 37
V.7. DETERMINACION DE LA FAGOCITOSIS DE LOS AMASTIGOTES DE L. MEXICANA DE LAS DOS CEPAS POR LAS BMDC
......................................................................................................................................................... 38
V.7.1.MARCAJE DE LOS PARASITOS CON ESTER SUCCINIMIDIL DIACETATO DE CARBOXIFLUORESCEINA (CFDA-SE) ..38
V.7.2. ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION DE CITOCALASINA-D PARA LOS ENSAYOS DE FAGOCITOSIS...... 38
V.7.3. CUANTIFICACION DE LA FAGOCITOSIS DE LOS AMASTIGOTES DE L. MEXICANA POR LAS BMDC MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO 11vvttteeetieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeasnsssssssssesssessesesesssesseeaeeseseessessssssssssssssssssssssssssssseseeseeens 39
V.7.4. ANALISIS DE LA FAGOCITOSIS MEDIANTE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.....ccvvurueiieeeeeeeeeereeeesrannnnnnes 39
V.7.5. ANALISIS DE LA FAGOCITOSIS DE LOS AMASTIGOTES DE L. MEXICANA POR LAS BMIDC MEDIANTE TINCION
Lol ] NG [ Y Y 40
V.8. CUANTIFICACION DE LAS CITOCINAS IL-12 P40, IL-12 P70, IL-10 Y TNF-ot MEDIANTE ELISA TIPO SANDWICH
......................................................................................................................................................... 41
VI RESULTADOS ....ituuiieueieenerennsieusseassssssssssnsesenssssnsssensssssssssssssssssssssssssnssssnssssnssssnssssssssssnsasanes 42
VI.1. CULTIVO Y CARACTERIZACION DE LAS BIMIDC ...ttt ettt ee st eeeeeeee e e e 42
VI.2. DETERMINACION DE LA FAGOCITOSIS DE LOS AMASTIGOTES DE L. MEXICANA POR LAS BMDC..........cc......... 44
VI.2.1 ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION DE CITOCALASINA-D PARA LOS ENSAYOS DE FAGOCITOSIS ......... 44
V1.3 COMPARACION DE LA FAGOCITOSIS POR LAS BMDC DE LOS AMASTIGOTES DE L. MEXICANA DE LA CEPA LACY
DIACT MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO, MICROSCOPIA OPTICA Y MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ....uvvvenennnnne. 46
V1.3, 1 CITOMETRIA DE FLUJO wvvvvveeeiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaaavaseeeeeeeeeeeseeesesaeeeeeeeseesassasssssssssssesssennneeeeeeeeees 47
VI1.3.2 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA OPTICA ..vvvvveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeesieesesssssesresseeeeeeereesseeens 51
VI.4. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE CITOCINAS POR LAS BMIDC INFECTADAS CON LOS AMASTIGOTES DE L.
MEXICANA DE LAS CEPAS LAC Y DIACT ... oottt et eeeeeeeeeeeeeeeee e e s e s s e e snaaanssssrsssesasesaseeeeeeeeens 55

VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES ......cc0eitiseereetisssseessssssseseasssssssesssssssessesssssssssssssssnsesssssssssasense D8

VI .REFERENCIAS...ccuueiiituuuaiiirnnaiiirnneiiisnneriisnsneiiesnseieesssssiersssssiersssseieesssssieesssssiesssssssesnssne 64




ABREVIATURAS

BMDC

(@)

CDp

CDc

CDm

CFDA-SE

CRs

CD80

CD86

EDTA

ELISA

FcyR

GM-CSF
IL-10
IL-12 p40
IL-12 p70
IFN-y

LC

LMC

LCD
LCL

Células dendriticas derivadas de médula ésea

Células dendriticas

Células dendriticas plasmacitoides

Células dendriticas convencionales o clasicas

Células dendriticas migratorias

Ester succinimidildiacetato de carboxifluoresceina

Receptores de complemento

Molécula coestimuladora de células T

Molécula coestimuladora de células T

Acido etilen-diamino-tetraacético

Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas

Receptor de inmunoglobulina-G

Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos
Interleucina 10

Subunidad p40 de la interleucina 12

Interleucina 12

Interferén gamma

Leishmaniasis cutanea

Leishmaniasis mucocutanea

Leishmaniasis cutanea difusa

Leishmaniasis cutanea localizada



LPG

LPS

MHC-II

PBS

PRRs

TLRs

TNF-a

NLs

Lipofosfoglicano

Lipopolisacarido

Complejo principal de histocompatibilidad clase Il
Buffer de fosfatos salino
Receptores de patrones moleculares asociados a patégenos

Receptores tipo Toll

Factor de necrosis tumoral tipo alfa

Nodulos linfaticos



I. INTRODUCCION

I.1. Leishmaniasis

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades parasitarias causadas por un protozoario
del género Leishmania; este parasito es transmitido mediante la picadura de moscos hembras
infectados (WHO, 2016) tales como Phlebotomus spp. en el Viejo Mundo y Lutzomyia spp. en el
Nuevo Mundo. Esta parasitosis afecta a las poblaciones mds pobres del planeta y estd asociada a la
malnutricion, la debilidad del sistema inmune, los desplazamientos de la poblacién, las malas
condiciones de vivienda, y la falta de recursos. La leishmaniasis también estd vinculada a los
cambios ambientales, tales como la deforestacidn, la construccidn de presas, los sistemas de riego
y la urbanizacién (Kumar A., 2013). De acuerdo con la OMS se estima que cada afio se producen
1.3 millones de nuevos casos y entre 20,000 y 30,000 defunciones (WHO, 2016; Bailey M.S. et al.
2007). Se ha estimado que aproximadamente 350 millones de personas a nivel mundial estdn en
riesgo de ser infectadas y alrededor de 12 millones de personas se encuentran infectadas. De
acuerdo con esta caracteristica, la leishmaniasis ocupa el segundo lugar entre las enfermedades

causadas por parasitos después de la malaria (Kaye P. y Scott P., 2011).

1.1.1.Distribucion geografica y cuadros clinicos

El grupo de enfermedades denominado leishmaniasis presenta diferentes e importantes
formas clinicas que van desde lesiones ulcerativas en la piel, nédulos diseminados no ulcerativos,
inflamaciones que destruyen el tejido mucoso o infeccidn visceral. En todos los cuadros clinicos se
encuentran tres principales caracteristicas: La duplicacidn intracelular del parasito, la respuesta
inflamatoria del hospedero que regula la expresion y resolucion de la enfermedad y la infeccion
persistente en el tejido (Murray H.W., et al. 2005). La leishmaniasis es causada por alrededor de 20
especies, subespecies y cepas y, aunado a la respuesta inmune del hospedero, conduce a
diferentes presentaciones de la enfermedad o cuadros clinicos que son: leishmaniasis cutdnea
(LC), leishmaniasis mucocutdnea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV) (Desjeux P., 2004; Razmjou S.
et al., 2009). Esta enfermedad es endémica en distintas areas alrededor del mundo, las cuales
incluyen desiertos y zonas de bosques tropicales, en las regiones tropicales y subtropicales de
Africa, América, Asia y en &reas del sur de Europa (Figura 1). Se ha reportado en 88 paises, de los
cuales 72 son considerados en vias de desarrollo o subdesarrollo (Kumar A., 2013). La LV se
encuentra en la mayoria de estos paises y se presenta comuUnmente en zonas rurales o zonas

pobres de Africa, América y Asia. La LMC se presenta principalmente en América del Sur y América
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Central mientras que la mayoria de los casos de LC ocurre en el Medio Oriente, Brasil , Peru y

Meéxico en donde se estima que cada afio se reportan nuevos pacientes con LC (Ponte-Sucre A., et

al. 2013; Cafieda-Guzman C,, et al. 2014).

Tabla 1. Principales especies de Leishmania y su distribucion geografica (tomado y modificado de Bates P.A,,

2006)
Especies Forma clinica en Distribucién Vector
humanos geografica
Leishmania Leishmaniasis cutdnea  Norte de Africa, Sdhel  Phlebotomus papatasi,
(Leishmania) de Africa, estey P. duboscqi,
major centro de Asia P. salehi

L. (L.) tropica
L. (L.) aethiopica

L.(L.) donovani

L (L.) infantum

L. (L.) mexicana

L (L.) chagasi

L. (L.)
amazonensis

Leishmania
(Viannia)
braziliensis

L. (V.) peruviana

L. (V.) guyanensis
L (V.)

panamensis

Leishmaniasis cutanea
Leishmaniasis cutanea
difusa

Leishmaniasis visceral
(kala azar)
Leishmaniasis visceral

infantil

Leishmanisis cutanea

Leishmaniasis cutanea
Leishmaniasis visceral
Leishmaniasis cutanea

Leishmanisis
mucocutanea

Leishmaniasis cutanea

Leishmaniasis cutanea

Leishmanisis cutanea

Este y centro de Asia

Etiopia y Kenia

India y Este de Africa

Mediterraneo, este y
centro de Asia,
América central y sur
Ameérica central
América del norte

América del sur
América del norte
América del sur

América central y
América del sur

Peru

América del sur

Ameérica central

Phlebotomus sergenti
Phlebotomus longipes, P.
pedifer

Phlebotomus argentipes,
P. orientalis, P. martin
Phlebotomus

ariasi, P.

perniciosus

Lutzomyia olmeca olmeca

Lutzomyia longipalpis

Lutzomyia flaviscutellata

Lutzomyia wellcomei, Lu.
complexus, Lu. Carrerai
Lutzomyia peruensis, Lu.
Verrucarum

Lutzomyia umbratilis

Lutzomyia trapidoi
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Figura 1. Distribucién mundial de la leishmaniasis marcada en color amarillo (Bates P.A., 2006).

1.1.1.1. Leishmaniasis cutanea (LC)

La leishmaniasis cutdnea es endémica en mds de 70 paises alrededor del mundo, es la
forma mds comun de la enfermedad y se caracteriza por la presencia de ulceras en zonas
expuestas del cuerpo. Cerca de un 95% de los casos de LC se producen en América, la Cuenca del
Mediterraneo, Oriente Medio y Asia Central (WHO, 2016). Los ciclos de transmisidon se han
adaptado a areas peridomésticas y el parasito se ha dispersado en areas que previamente no eran
endémicas, esto como consecuencia de factores tales como la urbanizacion, la deforestacion y la
presencia de animales domésticos que se convierten en reservorios potenciales. Existen
diferencias notables entre la LC del Viejo Mundo y la LC del Nuevo Mundo. En el contexto
ecolégico de los ciclos de transmisién de la enfermedad, la LC del Viejo Mundo ocurre usualmente
en areas semidridas o en zonas con condiciones desérticas, mientras que en el Nuevo Mundo la LC
estd comunmente asociada con zonas de bosques. Los focos de LC tienen una amplia variacién
ecoldgica y los vectores tienen la capacidad de sobrevivir en micro habitats frios, con sombra y
humedos, por ejemplo en grietas de rocas, madrigueras de animales, en zonas secas, en raices

expuestas de arboles y hojarasca de bosques (Reithinger R., et al. 2007).
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La LC presenta dos formas clinicas que son la leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) y la

leishmaniasis cutanea difusa (LCD) (Reithinger R., et al. 2007).

1.1.1.1.1. Leishmaniasis cutanea localizada (LCL)

La LCL es la forma que mas prevalece de la enfermedad y
se caracteriza por el desarrollo de una lesion tipicamente
localizada en el sitio de la picadura del mosco hembra. Las
lesiones comienzan con el desarrollo de un eritema que
eventualmente evoluciona hacia una pequefia papula con una
ulceracion progresiva en un periodo que va de semanas a meses.

La lesion se caracteriza por una Ulcera pero puede variar de una  Figura 2. Ulcera caracteristica
de LCL (Reithinger R. et al.

a diez ulceras localizadas en un area expuesta del cuerpo. La 2007)

Ulcera no es dolorosa, es de color rosa y redonda, bien

delimitada, con bordes elevados, la base de la Ulcera se presenta endurecida y con un fondo limpio
en el cual aparece una costra central que puede sangrar en ocasiones. Puede haber una resolucion
espontanea de la enfermedad dejando un area hipo pigmentada, lisa y con una cicatriz delgada,
sin embargo en algunos casos esta puede evolucionar a otras formas de la enfermedad (Goto H. y
Lauletta J.A., 2012).

El desarrollo de la lesién y el tiempo de resolucién de la infeccién varian dependiendo de
las especies del pardsito, asi como el estado inmunolégico del hospedero. La LCL es causada por
Leishmania major, Leishmania tropica y Leishmania aethiopica en las regiones del Norte y Este de
Africa, Asia Central y Medio Oriente. Por otro lado, Leishmania mexicana y Leishmania
amazonensis son especies que producen LCL en zonas de América Central, América del Sur,

Estados Unidos y México (Natarajan G. et al. 2014; Reithinger R., et al. 2007).
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1.1.1.1.2 Leishmaniasis cutanea difusa (LCD)

La LCD es una forma clinica menos comun que se
asocia a una respuesta inmune celular defectuosa al parasito
lo que permite una multiplicacién descontrolada. Se
caracteriza por la presencia de lesiones nodulares no
ulcerativas en la piel, una proliferacién exacerbada del
pardsito, resistencia a la mayoria de los tratamientos
terapéuticos y ausencia o reduccién de la respuesta inmune
celular contra los antigenos del parasito (Franga-Costa J., et al.
2012). Las papulas o noédulos suelen presentarse en sitios
determinados tales como la cara, extremidades o superficies
extensas del cuerpo, de manera asimétrica y en nimeros que
van de 10 a 300 lesiones (Goto H. y Lauletta J.A., 2012). Las
lesiones pueden permanecer en un Unico lugar por un periodo
largo y subsecuentemente diseminarse sobre la superficie
corporal (Zerpa O. et al. 2007). Algunas especies causantes de
LCL tales como L. aethiopica, L. mexicana y L. amazonensis
pueden causar bajo ciertas condiciones LCD (Natarajan G. et

al. 2014; Minodier P. y Parola P. 2006).

1.1.1.2. Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

Figura 3. Lesiones caracteristicas
de LCD (Goto H.y Lauletta J.A.,
2012)

La LMC, también conocida como espundia, se considera una enfermedad mutilante debido

a que causa una destruccion extensiva de las cavidades oro faringea y nasal (Desjeux P. 2004;

Natarajan G. et al. 2014). La LMC puede ocurrir de manera simultanea a la LC, usualmente ocurre

en un periodo que va de meses a afios después de la LC debido a la migracidn de los parasitos a la

mucosa oro faringea (Goto H. y Lauletta J. A., 2012). Inicialmente esta forma clinica puede

aparecer sin sintomas especificos tales como picazén en la nariz, formacién de costras y sangrado,

lo que dificulta el diagndstico.
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Al examinar las fosas nasales se observa una inflamacién
y congestién y la ulceracién y perforacion del septo nasal se
producen de manera lenta, lo mismo que la afectacion de otras
partes de la cara tales como paladar, faringe y laringe (Goto H. y
Lauletta J. A., 2012). La destruccién de la mucosa nasofaringea
esta asociada con una respuesta inmune exacerbada en donde
predomina la presencia de células T CD4" y las infiltraciones en
las lesiones tienen cantidades elevadas de células plasmaticas y
linfocitos (Farias L.H., et al. 2013).

Las especies involucradas en este cuadro clinico

Figura 4. LMC (Kumar A., 2013)

pertenecen al subgénero Viannia que tipicamente se localiza en

el Continente Americano y entre ellas se encuentran L. (V) braziliensis, L. (V) amazonensis, L. (V)

panamensis y L. (V) guyanensis (David C.V. y Craft N., 2009).

1.1.1.3. Leishmaniasis visceral (LV)

Este cuadro clinico también se conoce
como kala-azar y es la forma mas severa de la
enfermedad, siendo mortal si no es tratada. Es
endémica de Africa oriental y el subcontinente
indio (WHO, 2016). La LV tiene un periodo de
incubacién que va de los 2 a los 6 meses y los
pacientes presentan sintomas como son fiebre,

. . . . Figura 4. Paciente con LV (Chappuis J. et al,
tos, dolor abdominal, diarrea, epistaxis,
2007)

esplenomegalia, hepatomegalia, caquexia vy
pancitopenia. En algunos casos puede existir linfadenopatia, asi como hiperpigmentacién, lo cual
probablemente da el nombre de kala-azar (fiebre negra en idioma hindi). La principales especies

causantes de la LV son L. (L.) donovani, L.(L.) infantum y L.(L.) chagasi (Guerin P.J., et al. 2002;
Chappuis J., et al. 2007).
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1.1.2.Distribucion de la leishmaniasis en México

En México se presentan las cuatro formas clinicas de la leishmaniasis. La LV es endémica
en estados tales como Chiapas, Guerrero y Morelos y afecta principalmente individuos entre 1y 4
afios de edad. El primer caso se describié en 1952 en el estado de Guerrero y afios mds tarde se
reportaron casos en Puebla, Oaxaca y Morelos. Posteriormente, se descubrié el foco mas
importante del pais en el estado de Chiapas y adicionalmente han aparecido nuevos casos en la
Cuenca del Rio Balsas y un nuevo foco en Guerrero (Becker I., et al. 2005). Se ha identificado a L.
(L.) chagasi como el agente causal de la LV en México con el mayor nimero de casos en Chiapas.
La LMC es endémica de Tabasco y Chiapas y la LC se ha reportado como endémica de Campeche,
Chiapas, Coahuila, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Tamaulipas, Quintana Roo,
Tabasco, Veracruz, Yucatan y recientemente en Sinaloa (Pastor-Santiago, J. A., et al. 2012). En el
periodo de 2000-2012 se registraron 10,498 casos de los cuales el 64% se registraron en Tabasco y
Quintana Roo, con 88 casos de LV, siendo el estado de Chiapas el que acumula el 92% de casos.
Los estados de Campeche, Chiapas, Veracruz, Oaxaca reportaron 20 casos de LMC y Chiapas,
Guerrero, Oaxaca, Quintana Roo y Tamaulipas registraron 23 casos de LCD en este mismo
periodo (CENAPRECE, 2013). La LCL y LCDA en México son causadas por L. (L.) mexicana, especie
gue presenta diferencias importantes en el progreso de la enfermedad, ya que a diferencia de
otras especies, L. (L.) mexicana cuando causa LCD se presentan lesiones en genitales, palmas de

las manos, plantas de los pies e invade mucosas oro faringeas y nasales (Becker I., et al. 2005).

Figura 5. Distribucion de la leishmaniasis en México en el periodo de 2000-2012. (CENAPRECE, 2013)
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1.2. El parasito Leishmania

1.2.1 Taxonomia

El género Leishmania spp. pertenece al reino Protista, filo Kinetoplastida, clase
Kinetoplastea, subclase Metakinetoplastina, orden Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae
(Akhoundi M., et al. 2016). La primera descripcidn de este género se realizé en 1903 y el nimero
de especies ha variado desde ese afio. Las diferentes especies que presenta el género Leishmania
no pueden distinguirse por criterios morfolégicos. Debido a esto, las diferentes especies se han
clasificado empleando otros criterios tales como el cuadro clinico que desencadenan, la biologia,
distribucién geografica y datos inmunoldgicos y bioquimicos (Fraga, J., et al. 2010). El esquema de
la jerarquia taxondmica se ha propuesto usando las categorias de especie, subespecies vy
subgéneros (Schonian G. et al. 2010) y se han utilizado diversas clasificaciones para este género.
Recientemente se ha propuesto una nueva clasificacion (Figura 6), basada en datos moleculares,
distribucién geografica, manifestaciones clinicas y desarrollo en el vector, que divide al género
Leishmania en dos grandes linajes filogenéticos referidos como Euleishmania y Paraleishmania
(Akhoundi M., et al. 2016). Euleishmania comprende 4 subgenéros: Leishmania, Viannia,
Sauroleishmania y el complejo L. enriettii. Paraleishmania incluye a las especies L. hertigi, L.
deanei, L. herreri, L. equatorensis y L. colombiensis (patégena en humanos), asi como al antiguo

género Endotrypanum (Akhoundi M., et al. 2016).
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Figura 6. Clasificacion del género Leishmania (Akhoundi M., et al. 2016).
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1.2.2. Ciclo de vida

El pardsito Leishmania tiene un ciclo de vida digenético, es decir, alterna entre dos
ambientes extremos a los cuales el pardsito debe estar adaptado; estos ambientes son
proporcionados por el hospedero mamifero y el vector. Ambos ambientes tienen caracteristicas
especificas que incluyen temperatura, pH, osmolaridad, cantidad y calidad de nutrientes
necesarios para la sobrevivencia del parasito (Ponte-Sucre A., et al. 2013). Durante el ciclo de vida,
en el vector se localiza en el tracto digestivo donde se desarrollan los promastigotes prociclicos
que se diferencian a los promastigotes metaciclicos que no se dividen, son la fase infectiva y se
localizan en la vélvula estomodeal donde son regurgitados durante la alimentacién a base de
sangre. Al ingresar al hospedero mamifero, en donde en una infeccidon en condiciones naturales
generalmente son inyectados de 10-1000 promastigotes metaciclicos (Prina E., et al. 2004), éstos
son fagocitados por diferentes células tales como neutréfilos, macréfagos y células dendriticas. En
el fagolisosoma de los macréfagos, los parasitos se diferencian y duplican hacia una forma sin
flagelo denominada amastigote (Adaui V., et al. 2011; Kaye P. y Scott P., 2011). La duplicacion
excesiva de los amastigotes provoca la lisis de la célula y la subsecuente liberacién de los mismos
gracias a lo cual pueden infectar otras células. El ciclo se inicia nuevamente cuando una mosca
pica a un hospedero infectado y al alimentarse de sangre ingiere amastigotes que se transforman

en promastigotes en el intestino medio del vector.
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Figura 7. Ciclo de vida digénetico de Leishmania (Kaye& Scott, 2011)
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1.2.3. Estadios morfoldgicos

1.2.3.1. El amastigote

Los amastigotes se encuentran entre las células eucariontes mas pequenas, son de forma
ovoide, miden entre 3-5 um, poseen un flagelo muy pequeno y no funcional, cuya base se origina
en el bolsillo flagelar. El nucleo estd localizado centralmente y es adyacente a un cinetoplasto
pequeiio en el que se localiza aproximadamente el 10% del total del ADN celular, mientras que el
resto se encuentra en el nucleo. Esta forma del pardsito tiene la capacidad de dividirse y se
encuentra dentro de los fagolisosomas de células del sistema fagocitico mononuclear tales como

macrofagos y células dendriticas (Laskay T., et al. 2003; Bates P.A., 2006).

1.2.3.2. El promastigote

Los promastigotes son la forma extracelular que se desarrolla y multiplica en el tracto
digestivo de los flebdtomos transmisores (género Lutzomyia en América y Phlebotomus en el Viejo
Mundo). Son alargados, el cuerpo mide alrededor de 5-15 um, sin contar la longitud del flagelo,
cuyo tamafio oscila entre los 15-25 um. Presentan un nucleo central, ribosomas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, vesiculas y una mitocondria, dentro de la cual se encuentra una
banda granular que es el cinetoplasto. Este se localiza a 1- 2 um del extremo anterior del parasito,
de donde emerge el flagelo, el cual es funcional, se proyecta desde el bolsillo flagelar fuera del
cuerpo celular y le confiere un movimiento de traccion (Laskay T., et al. 2003; Bates P.A., 2006).

Ambos estadios del pardsito (promastigotes metaciclicos y amastigotes) pueden ser
fagocitados por células dendriticas y macréfagos. Cuando los promastigotes metaciclicos son
inoculados, son rapidamente fagocitados principalmente por macréfagos residentes de los tejidos
(Prina E., et al. 2004). Por otro lado, las células dendriticas fagocitan principalmente amastigotes

para la posterior presentacion antigénica (Natarajan G., et al. 2014).
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Figura 8. Estadios morfoldgicos del parasito Leishmania. Se muestra el amastigote y el promastigote con las
diferentes estructuras que los caracterizan: (n) nucleo, (mt) mitocondria, (cn) cinetoplasto, (bf) bolsillo
flagelar y (f) flagelo (Bates P. A., 2006).

1.3 Células dendriticas (CD)

Las células dendriticas (CD) son células hospederas del pardsito Leishmania y su
descubrimiento se remonta al afio de 1868, cuando fueron observadas por primera vez en la piel
por el histélogo aleman Paul Langerhans. Sin embargo, la funcién inmunolégica de estas células
paso inadvertida y fue hasta el afio de 1973 que Ralph Steinman junto con Zanvil Cohn en la
Universidad de Rockefeller descubrieron en el bazo de ratén un tipo celular que presentaba
proyecciones parecidas a las ramas de un arbol. Se refirié a estas células como células dendriticas,
cuyo nombre proviene de la palabra griega dendron que significa arbol. Estos estudios postularon
a las CD como una poblacidn celular minoritaria de los érganos linfoides caracterizada
morfoldgicamente por multiples prolongaciones en forma de ramas (dendritas) y que era capaz de

activar linfocitos T sin experiencia antigénica previa (Pulendran B., 2015).
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1.3.1. Funciones de las CD

Las CD son un grupo heterogéneo de leucocitos migratorios derivados de la médula ésea
especializados para captar, transportar, procesar y presentar antigenos a los linfocitos T (Shortman
K. y Liu Y., 2002). Estas células se encuentran distribuidas en tejidos linfoides y no linfoides,
especialmente en los sitios en donde hay una interacciéon con el ambiente (piel y mucosas), y
cuando se someten a un proceso de maduracién que involucra cambios morfoldgicos y fenotipicos
migran hacia los nddulos linfaticos. Las CD son capaces de reconocer diferentes patrones
microbianos, asi como sefiales de dafio, esto debido al arreglo de receptores sobre la superficie,
denominados PRRs (receptores de patrones moleculares asociados a patdgenos) tales como los
receptores tipo Toll (TLRs), los receptores de lectinas tipo C (CLRs) y los receptores tipo NOD
(NLRs) expresados en las CDs. Ademas, las CDs producen citocinas y quimiocinas que determinan
la respuesta inmune a través del reconocimiento y respuesta a diferentes estimulos via los PRRs
(Ashok y Acha-Orbea 2013; Khochenkov D.A., 2008; Pulendran B., 2015). Son las principales
células presentadoras de antigeno por lo que juegan un papel muy importante tanto en la
estimulacidn/activacion como en la regulacién de la intensidad de la respuesta de los linfocitos Ty
los linfocitos B. En tejidos periféricos las CD realizan funciones de proteccién sobre el
microambiente en el que se encuentran, continuamente internalizan antigenos (propios vy
externos) lo que dispara la maduracidon y migracion hacia los nddulos linfaticos en donde
interactian con las células efectoras al procesar y presentar antigenos en forma de péptidos
unidos a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad, esto aunado a su capacidad
para migrar (Khochenkov B., 2008; Miller J.C., et al. 2012). Debido a estas caracteristicas las CD se
consideran un vinculo entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa
mediante el reconocimiento de patégenos a través de los PRRs y la integracién y presentacién de
la informacién derivada de los estimulos patogénicos a las células T para iniciar una respuesta
inmune adaptativa. Las CD no funcionan de manera aislada, interactian con diversos tipos
celulares tales como basdfilos, eosindfilos, células T y macréfagos (Pulendran B., 2015). Una
caracteristica importante de las CD, presente en varios estados de diferenciacién, es la movilidad.
Las CD migran desde la médula 6sea hacia el tejido periférico en donde interaccionan con
antigenos que disparan la migracién hacia los drganos linfoides secundarios (Banchereau J., et al.

2008).
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Figura 9. CD como vinculo entre la respuesta inmune innata y adaptativa (Pulendran B., 2015)

1.3.2. Maduracion de las células dendriticas

En ausencia de estimulos microbianos o inflamatorios, las CD se encuentran en un estado
inmaduro en el cual pueden captar antigenos por endocitosis o fagocitosis y la capacidad de
activacion de los linfocitos T se encuentra reprimida. La exposicion de las CD ante agentes
infecciosos provoca varios cambios funcionales y de expresion génica, los cuales en forma
coordinada disminuyen la capacidad de captacién de antigenos y aumentan la capacidad para
interactuar con los linfocitos T, a los que presentan el antigeno y promueven su proliferacién y
diferenciacion funcional. Esta activacion funcional se conoce como maduracion de las CD (Alfaro
C., et al. 2013). Las CD en estado inmaduro expresan PRRs tales como los TLRs que les permiten
detectar y capturar organismos patogénicos mediante el reconocimiento de patrones moleculares
conservados en ellos. Otra caracteristica importante de las CD inmaduras es la expresién de
niveles bajos de MHC-Il y moléculas coestimuladoras tales como CD80 y CD86 por lo que son
estimuladoras débiles para la activacion de los linfocitos T y pueden inducir tolerancia
inmunoldgica. Durante la migracién de las CD hacia areas de células T, las CD inmaduras
disminuyen la capacidad de capturar antigenos y aumentan la expresién de MHC-II, moléculas
coestimuladoras, la produccion de citocinas y la expresidn de diferentes receptores de quimiocinas
diferenciandose a CD maduras. En esta condicidn las células tienen la capacidad para estimular la

activacion de las células T (Pulendran B., 2015; Contreras |., et al. 2014).
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1.3.3. Tipos de células dendriticas

Dentro del grupo de las células dendriticas existen diferentes tipos, los cuales se han
clasificado de acuerdo a la funcidn, fenotipo de superficie y distribucién anatémica (Ashok y Acha-
Orbea, 2014; Pulendran B., 2015).Una de las clasificaciones mas recientes las agrupa en tres clases
principales que son: células dendriticas plasmacitoides (CDp), células dendriticas convencionales o
clasicas (CDc) y células dendriticas derivadas de monocitos (CDmo) (Malissen B., et al. 2014). En el
raton se han clasificado tres grupos principales de CD en estado basal: células dendriticas
plasmacitoides (CDp), células dendriticas convencionales o clasicas (CDc) y células dendriticas
migratorias (CDm) (Malissen B., et al. 2014). Las CD surgen de un progenitor bipotente que estd en
la médula dsea, se conoce como precursor de macréfagos y CD (MDP) y da origen a las CD y los
monocitos. Los MDP se diferencian hacia precursores comunes de CD y se restringen a la
generacion de células dendriticas plasmacitoides (CDp) y células dendriticas convencionales (CDc)

(Schraml U.S. y Reis e Sousa C., 2015).

1.3.3.1. Células dendriticas plasmacitoides (CDp)

Las CDp representan un pequefio subgrupo de CD que comparten un origen similar, pero
un ciclo de vida diferente, presentan una morfologia esférica y carecen de las llamadas dendritas
(Reizis B., et al. 2011). Estas células se encuentran principalmente en la sangre y los tejidos
linfoides y entran a los nédulos linfaticos a través de la circulacién sanguinea, se encuentran en
porcentajes que van de 0.3 a 0.5% en humanos y ratones. Las CDp en estado de reposo expresan
niveles bajos del MHC-1l y moléculas coestimuladoras, asi como también de CD11c (cadena a de la
integrina CR4). En humanos las CDp no expresan CD11lc, pero expresan el receptor para IL-3 y
CD303. Ademas, presentan una estrecha gama de PRRs que incluye a TLR 7 y TLR 9. Las CDp
reconocen acidos nucleicos a través de los TLR, producen grandes cantidades de IFN tipo | y
adquieren la capacidad para presentar antigenos (Merad M., et al. 2013; Pulendran B. 2015;
Khochenkov D.A., 2008; Reizis B., et al. 2011).En algunos casos ante infecciones virales las CDp
pueden diferenciarse hacia células con funciones y expresién de genes caracteristicas de las CDc,
siempre en ausencia del factor de transcripcion E2-2, migrando a los drganos vy tejidos linfoides.
Por lo tanto, la pérdida del E2-2 resulta en la conversion funcional y fenotipica muy similar a las

CDc (Reizis B., et al. 2011; Pulendran B., 2015).
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1.3.3.2. Células dendriticas clasicas o convencionales (CDc)

Las CDc son células presentadoras de antigenos (CPA) que tienen una morfologia
dendritica y expresan altos niveles de moléculas del MHC-Il y otros marcadores hematopoyéticos
tales como CD45 y CD1lc y moléculas coestimuladoras tales como CD80, CD86 y CD40; el
incremento de estos marcadores se relaciona con la activacion de las CDc (Merad M., et al. 2013;
Khochenkov D.A., 2008). Forman un pequefio grupo de células que se encuentra en la mayoria de
los tejidos linfoides y no linfoides. En estos Ultimos se encuentran en estado de no activacion. Se
caracterizan por una gran capacidad de reconocimiento de dafio tisular, captura de antigenos
externos, asi como asociados a células, y presentacidn de los antigenos fagocitados a los linfocitos
T. Una vez que captan los antigenos, migran a los nédulos linfaticos donde activan a los linfocitos T
(Merad M., et al. 2013). Las CDc de ratdn se clasifican a su vez en CDc residentes de tejidos
linfoides CDc CD8" y CDc CD8” y las CDc de tejidos no linfoides se clasifican en CDc CD103" y
CDcCD11b"* (Ganguly D., et al. 2013; Miller J.C., et al. 2012). Las CDc residentes de tejido CD8"
estdn especializadas funcionalmente en la presentacion cruzada de antigenos asociada a células T
CD8, mientras que las CDc CD8  son las estimuladoras mas potentes de células T CD4" (Miller J.C.
et al. 2012). Las CDc no residentes de tejido linfoide presentan caracteristicas similares a las CDc
CD8". Las CD103" son eficientes en la presentacién cruzada de antigenos y son potentes
estimulando células T CD8", pero ademas facilitan la induccién de células T reguladoras en el
intestino (Miller J., et al. 2012). Las CDc CD11b" se originan de precursores restringidos para CDc y
monocitos, se caracterizan por la falta de expresion de la integrina CD103 y en su lugar expresan la
integrina CD11b en musculo y en la |ldmina propria (Merad M., et al. 2013). De acuerdo con la
localizacién en los tejidos, las CD se han dividido también en células residentes de los nédulos

linfaticos y células dendriticas migratorias (Ashok y Acha-Orbea, 2014).

1.3.3.3. Células dendriticas migratorias

Las CD migratorias actian como centinelas contra patégenos o bien antigenos propios.
Estas células se localizan en tejidos periféricos no linfoides y tienen la capacidad de migrar via el
sistema linfatico hacia los 6rganos linfoides. Las células de Langerhans y las células dendriticas
dérmicas estan consideradas dentro de la clasificacion de las células dendriticas migratorias
(Merad M., et al. 2013; Naik S.H., 2008). El proceso de migracidn, como ya se menciond, provoca
la maduracién de las CD, lo que involucra un cambio en el fenotipo que incluye la sobreexpresion

del MHC-II y moléculas coestimuladoras en la superficie celular.
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Las células de Langerhans (CL) son células dendriticas que se encuentran Unicamente en la
epidermis y se identifican por la presencia de una lectina transmembranal con especificidad de
unién a manosa llamada langerina. Las CL migran desde la piel hacia los nddulos linfaticos en un
proceso controlado por quimiocinas gracias al receptor de quimiocinas CCR6 presente en las CL
inmaduras (Khochenkov D.A., 2008). La migracidén se produce en respuesta a una infeccién o ante
estimulos inflamatorios aproximadamente 72 horas después del estimulo, aunque también
pueden migrar cuando estan en estado quiescente. Se ha observado que en esta ultima participa
el receptor IRF4, ya que en ratones “knockout” en IRF4 no hay migracion de CL en estado
quiescente (Pulendran B., 2015). Ya en los NLs las CL tienen el fenotipo CD11c"" CD8a
CD11b*DEC205"e" Langerin® XCR1™ CD103™ (Pulendran B. 2015; Ashoky Acha-Orbea, 2014). Las
células dendriticas dérmicas migran hacia los NLs desde las capas dérmicas de la piel, estas células
estdn conformadas por los subgrupos basados en su fenotipo y vias de desarrollo: CD dermales
CD11b" que se divide de acuerdo con el nivel de expresién de CD11b en: CD11b™" (CD11c""
CD8a CD11b™8"DEC205 Langerina XCR1"CD103yCD11b""(CD11c"¢"CD8a CD11b"**DEC205 Langer
ina XCR1°CD103") y las CD dérmicasCD103" (Pulendran B., 2015).

1.3.3.4. Células dendriticas residentes de tejido

Las células dendriticas residentes de tejido linfoide se encuentran localizadas en todos los
drganos linfoides del ratén, se originan de precursores sanguineos y se localizan muy préximas a
los conductos de los NLs donde pueden obtener y presentar antigenos solubles en la linfa. Estas
células se encuentran en un estado inmaduro demostrado por una baja expresion de MHC-II, lo
cual permite hacer una clara distincidon entre estas células y las CD migratorias que tienen un
fenotipo maduro y una expresion elevada de MHCII (Allenspach E.J., et al. 2008). Las CD residentes
de tejido constituyen alrededor del 50% del total de CDs en los NLs y representan a la mayoria de
CD esplénicas (Khochenkov D.A., 2008). Las CD CD8" se localizan en zonas ricas en células Ty
dependen del factor BATF3 para su desarrollo. Las CD8" se localizan en las regiones medulares y en
los senos subcapsulares de los NLs y no dependen del BATF3 para su desarrollo (Pulendran B.,

2015).
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1.3.3.5 Células dendriticas derivadas de monocitos

Se ha demostrado que los monocitos que se desarrollan en la médula dsea tienen el
potencial para diferenciarse hacia CD durante un proceso inflamatorio. Las CD derivadas de
monocitos juegan un papel importante en la induccién y regulacidon de respuestas inmunes contra
patégenos y el desarrollo de enfermedades inflamatorias y autoinmunes (Leén B. y Ardavin C.,
2008). Se caracterizan por la expresion de marcadores de origen mieloide como Ly-6Cy Gr-1; vy

los receptores de quimiocinas CCR2 y CX3CR1.

1.3.4. Papel de las células dendriticas en la infeccion por el parasito Leishmania

1.3.4.1. Moléculas del parasito que participan en la interaccion con la célula hospedera
Algunos componentes del parasito Leishmania han sido reconocidos como factores de
virulencia, ya que contribuyen activamente a la patogénesis y permiten que el parasito invada y
establezca la infeccidn en el hospedero mamifero. Entre los factores de virulencia que se conocen
se encuentran los glicoinositolfosfolipidos (GILPs), el lipofosfoglicano (LPG), los
proteofosfoglicanos (PPG), la proteina de membrana del cinetoplasto de 11kDa (KMP-11),
proteasas como la metaloproteasa gp63, proteasas de serina y proteasas de cisteina (Choudhury
R., et al. 2010; Silva-Almeida M., et al. 2012; Kima P.E., 2014). Existen muchas diferencias en los
factores de virulencia entre las diferentes especies de Leishmania. Por ejemplo, el LPG que es el
principal componente de la superficie de los promastigotes de Leishmania contiene estructuras
especificas de los estadios morfoldgicos y las especies. Presenta una gran conservacion en el ancla
lipidica y el ndcleo de glicanos y muchas variaciones en la composiciéon de los azucares y la
estructura del capuchén (Descoteaux A. y Turco S.J., 2002). Las diferencias en los componentes de
la superficie de Leishmania entre las distintas especies y los estadios morfoldgicos repercuten en
la interaccidon con las células hospederas. Por ejemplo, existen diferencias en los receptores
utilizados por Leishmania para entrar a las células entre diferentes especies y entre amastigotes y

promastigotes (Kima P.E., 2014; Farias L.H., et al. 2012).

1.3.4.2. Mecanismos inmunoldgicos durante la infeccion por Leishmania

En el curso natural de la infeccidn, la respuesta inmune ante el pardsito inicia en la dermis
en donde las CD pueden actuar como células hospederas, asi como los neutréfilos, macrofagos y
fibroblastos (Colmenares M., 2004; Kautz-Neu K., 2012; Contreras ., et al. 2014). Las CD que son

infectadas son criticas para el inicio de una respuesta inmune protectora del tipo Thl (Kautz-

27



Neuk., 2012). Gracias a estudios llevados a cabo en el modelo murino, se han definido varios de los
mecanismos inmunoldgicos que se presentan durante la infeccién con Leishmania. Los principales
elementos del sistema inmune que participan durante la infeccidon por Leishmania son células tales
como los macréfagos (M), células dendriticas (CD), células asesinas naturales (NK), células T CD4"
y CD8’, citocinas tales como IFN-y e IL-12 que contribuyen al control de Leishmania y moléculas
efectoras como el dxido nitrico (NO) (Liese J., et al. 2013; Kima P.E., 2014). La respuesta inmune
inicial ante la infeccién por el parésito es llevada a cabo por la inmunidad innata del hospedero
que juega un papel importante en la respuesta inflamatoria local y en la regulaciéon de la
diseminacion del parasito (Kumar A., 2013). Ademas, el modelo murino ha permitido establecer el
papel de las respuestas de los linfocitos Th en la infeccion por Leishmania. La cepa de ratones
BALB/c responde a la infeccidén con una respuesta de tipo Th2, la cual se asocia con un progreso de
la enfermedad. En contraste, la cepa C57BL/6 tiene una respuesta de tipo Th1l que resulta en la
activacion de los macroéfagos y la eliminacidn del pardsito (von Stebut E., 2007). Las CD son un
componente muy importante de la respuesta inmune innata y son potentes activadoras de las
células T virgenes (naive) en las infecciones con Leishmania, estableciendo un puente entre la
respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa frente a los pardsitos. Debido a estas
caracteristicas se ha considerado que las CD actian como las principales células presentadoras de
antigenos en la leishmaniasis (Benett C.L., 2001; Contreras ., et al. 2014) y juegan un papel muy
importante en el inicio y direccion de las respuestas por parte de las células T, permitiendo ya sea
el control o la progresion de la enfermedad. Cuando las células dendriticas reconocen al parasito
Leishmania a través de diferentes receptores tales como FcyR, CLRs y TLRs (Contreras I., et al.
2014) resulta en la maduracién y produccidn de citocinas como IL-12, lo cual parece ser un pre-
requisito para generar una respuesta de proteccion tipo Thl (Markikou-Ouni W., 2012).
Posteriormente al reconocimiento del parasito por las CD, éstas tienen la capacidad de fagocitarlo.
De acuerdo a resultados obtenidos con el modelo murino de infeccién con L. major se ha
observado que las CD fagocitan preferencialmente amastigotes a través de receptores FcyR
(Woelbing F. et al., 2006) y en CD humanas se ha observado la participacion del receptor de lectina
tipo C, DC-SIGN, en el reconocimiento y fagocitosis de promastigotes de L. pifanoi, L.infantum y L.
mexicana. Finalmente, las CD presentan los antigenos de Leishmania a través del complejo
principal de histocompatibilidad clase | y Il a las células T con la participacién de moléculas

coestimuladoras (Natarajan G., et al. 2014).
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1.3.4.2.1. Fagocitosis

Como ya se menciond, las CD tienen la capacidad de fagocitar amastigotes y
promastigotes de Leishmania. La fagocitosis se define como la ingestién por parte de células de
particulas que miden 20.5 um e involucra el reconocimiento y unién de receptores que se
encuentran en la superficie celular. Diferentes cuerpos extrafos tales como microorganismos,
células muertas y detritos celulares pueden ser eliminados por células mieloides fagociticas tales
como neutroéfilos, macréfagos y células dendriticas, ya que estas células expresan los receptores y
la maquinaria requerida para el proceso eficiente de la fagocitosis. La fagocitosis participa como
primera linea de defensa contra infecciones y juega también un papel importante en el inicio de
una respuesta inmune adaptativa promoviendo la produccién de citocinas proinflamatorias
(Underhill D.M. y Goodridge H.S, 2012; Flannagan R.S., et al. 2012). Los mecanismos que
participan en la fagocitosis son variados y dependen tanto del cuerpo a fagocitar como de los
receptores especificos sobre la superficie celular que dirigen distintos tipos de fagocitosis. Los
receptores fagociticos reconocen moléculas propias de los microorganismos o moléculas
opsonizadas. El proceso involucra una serie de pasos que inician con el reconocimiento, adhesiény
sefializacion y continla con la extension de la membrana de la célula fagocitica alrededor de la
particula reconocida y el englobamiento de la particula, que resulta en la formacién del fagosoma
intracelular (Bohlson S., 2011). La fagocitosis dependiente de opsoninas involucra a los FcyR y a los
receptores del complemento que reconocen particulas extrafias que tienen 1gG o moléculas del
complemento unidas a la superficie. La fagocitosis independiente de opsoninas se da gracias a una
variedad de receptores celulares que reconocen PAMPs en la superficie de los patégenos. Estos
receptores incluyen receptores de manosa, receptores scavenger tipo A e integrinas (Celli J. y
Finlay B., 2002). Los TLRs juegan un papel importante, ya que reconocen y responden a
componentes de patdgenos que estdn ausentes en las células hospederas y componentes
asociados con la replicacion viral; estos receptores son importantes en el proceso de la fagocitosis
ya que no tienen un reconocimiento Unicamente en la superficie celular, sino que pueden

reconocer moléculas después de la internalizacién (Stuart L.M. y Ezekowitz R., 2004).
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Tabla 2. Tipos de fagocitosis, receptores participantes y ligandos (Underhill D. M., y Goodridge H. S., 2012)

Tipo de fagocitosis Receptores Ligandos

Fagocitosis por opsonizacion Receptores de la familia Fc Opsonizacidn por anticuerpos
(FcyRI, FcyRIIA )
Receptores de complemento Opsonizacién por

(CR1, CR3y CR4 complemento

Integrina a5B1 Fibronectina
Fagocitosis sin opsonizacion Dectina 1 B—glucacon

Receptor de macréfago Bacteria

MARCO

Receptor scavenger A Bacteria

Integrina aVp5 Células apoptdticas

Receptor de manosa Manosa
Fagocitosis no especifica Receptores tipo Toll Lipopolisacéridos y

lipopéptidos

La fagocitosis puede resultar en un obstdculo o una oportunidad para ciertos patégenos.
Algunas bacterias han desarrollado mecanismos para prevenir ser fagocitadas como parte de su
perfil patogénico. De manera contraria, otros organismos patogénicos como por ejemplo parasitos
gue tienen un ciclo de vida con estadios intracelulares han desarrollado estrategias sofisticadas
gue les permiten ser internalizados y sobrevivir dentro de las células fagociticas (Celli J. y Finlay B.,
2002). Este es el caso del parédsito Leishmania que presenta diferentes mecanismos que le
permiten ser fagocitado y sobrevivir dentro de los macréfagos y las células dendriticas. Ambos
estadios del parasito (promastigotes metaciclicos y amastigotes) pueden ser fagocitados por
ambos tipos celulares. En el inicio de la infeccién, cuando los promastigotes metaciclicos son
inoculados por el vector éstos son rapidamente fagocitados principalmente por macréfagos
residentes de tejido (Prina E., et al. 2004). En la piel las células de Langerhans y las células

dendriticas dérmicas son las mds eficientes presentadoras de antigenos y también cumplen con
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una actividad fagocitica importante. Las CD dérmicas tienen la capacidad de fagocitar cantidades
pequefias de parasitos, pero la mayoria son infectadas a través del contacto con neutrdfilos
parasitados. Varias semanas después de la infeccién hay un aumento en el nimero de CD (CD11c")
en la lesidn. Las células dendriticas fagocitan principalmente amastigotes para la posterior
presentacion antigénica (Natarajan G., et al. 2014; Woelbing F., et al. 2006; Prina P.E., et al. 2004).
Entre los receptores que reconocen al parasito involucrados en la fagocitosis por las células
dendriticas se han identificado a los FCyR (Woelbing F., et al. 2006) y receptores de lectina tipo ¢
(Colmenares M., 2004; Argueta-Donohué J., et al. 2016).

1.3.4.2.2. Papel de las citocinas en la infeccidn con Leishmania

Las CD presentan diferentes PRR, como por ejemplo los TLR, que al ser acoplados por
diferentes moléculas de la superficie del parasito desencadenan una cascada de sefializacién que
conduce a la produccion de diferentes citocinas, las cuales promueven el desarrollo de
poblaciones particulares de células T. En el desarrollo de las diferentes poblaciones de linfocitos T
influye también el microambiente presente en el momento de la infeccién (Murray H.W., et al.
2005). Esta demostrado que el perfil de citocinas que se produce estd correlacionado con el
cuadro clinico que se manifieste por la infeccién con Leishmania. Las CD son una fuente muy
importante de produccidn de citocinas ante la infeccidn con Leishmania. Entre las citocinas mas

importantes que se producen durante la infeccidon con Leishmania se encuentran:

1. IL-10. Esta citocina es un potente supresor de la activacion de los macroéfagos, inhibe la
maduracion de las CD y es secretada por células del sistema inmune adaptativo, incluyendo células
de los subgrupos Thl, Th2 y Th17, células T CD8 y células B. Es secretada también por células del
sistema inmune innato, incluyendo CD, macrdfagos, mastocitos, células NK, eosindfilos vy
neutrdfilos (Saraiva M. y O'Garra A., 2010). Es la citocina con mayor efecto inmunosupresor en la
leishmaniasis y es esencial para la persistencia del pardsito y durante la exacerbacién de la
infeccidn. Su papel crucial en la supresién de la respuesta inmune ha sido demostrado en la
infeccidon con L. mexicana y L. amazonensis (Kedzierskil. y Evans K.J., 2013). En la leishmaniasis
murina, la resistencia a la enfermedad se ha asociado con la respuesta de tipo Thl que se
caracteriza por la produccién de citocinas tales como IL-12 e IFN-yy la susceptibilidad se ha
asociado a una respuesta inmune de tipo Th2 con la produccion de citocinas tales como IL-4, IL-5 e
IL-10 (Bomfim G., 1996). Se ha demostrado que el acoplamiento de complejos inmunes al FcyR es

una manera de inhibir la produccidon de citocinas proinflamatorias tales como la IL-12. Este
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acoplamiento no sdlo inhibe la produccién de esta citocina, sino que induce la produccion de IL-10
en células que presentan receptores Fc con la cadena y funcional que es esencial para la
produccidn de ésta (Kane M.M. y Mosser D.M., 2001; Ribeiro de Jesus, et al. 1998). En el modelo
murino de infeccion de ratones BALB/c, que son susceptibles a L. major, la IL-10 se ha
correlacionado con la exacerbacion de la infeccidn debido a que suprime la sintesis de IFN-y y la
produccion del NO en los macrofagos, asi mismo puede reducir la expresion de MHC | y Il y
moléculas coestimuladoras. (Padigel U.M., et al. 2003). Esta correlacién entre la IL-10 vy la
exacerbacion de la infeccidn por Leishmania ha sido observada también en humanos en donde Ila
severidad de la leishmaniasis visceral y la progresion de las lesiones en los pacientes con
leishmaniasis cutanea estan muy relacionadas con los incrementos en el nivel de IL-10 (Kane M.M.

y Mosser D.M., 2001).

2. IL-12. Es una citocina proinflamatoria que estd compuesta por dos subunidades
denominadas p35 y p40 codificadas en cromosomas separados tanto en el humano como en el
raton (Liu J., et al. 2003; Trinchieri G., et al. 2003). Ambas subunidades se asocian para formar la
forma activa denominada IL-12 p70 y son producidas por células fagociticas (monocitos,
macréfagos, neutrofilos y CD) (Trinchieri G., et al. 2003). Esta citocina es esencial para la defensa
del hospedero contra patégenos intracelulares, ya que genera una respuesta de tipo Thl. Activa a
células NK para la produccién de IFN-y y promueve también la proliferacién de éstas y de los
linfocitos T, con lo que se induce y aporta resistencia a infecciones bacterianas y parasitarias
incluyendo la leishmaniasis (Oliveira M. a P., et al., 2005; Xin L., et al. 2008; Biron y Gazzinelli,
1995; Trinchieri G., et al. 2003). Interesantemente, los promastigotes de Leishmania, como un
mecanismo de evasion de la respuesta inmune tienen la capacidad de inhibir la sintesis de IL-12 en
macroéfagos de diferentes tejidos. De manera similar, los macroéfagos cultivados a partir de médula
dsea no producen IL-12 ante la estimulaciéon con promastigotes metaciclicos (Oliveira M., et al.
2005). Por el contrario, Leishmania no inhibe la produccion de IL-12 en células dendriticas

infectadas (von Stebut E., et al. 1998).

3. Factor de necrosis tumoral (TNF-a). Es una citocina que pertenece a una familia de
proteinas de dominio trimérico y se expresa de manera no glicosilada unida a la membrana celular
y de forma soluble (Stevens S.R. y Chang T.H., 2006; Pfeffer K., 2003). Tanto la forma soluble como
la forma unida a membrana son bioldégicamente activas y se diferencian por la afinidad que

presentan a distintos receptores. Esta citocina es producida por una variedad de células que
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incluyen a los queratinocitos activados, células dendriticas dérmicas, monocitos, macréfagos,
mastocitos y células B y T activadas, aunque se considera que los macréfagos activados son los
principales productores de TNF-a (Stevens S.R. y Chang T.H., 2006). El TNF-a se caracteriza por la
capacidad de estimular la necrosis de tumores malignos y es un mediador de la inflamacién
cutanea y otras, ya que es una citocina promotora de respuestas inflamatorias gracias al aumento
del reclutamiento de neutréfilos que a su vez producen diferentes citocinas y es uno de los
principales activadores de macréfagos que induce la produccion de NO, citocinas proinflamatorias
y quimiocinas. Ademas de regular respuestas inflamatorias, el TNF-a. también participa en la

regulacién de la motilidad celular y la apoptosis (Stevens S.R. y Chang T.H., 2006).

En la leishmaniasis el TNF-o es esencial para el hospedero, ya que por la induccién de un
perfil Thl, ayuda en el control de la infeccién. Sin embargo, una produccién descontrolada de
citocinas proinflamatorias como el TNF-a. puede resultar en lesiones severas (Oliveira F., et al.
2011). Los pacientes con lesiones créonicas como las que se presentan en la LMC y en la LCD

muestran una fuerte expresién de esta citocina (Ribeiro de Jesus A., et al. 1998).

Il. JUSTIFICACION

La leishmaniasis comprende a un grupo de enfermedades tropicales con una variedad de
formas clinicas que abarcan desde lesiones cutdneas leves y curables hasta dafo a varios drganos
que conduce en muchas ocasiones a la muerte. La diversidad de las formas clinicas en la
leishmaniasis se ha adjudicado a la respuesta inmune del hospedero y a la especie infectante. Las
especies y cepas de Leishmania son un determinante importante en la evolucién de la
enfermedad. Es esencial conocer la identidad de los parasitos en cada foco donde se presenta la
enfermedad, ya que este dato influye en la comprensién de la epidemiologia, en el control y en el
tratamiento. Otro aspecto importante estd relacionado al hecho de que una misma especie, como
es el caso de L. mexicana, puede provocar dos formas clinicas, en este caso la leishmaniasis
cutanea localizada (LCL) y la leishmaniasis cutanea difusa (LCD), con lo cual resulta importante
analizar aspectos intrinsecos a las cepas que pudieran ser responsables de provocar una forma
clinica u otra. Diversos estudios han demostrado que existe gran variabilidad en el
comportamiento entre las diferentes especies y cepas de Leishmania (Sanyal T., et al. 1994;

Marikikou- Ouni W., 2012).
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Por otro lado, la interaccién del parasito Leishmania con las células dendriticas juega un
papel muy importante en el inicio y direccionamiento de la respuesta inmune mediada por las
células T. Debido a esto resulta muy importante analizar el efecto de cepas de L. mexicana de
reciente aislamiento de pacientes con LCL y LCD en la interaccion con células dendriticas,

especificamente en la fagocitosis del parasito por las células y en la produccidn de citocinas.

I1l. HIPOTESIS

Existen diferencias en la fagocitosis y producciéon de citocinas en células dendriticas
derivadas de médula dsea de ratdn cuando éstas interaccionan con amastigotes de L. mexicana de
dos cepas diferentes, una aislada de un paciente con leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y otra

aislada de un paciente con leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Analizar la fagocitosis y la produccién de citocinas por células dendriticas derivadas de
médula dsea de ratdon incubadas con amastigotes de L.mexicana de dos cepas diferentes, una
aislada de un paciente con leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y otra de un paciente con

leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

IV.2 Particulares

IV.2.1. Diferenciar y caracterizar células dendriticas derivadas de médula ésea de ratén (BMDC).
IV.2.2. Analizar la fagocitosis de los amastigotes de dos cepas diferentes de L. mexicana, una
aislada de una paciente con LCL y otra aislada de un paciente con LCD, por las BMDC mediante
citometria de flujo, tincién con Giemsa e inmunofluorescencia.

IV.2.2. Analizar la produccion de las citocinas IL-10, IL-12 y TNF-o por las BMDC infectadas con
amastigotes de L. mexicana de dos diferentes cepas, una aislada de un paciente con LCL y otra de

un paciente con LCD, mediante ELISA.
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V. MATERIAL Y METODOS

V.1. Modelo de investigacion

Para la realizacién de este trabajo se empled un modelo murino utilizando ratones hembra
de la cepa BALB/c, cuya edad oscilé entre las 6 y 8 semanas. Los animales empleados fueron
mantenidos en condiciones libres de patégenos dentro de las instalaciones del bioterio de la
Unidad de Investigacion en Medicina Experimental de la Facultad de Medicina, Universidad

Nacional Autdnoma de México.

V.2. Amastigotes de L. mexicana

Se utilizaron amastigotes de dos cepas de la especie Leishmania mexicana. La cepa LAC
aislada de un paciente con leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y la cepa DIACT aislada de
paciente con leishmaniasis cutdnea difusa (LCD). Posteriormente al aislamiento, ambas cepas
fueron mantenidas en ratones susceptibles de la cepa BALB/c para mantener la virulencia de las
mismas y los amastigotes fueron aislados de las lesiones en el cojinete plantar y mantenidos en
cultivo de acuerdo a técnicas reportadas previamente (Wilkins-Rodriguez A., et al. 2010; Bates
P.A., et al. 1992). Ambas cepas fueron aisladas, inoculadas en ratones, obtenidas de éstos y
cultivadas por el Bidl. Arturo Wilkins Rodriguez, Unidad de Investigacién en Medicina

Experimental, Facultad de Medicina, UNAM.

V.3. Obtencion de las células precursoras presentes en la médula ésea de ratén

Los ratones hembra BALB/c de 6 a 8 semanas se sacrificaron mediante dislocacion cervical,
se empaparon con etanol al 96% y se disectaron las extremidades inferiores. Con ayuda de pinzas
y tijeras de diseccidn se retird la piel y el muisculo de las extremidades inferiores con la finalidad de
obtener el fémur y la tibia de ambas extremidades. Los huesos obtenidos se colocaron en una caja
de Petri bacterioldgica con 10ml de PBS (Caisson, North Logan, UT, US) adicionado con 100 U de
penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A continuacidn se
extrajo la médula ésea bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar. Para esto,
las epifisis de los huesos se cortaron con un bisturi dejando expuesta la médula. Los huesos se
sujetaron con ayuda de pinzas de diseccion estériles sobre un tubo de 50 ml y con ayuda de una
jeringa de 10 ml con una aguja de calibre 23G se inyectdé PBS adicionado con los antibidticos
dentro de los huesos para extraer la médula dentro del tubo de 50 ml. La médula obtenida se

centrifugd a 300 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente y después de un lavado con PBS,
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el boton de células se resuspendié en 10 ml de medio de cultivo RPMI 1640, (Gibcolife
Technologies Corporation, Grand Island, NY, USA) suplementado con 100 U/ml de penicilina, 100
mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina, 50 mM de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) y
10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibcolife Technologies Corporation) descomplementado por
calor (56° C, 30'). Se tomd una alicuota de la suspension de células, se hizo una dilucién 1:2 con el
colorante vital azul Tripano (Gibco Invitrogen Corporation) para descartar a las células muertas y
se contaron en una camara de Neubauer descartando en el conteo los eritrocitos presentes de la

suspension de células.

V.4. Diferenciacion de las células de médula 6sea a BMDC

Las CD se diferenciaron a partir de los precursores de la médula ésea de acuerdo a la
metodologia descrita por Lutz, et al. 1999 con algunas modificaciones. Para el cultivo se utilizd
medio R-10 compuesto por medio RPMI-1640 (GibcoLife Technologies Corporation) suplementado
con 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina, 50 mM de 2-
mercaptoetanol y 10% suero fetal bovino (FBS) descomplementado por calor. Se sembraron 2x10°
células de la suspensidn obtenida de la médula ésea en cajas de Petri bacterioldgicas de 100 mm
de didmetro en 10 ml de medio R-10 al que se le adicioné 10% del sobrenadante de cultivo de la
linea celular X-63. La linea celular X-63 posee un gen que codifica para el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macrdofagos (GM-CSF) murino y fue donada por la Dra. Brigitta
Stockinger (Medical Research Council, Mil Hill, London, UK). Las cajas de cultivo se incubaron a
37°C con 5% de CO.. El dia 0 se consideré como el dia de inicio del cultivo y en el dia 3 el cultivo se
alimenté con 10ml demedio R10 adicionado con 10% del sobrenadante de la linea celular X-63. En
el dia 6 de cultivo se reemplazaron 10 ml de medio de cada caja por R10 fresco adicionado con
10% del sobrenadante de la linea celular X-63. Las células dendriticas diferenciadas se cosecharon

al 7° dia de cultivo para caracterizarlas y realizar los ensayos de infeccion.
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V.5. Caracterizacion de las BMDC

Las BMDC del 7° dia de cultivo se cosecharon y lavaron con PBS. 1 x 10° BMDC se
resuspendieron en 1ml de buffer de tincion FACS (PBS adicionado con suero de caballo al 5% y 2
UM de EDTA) durante 30 min a 4°C para bloquear los FcyR y evitar el pegado inespecifico de los
anticuerpos marcados. Las células se lavaron con el buffer de tincién FACS y se tifieron con los
siguientes anticuerpos marcados con fluorocromos: anti CD11c de ratén acoplado a ficoeritrina
(PE), anti CD11b de ratdn acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti MHC-Il de ratén
acoplado a FITC y anti CD86 de ratén acoplado a FITC (BD Pharmigen, San Jose, CA, USA). Los
anticuerpos se agregaron a la suspensién de células a una dilucion 1:200 en buffer de tincién FACS
y se incubaron durante 20 minutos. Pasado el periodo de incubacidn, las células se lavaron tres
veces con PBS a 300 x g, 10 minutos por cada lavado y se fijaron con paraformaldehido al 4 %
durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente se lavaron 3 veces para eliminar el paraformaldehido y
las células fijadas se resuspendieron en PBS para posteriormente analizar mediante citometria de
flujo. Las células se analizaron con un citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA) v utilizando el software FlowlJo V.10.1 (TreeStar Inc., Ashland, OR) para el analisis de los

datos.

V.6. Estimulacion e infeccidn de las BMDC con amastigotes de L. mexicana de dos cepas
Las BMDC obtenidas en el dia 7 de cultivo se sembraron en placas de 24 pozos (Corning,
LifeSciences, NY, USA) a una densidad de 1 x 10° BMDC por pozo. Las células se incubaron durante
periodos que oscilaron entre 2 y 24 h y posteriormente se estimularon de la siguiente manera: 1)
BMDC, 2) BMDC+ LPS (10ng/ml) (E. coli 0111B:4, Sigma), 3) BMDC+IFN-y (100 U/ml) (PeproTech,
Rock Hill, NJ, USA), 4) BMDC + LPS 10 ng/ml + IFN-y, 5) BMDC + amastigotes de la cepa LAC
(cociente de infeccidon 5:1, es decir 5 parasitos por cada BMDC), 6) BMDC + amastigotes de la cepa
LAC (5:1) + LPS (10ng/ml), 7) BMDC + amastigotes de la cepa LAC (5:1) + INF—y (100U/ml), 8)
BMDC + amastigotes de la cepa LAC (5:1) + LPS 10ng/ml + INF—y, 9) BMDC +amastigotes cepa
DIACT 5:1, 10) BMDC + amastigotes de la cepa DIACT (5:1) + LPS (10ng/ml), 11) BMDC +
amastigotes de la cepa DIACT (5:1) + IFN—y (100 U/ml), 12) BMDC + amastigotes de la cepa DIACT
(5:1) + LPS (10ng/ml) + IFN- y (100U/ml). Las BMDC con los diferentes estimulos se incubaron a
33°Ccon 5 % de CO, durante 24 h. Finalizado el tiempo de incubacion, se retird el medio de cultivo
de cada pozo y se centrifugaron durante 10 minutos a una velocidad de 300 xg para obtener los

sobrenadantes libres de células.
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V.7. Determinacion de la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana de las dos cepas

por las BMDC

V.7.1.Marcaje de los parasitos con ester succinimidildiacetato de carboxifluoresceina
(CFDA-SE)

Para realizar las infecciones de las BMDC con los amastigotes de L. mexicana se tomaron 5
ml del cultivo de los amastigotes de cada cepa, se colocaron en tubos de 15 ml, se centrifugaron a
2,000 xg durante 10 min y se lavaron tres veces con PBS centrifugdndolos cada vez a 2,000 xg
durante 10 min. Al terminar los lavados, los amastigotes de ambas cepas se colocaron en tubos de
1.5 ml, se resuspendieron en 1 ml de PBS estéril, se pasaron 5 veces por jeringas de insulina para
deshacer los agregados de parasitos y finalmente se tomd una pequefa porcién de los parasitos
resuspendidos para fijarlos con paraformaldehido al 2% durante 5 min en una camara humeda y
se contaron en una camara de Neubauer. 50x 10° amastigotes se resuspendieron en 1ml de PBS y
se les agregd el marcador fluorescente ester succinimidildiacetato de carboxifluoresceina (CFDA-
SE) (Molecular Probes/Invitrogen, Eugene, OR, USA) a una concentraciéon de 5 uM diluido en
dimetilsulféxido (DMSO) y se incubaron durante 10 min en condiciones de oscuridad a
temperatura ambiente. Posteriormente los parasitos se lavaron tres veces con PBS a 2,000 xg

durante 10 minutos por cada lavado para eliminar el exceso del marcador CFDA-SE.

V.7.2. Estandarizacion de la concentracion de citocalasina-D para los ensayos de
fagocitosis

Con el objetivo de diferenciar entre el nimero de amastigotes que se adhieren a las
BMDC vy los que son fagocitados por éstas, se utilizé citocalasina-D (Sigma) como control de
fagocitosis. La citocalasina-D es un metabolito flngico que se une a las moléculas de actina
evitando que los filamentos de ésta se polimericen en el citoesqueleto y con esto se impide que se
lleve a cabo el proceso de fagocitosis. Para conocer la concentracidon de citocalasina-D que
disminuyera la actividad fagocitica de las BMDC y no afectara la morfologia y viabilidad de las
células, se realizé una curva con diferentes concentraciones de citocalasina-D que fueron: 1uM,
2uM, 3uM, 4 uM y 5uM. La citocalasina-D se diluyé en medio RPMI-1640, se adiciond a las BMDC
y se incubaron durante 30 minutos previos a la infeccidn. Posteriormente, las células se infectaron

con amastigotes de L. mexicana (5:1) a 33°C con 5% de CO, durante 24 h. Al final de la incubacién,
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las BMDC se fijaron con formaldehido al 4% y se analizaron mediante citometria de flujo en un
citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences). Los datos obtenidos se procesaron con ayuda del

programa FlowJo (TreeStar Inc., Ashland, OR).

V.7.3. Cuantificacion de la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana por las BMDC
mediante citometria de flujo

El analisis de la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana de las cepas aisladas de un
paciente con LCL y uno con LCD se realizé por citometria de flujo. Los amastigotes de las 2 cepas
de L. mexicana, LAC y DIACT, marcados con CFDA-SE, se incubaron con las BMDC con un cociente
de infeccién 5:1 (amastigotes : BMDC) a 33 °C con 5% de CO, durante 24 h con los tratamientos
siguientes: 1) BMDC, 2) BMDC + amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC, 3) BMDC +
citocalasina-D (3 puM)+amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC, 4) BMDC + amastigotes de L
.mexicana de la cepa DIACT y 5) BMDC + citocalasina-D (3uM) +amastigotes de L. mexicana de la
cepa DIACT. La citocalasina-D se adiciond 30 min antes de la infecciéon con los amastigotes. Al
término de la incubacion de las BMDC con los pardsitos, éstas se fijaron con formaldehido al 4%
durante 10 minutos y se lavaron con PBS tres veces. Las muestras se analizaron en un citdmetro de
flujo (FACSCalibur) con el programa CellQuest. El analisis y graficas finales se realizaron con el

programa FlowJo V.10.1 para datos de citometria y el programa estadistico Graphpad Prism 6.

V.7.4. Analisis de la fagocitosis mediante microscopia de fluorescencia

Se utilizaron cubreobjetos redondos tratados con poli-L-lisina y se colocaron en una placa
de 16 pozos. En cada cubre objeto se colocaron 1x10° BMDC que se infectaron con las dos cepas
de L. mexicana (LAC y DIACT) en un cociente de 5:1 durante 24 h. Pasado el tiempo de adherencia
e infeccion, se retird el medio de los pozos y las BMDC se fijaron con metanol absoluto durante 15
min. A continuacién se lavaron 2 veces con PBS, se agregd solucién bloqueadora compuesta de
PBS vy suero fetal bovino (FBS) al 10% y se incubaron durante 20 min. Pasado el tiempo de
incubacién se agregd suero anti-Leishmania mexicana obtenido de un ratén BALB/c infectado con
L. mexicana en una dilucién 1:100 en PBS y se incubd durante 30 min. Se realizaron 3 lavados con
PBS para eliminar el exceso del suero y se incubaron durante 20 min con un anticuerpo secundario
anti-IgG de raton acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido 1:100 en PBS. Después de
lavar 3 veces con PBS se incubaron durante 20 min con concanavalina A (ConA) acoplado a TRITC
(Sigma), un marcador de membrana celular, a una concentracion de 1:100 diluido en PBS. Pasado

el tiempo de incubacién se lavaron tres veces con PBS y se incubaron durante 5 min con 4', 6
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diamino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) (Sigma) a una dilucién 1:1000 en PBS. Finalmente se
lavaron 5 veces con PBS y se montaron con medio de montaje para fluorescencia Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) y se obtuvieron las micrografias con ayuda de un
microscopio de fluorescencia Microphot-FXA con filtros rojo DM 430, verde DM 400 y azul DM 580

con una camara digital NikonDXm 1200F.

V.7.5. Anadlisis de la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana por las BMDC
mediante tincidon con Giemsa

Con el objetivo de complementar el analisis de la fagocitosis de los amastigotes de L.
mexicana por las BMDC, se llevd a cabo una tincién de las células con Giemsa para cuantificar los
parasitos dentro de las BMDC en un microscopio dptico. Se trataron cubreobjetos redondos de
13 mm con poli-L-lisina (Sigma) a una concentracion de 0.01% diluida en PBS. La poli-L-lisina se
puso sobre la superficie de los cubreobjetos durante 10 minutos, se dejaron secar y se colocaron
en una placa de 24 pozos. Se adicionaron 1 x 10° BMDC por pozo sobre los cubreobjetos tratados y
las células se dejaron en reposo durante un periodo de 24 h. Posteriormente, las células adheridas
a los cubreobjetos se infectaron con los amastigotes de L. mexicana bajo las siguientes
condiciones: 1) BMDC + amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC, 2) BMDC + citocalasina-D
(3uM) + amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC, 3) BMDC + amastigotes de L. mexicana de la
cepa DIACT y 4) BMDC + citocalasina-D (3uM) + amastigotes de L. mexicana de la cepa DIACT. Las
BMDC con los estimulos se incubaron durante 24 h a 33 °C con 5% de CO,, se realizaron 4 lavados
con PBS y los cubreobjetos se fijaron con metanol absoluto durante 5 minutos. A continuacion se
adiciond el colorante Giemsa a una dilucién de 1:20 en agua inyectable, los cubreobjetos se
lavaron con agua destilada y se fijaron sobre portaobjetos con bdlsamo de Canada. Las
preparaciones se observaron en un microscopio Microphot-FXA y las micrografias se tomaron con

una camara digital NikonDXm 1200F.
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V.8. Cuantificacién de las citocinas IL-12 p40, IL-12 p70, IL-10 y TNF-o. mediante ELISA
tipo sandwich

El efecto de los amastigotes de las dos diferentes cepas de Leishmania mexicana sobre las
BMDC se analizé a través de la secrecidon de las citocinas IL-12 p40, IL-12 p70, IL-10 y TNF-
o mediante la técnica de ELISA tipo sandwich. Se utilizd una placa de 96 pozos de alta adherencia
(Costar-Corning Corning, NY, USA), a la cual se fijaron los diferentes anticuerpos de captura para
las citocinas de interés de la siguiente manera: anticuerpo de conejo anti-TNF-a de ratén (BD
Pharmigen San Diego, CA, USA no. cat. 5575516) diluido en buffer de fosfatos de sodio
concentracién 0.1M y pH 6.0, anticuerpo de conejo anti-IL-12 p40 de ratén (BD Pharmigen, no. cat.
20011D) a una concentraciéon de 2 ug/ml, anticuerpo de conejo anti-IL-12 p70 de ratéon (BD
Pharmigen, no. cat. 20171D) a una concentracion de 4 ug/ml, anticuerpo de conejo anti-IL-10 (BD
Pharmigen no. cat. 551215) a una concentracién de 2.5 ug/ml, estos tres anticuerpos se diluyeron
en buffer de fosfatos de potasio concentraciéon 0.1 M, y pH 9.0. En cada pozo se colocaron 50 pl
de los anticuerpos de captura y la placa se incubé a 4 °C durante 10 h. Después de la incubacién la
placa se lavo 4 veces con buffer de lavado compuesto por PBS y 0.01% Tween-80 (Sigma) en un
lavador de placas para ELISA (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). La placa se bloqued con
200 pl por pozo de solucién bloqueadora, se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos y
se lavé 3 veces con buffer de lavado. Después de lavar la placa, se adicionaron 100 pul por pozo de
los sobrenadantes de cultivo de las BMDC estimuladas y de las curvas patrén de las diferentes
citocinas que se prepararon con concentraciones conocidas de las citocinas recombinantes (BD
Pharmigen) y se incubd a temperatura ambiente durante 2 h. Pasado el tiempo de incubacién, la
placa se lavd 4 veces con el buffer de lavado por y se adicionaron los anticuerpos de deteccién
marcados con biotina para cada citocina: anticuerpo de conejo anti-TNF-o. de ratén (BD
Pharmigen, no cat. 557432) a una concentracién de 1 pg /ml, anticuerpo de conejo anti-IL-12
p40/p70 de ratén (BD Pharmigen no. cat. 554476) a una concentracion de 0.25 ug/mly 1ug/ml,
respectivamente y anticuerpo de conejo anti-IL-10 de ratén a una concentracién de 0.5 pg/ml. Los
anticuerpos de deteccion se diluyeron en albimina sérica bovina al 1% (Sigma) con 0.05% Tween-
20 (Sigma) en 100 ml de PBS, se colocaron en un volumen total de 100 pl por pozo y se incubaron
a temperatura ambiente durante 1 h. Después de la incubacion, la placa se lavd 6 veces con buffer
de lavado y se agregd estreptavidina-fosfatasa alcalina (Gibco Invitrogen Corporation) para la
deteccion de los anticuerpos marcados con biotina en una dilucién 1:2000 durante 30 min a

temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacidn, la placa se lavd 8 veces con el buffer de
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lavado y se agregaron 100 pl por pozo de la solucién reveladora que se compone de buffer de
sustrato (10g de dietanolamina y MgCl, 0.1M, pH 9.8 que se ajustd con HCI diluido) y una tableta
del sustrato de fosfatasa (Sigma) que se diluyé a una concentracidn final de 0.005 mg/ml. La placa
se leyé a 405 nm en un lector de ELISA para microplacas (Bio-Tek Instruments). Cada citocina se
leyd cada 5 minutos por un periodo de 40 min con ayuda del programa KC4, los resultados de la
concentracidn de las diferentes citocinas se expresaron en pg/ml con graficas de barra realizadas

con ayuda del programa Graphpad Prism 6.

VI. RESULTADOS

VI.1. Cultivo y caracterizacion de las BMDC

Para poder analizar el efecto que ejercen dos cepas de la especie L .mexicana se utilizé un
modelo in vitro a partir de precursores de médula ésea de ratones BALB/c hembras de 6 a 8
semanas de edad. Las células precursoras presentes en la médula ésea se diferenciaron a CD
mediante la incubacién durante 7 dias con el factor estimulador para la formacidon de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF) presente en el sobrenadante de cultivo de la linea celular X-
63. Para determinar si la diferenciaciéon de las BMDC se llevd a cabo de manera correcta, las
células se caracterizaron mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos acoplados a
fluorocromos dirigidos contra marcadores caracteristicos de las CD. Los marcadores que se
utilizaron fueron CD11c, CD11b, MHC-Il y CD86. Se analizé un total de 20,000 eventos y se obtuvo
que el 71.64% de las BMDC fueron positivas para el marcador CD11c, que es la cadena o del CR4 y
es una molécula ampliamente expresada en CD de origen mieloide (Fig. 10A). Para el marcador
CD11b (cadena a del CR3) que es un marcador de células de linaje mieloide se obtuvo un 98.13%
de células positivas (Fig. 10B). Se midieron también los porcentajes de las BMDC positivas para los
marcadores de superficie MHC-1l y CD86 para conocer el estado de maduracion de las BMDC, ya
que estos marcadores se expresan en mayor grado en las CD maduras en comparacién con las
inmaduras. Las BMDC fueron un 68.48% positivas para el marcador MHC-II (Fig. 10C) y para el
marcador CD86 sélo el 10.56% de las BMDC fue positivo. CD86 es una molécula coestimuladora
necesaria en la presentacién de antigenos a los linfocitos T y aumenta su expresion en las CD

maduras (Fig. 10D).
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Figura 10. Caracterizacion de las BMDC por citometria de flujo. Las BMDC se diferenciaron a partir de
células precursoras presentes en la médula ésea de raton mediante la incubacion con GM-CSF durante 7
dias y se analizd por citometria de flujo la expresidén de los marcadores: A) CD11c, B) CD11b, C) MHC-Il y D)
CD86. Los histogramas azules muestran la poblacion de BMDC sin tefiir (control), los histogramas rosas
muestran la poblacién de células positivas a los diferentes marcadores. El eje de las X representa la
intensidad de fluorescencia y el eje de las Y representa el nimero de eventos.
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Ademas de la caracterizacion de las BMDC por citometria de flujo, se realizdé una tincién
con Giemsa para observar en un microscopio dptico la morfologia de las células. Como se observa
en la Fig. 11 las BMDC obtenidas muestran la morfologia caracteristica como lo es el nucleo

excéntrico y las prolongaciones citoplasmaticas.

Figura 11. BMDC teiiidas con Giemsa. Las BMDC diferenciadas durante 7 dias con GM-CSF se tifieron con
Giemsa y se observaron en un microscopio éptico a un aumento de 60X. Se observa el nucleo excéntrico de
color rojo y el citoplasma de color azul.

VI.2. Determinacidn de la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana por las BMDC

VI.2.1 Estandarizacion de la concentracion de citocalasina-D para los ensayos de
fagocitosis

Una vez diferenciadas y caracterizadas las BMDC, se inicid el estudio sobre el efecto de los
amastigotes de L. mexicana de diferentes cepas en la fagocitosis por las BMDC. Para esto, se

realizé una curva de concentracién de citocalasina-D para determinar la cantidad adecuada del
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inhibidor de la fagocitosis que no provocara dafio a las células. En el laboratorio se habia
determinado la dosis adecuada para inhibir la fagocitosis en células dendriticas derivadas de
monocitos humanos, pero no asi para las BMDC murinas. Como se observa en la Fig. 12, de un
total de 20,000 eventos el 54.4% de las células que se incubaron con los amastigotes de L.
mexicana marcados con CFDA-SE en ausencia de citocalasina-D fueron positivas a la marca del
CFDA-SE lo que indica que tenian parasitos unidos o fagocitados. Para distinguir entre los
parasitos unidos y los que se encontraban en el interior de las células se utilizd citocalasina-D que
es un inhibidor de la fagocitosis. Primero se hizo una curva dosis-respuesta para conocer la
concentracién dptima de citocalasina-D que disminuyera el porcentaje de fagocitosis, pero no
dafiara a las células. En la Fig. 13 se muestran las diferentes concentraciones de citocalasina-D
utilizadas y los porcentajes de fagocitosis obtenidos. Se observa que con la concentracion de 3
1M de citocalasina-D se obtuvo el menor porcentaje de fagocitosis y la morfologia de las células

se mantuvo por lo que se eligié como la concentracién éptima.
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Figura 12. Fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana por las BMDC. Las BMDC se incubaron con
amastigotes de L. mexicana marcados con CFDA-SE con un cociente de infeccién de 5:1 (parasitos:célula)
durante 24 h. El histograma rojo (st) muestra la poblacion de BMDC sin parasitos. El histograma azul (ca)
muestra la poblacion de BMDC infectadas con los amastigotes de L. mexicana durante 24 h, donde se
aprecia que el porcentaje de células con la marca del CFDA-SE es del 54.4%. El eje de las X representa el
numero de eventos mientras que el eje de las Y representa la intensidad de fluorescencia.
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Figura 13. Determinacién de la concentracién éptima de citocalasina-D. 1 x 10° BMDC se incubaron con
diferentes concentraciones de citocalasina-D (1uM a 5uM) y se infectaron con amastigotes de L. mexicana
tefiidos con CFDA-SE con un cociente de 5:1 (pardsitos:célula) durante 24 h. La fagocitosis de los parasitos
por las BMDC se analizé por citometria de flujo evaluando 20,000 eventos. (st) muestra a la poblacién de
BMCD sin amastigotes, (ca) muestra a la poblacién de BMCD infectadas con amastigotes sin citocalasina-D.

V1.3 Comparacidn de la fagocitosis por las BMDC de los amastigotes de L. mexicana de la
cepa LAC y DIACT mediante citometria de flujo, microscopia dptica y microscopia de
fluorescencia

Una vez determinada la concentracidén dptima de la citocalasina-D, procedimos a analizar
la fagocitosis por las BMDC de los amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC (aislada de un
paciente con LCL) y de la cepa DIACT (aislada de un paciente con LCD). Para esto, las BMDC se
infectaron con los amastigotes de una u otra cepa marcados con CFDA-SE con un coeficiente de
infeccion de 5:1 (amastigotes:célula) durante 24 h y la fagocitosis se analizé por citometria de

flujo.
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VI.3.1 Citometria de flujo

El analisis se llevé a cabo evaluando 20,000 eventos por condicidn y el porcentaje de
células que fagocitaron a los amastigotes se analizé6 mediante graficas de punto o dot plot con las
gue se definieron las poblaciones celulares de acuerdo a granularidad o complejidad contra
tamafio celular. La poblacidn celular registrada por el citdmetro se dividié en cuatro regiones con
la finalidad de descartar poblaciones celulares que no eran de interés como por ejemplo células
muertas. Los porcentajes obtenidos en cada regidon se muestran en los histogramas en los que el
eje de las X muestra la intensidad de fluorescencia y el de las Y el nimero de células. La Figura 14
muestra la condicién basal de BMDC sin infectar en la que se observa una intensidad de
fluorescencia entre 1 y 2% debida a la fluorescencia basal de las células, ya que éstas no fueron

infectadas con amastigotes marcados con CFDA-SE.
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Figura 14. Analisis por citometria de flujo de las BMDC sin infectar. Las BMDC se fijaron y
analizaron por citometria de flujo. La poblacidn total de BMC se regionalizé en 4 poblaciones y se
muestra la intensidad de fluorescencia presentada por cada una de las poblaciones. Se muestra un
experimento representativo (n=4).
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Las BMDC infectaron con amastigotes de la cepa LAC, obtenida de un paciente con LCL, o
con la cepa DIACT, obtenida de un paciente con LCD, marcados con CFDA-SE con un cociente de
infecciéon de 5:1 (parasitos:célula) a 33 °C con 5% de CO, durante 24 h durante 24 h.
Posteriormente las células se fijaron y se analizaron por citometria de flujo. Como se muestra en la
Figura 15, la poblacion total de BMDC infectadas con la cepa LAC (A) y con la cepa DIACT (B) se
regionalizd en 4 poblaciones y se evalud la intensidad de fluorescencia de las cuatro regiones que
se indica en los diferentes histogramas. La region en la que se concentrd el mayor nimero de
células se indica con el simbolodk. En esta poblacion el porcentaje promedio de 4 experimentos
fue 39.87%, de las BMDC fluorescieron, lo que indica que tenian amastigotes de L. mexicana de la
cepa LAC unidos o fagocitados, en la Fig. 15 A se muestra un experimento representativo. En el
caso de las BMDC infectadas con la cepa DIACT, en la regién donde se ubicé el mayor nimero de
células, el porcentaje promedio fue de 33.75% (Fig. 15 B experimento representativo) que
mostraron amastigotes unidos o fagocitados. Debido a que el porcentaje de células fluorescentes
nos indicaba que las BMDC podian tener a los amastigotes unidos o en el interior, empleamos
citocalasina-D, un inhibidor de la polimerizacién de actina, el cual impide que se lleve a cabo el
proceso de fagocitosis. Previamente se realizé una curva dosis-respuesta con la que se determind
que la concentracién de 3 uM era la concentracién idénea con la que no se dafiaban las células
(Fig. 13). Las BMDC se incubaron con 3 uM de citocalasina-D durante 30 min y posteriormente se
infectaron con los amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC o de la cepa DIACT. Las células se
trataron y se analizaron por citometria de flujo en la forma ya descrita. El porcentaje de BMDC
fluorescentes que no fueron tratadas con la citocalasina-D (Fig. 15) se resto al porcentaje de BMDC
tratadas con la citocalasina-D (Fig. 16 A y B), (experimentos representativos de una n=4) con lo
cual se obtuvo el porcentaje de BMDC que fagocitaron a los amastigotes marcados con CFDA-SE. El
porcentaje promedio de BMCD que fagocitaron a los amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC
fue de 13.85% mientras que el porcentaje de BMDC que fagocitaron a la cepa DIACT fue del 9.6%.
Se realizé una prueba estadistica de t de student, la cual no arrojo diferencias significativas entre
los porcentajes de fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC y la DIACT. Se
observd una mayor interaccién de las BMDC con la cepa LAC en comparacién con la cepa DIACT

después de 24 h de incubacion (Fig. 17).
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Figura 15. Interaccion de las BMDC con los amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y DIACT. Las BMDC se incubaron con amastigotes de L. mexicana de la
cepa LAC o DIACT con un cociente de infeccién de 5:1 (pardsitos:célula) durante 24 h, posteriormente las células se fijaron y se analizaron por citometria de
flujo. Se evaluaron 20000 eventos, la poblacion total de BMDC infectadas se regionalizd en 4 poblaciones y se tomd como poblacidn principal la poblacion
marcada en los histogramas con undh. A) BMDC infectadas con la cepa LAC. B) BMDC infectadas con la cepa DIACT. Se muestra un experimento representativo
de (n=4).
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Figura 16. Interaccidon de las BMDC tratadas con citocalasina-D con los amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y DIACT. Las BMDC se incubaron con 3 uM de
citocalasina D durante 30 min y posteriormente se infectaron con amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC o DIACT con un cociente de infeccién de 5:1 (paasitos:célula)
durante 24 h, posteriormente las células se fijaron y se analizaron por citometria de flujo. Se evaluaron 20000 eventos, la poblacidon total de BMDC infectadas se regionalizé en

4 poblaciones y se tomd como poblacién principal la poblacién marcada en los histogramas con undh. A) BMDC infectadas con la cepa LAC. B) BMDC infectadas con la cepa

DIACT. Se muestra un experimento representativo de (n=4).
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Figura 17. Comparacion de los porcentajes de fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana de las cepas
LAC y DIACT determinados mediante citometria de flujo. A) porcentaje de BMDC tratadas con citocalasina-
D (gris claro) o sin tratamiento (gris oscuro) que interactuaron con los amastigotes de L. mexicana de las
cepas LAC o DIACT marcados con CFDA-SE. B) porcentaje total de BMDC con amastigotes de L. mexicana de
ambas cepas marcados con CFDA-SE. Se muestran los promedios = S.E.M. de 4 experimentos
independientes.

VI.3.2 Microscopia de fluorescencia y microscopia optica

Para reforzar la hipdtesis de que los amastigotes estaban siendo fagocitados por las BMDC,
se procedio a realizar un analisis mediante microscopia de fluorescencia y éptica bajo las mismas
condiciones que se utilizaron en el andlisis por citometria de flujo. Esto con la finalidad de
demostrar si efectivamente los amastigotes se encontraban en el interior de las células en la
condicién sin citocalasina-D y Unicamente adheridos o fagocitados en menor proporcién con el
tratamiento con la citocalasina-D. Las BMDC se adhirieron a cubreobjetos tratados con poli-L-
lisina, se trataron con citocalasina-D, se infectaron con las dos cepas de L. mexicana (LAC y DIACT)
en un cociente de 5:1 durante 24 h y posteriormente se incubaron con suero anti-Leishmania
mexicana durante 30 min. El marcaje fluorescente de las células se realizd6 con un anticuerpo
secundario anti-lgG de ratdon acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC), con concanavalina A
(ConA) acoplado a TRITC y DAPI. Las células se analizaron en un microscopio de fluorescencia con

una camara digital. Se observdé que los amastigotes de ambas cepas de L. mexicana fueron
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fagocitados por las BMDC después de 24 h de interaccién con las células. En la figura 18 (A y C) se
observa que los amastigotes de L. mexicana de la cepas LAC y DIACT se encuentran dentro de las
BMDC. El tratamiento de las BMDC con 3 uM de citocalasina-D (Figura 18 B y D), disminuyd la
fagocitosis de los amastigotes, ya que no se observa que los parasitos de ambas cepas se
encuentren dentro de las BMDC. En estas condiciones se observa que los amastigotes de ambas
cepas formaron cumulos fuera de las BMDC. Esto probablemente se debié a la interaccién de la
citocalasina-D con los filamentos de actina de las células dendriticas, lo que evité la polimerizacién
de dichos filamentos e inhibid el proceso de fagocitosis. Las imagenes obtenidas por microscopia
de fluorescencia permiten confirmar que los amastigotes fueron reconocidos y fagocitados por las
BMDC que no fueron tratadas con citocalasina-D y en el caso de las BMDC tratadas con el
inhibidor de la fagocitosis los parasitos no fueron internalizados por las células.

Para observar la formacién de vacuolas y cuantificar el nUmero de amastigotes contenidos
en dichas vacuolas, se realizd una tinciéon con Giemsa de las BMDC infectadas con los amastigotes
de L. mexicana de ambas cepas durante 24 h (Figural9). De igual manera se utilizé 3 uM de
citocalasina-D para inhibir la fagocitosis (Fig. 19 Ay C). En este caso, tanto para la cepa LAC (Fig. 19
A) como para la cepa DIACT (Fig. 19 C) no hubo formacién de vacuolas y se puede observar que los
amastigotes se encuentran adheridos a las células o fuera de éstas. Contrariamente, en las
condiciones de infeccion en donde no se utilizd citocalasina-D, tanto para la cepa LAC (Fig. 19B)
como la DIACT (Fig. 19 D), se observa la formacion de multiples vacuolas dentro de las cuales se
alberga a mds de un pardsito, esto es caracteristico de la especie L. mexicana a diferencia de otras
especies, fendmeno que fue claramente observado. Se observé que el nUmero de amastigotes
fagocitados para la cepa LAC fue un promedio de 375 parasitos por cada 100 BMDC, es decir 3.7
amastigotes por cada BMDC, y para la cepa DIACT fue un promedio de 451.5 por cada 100 BMDC,
es decir 4.51 amastigotes por cada BMDG, sin diferencias significativas entre cada cepa (Fig. 20 Ay
B). El nimero de vacuolas parasitéforas para la cepa LAC fue un promedio de 138.8 por cada 100
BMDC, es decir 1.3 vacuolas por cada BMDC, mientras que para la cepa DIACT el promedio fue de
244.7 vacuolas por cada 100 BMDC, es decir 2.4 vacuolas por cada BMDC, con diferencias
significativas entre ambas cepas (p <0.05), de acuerdo a la prueba t de student. Siendo la cepa
DIACT de leishmaniasis cutdnea difusa, la que mayor numero de vacuolas indujo durante la

infeccidn in vitro de las BMDC comparada con la cepa LAC de leishmanisis cutanea difusa (Fig. 20 A

y B).
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Figura 18. Microscopia de fluorescencia de la interaccion de las BMDC con los amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y DIACT. Las BMDC se adhirieron a
cubreobjetos tratados con poli-L-Lisina, se trataron con citocalasina-D y se infectaron con amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC o DIACT durante 24 h. Las
BMDC se incubaron con un suero anti-Leishmania y un anticuerpo anti-IgG-FITC, concanavalina-A TRITC y DAPI. A) amastigotes de la cepa LAC tefiidos con FITC
(verde), membranas de las BMDC con Con A (rojo) y nucleos tefiidos con DAPI (azul). B) amastigotes de la cepa LAC mas citocalasina-D. C) amastigotes de la cepa
DIACT tefiidos con FITC (verde), membranas de las BMDC con Con-A (rojo) y nucleos tefiidos con DAPI (azul). D) amastigotes de la cepa DIACT mas citocalasina-D.



Figura 19.Tincion con Giemsa de las BMDC infectadas con amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y
DIACT. Las BMDC se adhirieron a cubreobjetos tratados con poli-L-Lisina, se trataron con citocalasina-D, se
infectaron con amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y DIACT y se tifieron con Giemsa. A) BMDC
tratadas con citocalasina-D (3uM) e infectadas con amastigotes de L. mexicana de la cepa LAC. B) BMDC
infectadas con amastigotes de la cepa LAC. C) BMDC tratadas con citocalasina-D (3uM) e infectadas
amastigotes de la cepa DIACT. D) BMDC infectadas con amastigotes de la cepa DIACT.
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Figura 20. Cuantificacion de las vacuolas parasitoforas y amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y
DIACT en las BMDC. Las BMDC se infectaron con amastigotes de L. mexicana de las cepa LAC o DIACT con un
cociente de infeccion de 5:1 (parasitos:célula) durante 24 h, se tifieron con Giemsa y realizé un conteo del
numero de amastigotes (A) y de vacuolas parasitéforas (B) por cada 100 BMDC. (** p < 0.05 £S.E.M.).

V1.4. Determinacion de la produccion de citocinas por las BMDC infectadas con los
amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y DIACT

Una vez determinada la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana de las cepas LACy
DIACT por las BMDC, procedimos a analizar el efecto de ambas cepas en la produccidn de citocinas
por las BMDC. Se analizé la produccién de IL-10, TNF-a. e IL-12 .1 x 10° BMDC se estimularon con
LPS, IFN-y y LPS+IFN-y y se infectaron con los amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC o DIACT
con un coeficiente de infeccion de 5:1 (parasitos:célula) durante 24 h. Posteriormente se
obtuvieron los sobrenadantes y la produccién de las diferentes citocinas se determiné mediante la
técnica de ELISA. Como se observa en la Fig. 21 A, la interaccidn de las BMDC con los amastigotes
de L. mexicana de la cepa DIACT indujo una mayor produccion de IL-10 en comparacion con la
obtenida al incubar las BMDC con la cepa LAC o en las BMDC sin estimulo. En las BMDC
estimuladas con IFN-y (citocina pro-inflamatoria que reduce la produccién de IL-10), se observé
que los niveles de IL-10 en efecto fueron menores en comparacion con los niveles en las BMDC no
estimuladas con esta citocina, y se observd la tendencia de la cepa DIACT de estimular una mayor
produccidn de IL-10 en comparacién con la cepa LAC y las BMDC sin infectar (Fig. 21A). El estimulo
de las BMDC con LPS provocé una menor produccion de IL-10 en las BMDC infectadas con la cepa
DIACT en comparacion con las BMDC infectadas con la cepa LAC. El LPS estimula la maduracién de
las BMDC y se sabe que en etapas tempranas de maduracién este producto microbiano eleva la
produccidn de IL-10 y no asi durante un estimulo prolongado (superior a 22 horas). El estimulo que

se aplico fue prolongado por lo que se esperaban niveles menores de esta citocina. Se observa que
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el estimulo de las BMDC con LPS provocd una mayor produccion de IL-10 en las células infectadas
con la cepa LAC en comparacion con la infeccion con la cepa DIACT y la produccién de la IL-10 en
las BMDC sin estimulo estuvo por debajo de ambas. Cuando las BMDC se estimularon con LPS e
IFN-y se observé la misma tendencia en la que células infectadas con la cepa DIACT produjeron
niveles mayores de IL-10 en comparacion con el control y la infeccidn con la cepa LAC, aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas.

En relacién a la produccién de la citocina pro-inflamatoria TNF-o. (Fig. 21B) se observé que
la produccién obtenida en las BMDC infectadas con la cepa DIACT (sin estimulos adicionales) fue
mayor en comparaciéon con la produccién obtenida por las BMDC estimuladas con IFN-ye
infectadas con los amastigotes de L. mexicana. Ambas cepas inhibieron la produccién de TNF-
a, siendo este fendmeno mas visible en la cepa LAC comparado con las células que no se
infectaron con los amastigotes de L. mexicana, en las cuales hubo un aumento considerable en la
produccidn de TNF-a.

La citocina pro-inflamatoria IL-12 estd compuesta por dos subunidades que son p40y p35.
Se analizé la produccién de p40 y de la forma bioldgicamente activa que es la p70. Como se
muestra en la Fig. 21 C, las BMDC sin estimulos e infectadas con los amastigotes de L. mexicana
produjeron una mayor cantidad de IL-12 p40 cuando fueron infectadas con la cepa LAC. Cuando
las BMDC se estimularon con IFN-y o con LPS, las células sin infectar produjeron una mayor
cantidad de IL-12 p40 en comparacién con las células infectadas con los amastigotes de la cepa
LAC o la DIACT que produjeron cantidades similares sin diferencias significativas. El estimulo de las
BMDC con LPS+IFN-y indujo en las BMDC infectadas con la cepa DIACT una mayor produccién de
IL-12 p40 en comparacién con las infectadas con la cepa LAC, la cual fue estadisticamente
significativa. La produccién de IL-12 p40 por las BMDC estimuladas con LPS + IFN-y y sin infectar
fue muy similar a la obtenida con las células infectadas con la cepa LAC. En relacion a la
produccion de la forma bioactiva de la IL-12, la p70, en la Fig. 21 D se muestra que las BMDC no
estimuladas e infectadas con amastigotes de la cepa DIACT produjeron una mayor cantidad de IL-
12 p70 en comparacion con la produccién por las BMDC no infectadas o infectadas con la cepa LAC
(sin diferencias significativas). Las BMDC estimuladas con IFN-y y no infectadas produjeron una
mayor cantidad de IL-12 p70 en comparacién con las infectadas con las cepas LAC o DIACT, siendo
menor la produccién en las BMDC infectadas con la DIACT. Las BMDC estimuladas con LPS o con

LPS + IFN-ymostraron un aumento en la produccion de IL-12 p70 cuando se infectaron con la cepa
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DIACT en comparacién con las células infectadas con la cepa LAC y las células sin infectar, con

diferencias significativas entre la produccién con ambas cepas.

Figura 21. Produccion de citocinas por las BMDC infectadas con amastigotes de L. mexicana de las cepas LAC y DIACT. A)
produccion de IL-10 (pg/ml) sin estimulos, con IFN-y, LPS y LPS+IFN-y.B) produccion de TNF-a (pg/ml) sin estimulos, con IFN-y, LPS y
LPS+IFN-y. C) produccién de IL-12 p40 sin estimulos, con IFN-y, LPS y LPS+IFN-y. D) produccién de IL-12 p70 sin estimulos, con IFN-y,
LPSy LPS+IFN-y. (*, ** p<0.05 +S.E.M.)
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VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades causadas por parasitos del género
Leishmania que se caracterizan por presentar diversas formas clinicas, las cuales se atribuyen
principalmente a la respuesta inmune de los individuos infectados y a la especie del parasito. Una
misma especie de Leishmania, como es el caso de L. mexicana, puede causar dos formas clinicas
de caracteristicas muy diferentes como son la leishmaniasis cutanea localizada y la leishmaniasis
cutanea difusa. Debido a esto, es probable que existan diferencias intraespecificas que influyan en
el desarrollo de una forma clinica u otra. Leishmania es un parasito intracelular que infecta
diferentes tipos celulares, pero principalmente macroéfagos y células dendriticas. La fagocitosis de
Leishmania por los macréfagos ha sido ampliamente estudiada y se han determinado los
receptores implicados en la fagocitosis de los promastigotes y los amastigotes de diferentes
especies de Leishmania (Real, F. et al. 2008; Moradin y Descoteaux, 2012; Descoteaux y Turco,
2002). En el caso de las células dendriticas, la fagocitosis de Leishmania ha sido mayormente
estudiada en el modelo murino con L. major (Woelbing F., et al. 2006; Kautz-NeuK., et al. 2012;
Ritter U., et al. 2004) y en el modelo humano con otras especies. Recientemente nuestro grupo de
trabajo demostré que las células dendriticas derivadas de monocitos humanos fagocitan
promastigotes y amastigotes de L. mexicana y en la fagocitosis de los promastigotes participa el
receptor DC-SIGN (Argueta-Donohué J., et al. 2015). Se ha determinado que en la fagocitosis de
Leishmania por los macréfagos existen diferencias importantes entre distintas especies de
Leishmania, ya que la composicion molecular en la superficie de las diferentes especies tiene
variaciones, lo que hace que las interacciones con los receptores celulares del hospedero sean
diversas (Ueno N. y Wilson M.E., 2012). Debido a esto seleccionamos al proceso de fagocitosis
como un parametro para analizar si existen diferencias entre una cepa de Leishmania aislada de
una paciente con leishmaniasis cutanea localizada y una cepa aislada de un paciente con
leishmaniasis cutanea difusa. Como ya se menciond, la respuesta inmune del hospedero juega un
papel muy importante en el desarrollo de una forma clinica u otra. Se ha demostrado que una
respuesta de tipo Thl lleva al control de la enfermedad, mientras que el desarrollo de una
respuesta Th2 conduce a la exacerbacion. Analizamos también el efecto de las dos diferentes
cepas en la produccidn de citocinas por células dendriticas murinas obtenidas a partir de médula
dsea de ratones susceptibles a la infeccion por L. mexicana. Esta especie es la principal causante

en México de LCL y LCD.
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Se diferenciaron células dendriticas a partir de precursores presentes en la médula dsea de
raton. La diferenciacidn se logré por la adicidn del factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF) presente en el sobrenadante de cultivo de la linea X-63. Después de 7 dias
de incubacion de las células de la médula 6sea con el GM-CSF se obtuvieron células dendriticas
derivadas de médula dsea (BMDC). El proceso de diferenciacién se llevd a cabo de manera
eficiente, ya que el 71.6% presentd el marcador CD11c, 98.1% el marcador CD11b, 68.4% fueron
positivas a MHCII. Las BMDC presentaron niveles bajos de moléculas coestimuladoras (10.2%), lo
cual indicé que las células se encontraban en estado inmaduro lo cual era muy importante, ya que
evaluamos el efecto de las diferentes cepas de L. mexicana en la fagocitosis y requeriamos células
inmaduras que son células fagociticas. Una vez diferenciadas y caracterizadas las BMDC
procedimos a analizar si existian diferencias en la fagocitosis de amastigotes de dos diferentes
cepas de L. mexicana por las BMDC. Se utilizd la cepa LAC obtenida de una paciente con
leishmaniasis cutanea localizada que se infectd en la Selva Lacandona y la cepa DIACT obtenida de
una paciente de Tabasco con leishmaniasis cutdnea difusa. Los amastigotes de ambas cepas se
tineron con CFDA-SE que es un compuesto fluorescente que no afecta la viabilidad de los
parasitos. Las BMDC se infectaron con los amastigotes de la cepa LAC o DIACT durante 24 hy la
fagocitosis se evalué mediante citometria de flujo. Se encontré que las BMDC fueron capaces de
fagocitar los amastigotes de ambas cepas de L. mexicana, aunque la cepa LAC fue mayormente
fagocitada en comparacién con la DIACT. Se puede apreciar que el cociente de infeccién de las
BMDC con amastigotes de ambas cepas después de 24 h es mayor en comparacién con cociente
de infeccidn inicial. Nuestros resultados sobre la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana
coinciden con resultados previos que demostraron que las CD en un estado inmaduro son capaces
de fagocitar a los promastigotes y los amastigotes de L. major, siendo la forma de amastigote
mayormente fagocitada por las BMDC (Prina E., 2004). En la fagocitosis de los amastigotes de L.
major por las células dendriticas murinas se ha demostrado que el receptor implicado es el FcyR
(Woelbing F., et al. 2006), lo que involucra a la opsonizacidn de los amastigotes como un requisito
para ser fagocitados. En este trabajo utilizamos amastigotes axénicos, los cuales no tienen IgG en
la superficie (Argueta-Donohué J., et al, 2015). El analisis de la fagocitosis por citometria de flujo se
basa en la detecciéon de los pardsitos marcados fluorescentemente en las células, los cuales
pueden estar en el interior o unidos a la superficie. Para poder distinguir entre las BMDC con
parasitos unidos o fagocitados empleamos citocalasina-D, un inhibidor de la polimerizacién de

actina, el cual impide que se lleve a cabo el proceso de fagocitosis. Los porcentajes de fagocitosis
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se obtuvieron al restar el porcentaje de BMDC con citocalasina-D al porcentaje de BMDC tratadas
con citocalasina-D. Los porcentajes de fagocitosis obtenidos fueron bajos, (13.85% para la cepa
LAC y 9.6% para la cepa DIACT). Esto podria deberse a la correcta discriminacidn entre parasitos
unidos y fagocitados y a que los amastigotes no fueron opsonizados, lo que impidiod la utilizacidn
del receptor FcyR para lograr la fagocitosis. Diversos estudios han encontrado diferencias en la
fagocitosis de amastigotes y promastigotes opsonizados y sin opsonizar. Por ejemplo, se ha
reportado que los amastigotes de L. mexicana y L. braziliensis son eficientes infectando CD en
ausencia de anticuerpos (Soong L., 2008). De igual manera se han encontrado diferencias in vitro
donde la fagocitosis se ha visto reducida en comparacion con la fagocitosis in vivo (Kautz-Neu K., et
al. 2012).

De manera interesante encontramos que los amastigotes de la cepa LAC, obtenida de un
paciente con LCL fueron fagocitados por las BMDC en mayor grado en comparacién con la cepa
DIACT obtenida de un paciente con LCD. La diferencia no fue estadisticamente significativa, pero
se observd esta tendencia. Esto podria hablar de diferencias en las moléculas de superficie de los
amastigotes que favorecen mas la fagocitosis de una cepa en comparacién con la otra. Se ha
demostrado que existen numerosos glicoconjugados que se encuentran expresados
diferencialmente dependiendo del estadio del parasito, dichos glicoconjugados podrian estar
involucrados en la unién del parasito a las CD (Prina E., et al. 2004). En macréfagos se ha
encontrado que hay un reconocimiento de multiples ligandos del parasito tales como LPG,
carbohidratos de superficie y fosfatidilserina, los cuales podrian contribuir a producir diferentes
cuadros clinicos. De acuerdo con resultados obtenidos por Farias y cols. (Farias, et al., 2013) se ha
sugerido que la expresion diferencial de la fosfatidilserina y carbohidratos en la superficie de dos
diferentes cepas de L. braziliensis podrian modular el curso de la enfermedad. A diferencia de los
promastigotes, los amastigotes de Leishmania son en gran medida deficientes de LPG y presentan
caracteristicas diferentes. Se ha demostrado que algunas especies del parasito tales como L.
amazonensis, L. mexicana y L. donovani pueden ser reconocidos por el receptor de superficie DC-
SIGN de manera independiente de LPG y dicha unién no induce la maduracién de las CD (Soong L.,
2008). Asi mismo se han observado diferencias en la interacciéon de Leishmania y las CD a través de
DC-SIGN entre especies de Leishmania que causan LC (Colmenares M., et al. 2004). Ademas de
analizar la fagocitosis de los amastigotes de L. mexicana por las BMDC por citometria de flujo lo
hicimos por microscopia dptica y microscopia de fluorescencia. En ambos casos corroboramos las

BMDC sin tratamiento con citocalasina-D fagocitaron en mayor grado a los amastigotes de L.
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mexicana en comparacién con las células tratadas con el inhibidor de la fagocitosis. Ademas, las
preparaciones tefiidas con Giemsa nos permitieron analizar las vacuolas y cuantificar el nimero de
parasitos en el interior y observamos que el nimero de amastigotes al interior de las BMDC fue
similar entre las dos cepas, pero hubo un mayor nimero de vacuolas parasitéforas cuando las
BMDC fueron infectadas con amastigotes de la cepa DIACT en comparacion a las BMDC infectadas
con la cepa LAC. Estos resultados concuerdan con los reportados por Pereira y cols. (Pereira C.G, et
al. 2009) en los que observaron que diferentes aislados de L. braziliensis tuvieron un patrén
diferente en la formacién de vacuolas en macréfagos y en las lesiones causadas a ratones BALB/c.
De igual manera Alimohamadian y cols. (Alimohamadian M.H., et al. 2010) demostraron que
cuatro aislados de L. major presentaban polimorfismos y diferencias significativas en cuanto a
tamafio de las lesiones vy carga parasitaria en los nédulos linfaticos de ratones susceptibles. Otro
estudio analizé 19 cepas de L. major y observaron que los promastigotes y los amastigotes
presentaron una variabilidad significativa en la patogenicidad en ratones susceptibles BALB/c. Las
cepas fueron clasificadas en 3 diferentes niveles de virulencia (alto, intermedio y bajo). Asi mismo
se encontrd que las cepas con alta virulencia infectaron in vitro a macréfagos derivados de médula
6sea durante las primeras 2 horas de infeccién y presentaron una mayor sobrevida dentro de los
macrofagos en comparacion con las cepas de menor virulencia (Kébaier C., et al. 2001). Estas
diferencias entre la formacién de vacuolas podrian atribuirse a la manera en que los amastigotes
pueden influenciar el ambiente alterando el sistema endocitico de la célula hospedera para la
adquisicién de nutrientes del parasito (Burchmore R. J. y Barret M., 2001).

Estd demostrado que el perfil de citocinas que se produce durante la infeccién con
Leishmania estd correlacionado con el cuadro clinico que se manifieste y las CDs son una fuente
muy importante de produccidn de citocinas ante la infeccién con Leishmania. En la leishmaniasis
murina la resistencia a la enfermedad se ha asociado con la respuesta de tipo Thl que se
caracteriza por la produccién de citocinas tales como IL-12 e IFN-y y la susceptibilidad se ha
asociado a una respuesta inmune de tipo Th2 con la produccién de citocinas tales como IL-4, IL-5 e
IL-10 (Bomfim G., 1996). Debido a esto nos interesé estudiar el efecto de las diferentes cepas de L.
mexicana en la produccién de citocinas por las BMDC. Analizamos la produccion de IL-10, IL-12
(p40/p70) y TNF-a. en células infectadas con la cepa LAC o la DIACT y estimuladas con LPS, IFN-y o
LPS + IFN-y. Observamos que en las BMDC infectadas, pero sin ningin estimulo, la produccién de
IL-10 aumentd con la cepa DIACT en comparacion con la infeccidon con la cepa LAC. El aumento en

la produccién de esta citocina anti-inflamatoria con la cepa DIACT, de mayor virulencia en
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comparacién con la LAC dado el cuadro clinico que provoca, correlaciona con lo observado por
Kebdi y cols. que analizaron el efecto de las diferentes cepas de L. major en la produccion de
citocinas y encontraron que las cepas de mayor virulencia fueron capaces de inducir
tempranamente IL-4 (Kébaier C., et al. 2001).Encontramos que cuando las BMDC fueron
estimuladas con de IFN-y e infectadas con los amastigotes de L. mexicana, hubo una mayor
produccion de IL-10 con la cepa DIACT en comparacion con la cepa LAC. Este resultado no era
esperado, ya que se ha demostrado que el IFN-y inhibe la produccién IL-10 (Hu X., et al. 2006).
Estudios realizados en células de pacientes con LCL demostraron una baja expresion del RNA
mensajero para IFN-y e IL-2 que se asoci6 con altos niveles del RNA mensajero para IL-10 (Bomfim
et al. 1996). La produccion de IL-10 se ha relacionado con la progresion de las lesiones en
pacientes con LC en humanos y en ratones infectados con L. major se ha visto un patrén similar a
pesar de la produccidon de IFN-y. Se ha observado también que la induccién de IL-10 via TLR2
promueve respuestas de tipo Th2 in vivo. Ademas, ratones BALB/c IL-10 " mostraron cierta
resistencia a la infeccidn por Leishmania (Kane M.M., y Mosser D.M., 2001). La mayor induccién de
citocinas anti-inflamatorias por cepas de Leishmania de mayor virulencia se demostrd también en
un estudio realizado por Baptista-Fernandes y cols. (Baptista-Fernandes T., et al. 2007) en el que
infectaron ratones BALB/c y macrofagos in vitro con promastigotes metaciclicos de L. infantum
MON-1 de 6 cepas. Encontraron variabilidad en la virulencia de las cepas de acuerdo a las lesiones
producidas en los ratones y los macréfagos infectados con las cepas de mayor virulencia
produjeron TGF-B en mayor cantidad en comparacidon con los macréfagos infectados con cepas de
menor virulencia. De igual forma con diferentes cepas de L. major se ha visto un incremento en el
patron de citocinas anti-inflamatorias en macrdfagos y células dendriticas infectadas con las cepas
de mayor virulencia, lo cual parece ser un factor importante en el desarrollo de la enfermedad. El
patron de citocinas expresadas por el hospedero puede resultar en una ventaja para la
supervivencia y replicacién del parasito, en L. major, por ejemplo, se ha encontrado que este perfil
de citocinas puede favorecer el reclutamiento de células que permiten que la infeccién persista.
En humanos se ha demostrado que la expresién diferencial de genes para citocinas y quimiocinas
puede cambiar dependiendo del tiempo y evolucion de las lesiones en pacientes con LC (Costa-
Silva M., et al. 2014).

En relacion a la producciéon de citocinas pro-inflamatorias nosotros encontramos una
disminucién en la presencia de IL-12 p70 cuando las células fueron infectadas con los amastigotes

de L. mexicana y estimuladas con IFN-y y esta disminucion se observdé mds marcadamente con la
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cepa DIACT (LCD) en comparacion con la cepa LAC (LCL), lo cual nos permite suponer que existe
una modulacién por parte de los parasitos para disminuir la expresion de IL-12. Por otro lado,
observamos que las BMDC infectadas con los amastigotes y estimuladas con LPS + IFN-
y produjeron una mayor cantidad de IL-12 p70, estos resultados coinciden con los reportados por
Bennett y cols. (Bennett C.L., et al. 2001). Esto muy probablemente se debidé a que estos dos
estimulos son fuertes activadores para la produccién de esta citocina. Se ha demostrado que el
LPG puede inhibir la expresién de IL-12 (Kima P. E., 2007), siendo que en este trabajo la infeccidn
se llevé a cabo con amastigotes que son deficientes en esta molécula, no observamos el fenémeno
de inhibicion de la IL-12.

Otros estudios realizados con diferentes cepas de Leishmania como el citado
anteriormente llevado a cabo por (Kébaier C., et al. 2001) analizaron el perfil de citocinas pro-
inflamatorias tales como IFN-y e IL-12 y encontraron que la expresion fue variable entre las cepas.
Las cepas con una patogenicidad intermedia o baja mostraron una respuesta de tipo Th1, mientras
gue los aislados que provocaron mayor carga parasitaria indujeron una respuesta de tipo Th2. La
produccion excesiva de citocinas pro-inflamatorias puede resultar en dafio y toxicidad para el
tejido del hospedero (Hu, X., et al. 2006).

Estos resultados sugieren que pueden existir diferencias entre las cepas, posiblemente por
variabilidad genética, lo que nos llevaria a tener una heterogeneidad en la patogenicidad de las
cepas de una misma especie, en este caso de Leishmania mexicana, aislada de pacientes que
presentaron diferentes formas clinicas. Las diferencias entre ambas cepas analizadas en este
trabajo demostraron que hay una tendencia entre las diferencias en cuanto a produccion de
citocinas, asi como en la fagocitosis, siendo la cepa DIACT la mayor inductora de las citocinas IL-10,
TNF-a, IL-12 p70y de la formacion de vacuolas ante la cepa LAC. Sin embargo, aunque estos
resultados sugieren que las cepas podrian tener diferentes efectos en la infeccion in vitro, se
deben analizar mas aspectos sobre los mecanismos de internalizacion del parasito, asi como los
mecanismos de regulacidn de las citocinas que el pardsito ejerce sobre las células dendriticas, las

moléculas y receptores involucrados en estas interacciones.
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