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Resumen

Leishmania es un parasito protozoario que infecta a macréfagos, donde prolifera
evadiendo las diferentes estrategias de defensa de la célula y modulando su respuesta
inmune. Leishmania mexicana es el agente causal de diferentes formas cutaneas de la
enfermedad: la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) es una forma benigna y la mas
comun. Entre las formas cronicas se encuentra la leishmaniasis cutanea difusa (LCD),
que es una infeccion progresiva y la leishmaniasis mucocutanea (LMC) que afecta a las
mucosas. La severidad de la enfermedad depende de multiples factores del parasito,
del hospedero y la especie del vector.

En este trabajo se analizé la infeccion de macréfagos, la localizacion intracelular del
parasito y la respuesta de las células a la infeccion por promastigotes de Leishmania
mexicana aislados de pacientes con distintas formas clinicas: LCL (4), LCD (5) y LMC
(1). El estudio incluyo el analisis de la fagocitosis, la localizacion del parasito dentro y
fuera de vacuolas fagociticas, el numero de vacuolas, la produccion de citocinas (TNF-
a, IL-12p70, IL-10) asi como la quimiocina MIP-1a en macrofagos infectados.

Los resultados mostraron que hay importantes diferencias entre los parasitos de
pacientes con LCD que fueron aislados recientemente (menores a 3 afos) y los que
tenian mas tiempo en cultivo en el laboratorio. Al comparar todos los aislados recientes
se encontro que el aislado de LCD se asocia a una mayor fagocitosis por el macrofago,
un mayor numero de vacuolas y un incremento significativo de parasitos dentro y fuera
de la vacuolas fagociticas en comparacion con los otros aislados. Adicionalmente se
encontré que estos fendmenos se correlacionan con la severidad clinica del paciente
del cual fue aislado el parasito, siendo mayor en aislados LCD, seguido por LMC y con
los valores mas bajos en aislados de pacientes con LCL. Se encontré diferencias
significativas en la produccion de TNF-a entre los grupos LCL y LMC. No se
encontraron diferencias significativas en la produccion de citocinas IL-12p70 e IL-10 y
quimiocina MIP-1a. por macrofagos infectados con los diferentes aislados.

Se concluye que aunque los parasitos pertenecen a la misma especie, existe una
diferencia importante en su capacidad de infeccidén del macréfago y su numero dentro y
fuera de vacuolas fagociticas que se puede correlacionar con la severidad clinica de los
pacientes de los cuales fueron aislados. Sin embargo, estas capacidades diferenciales
se pierden cuando los parasitos permanecen en cultivos de laboratorio por tiempo
prolongado (mas de 3 afios).



Introduccion

Leishmania mexicana es un parasito intracelular causante de la leishmaniasis cutanea
en México, que genera dos cuadros clinicos. La leishmaniasis cutanea localizada (LCL)
y la leishmaniasis cutanea difusa (LCD). La LCL es una forma benigna de la
enfermedad que en la mayoria de los casos se cura. En el 90% de los casos se
presenta una sola lesion en forma de ulcera. En cambio, la LCD es una forma crénica
que dana casi todo el tegumento presentandose en forma de nodulos. Los parasitos de

pacientes con LCD son refractarios al tratamiento (Reithinger et al., 2007).

El resultado de estos cuadros clinicos depende de una compleja interaccion entre la
respuesta inmune y la genética del hospedero, asi como de la virulencia de las
diferentes especies de Leishmania. Una respuesta celular inmune tipo Th-1 favorece la
resolucion de la enfermedad y se caracteriza por la activacion de los macrofagos para
la eliminacion del parasito y controlar la enfermedad. Pacientes con LCL presentan
predominantemente una respuesta tipo Th-1. La forma crénica (LCD) generalmente
presenta una respuesta tipo Th-2, que favorece la proliferacién del parasito (Von Stebut
y Tenzer, 2018).

Son pocos los estudios que han analizado la participacion de los macrofagos durante la
infeccidn con diferentes aislados de Leishmania mexicana, asi como su produccién de
citocinas. En este trabajo se estudid la fagocitosis y la produccion de la quimiocina
(MIP-1a) y citocinas (TNF-a, IL-12 e IL-10) de macrdfagos infectados con aislados de

pacientes con las dos formas clinicas LCL y LCD.



Marco Teédrico

Leishmaniasis

La leishmaniasis es considerada un grupo de enfermedades causadas por 20 especies
del género Leishmania (Pigott et al., 2014).

El Parasito

Leishmania es un protozoario flagelado, unicelular del orden Kinetoplastida. Durante su
ciclo de vida presenta dos formas (Fig. 1): la forma de promastigote, que es mévil de
cuerpo alargado, con un flagelo en la regién anterior. Esta forma se localiza en el
intestino del vector. La otra forma es el amastigote, que es esférico, presenta un nucleo
y cinetoplasto pero carece de flagelo. Esta forma se encuentra en el interior de las
células del hospedero vertebrado (Burza et al., 2018; Rios y Sousa, 2010; Reithinger et
al., 2007).
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Figura 1. Morfologia de Leishmania y sus organelos en cada fase. A) Promastigote y B)
Amastigote (Tomado y modificado de Teixeira et al., 2013).

Vector

La transmisién de esta enfermedad se da por la mordedura dedipteros hembras de la
subfamilia Phlebotominae, que se caracterizan por ser pequefias (1.5 a 3.5 mm). Su
cuerpo esta cubierto de sedas. La coloracion varia desde amarilla, café, gris o negra,
dependiendo del habitat. La cabeza es pequefa, posee antenas y patas largas con las

alas posicionadas en forma de “V”. Todas las hembras son hematofagas, debido a que



requieren la sangre para el desarrollo de los huevos (Fig. 2). Se han registrado
alrededor de 400 especies de los géneros Phlebotomus y Lutzomyiade las cuales s6lo

50 especies se involucran en la transmision de la leishmaniasis (Kamhawi, 2006).

Figura 2.Lutzomyia longipalpis uno de los transmisores de la leishmaniasis. (Tomada de:
www.raywilsonbirdphotography.co.uk/Galleries/Invertebrates/vectors/ sand_fly.html)

Ciclo de Vida

Leishmania necesita de dos hospederos: un vertebrado y un vector (Fig. 3). El vector
se infecta con leishmanias al tomar sangre de un hospedero vertebrado infectado, el
cual succiona macrofagos infectados o amastigotes libres provenientes de células
lisadas. En el interior del vector, el parasito sufre una serie de cambios morfoldgicos: el
amastigote se transforma a promastigote prociclico, en esta fase ocurre la primera
division. El promastigote prociclico es relativamente resistente a las enzimas de la
matriz peritrofica. Posteriormente, los promastigotes prociclicos se transforman en
nectomonas y escapan de la matriz peritrofica. Las nectomonas van migrando hacia la
pared anterior del intestino, donde se transforman en leptomonas y ocurre una segunda
division. Las leptomonas continuan con la migracién hasta llegar a la valvula
estomoidea, en donde se transforman en haptomonas o promastigotes metaciclicos.
Las haptomonas destruyen la valvula estomoidea, por lo que pasan los promastigotes

metaciclicos al alimentarse nuevamente del vertebrado (Kamhawi, 2006; Teixeira et al.,
2013).

El vector inocula a los promastigotes metaciclicos que son la fase infectiva. Estos son
fagocitados por las diferentes células del sistema inmune del hospedero, por ejemplo:

células dendriticas, neutrofilos, macréfagos, eosindfilos, basdfilos, pero también



pueden ser fagocitados por células residentes como: fibroblastos y queratinocitos. Una
vez fagocitado el parasito, se transforma en amastigote y se replica varias veces por
fision binaria hasta lisar la célula. Los amastigotes liberados pueden ser fagocitados por
otras células o pueden ser tomados por el vector al momento de alimentarse (Teixeira
et al., 2013).

Stages n insect vector

Stagasin varfab ata Roxte

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania. (1) El diptero toma sangre de un vertebrado infectado,
(2-3) los amastigotes son liberados de las células infectadas. (4) y se transforman en
promastigotes prociclicos (5, 6) que se dividen por fisién binaria dos veces. (7) Posteriormente,
se transforman en promastigotes metaciclicos. (8-9)Son inoculados por el vector al vertebrado.
(10)El macrofago reconoce al parasito y (11)y lo fagocita. Se transforma en amastigote (12). Se
divide (13-14) hastalisar la célula (15).Los amastigotes son liberados (16). Son fagocitados por
otras células (17) o pueden ser tomados por el vector (Imagen tomada de Teixeira et al., 2013).



Formas clinicas

Existen diferentes formas clinicas de leishmaniasis que se agrupan en formas cutaneas
y visceral. Estas pueden depender de la especie de Leishmania que infecta y del
sistema inmune del hospedero (Rios y Sousa, 2010; Gupta et al., 2013). La
leishmaniasis cutanea es la forma mas comun a nivel mundial. Existen tres formas:

localizada, difusa y mucocutanea (Rios y Sousa, 2010).

Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL)

La LCL se caracteriza por la presencia de una papula que aumenta de tamano, este
tipo de lesiones se ulceran, son de coloracion rojiza y con bordes indurados. Estas
Ulceras se localizan en el sitio de la mordedura del vector (Fig. 4). Las especies
causantes son L. mexicana, L. braziliensis, L. guyanensis, L. tropica, L. aethiopica y L.

major (Rios y Sousa, 2010; Prajwal y Thirumala-Devi, 2015; Reithinger et al., 2007).

Figura 4. Ulcera de paciente con LCL. (Foto donada por el Laboratorio
de Inmunoparasitologia, Fac. Medicina, UNAM).



Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD)

La LCD se caracteriza por la presencia de noédulos en todo el tegumento que contienen
abundantes parasitos dentro de los macrofagos (Fig. 5), a excepcion del cuero
cabelludo, axilas, palmas de las manos y la planta de los pies. Las especies causantes
son L. mexicana y L. aethiopica (Rios y Sousa, 2010; Prajwal y Thirumala-Devi,

2015;Reithinger et al., 2007).

Figura 5. Nédulos de paciente con LCD. (Foto donada por el
Laboratorio de Inmunoparasitologia, Fac. Medicina, UNAM).

Leishmaniasis Mucocutanea (LMC)

La LMC se caracteriza por la invasién de la mucosa de la nariz, la cavidad oral y
faringe. Esto puede ocasionar la destruccién de la faringe, paladar, laringe y el labio
superior (Fig. 6). Las especies causantes son L. braziliensis, L. panamensis y L.

guyanensis (Rios y Sousa, 2010; Prajwal y Thirumala-Devi, 2015).

Figura 6. Paciente con dafio en mucosas orales de una LMC.
(Foto: WHO/TDR/Crump.)



Leishmaniasis Visceral (LV)

Es una de las formas clinicas con mayor mortalidad, afectando principalmente a nifios o
personas inmunosuprimidas. Se caracteriza por la presencia de fiebre, pérdida de
peso, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia e hiperpigmentacion (Fig. 7). Las
especies causantes son: L. infantum (syn. L. chagasi) y L. donovani, aunque también
se ha registrado que L. amazonensis y L. tropica pueden provocar este cuadro clinico

(Rios y Sousa, 2010; Prajwal y Thirumala-Devi, 2015).

Figura 7. Paciente con hepatomegalia y esplenomegalia con LV.
(Foto: WHO/TDR/Crump.)

Leishmaniasis en México

L. mexicana es el principal agente causal de leishmaniasis en México y genera dos
formas clinicas: la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y la leishmaniasis cutanea
difusa (LCD). Los casos de leishmaniasis cutanea se han registrado principalmente al
sureste del pais, con mayor numero de casos en los estados de: Tabasco, Campeche,
Chiapas, Quintana Roo, Oaxaca, Nayarit y Veracruz. Por otro lado, el menor niumero de
casos se ha registrado en los estados de Jalisco, Durango y Sinaloa (Fig. 8) esto entre
los afos 2004-2008 (Alvaret al., 2012).
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Figura 8. Distribucion de casos de leishmaniasis cutanea en México entre los afios 2004-2008.
(Tomado de Alvar et al., 2012).

Respuesta Inmune

La respuesta colectiva y coordinada frente a substancias extrafias es conocida como
respuesta inmunitaria que se divide en innata y adaptativa. La inmunidad innata es la
primera linea de defensa contra cualquier agente extrano, en cambio la inmunidad
adaptativa es estimulada por la exposicidn a los agentes extrafos y aumenta su
capacidad de defensa conforme a cada exposicion de un microorganismo determinado.
Los componentes del sistema inmune innato son las células NK, células dendriticas,
macrofagos, neutréfilos, eosindfilos y baséfilos. Ademas, de diferentes tipos de
moléculas antimicrobianas, asi como citocinas y el sistema del complemento. Las
citocinas sirven para la comunicacion celular, que pueden activar a otras células o

regular la produccion de otras citocinas (Sierra, 2010; Hernandez y Alvarado, 2001).

Los Macréfagos

Los macrofagos desempenan un papel importante en la respuesta inmune innata y son
un puente para activar a la respuesta adaptativa. Estos se originan en la médula ésea a
partir del linaje mieloide, circulan en sangre, maduran y se activan en diferentes tejidos.
En circulacion periférica se encuentran los monocitos. Estos miden =18 um y presentan
un nucleo en forma de rifidén. El citoplasma contiene lisosomas, vacuolas fagociticas y

filamentos citoesqueléticos. Una vez que los monocitos se establecen en tejido,



maduran y se diferencian en macrofagos (Mayani et al., 2007). Estas células estan
presentes en todos los érganos y tejidos conjuntivos, y reciben nombres especiales
dependiendo del érgano, por ejemplo, en el sistema nervioso se les conoce como
células de la microglia; en el higado como células de Kupffer; en pulmén como células
alveolares y en el hueso se les conoce como osteoclastos. Un marcador especifico de

los macrofagos en raton es el F4/80, mientras que para humano son CD14 y CDG8.

La funcion de estas células es importante en varios procesos, como la fagocitosis, en
donde se lleva a cabo la actividad microbicida a través de agentes reactivos de oxigeno
o nitrégeno y otras enzimas. Otras funciones efectoras son la produccion de citocinas y

la presentacién antigénica.

Estas células del sistema inmune poseen en su membrana varios tipos de receptores
como los receptores tipo Toll (TLRs) que reconocen patrones asociados a patégenos
(del inglés PAMPs) y/o patrones asociados a dafo (del inglés DAMPs). Estos
receptores detectan a los microorganismos e inducen la produccion de citocinas.
Ademas, de otros receptores fagociticos como los de Manosa, Mananas, Integrinas y

Scavenger (Espinosa Rojas y Arce Paredes, 2003).

Activacion de los macréfagos

Los macréfagos se pueden activar a través de diferentes receptores y estimulos entre
los cuales participan los TLRs que reconocen moléculas de Leishmania como la
lipofosfoglicano (LPG).Esto estimula la secrecion de citocinas, quimiocinas y otros
mediadores lipidicos (Duque Correa y Rojas Lopez, 2007; Espinosa Rojas y Arce
Paredes, 2003). Por otro lado, los receptores de la fagocitosis participan en la
eliminacién del parasito mediante la produccién de especies reactivas de nitrdgeno

como el 6xido nitrico y enzimas lisosémicas.

Fagocitosis

Los macrofagos al igual que los neutréfilos se les considera como células fagociticas
profesionales. Son unas de las primeras células en llegar al sitio de infeccion después
de los neutrdfilos (Cecilio, 2014). La fagocitosis es un proceso en el que se interiorizan
particulas =0.5 um de diametro (Botehlo y Grinstein, 2011).Se compone de varias

etapas que comprenden la quimiotaxis (atraccion), el reconocimiento de los
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microorganismos por medio de los receptores, la internalizacién y la destruccion de
este, mediante cambios fisico-bioquimicos intracelulares que capacitan a la célula para

endocitar y eliminar a los microorganismos (Espinosa Rojas y Arce Paredes, 2003).

Quimiotaxis

Durante la quimiotaxis participan factores con actividad quimioatractante como por
ejemplo las quimiocinas CXCL-8, MIP-1a (CCL3) o productos de activacién del
complemento (C5 y iC3b), que son reconocidos por receptores en la membrana de las
células fagociticas y se induce una migracion dirigida al sito de infeccién (Espinosa
Rojas y Arce Paredes, 2003).

Reconocimiento

La interaccion entre los receptores de la célula y el microorganismo (Fig. 9), generan
una cascada de sefalizacion, provocando el reacomodo de la actina del citoesqueleto y
una extension de la membrana hasta fagocitarla formando una vacuola que se define

como fagosoma (Espinosa Rojas y Arce Paredes, 2003; Botehlo y Grinstein, 2011).
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Figura 9. Etapas de la fagocitosis. Durante la fagocitosis hay (1) un reconocimiento del
patégeno por medio de receptores que se encuentran en la membrana.
Posteriormente, (2) hay un reacomodo de la actina, (3) el patégeno es fagocitado
formando una vacuola (Imagen tomada y modificada de Botehlo y Grinstein, 2011).

Una vez formado el fagosoma, su membrana madura sufriendo una serie de cambios,
incluyendo la polaridad, la disminucién de pH (bomba de protones ATPasa) y la
adhesion de moléculas accesorias (proteinas de la familia Rab, proteinas SNARE y
complejos proteicos). Estas moléculas se fusionan con el lisosoma que contiene

proteinas enzimaticas. Las hidrolasas acidas participan en la permeabilidad de la
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membrana y tienen su maxima actividad a pH bajo (4 a 5). Las proteasas neutras
tienen actividad hidrolitica destruyendo proteinas de los patdgenos, asi como la
permeabilidad de la membrana. Los factores microbicidas poseen una actividad
digestiva degradando algunas moléculas de los microorganismos (Fig. 10). La unién del
lisosoma con el fagosoma forma el fagolisosoma (Botehlo y Grinstein, 2011; Espinosa
Rojas y Arce Paredes, 2003).
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Figura 10. Formacién y maduracién del fagosoma. Dentro del fagosoma hay una serie de
cambios como la fusion de endosomas con el fagosoma y algunas moléculas accesorias,
formando un fagolisosoma para destruir al patégeno (Imagen tomada y modificada de Botehlo y
Grinstein, 2011).

Al Faon

Actividad Microbicida

En el fagolisosoma, los granulos lisosomales poseen sustancias capaces de
incrementar la permeabilidad de la membrana de los microorganismos, permitiendo la
entrada de moléculas citotoxicas que llevan inducen su muerte (Espinosa Rojas y Arce
Paredes, 2003).

Otra actividad microbicida es el estallido oxidativo (Fig. 11). Durante el estallido hay un
aumento en el consumo del oxigeno (O2) y glucosa. En este proceso se generan
especies reactivas de oxigeno (ROS) como son: el anion superéxido (O2-), peroxido de
hidrogeno (H202), radical hidroxilo (OH) y hipohaluros como el acido hipocloroso
(OHCI) (Cascales, 2005).En el estallido oxidativo participa la enzima NADPH oxidasa,

que se ensambla en la membrana del fagolisosoma y se activa con estimulos como:
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particulas opsonizadas, complejos inmunes y citocinas. La NADPH oxidasa permite la
entrada del oxigeno y lo reduce produciendo O, el cual puede reducirse de manera
espontanea o por la catalisis de la enzima superéxido dismutasa (SOD), hasta formar
H20.. También, O2- puede reaccionar con el H2O2 y con Hierro (Fe*) produciendo OH.
Los hipohaluros como el OHCI se generan por la reaccién del H202 con el anion Cl-, por
medio de la catalisis de la enzima mieloperoxidasa (MPQO). Las especies reactivas de
oxigeno tienen un efecto microbicida, generando dafio en la membrana del
microorganismo. Un mecanismo de proteccion que tienen las células contra estos
efectos tdéxicos, son la generacién de catalasa y superoxido dismutasa (SOD)
(Cascales, 2005; Espinosa Rojas y Arce Paredes, 2003; Delgado et al., 2010).

Los macrofagos poseen otro mecanismo microbicida que es la produccion éxido nitrico
(NO), regulada por IFN-y. EI NO reacciona con el Oz, produciendo el perdxido nitrito
(ONOOQO) que se descompone generando un radical nitroso y radical hidroxilo (-OH)
(Cascales, 2005).
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Figura 11. Estallido oxidativo. Inicia con el consumo de O2 que es reducido por la NADPH-
oxidasa generando especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas, participa la bomba de
protones ATPasa que disminuye el pH en el interior de la vacuola (In: Espinosa Rojas y Arce
Paredes, 2003).
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Produccién de Citocinas

Las tres principales vias que participan en la produccion de citocinas son los TLRs, las
MAPK y JAK/STAT (Fig. 12).

La via de los TLRs (receptores tipo Toll), se activan al unirse al ligando, por ejemplo, la
LPG de Leishmania que es reconocida por el receptor TLR2. Estos receptores reclutan
moléculas adaptadoras con dominio TIR como MyD88. El reclutamiento genera una
cascada de senalizacion que activa a las IRAK 4, 2 y 1 (cinasas asociadas al receptor
de IL-1), que fosforilan y activa a TRAF6 (factores asociados a receptores TNF) que
fosforilan y degrada al complejo IKKa/p. Una vez fosforilado y degradado IKKa/f, el
factor de transcripcion NF-kB es liberado y se transloca al nucleo, donde se une a
regiones promotoras de genes especificos que codifican para la regulacion del sistema
inmune como: la produccién de citocinas (IL-1, IL-6 e IL-8) y moléculas de adhesion
(Tomicic y Guerrero, 2005; Hoesel y Schmid, 2013; Bremner y Heinrich, 2002; Moreno y
Sanchez, 2003).

La via MAPK (proteina cinasa activada por mitégeno), se activa por medio de los
receptores de citocinas proinflamatorias (TNFR) o de TLRs. Estos receptores reclutan
moléculas adaptadoras (TIR, MyD88, IRAK, TRAF6/2) que activan diversas MAPK
como p38, JNKs (c-Jun N-terminal cinasas) y ERK1/2 (extracelular sefal-reguladora de
cinasas) que activan al factor de transcripcion AP-1 (activador de proteina 1) o NF-kB.

Ambos factores se translocan al nucleo para la produccion de citocinas como IL-1, 1I-6,
IL-12 TNF-a o IFN-y (Sabio y Davis, 2014).

La via de senalizacion de JAK/STAT. En esta via el receptor de citocina reconoce a su
ligando, llevando a cabo una fosforilacién de JAK (Janus cinasa) que se encuentra
unida a los receptores en la parte citosdlica. Al activarse fosforilan residuos de tirosina
en las cadenas de los receptores creando sitios de reconocimiento para los dominios
Scr2 (SH2) de los Transductores y Activadores de las Sefiales de Transcripcion (STATs)
y de moléculas adaptadoras Shc. El receptor fosforilado recluta a las proteinas STAT
que van a ser fosforiladas por las proteinas JAKs. Después de que las STATs son
fosforiladas se dimerizan, generando el complejo transcripcional GAF que se transloca

al nucleo e induce la expresion de diversos genes como IFN-a/p, MHC-I e iNOS
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(Rawlings, Rosler y Harrison, 2004; Valle Mendiola y Soto Cruz, 2005; Viday et al.,
2017).
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Figura 12. Vias de Sefalizacion de MAPK, TLRs y JAK/STAT. En la via MAPK participan las
cinasas p38 y JNK que liberan el factor de transcripcién AP-1, en cambio en la via de TLRs
liberan el factor de transcripcion NF-kB. En JAK/STAT hay una cascada de fosforilacion entre
JAK y las STAT que generan el complejo de transcripcion GAF.

Mecanismos de evasion de Leishmania

Leishmania utiliza diversos mecanismos de evasion para su supervivencia en el
fagosoma, alterando las vias de sefalizacion y la produccion de citocinas en células

fagociticas.

Sobrevida en el Fagosoma

El macréfago reconoce y fagocita al promastigote metaciclico el cual se transforma en
amastigote en la vacuola parasitéfora. Sin embargo, el parasito escapa de la union del
fagosoma con el lisosoma inhibiendo la expresion de proteinas como Rab7 y LAMP-1,
relacionadas con la maduracién del fagosoma. Por lo tanto, Leishmania sobrevive y se
divide en la vacuola resistiendo al ambiente de la vacuola que presenta un pH acido y
una temperatura elevada (Arango y Descoteaux, 2015; Gupta, Oghumu y Satoskar,
2013).

Una de las moléculas de superficie que participan en la supervivencia de Leishmania
en el fagosoma es el LPG que impide la acidificacion del fagosoma e interfiere con la
bomba de protones de H* (V-ATPase), permitiendo que el promastigote se transforme
en amastigote (Arango y Descoteaux, 2015; Gupta, Oghumu y Satoskar, 2013).
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Un elemento importante para la sobrevivencia y proliferacion del amastigote en el
macrofago es la presencia de Hierro (Fe2*). El amastigote secuestra la maquinaria
Nramp1 que funciona como una bomba para el transporte del hierro al fagosoma de
macrofagos.

Al igual que el Fe?*, la arginina (Arg) es una molécula importante para el factor de
crecimiento del amastigote. La arginina también es utilizada por los macrofagos para

generar el 6xido nitrico (Gupta, Oghumu y Satoskar, 2013).

Vias de Senalizacion

Otro mecanismo de supervivencia de Leishmania es alterando las vias de sefalizacion
para la produccion de citocinas proinflamatorias y la activacién del estallido oxidativo.
Los macroéfagos infectados con promastigotes de Leishmania, activan la proteina
SHP-1 que interacciona con JAK2 generando una desactivacién de la via. Se ha
demostrado que la SHP-1 inactiva a JAK2 lo que provoca la disminucion del estallido
oxidativo (Gupta, Oghumu y Satoskar, 2013). Los macréfagos infectados con L.
mexicana disminuyen la fosforilacion de STAT1a pero incrementan el dominio negativo
que es STAT1p logrando regular de esta forma la via de sefalizacion de JAK/STAT que

es independiente de la activacion de SHP-1(Gupta, Oghumu y Satoskar, 2013).

Leishmania también interfiere en la cascada de sefializacién asociada a la formacion
del complejo NADPH oxidasa. EI LPG del promastigote desactiva a la PKC
obstruyendo su translocacion a la membrana, impidiendo la unién de Ca2+ y el
diacilglicerol a la PKC. Al no permitir la translocacion a la membrana a la PKC inactiva a
la formacion del complejo NADPH oxidasa y por ende no hay produccion de especies

reactivas de oxigeno (Gupta, Oghumu y Satoskar, 2013).

Citocinas y Quimiocinas
Las citocinas proinflamatorias (TNFa e IL-12) participan en el control y la eliminacién de

leishmanias, pero estas citocinas son suprimidas por Leishmaniapara facilitar su
entrada y su proliferacién. Por otro lado, algunas citocinas reguladoras como IL-10
permite la supervivencia del parasito y la progresion de la enfermedad (Gupta, Oghumu
y Satoskar, 2013).
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Justificacion

Los macrofagos son células que hospedan a Leishmania, ademas, de ser el lugar ideal
para la replicacién de estos parasitos, son células fagociticas que liberan citocinas,
expresan moléculas coestimuladoras y son presentadoras del antigeno. Se conoce
poco sobre la respuesta de macrofagos a Leishmania mexicana aislada de pacientes
con cuadros clinicos de distinta severidad. En este trabajo se analizan las diferenciasen
la fagocitosis y la produccion de citocinas de macrofagos infectados con L. mexicana

aislada de pacientes con leishmaniasis de distinta severidad.

ObjetivoGeneral

Analizar la fagocitosis, la localizacion intracelular y la produccidn de citocinas vy
quimiocina de macréfagos infectados con L. mexicana provenientes de diferentes

aislados de pacientes con LCD, LMC y LCL.

Objetivos Particulares
* Diferenciar macrofagos a partir de células de médula désea y analizar su
expresion de F4/80.
* Analizar la fagocitosis de L. mexicana aislados de pacientes con LCD, LMC y
LCL por macroéfagos.
* Analizar la localizacion intracelular de los parasitos fagocitados.

* Analizar la produccién de la quimiocina y citocinas pro-inflamatorias (MIP-1a.,

TNF-a e IL-12p70) y reguladoras (IL-10) en macréfagos infectados.
Material y Métodos
Obtencidn de los aislados de L. mexicana

Los aislados de L. mexicana fueron obtenidos de pacientes con 3 formas clinicas LCL,
LCD y LMC. Los aislados que tenian menos de 3 anos en cultivo en el laboratorio
fueron considerados aislados “recientes”.
A) Pacientes con LCL: 4 aislados totales, de los cuales todos fueron aislados
recientes (LCL1, LCL2, LAL3, LCL4).
B) Pacientes con LCD: 5 aislados totales, de los cuales unicamente LCD 5 es

aislado reciente.
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C) Paciente con LMC de aislado reciente.

Cada aislado se inocul6 en el cojinete plantar de ratones hembras de la cepa BALB/c
de 6 a 8 semanas. Los ratones se obtuvieron del bioterio de la Unidad de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina, UNAM y se sacrificaron conforme a la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). El sacrificio se realiz6 por desnucamiento,
evitando siempre que no hubiera sufrimiento del animal. La infeccion se dejé durante 1
a 3 semanas que dependio del desarrollo de la lesidn sin ulcerar. Posteriormente, se
sacrificaron los ratones y se aislaron los parasitos para lo cual se introdujo una jeringa
con 2 mL de PBS en el sitio de la lesion. Con la punta de la jeringa se rompio el tejido y
se aspird6 el PBS para obtener los parasitos (se observdé el PBS turbio con los
precipitados de tejidos).Se introdujo la muestra de tejido en el medio de cultivo M-199
para las Leishmanias. Se realizdé una curva de crecimiento para conocer el dia éptimo

para la infeccion que fue en el dia 4 (fase estacionaria).

Obtencién de células de médula 6sea y diferenciacion a macréfagos

Se utilizaron 5 ratones hembra de 6 a 8 semanas de la cepa BALB/c, de los cuales se
tomaron los huesos largos de las patas posteriores (fémur y tibia), evitando la fisura de
los huesos. Los huesos se colocaron en alcohol al 70% durante 2 minutos y en PBS
con 20% de antibidtico (estreptomicina y penicilina) durante 3 minutos. Se extrajo la
meédula 6sea cortando los dos extremos del hueso y con la ayuda de una jeringa de
insulina se realizaron 3 lavados del centro del hueso con PBS (hasta que el hueso
cambié de color). EI PBS con células se colecté en tubos de 15 mL que se
centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos. Se decanté el sobrenadante y se agregoé
20 mL de PBS para que los restos de los huesos (debris) quedaran en el fondo del
tubo. Se recolectaron las células de la médula 6sea en un tubo de 50 ml y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos. Se decanté y se resuspendio el boton de
células en medio RPMI, suplementado con 10% de SFB, y se le agreg6 20% de medio
L929 conteniendo M-CSF. Se analizé la viabilidad de las células, mediante azul tripano

en una camara de Neubauer.
Se colocaron 2X108 células por caja Petri y se dejaron durante 7 dias a 37 °C con 5%

de CO.. Posteriormente, las células se desprendieron de la caja Petri mediante 4

lavados con PBS frio cuatro y se colectaron en tubos de 50 mL, se centrifugaron a
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1500 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Finalmente, las células se resuspendieron en
RPMI suplementado con 10% SFB.

Analisis de la marca F4/80 en macréfagos por citometria de flujo

La pureza de la poblacion de macréfagos murinos diferenciados de médula 6sea se
analizo por citometria de flujo, utilizando el marcador F4/80. Se tomo una alicuota de
1X106¢ células del cultivo de macréfagos y se lavaron con PBS a 2000 rpm durante 10
min. Se decantd y se le agregd albumina al 20% durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, se lavaron con 1 mL de PBS y se centrifugaron a 2000 rpm. Se
decantd y las células se marcaron con ficoeritrina (PE) F4/80 anti-ratdon (2:50) y se
analizaron utilizando el citometro de flujp FAC Scan junto con el software (BD

ImmunocytometrySystems).

Infeccion de macréfagos con L. mexicana

Se utilizaron un total de 5 ratones, por cada uno se uso6 una placa de 24 pozos. A cada
pozo se colocd un cubreobjetos redondo y se agregaron 2x105 macrofagos en 500 L
de RPMI. Se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 durante 24 horas para su adhesién. Se
infectaron con los diferentes aislados (LCL: 4 aislados totales; LCD: 5 aislados y LMC:
un aislado) un aislado por pozo.Por otro lado, se colocd también el control positivo que
se estimuld con lipopolisacarido (LPS) y se colocaron macréfagos sin estimulo(s/e)
como basal. Los parasitos se lavaron con PBS (tres veces) y se centrifugaron a 3500
rom durante 10 min. Se contaron los parasitos fijados con glutaraldehido 0.1% (diluido

en PBS) en una dilucion 1:10.

En la placa de 24 pozos se colocaron los macrofagos con los parasitos en una relaciéon
1:10 (células: parasitos) por pozo, en un volumen total de 1 mL. Se centrifugé la placa a
1300 rpm durante 3 minutos y se incubd durante 2 horas a 26 °C. Posteriormente, se
lavd cada pozo con PBS a temperatura ambiente tres veces y se agregé 500 pL de
RPMI con 10% SFB y se incubo durante 24horas a 37°C. Esto se analiz6 la fagocitosis

por medio de la tincion de Giemsa y el sobrenadante obtenido se conservo a -70 °C

para el analisis de las citocinas por ELISA tipo sandwich.
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Analisis de la fagocitosis por la tincion de Giemsa

Los cubreobjetos redondos con los macréfagos sin infectar e infectados se lavaron 3
veces con PBS a temperatura ambiente, se fijaron con metanol durante 3 minutos, se
dejaron secar y se tiferon con Giemsa a una dilucion 1:20 durante 15 minutos. Se
lavaron los cubreobjetos con agua y se colocaron sobre papel para secar. Los
cubreobjetos secos se montaron sobre portaobjetos con resina y se etiquetaron.

Se tomaron fotos de las laminillas y de 100 células tomadas al azar, se contaron el
numero de células infectadas, el numero de vacuolas parasitéforas, el numero de
parasitos en una vacuola, el numero de parasitos fagocitados que no se encontraban
dentro de una vacuola y el numero de parasitos totales en cada célula infectada. A

estos datos se les realizé un analisis estadistico para comparar entre grupos y aislados.

Analisis de la produccion de quimiocinas y citocinas por ELISA (tipo sandwich)

En una placa de 96 pozos de fondo plano, se coloco el anticuerpo de captura que se
diluyé con su buffer de union correspondiente para cada citocina y quimiocina, el cual
variaba en la dilucién y en el volumen final (Tabla 1). Una vez, colocado el anticuerpo

de captura se incub6 a 4°C durante 24 horas.

Tabla 1. Condiciones utilizadas para los diferentes anticuerpos de captura.

Anticuerpos de captura para: Buffer de Unién Dilucion Vol. Final
Citocinas

TNF-a pH=6 4:1000 50 pl
IL-12 p70 pH =9 8:1000 | 50 pl
IL-10 pH=9 5:1000 50 pl
Quimiocina

MIP-1a pH=9 4:1000 100 pl

La placa se lavé 4 veces con PBS 1X/Tween 80 al 0.01% en el lavador de micro-placas
ELx50 Auto StripWhasher, (BIO-TEK Instruments, INC). Después del ultimo lavado, se
secaron los pozos y se colocaron 200 ul de la solucién bloqueadora durante 30 minutos

a temperatura ambiente.
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Se lavo la placa nuevamente con PBS 1X/Tween 80 al 0.01% tres veces y se
colocaron100 pl de la citocina recombinante por pozo para la curva estandar, asi como
las muestras. La curva estandar consiste en una serie de diluciones 1:2 de la citocina
recombinante que sirve de control positivo (Tabla 2). Posteriormente, en los siguientes
pozos, se colocaron las muestras de los sobrenadantes de los macréfagos infectados
con los diferentes aislados (LCL: 4 aislados totales; LCD: 5 aislados y LMC: un
aislado), con lipopolisacarido (LPS) y se colocaron macréfagos sin estimulo (s/e. Se
incubd a 4°C por 24 horas.

Tabla 2. Concentraciones iniciales para cada citocina utilizadas en la curva estandar.

Citocina y/o quimiocina Concentracion inicial
TNF-a 2000
IL-12 p70 2000
IL-10 2000
MIP-1a 4000

Se lavé la placa 4 veces eliminando todo el liquido y se agregaron 100 ul del anticuerpo
de deteccion diluido, el cual se incub6é por una hora a temperatura ambiente. La
concentracion del anticuerpo de deteccion varid para cada citocina y se diluyé en
albumina bovina al 1% con 0.05% de Tween20. Se realizaron 6 lavados y se dej6 secar
la placa entra cada lavado. Se agreg6 estreptavidina fosfatasa alcalina diluida 1:2000
en albumina bovina al 1% con 0.05% de Tween 20. Se colocaron 100 pl en cada pozo y
se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavo la placa 8 veces y se

agregaron 100 pl de solucion reveladora que compuesta de un buffer de sustrato y p-
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nitrofenil fosfato (pNPP). Se incub6 a temperatura ambiente en la obscuridad durante
tiempos variables dependiendo de cada citocina (15 min). La placa se analizé en el
espectrofotometro EL-312E (BIO-TEK INSTRUMENTS) a una longitud de onda de 405
nm, utilizando el programa KC4.

Analisis de resultados

Los ensayos experimentales de cada aislado se repitieron 5 veces. Todos los datos se
expresaron como la media de los valores obtenidos + error estandar (ES). Se utilizo la
prueba de U Mann-Whitney para comparar las diferencias entre dos muestras. Se

consider¢ estadisticamente significativo cuando el valor de p<0.05.

Resultados

Expresion del marcador F4/80 en macrofagos diferenciados

El grado de pureza de los macréfagos diferenciados de médula 6sea se midié con el
fluorocromo F4/80 PE anti-raton por medio de citometria de flujo (Fig. 13). La poblacién

de macréfagos mostrd una pureza mayor al 90.5% (Fig. 13A).
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Figura 13.Analisis de la pureza de macrofagos diferenciados de médula 6sea. En el histograma
(A) se muestra la poblacion de macréfagos marcados con F4/80. (B) Se muestra la poblacién
de macrofagos sin tefiir. (C) Se muestra el control isotipo.
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Macrofagos infectados con los diferentes aislados de L. mexicana

Para este analisis se utilizaron parasitos de L. mexicana aislados de diferentes
pacientes con cuadros clinico de leishmaniasis cutanea (Figura 14). Estos tenian
diferentes tiempos en cultivo in vitro y en ratones en el laboratorio. Se consideraron
como recién aislados cuando tenian menos de 3 afos de haber sido aislados de
pacientes. Todos los parasitos de pacientes con la forma LCL (Fig. 14 A-D) y LMC (Fig.
14J) fueron recién aislados. En cambio, de los 5 aislados de pacientes con LCD,
unicamente 1 fue de aislamiento reciente (LCD 5) (Fig. 14 1).

Figura 14.Fotos de macréfagos infectados con diferentes aislados de L. mexicana. A-D.
aislados de pacientes con Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL). E-l. aislados de
pacientes con Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD). J. aislados de un paciente con
Leishmaniasis Mucocutanea (LMC) y K. macréfagos sin infectar. (Fotos a 40X).

Analisis de Fagocitosis

Porcentaje de infeccion

Se analiz6 el porcentaje de macrofagos infectadas con L. mexicana obtenido de cada
aislado (Figura 15). Los aislados provenientes de pacientes conLCD muestran un

menor porcentaje de infeccién en un rango entre 27 y 32%, con excepcion del aislado
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LCD 5donde el 82.6% de los macrofagos estaban infectados. En cambio, los aislados

LCL presentan un rango del 40 al 68%y en LMC con un 60%.
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Figura 15.Porcentaje de infeccién de macréfagos infectados con L. mexicanaprovenientes
de diferentes aislados: LCL (1-4), LCD (1-5) y LMC.Las barras muestran la media + error

estandar (SE).Se utilizaroncinco experimentos para cada aislado.

Al analizar los aislados, respectivamente de su tiempo de cultivo en el laboratorio, se

encontré que el porcentaje de infeccion de macrofagos infectadas con L. mexicana de
los diferentes aislados LCL, LCD y LMC mostré que LCL tuvo un 50.6%, LCD un 35.4%
y LMC un 60%. Se encontraron diferencias significativas entre LCL vs LCD y LCD vs

LMC (Figura 16 panel A). El panel B muestra el porcentaje de infeccién en macrofagos

infectados unicamente con parasitos recién aislados (<3 afios) de pacientes con LCL,
LCD y LMC. Se observaron diferencias significativas entre LCL vs LCD y LCD vs LMC,

siendo que el aislado de LCD 5mostr6 el mayor porcentaje de infeccion con un 82.6%.
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Figura 16.Porcentaje de infeccion en grupos de macrofagos infectados con L. mexicana de
pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se muestra todos los aislados: 4 aislados LCL, 5
aislados LCD y un aislado LMC. (B) Se muestran los recién aislados (<3 afios):4 aislados
LCL, un aislado LCD5 y un aislado LMC. Las barras muestran la media + error estandar
(SE) para cada grupo deaislado. Se utilizaroncinco experimentos para cada
aislado.*=p<0.05.

Las diferencias en el porcentaje de infeccion de macrofagos de aislados LCL, LCD y
LMC también se observan en las fotografias representativas (Figura 17), donde el

mayor numero se observé en LCD (Figura 17 B)
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Figura 17. Macréfagos infectados con amastigotes de L. mexicana.lImagenes
representativas de A) aislado de paciente con Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL); B)
aislado de paciente con Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD) y C) aislado de un paciente
con Leishmaniasis Mucocutanea (LMC). (Fotos a 63X esacala de 10u).

Numero de vacuolas

Se observo que existe una variacion en la morfologia y tamarfo de las vacuolas. En
algunos casos no se define claramente el limite de la vacuola, pero en otros casos el

tamano suele ser muy grande (Figura 18).
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Figura 18. Diferencias en la morfologia y tamafio de las vacuolas de macrofagos
infectados con promastigotes de L.mexicana de paciente LCD de recién aislado.

El nimero de vacuolas en macrofagos infectados con L. mexicana de los distintos
aislados se muestran en la Figura 19. En los diferentes aislados el numero de vacuolas
se encuentran en un rango de 6 y 30 vacuolas. El aislado LCD 5 presenté el mayor
numero con 30 vacuolas, seguida de LMC con 24 vacuolas y LCL3 con 20 vacuolas.

Por otro lado, el menor numero de vacuolas fue de 6 para el aislado LCD2.
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Figura 19.Numero de vacuolas de macréfagos infectados con L. mexicana, provenientes
de diferentes aislados: LCL, LCD y LMC. Las barras muestran la media del nimero de
vacuolas = error estandar (SE). Se utilizaron cinco experimentos para cada aislado.
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El analisis del numero de vacuolas por grupos de aislados mostré diferencias entre los
3 grupos de pacientes (Figura 20). En el panel A se incluyen a todos los aislados del
laboratorio, donde se observa que los valores promedio de vacuolas en macréfagos
infectados con aislados de LCL y LCD de 5 experimentos fue de 15 vacuolas. Esto
contrasta con el promedio de 24 vacuolas que se observaron en macréfagos infectados
con parasitos del paciente LMC. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre LCL vs LMC y LCD vs LMC. En el panel B unicamente se muestran
los resultados comparativos de los parasitos recién aislados (<3 anos). El aislado
reciente del paciente LCD5 mostré en promedio el doble del numero de vacuolas (30
vacuolas) al compararlo con el promedio total del grupo LCD. Los grupos de LCL y
LMC se mantuvieron con el mismo numero (15 y 24 vacuolas). Se encontraron
diferencias significativas entre LCL vs LCD y LCL vs LMC.
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recién aislados

No. de vacuolas /célula infectada

Figura 20.Numero de vacuolas de macréfagos infectados con L. mexicana, en dos
grupos:>3 anos aislados y recién aislados (<3 anos) de pacientes con LCL, LCD y LMC.
(A) Se muestra todos los aislados: 4 aislados de LCL, 5 aislados de LCD y un aislado de
LMC. (B) Se muestra el grupo de los recién aislados: 4 aislados de LCL, uno de LCD5y
uno de LMC. Las barras muestran la media = error estandar (SE).Se utilizaroncinco
experimentos para cada aislado.* = p<0.05.

Numero de parasitos en vacuolas

El analisis del numero de parasitos dentro de las vacuolas en macrofagos infectados
con L. mexicana de cada uno de los aislados (LCL, LCD y LMC) mostré que para la
mayoria de los aislados hay entre uno y dos parasitos por vacuola. Unicamente los
aislados LCL3 y LMC presentaron en promedio 15 parasitos y LCD5 mostré un

promedio de 104 parasitos. Figura 21
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Figura 21.Numero de parasitos en vacuolas de macrofagos infectados con L. mexicana,
aislados provenientes de pacientes con LCL, LCD y LMC. Las barras muestran la media =
error estandar (SE). Se utilizaron cinco experimentos para cada aislado.
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El analisis del numero de parasitos por vacuola también mostré variaciones de acuerdo
con el tiempo de cultivos en el laboratorio. El promedio de los aislados LCL, LCD y el
LMC se muestra en Figura 22 A, donde el promedio del grupo de LCL fue de 5
parasitos, el LMC de 14 parasitos y el promedio de aislados de LCD mostraron 13
parasitos por vacuolas. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
grupos, LCL vs LMC y LCD vs LMC. Sin embargo, las comparaciones entre parasitos
recién aislados mostraron que el mayor numero de parasitos en promedio por vacuola
correspondio al aislado LCD5con 104 parasitos por vacuola. En cambio, los aislados
LCL y el aislado LMC mostraron tener un promedio menor a 15 parasitos por vacuola.
Las diferencias fueron estadisticamente significativas entre LCL vs LCD, LCL vs LMC y
LCD vs LMC (Figura 22).
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Figura 22.Numero de parasitos en vacuolas de macréfagos infectados con L. mexicana, en
dos grupos: todos los aislados y recién aislados de pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se
muestra todos los aislados: 4 aislados de LCL, 5 aislados de LCD y un aislado de LMC. (B)
Se muestra el grupo de los recién aislados: 4 aislados de LCL, el aislado LCD 5 y el
aislado LMC. Las barras muestran la media = error estandar (SE).Se utilizaroncinco
experimentos para cada aislado.* =* p<0.05.

Numero de parasitos sin vacuola

Se analiz6 el numero de parasitos que se encontraban en el “citosol”, fuera de vacuolas
en macrofagos infectados con L. mexicana de los aislados LCL, LCD y LMC (Figura
23). El aislado LCD5 presentd el mayor numero con 424 parasitos, seguido de LCL3
con 250 parasitos y LMC con 178 parasitos. El resto de los aislados se encontraron

entre 51 a 116 parasitos.
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Figura 23.Numero de parasitos libres en citosol, fuera de vacuolas en macréfagos
infectados con L. mexicana aislados de pacientes con LCL, LCD y LMC. Las barras
muestran la media = error estandar (SE). Se utilizaron cinco experimentos para cada
aislado.

El promedio de los parasitos de pacientes LCL, LCD y LMC que se encontraban en el
exterior de las vacuo las (Figura 24) se presentan en el panel A que muestra los
promedios de los grupos de aislados por enfermedad LCL, LCD y LMC. ElI mayor
numero de parasitos se detectd en el aislado LMC con 178 parasitos, seguida del grupo
LCL con 148 parasitos y 103 parasitos para el grupo LCD. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos LCL vs LCD y LCD vs LMC. El panel B
muestra la comparacién entre los parasitos recién aislados, donde se encontré una
diferencia estadisticamente significativa entre LCL vs LCD y LCD vs LMC. EI mayor
numero de parasitos fue del paciente LCD5con 424 parasito.
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Figura 24.Numero de parasitos sin vacuolas de macréfagos infectados con L. mexicana
provenientes de pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se muestran todos los aislados: 4
aislados de LCL, 5 aislados de LCD y un aislado de LMC. (B) Se muestra el grupo de los
recién aislados (<3 anos): 4 aislados de LCL, uno de LCD5 y uno de LMC. La barras
muestran la media = error estandar (SE).Se utilizaroncinco experimentos para cada
aislado.” = p<0.05.
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Numero total de parasitos

El analisis del numero total de amastigotes en macréfagos infectados con L. mexicana
de todos los aislados mostré que el aislado LCD 5presenté los niveles mas altos con un
promedio de 528 amastigotes, seguido de LCL3 con 266 parasitos y en LMC con 192
parasitos. El resto de los aislados se encontraron en un rango de 51 a 118 parasitos

totales (Figura 25).

v 600

o

@ 400+

£

o)

A

-

o 2007

&

o

fu]

<

n ) LS L8 a £

=V f\} N W o oy
- W N W & N N

Figura 25.Numero de parasitos totales de macréfagos infectados con L. mexicana,
aislados provenientes de pacientes con LCL, LCD y LMC Las barras muestran la
mediazxerror estandar (SE). Se utilizaron para cada aislado cinco experimentos.

El analisis de los promedios de los grupos (Figura 26) reveld diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos LCL vs LCD y LCD vs LMC (26A). El
analisis comparativo del promedio de los aislados recientes de pacientes LCL, con el
paciente LCD5 y el paciente LMC revel6 diferencias estadisticamente significativas
entre LCL vs LCD y LCD vs LMC, siendo LCD el que tuvo mayor numero de parasitos
(26B).
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Figura 26.Numero de parasitos totales en grupos de macrofagos infectados con L.
mexicana aislados de pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se muestra todos los aislados: 4
aislados de LCL, 5 aislados de LCD y un aislado de LMC. (B) Grupos con parasitos recién
aislados: 4 aislados de LCL, uno de LCD y uno de LMC. Las barras muestran la media =
error estandar (SE). Se utilizaroncinco experimentos para cada aislado.* = p<0.05.

Analisis de la Produccion de Quimiocina y Citocinas

MIP-1a

El analisis de la produccion de la quimiocina MIP-1a de los macréfagos infectados con
L. mexicana obtenida de diferentes aislados de LCL, LCD y LMC mostré variacion entre
los aislados, con una alta produccién unicamente en el caso del control positivo con
péptidoglicano (Figura 27). El panel A muestra el promedio de 5 experimentos de cada
aislado, donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
macrofagos sin estimulo (s/e) vs LCD1 con 309 pg/mL y el peptidoglicano (PG) con
4200 pg/mL. En el panel B, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. Las unicas diferencias se encontraron entre los

macrofagos sin estimulo (s/e) con el peptidoglicano (PG) como control positivo.
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Figura 27.El analisis de la produccion de MIP-1a de macréfagos infectados con L.
mexicana aislado de pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se muestran los aislados de
manera individual. (B)Los aislados en grupos. Las barras muestran la media =error
estandar (SE). Se utilizaroncinco experimentos para cada aislado.* * p<0.05.

TNF-a

El analisis de la produccion de TNF-a de macrofagos infectados con L. mexicana
obtenidos de diferentes aislados de LCL, LCD y LMC mostré importante variacion
(Figura 28). El panel A muestra el promedio de 5 experimentos de cada aislado
donde se observa una baja produccion de TNF-a (50-200 pg/uL). Se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los macrofagos sin estimulo(s/e) vs
los aislados LCL1, LCL2, LCL3, LCD2, LCD3 vy el peptidoglicano (PG). El panel B
muestra las diferencias estadisticamente significativas en la produccién de TNF-a de
macrofagos infectados por los grupos de aislados. Se observa que macréfagos
estimulados con PG producen significativamente mas TNF-a  que macréfagos sin
estimulo (s/e). De igual manera, los aislados LCL inducen mas TNF-a que el aislado

LMC.
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Figura 28.El analisis de la produccion de TNF-a de macréfagos infectados con L.
mexicana, aislado de pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se muestran los aislados de
manera individual. Se utilizaron para cada aisladocinco experimentos. (B) Los aislados en
grupos. En las barras muestran la media =zerror estandar (SE).Se utilizaroncinco
experimentos para cada aislado.* =* p<0.05.

IL-12 p70

La produccion de IL-12p70 de macréfagos infectados con L. mexicana de diferentes
aislados de LCL, LCD y LMC no vari6 entre los diferentes grupos (Figura 29). El panel
A revela que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los aislados. El

panel B muestra el grupo de LCL obtuvo una menor produccion de esta citocina (41 pg/
mL). Para el grupo LCD se registr6 114 pg/mL y para LMC se obtuvo 155 pg/mL.
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Figura 29.El analisis de la produccion de IL-12p70 de macréfagos infectados con L.
mexicana aislado de pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se muestran los aislados de
manera individual. (B) Se muestran los aislados en grupos. En las barras muestran la
media = error estandar (SE). Se utilizaroncinco experimentos para cada aislado.

IL-10

La produccion de IL-10 por macréfagos infectados con L. mexicana aislada de
pacientes LCL, LCD y LMC mostraron baja produccién (2-40 pg/uL) que no fue
estadisticamente significativo con respecto de macréfagos control sin estimulo (Figura
30). El panel A muestra los aislados individuales, donde unicamente el PG indujo una
produccion elevada (475 pg/mL). El panel B compara los promedios entre los grupos
donde unicamente el valor elevado de PG es significativamente distinto al control sin

estimulo.
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Figura 30.El analisis de la produccién de IL-10 de macréfagos infectados con L.
mexicana de aislado de pacientes con LCL, LCD y LMC. (A) Se muestran los
aislados de manera individual. (B) Se muestran los aislados en grupos. En las barras
muestran la media = error estandar (SE).Se utilizaroncinco experimentos para cada

aislado.” » p<0.05.
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Discusién

El macréfago es importante durante la infeccion con Leishmania debido a que ejerce un
triple papel: es célula fagocitica, es leishmanicida y es presentadora de antigenos
(Mougneau et al., 2011; Espinosa Rojas y Arce Paredes, 2003; von Stebut y Tenzer,
2017).En este estudio se analizé la fagocitosis y la produccidn de citocinas por
macrofagos infectados con diferentes aislados provenientes de pacientes con tres
formas clinicas causadas por L. mexicana: leishmaniasis cutanea localizada (LCL),

leishmaniasis cutanea difusa (LCD) y leishmaniasis mucocutanea (LMC).

Una de los primeras observaciones del estudio fue la deteccién de diferencias entre el
tiempo de aislamiento de los parasitos de pacientes con el mismo cuadro clinico. En el
grupo LCD un aislado fue reciente (<3 afios: LCD5)y el resto de los aislados fueron
mantenidos en cultivo por mas de 3 afios. Por tal motivo, se realizaron 2 analisis para
los distintos aislados: por un lado se analizaron todos los aislados LCD como grupo, y
adicionalmente se comparé el aislado reciente del paciente LCD (LCD5) con el grupo
de aislados recientes de pacientes LCL y con el aislado reciente LMC. Se encontraron
diferencias en los macréfagos infectados con los diferentes aislados. El aislado LCD5
infect6 a un mayor porcentaje de macréfagos (83%), seguido del aislado LMC con el
60% y el menor porcentaje de macréfagos fueron infectados por los aislados LCL con
un promedio de 51%. Estos datos coinciden con lo reportado en la literatura para
pacientes con LCD infectados con L. mexicana. Argueta et al., (2016) utilizaron la
misma cepa L. mexicana y obtuvieron un porcentaje de infeccion del 74% en células
dendriticas. En contraste, von Stebut y Tenzer (2017) encontraron un porcentaje de
infeccion menor al 50% en células dendriticas infectadas con L. major. Por tal motivo
en estudios de fagocitosis es importante considerar el tipo de células, el tiempo de
incubacién y la relacion entre célula: parasito, asi como la virulencia y la especie de los

parasitos.

Durante la fagocitosis el parasito es internalizado y se localiza en la vacuola
parasitéfora, donde se replica (Real y Mortara, 2012; Semini y Aebischer, 2018). En
este trabajo se analizé el numero de vacuolas y el numero promedio de parasitos por

vacuola en macrofagos infectados con los distintos aislados. Los macréfagos
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infectados con el aislado reciente LCD5 tuvieron un promedio de 30 vacuolas con 104
amastigotes, mientras macréfagos infectados con el aislado del paciente LMC
mostraron en promedio 24 vacuolas con 14 amastigotes y macréfagos infectados de
aislados del grupo LCL mostraron un promedio de 15 vacuolas con 6 amastigotes.
Nuestros hallazgos estan en acuerdo con lo reportado en la literatura, donde se ha
reportado que el tamano de las vacuolas asi como el numero de parasitos dentro de las
vacuolas varia dependiendo de la especie de Leishmania. Real et al., (2008)
demostraron diferencias en la fagocitosis de macrofagos infectados con L.
amazonensis y concluyeron que las vacuolas se pueden fusionar después de 24 horas,
generando una gran vacuola. Estos valores pueden cambiar con el tiempo de

interaccidn, la relacion célula: parasito y la especie de Leishmania.

Nuestros datos revelaron que los parasitos aislados de pacientes con LCD cambian su
comportamiento en el macrofago después de cultivos prolongados en comparacién con
los parasitos de aislamientos mas recientes (menores de 3 afios). Aunque esto se
puede asociar al tiempo de cultivo en el laboratorio, no se puede descartar la posible
heterogeneidad entre los diferentes aislados provenientes del hospedero (Carrada et
al., 2007).

Nuestros datos de la virulencia diferencial de distintos aislados esta de acuerdo con la
literatura. Cruz et al., (2001) defini6 que “La virulencia se mide por el numero de
parasitos de una especie determinada para matar o destruir al hospedero, en
condiciones establecidas y en un periodo de tiempo definido”, mientras que Ali et al.,
(2003) reportaron que los parasitos pierden la virulencia al mantenerlos en cultivos sin
pasar por un hospedero. Se ha reportado que en improntas de pacientes con LCD se
observan un mayor numero de parasitos en células (>20 amastigotes/célula) que en los
pacientes con LCL (<5 amastigotes/célula) (Ritter et al., 1996; Real et al., 2008; Scott y
Novais, 2016). De igual manera, se ha reportado que el numero de parasitos en tejido
de pacientes con LCD es mayor que en pacientes con LCL (Berzunza et al., 2009). Los
datosde ambas formas clinicas se pueden extrapolar al modelo murino, donde los
ratones susceptibles BALB/c presentan un mayor numero de parasitos dentro de los

macrofagos, siendo comparables a pacientes LCD. Por otro lado, los ratones
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resistentes C57BL/6 se asemejan a la forma LCL (Villasenor et al., 2008) conteniendo

menos parasitos.

Interesantemente, el analisis comparativo del efecto que ejercen parasitos aislados
recientemente de pacientes con cuadros clinicos de distinta severidad mostré que la
infectividad del macrofago se correlaciona con la severidad clinica del paciente del cual
fue aislado el parasito. El aislado reciente de LCD 5 correspondiente al paciente con la
forma clinica de mayor severidad, también mostré mayor cantidad de parasitos en los
macréfagos, generando mayor numero de vacuolas altamente parasitadas. Estos
valores fueron seguidos por el aislado de un paciente con LMC, un cuadro clinico
menos severo que el LCD, y asi mismo su comportamiento en el macréfago fue menos
agresivo, mostrando menor numero de parasitos en los macréfagos y en sus vacuolas.
Por ultimo, los aislados de pacientes con LCL correspondientes al cuadro clinico mas

benigno, también mostraron la menor infectividad en los macréfagos.

Por otro lado, el estudio de citocinas revelé que macrofagos infectados con los distintos
aislados liberan citocinas proinflamatorias como TNF-a y IL-12p70, asi como citocinas
reguladoras como IL-10 y quimiocinas como MIP-1a. Aunque hubo variaciones entre
los aislados de los distintos pacientes, estos no fueron significativos y tampoco se
encontro correlacion con la severidad de los cuadros clinicos de los pacientes de los

cuales fueron aislados.

Se ha reportado que la produccién de TNF-a. en monocitos estimulados con LPG de L.
mexicana es mayor que en células no estimuladas (Argueta et al., 2008; Carrada et al.,
2007). No obstante, esta produccion puede variar dependiendo del cuadro clinico del
paciente y del tipo celular. Cafieda et al.,, (2014) encontraron diferencias en la
produccion de esta citocina en células NK estimuladas con LPG de L. major entre
pacientes LCL y LCD. También se ha registrado una mayor produccién de TNF-aen
biopsias de pacientes con LCL en comparacién con pacientes LCD (Ritter et al., 1996;
Salaiza-Suazo et al., 1999). El TNF-a tiene un papel dual ya que por un lado participa
en la eliminacién y control del parasito pero también genera dafio tisular por inducir una

intensa inflamaciéon como ha sido demostrado en pacientes con LMC ( Nylén y Eidsmo,
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2012). Esta citocina también puede estar relacionada con el tiempo de evolucion de la
enfermedad (Melby et al., 1994).

En el presente estudio tampoco se encontraron diferencias significativas en la
produccion de la quimiocina MIP-1a entre macréfagos infectados con los diferentes
aislados. Los pocos estudios sobreMIP-1-aen la leishmaniasis son controversiales.
Ritter et al., 1995 encontraron que hay una mayor expresion de MIP-1-a en lesiones de
pacientes LCD versus los LCL. Villasenor et al., (2008) muestran diferencias en la
produccion de esta quimiocina en células cebadas entre la cepa susceptible BALB/c y
la resistente C57BL6. En la leishmaniasis, esta quimiocina favorece la diseminacion del
parasito por ser un quimioatractante de diversas células fagociticas y células T y por

inducir la produccion de mediadores inflamatorios (Valencia et al., 2014).

Otra de las citocinas analizadas en el presente estudio fue la IL-12 que estd compuesta
de dos subunidades p35 y p40 y que juntas forman p70 que favorece la induccion de
una respuesta tipo Th1 que es protectora en la leishmaniasis. En contraste, IL-12p40
es antagonista de su forma activa p70, por lo que una mayor concentracion de p40
favorece un tipo de respuesta tipo Th2. Nuestros resultados no mostraron diferencias
significativas entre macrofagos infectados con los distintos aislados. Estos datos estan
en acorde con lo observado por Carrada et al., (2008), quien no encontrd variaciones
en esta citocina entre monocitos de pacientes LCL y LCD. Sin embargo, sera
importante analizar ambas subunidades de IL-12 (p70 y p40) y buscar posibles
correlaciones con la severidad de la enfermedad (Maspi et al.,, 2016; Carrada et al.,
2008; Argueta et al., 2008).

La IL-10 es una citocina inmunoreguladora que bloquea la produccion de citocinas
proinflamatorias como IL-12, suprimiendo la activacion del macréfago. En el presente
trabajo tampoco se encontraron diferencias significativas en la produccién de IL-10
entre los distintos aislados. Este estudio coincide con otros estudios que han mostrado
una baja expresion de esta citocina en leishmaniasis. Akuffo et al., (1997) analizaron la
expresion de mRNA IL-10 a diferentes tiempos en pacientes encontrando que
pacientes con LCL tienen una mayor expresion a las 24 horas que pacientes con LCD.
Sin embargo, a las 48 horas se revirtio el efecto. Por otro lado, Valencia et al., (2014)
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mostraron que no hay diferencias en la expresion de mRNA IL-10 entre sujetos sanos y
pacientes con lesiones activas o asintomaticos. Villasefior et al., (2008) observaron
diferencias significativas entre cepas resistentes C57BL/6 y cepas susceptibles BALB/c,
mostrando valores mas altos en estos ultimos, lo cual posiblemente se correlaciona con

una repuesta tipo Th2 en ratones BALB/c (Valencia et al., 2014).

Los resultados de este estudio revelaron datos novedosos sobre la correlacion entre la

severidad de la forma clinica de pacientes y la infectividad in vitro de sus parasitos.

Conclusiones

1) Este trabajo demostré que para realizar estudios comparativos de virulencia entre
distintos parasitos es importante trabajar con parasitos aislados recientemente (menos

de 3 anos de cultivo en el laboratorio).

2) Este trabajo también demostré que parasitos de la misma especie (L. mexicana)
aislados recientemente de pacientes con cuadros clinicos de distinta severidad,
muestran que su grado de infectividad de macréfagos in vitro se correlaciona con la

severidad del cuadro clinico de los pacientes de los cuales fueron aislados.
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