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RESUMEN

La leishmaniasis es causada por parasitos intracelulares del género Leishmania, que
infectan a los macréfagos y a otras células fagociticas. Para poder eliminar al parésito,
los macrofagos necesitan ser activados por citocinas pro-inflamatorias de linfocitos T. En
lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea localizada se han observado
granulomas con abundantes linfocitos T CD8* que son capaces de eliminar a los
macréfagos infectados mediante mecanismos citotoxicos. Adicionalmente los linfocitos T
CD8+ producen IFN-y, el cual induce la activacidon de la sintasa de 6xido nitrico inducible
(INOS) favoreciendo la eliminacién del parasito por estas células. Se ha demostrado que
los liposomas catiénicos, asi como el alfa-galactosilceramida (a-GalCer) activan linfocitos
T CD8" en diferentes modelos infecciosos y cancer. Por lo anterior, en este proyecto se
buscé activar linfocitos T CD8* mediante liposomas cargados con antigenos de L.
mexicana y a-GalCer para controlar la infeccion. Se formaron siete grupos
experimentales con ratones BALB/c con diferentes protocolos de inmunizacién: SLA
(antigeno soluble de L. mexicana) solo, a-GalCer solo, liposomas cargados con solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) o liposomas vacios (LV), liposomas cargados con a-
GalCer (Lc-a-GalCer), liposomas cargados con SLA (Lc-SLA), Lc-SLA/Lc-a-GalCer y un
control sin tratamiento (SN TX). Posteriormente, los animales fueron desafiados con
1x108 parésitos de L. mexicana y se monitore6 el progreso de la infecciéon. Se observo
una disminucion significativa de la carga parasitaria y del tamafio de lesidén en los ratones
inmunizados con Lc-SLA/Lc-a-GalCer, asi como aumento en la poblacion de linfocitos T
CD8*, la produccion de IFN-y y de la citotoxicidad, por lo que se puede concluir que este
protocolo de inmunizacién activé a los T CD8* y estos contribuyeron al control de la
enfermedad.

Palabras clave: Leishmania mexicana, Linfocitos T CD8*, Liposomas, Alfa-

galactosilceramida, IFN-y, Citotoxicidad.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is caused by intracellular parasites of the genus Leishmania, which infect
macrophages and other phagocytic cells. In order to eliminate the parasite, macrophages
need to be activated by pro-inflammatory cytokines from T lymphocytes. In lesions of
patients with localized cutaneous leishmaniasis, granulomas with abundant CD8+ T
lymphocytes have been observed, which are able to eliminate infected macrophages by
cytotoxicity. Additionally, lymphocytes produce IFN-y, which induces the activation of
inducible nitric oxide synthase favoring the elimination of the parasite by these cells.
Cationic liposomes, as well as alpha-galactosylceramide (a-GalCer) have been shown to
activate CD8+ T lymphocytes in different infectious and cancer models. Therefore, in this
project CD8+ T lymphocyte activation using liposomes loaded with L. mexicana antigens
and a-GalCer to control infection was analyzed. Seven experimental groups with BALB/c
mice with different immunization protocols were formed: soluble L. mexicana antigen
(SLA) alone, a-GalCer alone, liposomes loaded with phosphate buffered saline (PBS) or
empty liposomes (EL), liposomes loaded with a-GalCer (LI-a-GalCer), liposomes loaded
with  SLA (LI-SLA), LI-SLA/LI-a-GalCer and an untreated control (UC). They were
subsequently challenged with 1x108 L. mexicana parasites and the progress of infection
was monitored. A statistically significant decrease in parasite load and lesion size was
observed in mice immunized with LI-SLA/LI-a-GalCer, as well as an increase in CD8+ T
lymphocyte population, IFN-y production and cytotoxicity, so it can be concluded that this

immunization protocol activated CD8+ T cells and these contributed to disease control.

Key words: Leishmania mexicana, CD8+ T Ilymphocytes, Liposomes, Alpha-

galactosylceramide, IFN-y, Cytotoxicity.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad tropical zoonética presente en alrededor de 98
paises incluido México. Se estima que existen entre 12 y 15 millones de personas
infectadas y 350 millones en riesgo de infeccion; ademas, se calcula que cada afio
se producen entre 700,000 y un millébn de nuevos casos y de 26,000 a 65,000
defunciones (Alvar et al., 2012; WHO, 2019).

Esta enfermedad es ocasionada por parasitos protozoarios del género Leishmania
de la familia Trypanosomatidae que son transmitidos por la picadura de fleb6tomos
hembras infectadas del género Lutzomyia en América y Phlebotomus en Europa
(Torres-Guerrero et al., 2017). Actualmente se conocen 54 especies de Leishmania
y al menos 20 de ellas son patdgenas para el ser humano (Akhoundi et al., 2017;
Aronson et al., 2017).

En México la especie prevalente es Leishmania mexicana, y es endémica
principalmente en los estados del sureste como Campeche, Chiapas, Quintana Roo,
Tabasco y Veracruz (Berzunza-Cruz et al., 2015). Puede infectar a diversos
mamiferos salvajes y domésticos, mientras que los humanos son hospedadores
accidentales (Berzunza-Cruz et al., 2015). Como vectores del parasito las especies
de importancia médica registradas en este pais son: Lutzomyia cruciata, L.
ovallesi, L. longipalpis, L. olmeca olmeca, L. evansi y L. shannoni (Ibafiez-Bernal et
al., 2004; Sanchez-Garcia et al., 2010).

Ciclo bioldgico

La infeccion comienza con la picadura del flebotomino que transmite los parasitos
en su fase de promastigotes metaciclicos al hospedador mamifero, donde infectan
células del sistema fagocitico mononuclear. Una vez dentro de la célula el
promastigote pierde el flagelo para cambiar a su forma de amastigote, el cual se

divide por fisién binaria hasta lisar a la célula infectada, liberando asi a los parasitos
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gue son fagocitados por distintas células fagociticas, propagandose la infeccion
(Figura 1) (Cantacessi et al., 2015; Sunter y Gull, 2017). La evolucién de la
enfermedad y los signos clinicos tipicos varian con la especie de Leishmania
involucrada y del estado inmunolégico del hospedador. En ocasiones las

infecciones pueden permanecer asintomaticas (Akhoundi et al., 2017).

G
,«7 :® ® ®

\

Mammalian host

Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania. Las moscas de arena liberan a los promastigotes
metaciclicos en los hospedadores mamiferos durante su alimentacién con sangre (1); los
parasitos invaden a las células del sistema fagocitico mononuclear (2 y 3) y se convierten en
amastigotes dentro del fagolisosoma (4); los amastigotes se replican dentro del fagolisosoma
por fisién binaria (5); luego, los macréfagos que contienen amastigotes son ingeridos por
moscas de arena susceptibles durante la succién de sangre (6); los parasitos se liberan de los
macréfagos dentro del intestino medio de la mosca de arena (7), donde se transforman en
promastigotes prociclicos y se dividen. Luego, los parasitos migran hacia la valvula estomodeal
(intestino medio anterior) y se transforman en diferentes subtipos de promastigotes que

finalmente forman promastigotes metaciclicos (8). Estas etapas infecciosas se liberan en un

13
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nuevo hospedador mamifero durante la siguiente succion de sangre (9) (Tomado de Cantacessi
et al., 2015).

En los seres humanos se observan dos formas de la leishmaniasis: cutanea y
visceral. Algunos autores distinguen la forma mucocutdnea, mientras que otros la
consideran un subgrupo de leishmaniasis cutanea (Handler et al., 2015; Torres-
Guerrero et al., 2017).

Formas clinicas de la leishmaniasis

La leishmaniasis cutanea (LC) es la forma clinica prevalente en todo el mundo,
puede haber diferentes manifestaciones caracterizadas por Ulceras cutaneas
Unicas, las cuales son las responsables de la leishmaniasis cutdnea localizada
(LCL) o ulceras cutaneas multiples (de presentacion diseminada) e incluso una
forma cronica poco comun pero grave denominada LC difusa (LCD). La LCD se
caracteriza por el desarrollo de mdltiples lesiones satélites que pueden unirse en
placas que cubren grandes areas de la piel, predominantemente de naturaleza
nodular o papular, las cuales no llegan a ulcerarse y contienen una gran cantidad
de amastigotes. En general todas las especies de Leishmania tienen la capacidad
de generar la LC (de Vries et al., 2015). Los principales agentes causales en
América son L. mexicana, L. braziliensis y L. panamensis (Torres-Guerrero et al.,
2017).

La leishmaniasis mucocutanea (LMC) es causada fundamentalmente por L.
braziliensis y L. panamensis (Goto y Lindoso, 2010). Puede ocurrir como una
complicacion de LCL, en la cual se desarrolla una metastasis de la enfermedad a
los tejidos mucosos de la boca y al tracto respiratorio superior e incluso al tracto
digestivo a través de diseminacion linfatica o hematdégena. Los cuadros severos se
asocian a dificultad para respirar y deglutir; se presenta disfonia, afonia e incluso
asfixia (de Vries et al., 2015).

14
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La leishmaniasis visceral (LVs) o también llamada Kala-azar se presenta en seis
paises principalmente: India, Bangladesh, Sudan, Sudan del Sur, Etiopia y Brasil
(Alvar et al., 2012). En México, los estados en los cuales se han detectado casos
de LVs son Chiapas, Puebla y Guerrero (la cuenca del Balsas). Los reportes de LVs
corresponden a L. chagasi, esencialmente en Chiapas y Guerrero (Cruz-Hernandez
et al., 2013). En esta forma clinica el parasito puede infectar 6rganos internos como
el higado, el bazo y la médula 6sea, causando fallas multiorganicas que pueden ser

letales sin tratamiento (Sundar, 2015).

Tratamientos farmacoldgicos para la leishmaniasis

Actualmente existen diversos tratamientos para curar a los pacientes con las
diferentes manifestaciones de la leishmaniasis; los mas empleados son los
pentavalentes antimoniales como el estibogluconato de sodio y el antimoniato de
meglumina, ademas existen otras opciones como la pentamidina y la anfotericina B.
Sin embargo, estos medicamentos son limitados debido a su alto costo, toxicidad y
efectos secundarios. Aunado a esto, algunos estudios han demostrado que la
resistencia a los medicamentos es una causa de recaida de infecciones en
pacientes con esta enfermedad (Freitas-Junior et al., 2012). Inclusive se ha utilizado
la mitelfosina, un medicamento anticancerigeno que si bien ha tenido buenos
resultados contra la LC y LVs, conlleva riesgos teratogénicos y resistencia (Dorlo et
al., 2014).

Por lo anterior se puede deducir que la terapia farmacologica no ha sido totalmente
efectiva para el control y tratamiento de la leishmaniasis, siendo de suma
importancia conocer otros factores que puedan tener impacto en el desarrollo de la
enfermedad, como el papel que juegan los factores de virulencia del parasito y su
interaccién con el sistema inmunitario del hospedador para establecer una

estrategia adecuada de tratamiento basada en este conocimiento.

Factores de virulencia del parasito y su interaccion con el sistema inmunitario
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Algunos componentes del parasito se definen como factores de virulencia que
contribuyen a la patogénesis, ya que le permiten invadir e infectar al hospedador
mamifero (Matlashewski, 2001). Entre los factores mas estudiados se encuentran
los glicoinositolfosfolipidos (GIPL), el lipofosfoglicano (LPG), la glicoproteina
inmunodominante de 63 kDa (gp63), el proteofosfoglicano (PPG) y la proteina de
membrana de cinetoplastido de 11 kDa (KMP-11) (Silva-Almeida et al., 2012).
Aunque la relacion de cada factor de virulencia y la gravedad de las manifestaciones
clinicas aun no esté totalmente definida, cada vez hay més evidencia que demuestra
su participacion en las interacciones de Leishmania con las células inmunes del

hospedador.

La respuesta inmune innata es la primera en intervenir ante la infeccion
por Leishmania. Los receptores tipo Toll 2 (TLR2) presentes en macrofagos, células
dendriticas (DC) y células asesinas naturales (NK) reconocen moléculas en la
superficie del parasito, tales como el LPG y la gp63 lo que estimula la produccién
de citocinas pro-inflamatorias, asi como de moléculas coestimuladoras (Isnard et
al., 2012; Ruiz y Becker, 2007). El LPG y la gp63, a su vez, permiten evadir
moléculas del sistema inmune como el sistema del complemento e incluso son
opsonizados, facilitando la fagocitosis de las formas infectantes. Asi, por ejemplo,
la capa de LPG protege al parasito de la lisis mediada por el complemento, y junto
con la actividad proteasa de gp63 el parasito puede ser opsonizado con ligandos
para CR3 y/o CR. Ademas, el LPG de Leishmania retrasa la formacion de los
fagolisosomas y permite que los parasitos de Leishmania se diferencien en su forma
intracelular, el amastigote (Isnard et al., 2012; Vinet et al., 2009). En el caso de los
GIPL, estos favorecen la supervivencia de Leishmania dentro de los macréfagos al
inhibir a la proteina quinasa C y la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), la cual
estimula la produccion de oxido nitrico que elimina al parasito (Wilkins-Rodriguez et
al., 2010). En esta enfermedad, los macrofagos desempeiian un papel triple debido
a que son células hospedadoras, células microbicidas, cuya actividad leishmanicida

dependera de la presencia de citocinas como interferon gamma (IFN-y) que
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desencadena la sintesis de la INOS y, ademas, participan como células
presentadoras de antigeno (APC) que activan a los linfocitos T (Isnard et al., 2012;
Ruiz y Becker, 2007).

Respuesta de células T en la leishmaniasis

Existen dos subconjuntos principales de células T, los linfocitos T CD4* y T CD8*
que desempefian diferentes funciones en la leishmaniasis (da Silva Santos y
Brodskyn, 2014; Taniuch, 2018). Los linfocitos T CD4*, conocidos como células T
helper, se subdividen en dos grupos principalmente: linfocitos Thl capaces de
producir citocinas pro-inflamatorias como el IFN-y y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), y linfocitos Th2 caracterizados por la produccién de citocinas anti-
inflamatorias como la IL-4 e IL-13 que realizan una funcién antagoénica (da Silva
Santos y Brodskyn, 2014; Taniuch, 2018). Debido a la induccion de la iNOS en los
macrofagos, las células Thl han sido relacionadas con la resistencia a la infeccion,
mientras que la respuesta de tipo Th2 da como resultado una enfermedad
progresiva (da Silva Santos y Brodskyn, 2014; Taniuch, 2018; Wilkins-Rodriguez et
al., 2010). Por otro lado, las células T CD8* tienen una funcion citotoxica y también
son capaces de producir IFN-y en diferentes enfermedades (Janeway et al., 2001).
Estas células se activan mediante la presentacion de péptidos cargados en el
complejo principal de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) que pueden tener su
origen a partir de proteinas internas de la célula o bien de origen externo por medio
de la presentacion cruzada de antigenos (Embgenbroich y Burgdorf, 2018; Neefjes
et al., 2011).

Presentacion cruzada de antigeno

Aunque la presentacion cruzada de antigeno todavia no ha sido claramente
dilucidada, se han descrito al menos dos vias diferentes por las cuales se podria
llevar a cabo, la via citosélica y la via vacuolar (Cruz-Leal et al., 2018; Embgenbroich
y Burgdorf, 2018). En la ruta citosolica, los antigenos internalizados se podrian

transferir desde el lumen de los compartimentos endociticos al citosol donde el
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proteosoma se encargaria de degradarlos, dicha transferencia podria ser llevada a
cabo por una proteina translocadora de polipéptidos llamada de Sec6l1 (Ruiz y
Becker, 2007; Zehner et al., 2015).

Los productos de degradacion del proteosoma son transportados por el
transportador asociado con las proteinas de procesamiento de antigenos (TAP), ya
sea al reticulo endopldsmico o al lumen de los endosomas o fagosomas, lo que
permite la formacion de complejos de péptido-MHC-I (Fehres et al., 2014; Joffre et
al., 2012; Shen y Rock, 2006). En la via vacuolar, las proteasas lisosomales
degradan los antigenos capturados dentro de los compartimentos endociticos
donde se unen directamente al MHC-I (Fehres et al., 2014; Joffre et al., 2012; Shen
y Rock, 2006). Los péptidos antigénicos se cargan en el MHC-I con la ayuda del
complejo de carga de péptidos que es transportado a los fagosomas mediante un
mecanismo dependiente de Sec22b, proteina que participa en la fusion de la
membrana en el trafico vesicular (Cebrian et al., 2011; Sun et al., 2020). Cuando se
forma el complejo péptido-MHC-I este es transportado a través del aparato de Golgi

a la superficie celular (Neefjes et al., 2011).

Se puede deducir que estas vias de presentacion de antigeno intervienen en la
activacion de los linfocitos T CD8* en la infeccién por Leishmania (Matheoud et al.,
2013; Ruiz y Becker 2007).

Activacion de linfocitos T CD8*

Uno de los modelos planteados hasta el momento sobre la activacion de células T
CD8* en la leishmaniasis sefiala que las DC capturan el antigeno por varias vias y
que pueden fagocitarlo directamente si se encuentra libre en el medio extracelular
o bien adquirirlo de células apoptéticas o necroéticas. Posteriormente lo procesan y
presentan a través de MHC-II a las células T CD4*, las cuales sobrerregulan la
expresion de CD40L y, mediante la interaccion con CD40, activan o inducen a las

DC para estimular la respuesta de células T CD8* virgenes que reconocen el
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antigeno en el MHC-I de las DC (Hernandez et al., 2002; Ridge et al., 1998; Smith
et al., 2004). Posterior a su activacion, los linfocitos T CD8* podrian llevar a cabo un

proceso citotdxico y/o produccion de citocinas (Ruiz y Becker, 2007).

Citotoxicidad por linfocitos T CD8*

Para lograr su funcién citotoxica, los linfocitos T CD8* citotoxicos (CTL) emplean
dos mecanismos de muerte celular, la via intrinseca y la extrinseca de la apoptosis.
El primero es mediado por la exocitosis de granulos liticos que contienen moléculas
como la perforina, que tiene la capacidad de insertarse en la membrana lipidica y
formar poros, lo que resulta en el colapso del potencial de membrana; sin embargo,
su principal funcion es dar paso a la granzima que activa directamente la cascada
de sefalizacion de apoptosis mediada por caspasa 3. Tras su activacion, permite la
translocacion de moléculas pro-apoptéticas (ej. Bax) a la mitocondria, induciendo la
liberacién de factores apoptogénicos mitocondriales (citocromo c) al citosol. Esto
activa a la caspasa iniciadora 9 y posteriormente la via efectora, lo que culmina con
el dafio mitocondrial, alteraciones nucleares y, eventualmente la muerte celular. Por
otro lado, la via extrinseca comienza con la expresion de FasL/CD95L en membrana
lo cual provoca la trimerizacién de su receptor Fas/CD95 en las células blanco para
inducir apoptosis a través de la activacién de la caspasa 8 (da Silva Santos y
Brodskyn 2014; Harty et al., 2000; Taniuch, 2018).

El papel citotoxico de los CTL en la leishmaniasis sigue siendo desconocido, puesto
que no se sabe si los parasitos intracelulares son degradados a lo largo de la
apoptosis o bien, si dicho proceso permite la liberacion de los amastigotes. Inclusive,
los CTL podrian segregar citocinas inhibitorias tales como IL-4, IL-10 y factor de
crecimiento transformante-beta (TGF-B) que disminuyan la respuesta inmune
celular (Novais et al., 2013; Ruiz y Becker, 2007).
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Papel de los linfocitos T CD8* en la leishmaniasis

Las células T CD8* se han asociado con la recuperacion de diversas enfermedades
infecciosas (Kalia et al., 2013). En el caso de la leishmaniasis, las células T CD8*
han sido ligadas con proteccion y curacion tanto en seres humanos como en

ratones.

En ratones C57BL/6 inoculados intradérmicamente con dosis bajas de L. mayor
para simular la infeccion natural, se mostré6 que los T CD8* son cruciales para
controlar las infecciones primarias (Belkaid, 2002). Ademas, los ratones que han
resuelto una infeccion primaria con este parasito son altamente resistentes a la
reinfeccidn; inclusive varios estudios han demostrado que las células T CD8*
contribuyen a esta inmunidad (Mdller et al., 1993; Mdller et al., 1994). Al igual que
con una infeccion primaria, esta funcion protectora se debe a la capacidad de los T

CD8* para producir altos niveles de IFN-y.

En los seres humanos se han observado grandes cantidades de células T CD8*
durante la fase aguda de la infeccién, tanto en las lesiones como en la sangre
periférica, asi como en el proceso de curacion de los pacientes con LCL infectados
con L. major (Da cruz et al., 1994; Da cruz et al., 2002; Da cruz et al., 2005; Gaafar,
1999) y L. mexicana (Salaiza et al., 1999). Adicionalmente, los pacientes con LCD
muestran baja presencia de células T CD8+ en el infiltrado inflamatorio de sus
lesiones, mostrando baja citotoxicidad, baja proliferacion especifica de antigeno y

baja produccién de IFN-y (Hernandez-Ruiz et al., 2010).

Debido a la importancia de los linfocitos T CD8* en el desarrollo de vacunas contra
la leishmaniasis (Bertholet et al., 2005), estos han sido el objetivo de estudio de
muchos grupos de investigacion. Por ejemplo, en ratones vacunados con ADN o
el antigeno homologo de Leishmania para receptores de cinasa C activada (LACK),
y que fueron posteriormente desafiados con L. major, la proteccion fue dependiente
de las células T CD8* (Gurunathan, 1997). Otras estrategias de vacunacion contra
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la LC también demostraron un papel critico de las células T CD8* en la proteccion
contra la exposicion a parasitos vivos, debido a que el agotamiento de estos
linfocitos anuld la proteccion inducida por la vacunacion (Jayakumar et al., 2011;
Rhee et al., 2002). Si bien, la mayoria de los estudios que examinan el papel de las
células T CD8* en las vacunas indican que su capacidad protectora se debe a la
produccion de IFN-y; en otro estudio se mostro que la produccién de perforina e IFN-
y era crucial para la inmunidad inducida por la vacuna contra L.

amazonensis (Colmenares et al., 2003).

Tomando en conjunto estos datos, se puede deducir que las células T CD8*
participan de manera activa en la enfermedad y pueden correlacionarse con la cura.
Sin embargo, para estimular a estas células y crear una vacuna adecuada primero

se requiere contar con un buen inmunogenao.

Antigenos vacunales de Leishmania

Existen diferentes preparados antigénicos de Leishmania, entre ellos parasitos
completos muertos, antigenos solubles de Leishmania (SLA), antigenos de
parasitos fraccionados y proteinas recombinantes o nativas, los cuales han sido
analizados en modelos animales, y se ha observado que pueden proteger contra la
leishmaniasis cuando se usan con un adyuvante apropiado (Badiee et al., 2013;
Copland et al., 2005; Palatnik-de-Sousa, 2008). No obstante, a pesar de los intensos
esfuerzos realizados durante las Ultimas décadas, solo unas pocas vacunas de
primera generacion a base de parasitos muertos, solos o0 mezclados con Bacilo de
Calmette-Guérin (BCG, llegaron a los ensayos clinicos de fase 3. Sin embargo, los
resultados de los ensayos de eficacia indicaron que esta era limitada y no se
observaron mejoras con las inyecciones de refuerzo (Khalil et al., 2000; Modabber,
2000; Noazin et al., 2008).

Se informé que una vacuna eficaz contra la leishmaniasis requiere un coctel

multivalente de varios antigenos que contienen un amplio espectro de epitopos
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protectores que cubren una amplia gama de tipos de MHC en una poblacion
heterogénea (Skeiky et al., 2002). Con base en los resultados de la leishmanizacion,
donde a través de la inoculacién intradérmica de pardsitos vivos se inducia una
lesion de LC artificial, disminuyendo significativamente la tasa de incidencia de LC
natural en areas endémicas de algunos paises (Mohebali et al., 2019 ), se determiné
que el SLA, compuesto a su vez de muchos epitopos de antigenos como gp63,
KMP-11, PSA, gp46, etc., se podia considerar como un candidato prometedor para
la preparacion de vacunas (Bhowmick et al., 2007). Sin embargo, los antigenos
solos son generalmente inmundgenos débiles y requieren un adyuvante para inducir

la inmunidad protectora.

Para activar a los linfocitos T CD8*, el candidato vacunal debe protegerse de la
degradacion extracelular y facilitarse su presentacion por MHC-I, por ejemplo, a
través de micelas, liposomas, argueosomas, polimerosomas y complejos
inmunoestimulantes (Askarizadeh et al., 2017: Eiji, 2018). De los anteriores, los
liposomas son prometedores como vehiculos de administracion citosélica en las
APCs debido a que su sensibilidad al pH les permite liberar su contenido en el citosol
celular; ademas, son capaces de desestabilizar la membrana endosomica (Eiji,
2018), lo que permite inducir la via citosdlica de presentacion de antigeno
(Akbarzadeh et al., 2013; Watson et al., 2012). Es de destacar que ya se ha
demostrado su utilidad como adyuvantes para varios antigenos de Leishmania
(Askarizadeh et al., 2017).

Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas de fosfolipidos anfipaticos. Se
clasifican segun el numero de lipidos en la bicapa, ya sea como vesiculas
multilamelares (MLV), vesiculas pequefias (SUV) o vesiculas unilamelares grandes
(LUV) con un rango de tamario entre 0.02 y 10 um de diametro (Askarizadeh et al.,
2017). El tamafio y la morfologia de los liposomas estan regulados por su

composicién y método de preparacion (Kshirsagar et al., 2005).
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Los liposomas a menudo estan compuestos de lipidos que se producen
naturalmente en las membranas celulares, como la fosfatidilcolina y el colesterol, lo
qgue hace que estas formulaciones sean completamente biodegradables. La fase
central acuosa liposomal es un compartimento para el encapsulamiento de
moléculas hidrofilicas, mientras que la fase de bicapa lipidica se puede usar para
compuestos hidréfobos (Sharma, 1997). Por lo tanto, todos los tipos de antigenos
tales como péptidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y moléculas

pequefias se pueden usar en liposomas.

Los liposomas por si solos tienen muchos beneficios debido a su seguridad en el
uso clinico, efecto de depdsito y simplicidad de preparacion. En cuanto a su efecto
adyuvante, varios estudios han demostrado que pueden aumentar sinérgicamente
las propiedades inmunogénicas de muchos inmundgenos e inclusive limitar sus
efectos adversos al restringir su circulacion sistémica y protegerlos de la
degradacion enzimatica en el sitio de inyeccion (Askarizadeh et al., 2017; Singh et
al., 2007).

Dados estos antecedentes, los liposomas han sido ampliamente utilizados para
mejorar la adyuvancia de diversas moléculas en vacunas contra la leishmaniasis.
En un estudio utilizando el modelo murino de leishmaniasis, se emplearon
liposomas de diestearoilfosfatidilcolina como vehiculo de entrega para mejorar la
actividad adyuvante de los oligodesoxinucleétidos de citosina fosfato guanina (ODN
CpG) con el antigeno de la proteina recombinante inducible por estrés de L. major
1 (LmSTI1). Los resultados mostraron la superioridad de ODN CpG en su forma
liposomal sobre su forma soluble para inducir una respuesta Th1l, por lo que algunos
de los ratones lograron controlar la infeccién. Inclusive esta formulacién contribuy6
a la proteccion contra las endonucleasas en el sitio de inyeccion (Badiee et al.,
2008). En otra investigacion, se utilizaron liposomas cationicos con SLA co-
encapsulado con ODN CpG contra LC en ratones BALB/c. Dicha formulacion tuvo

un impacto positivo en el tamafio de la lesibn en comparacion con los controles, lo
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que permitid concluir que la forma liposomal de ODN CpG indujo mas proteccion

durante un periodo mas largo (Shargh et al., 2012).

Los liposomas cationicos cargados con SLA también se han empleado con ADN
plasmidico no codificante (pDNA), con secuencias inmunoestimuladoras (ISS) o
CpG para proveer proteccion contra el desafio por L. donovani (Mazumder et al.,
2007). En ese estudio, la inmunizacién protegi6é a casi todos los ratones BALB/c y
desencadené fuertes respuestas inmunes contra la enfermedad. Se observd un
aumento notable en la eficacia protectora cuando el antigeno y el pDNA se cargaron
dentro del mismo liposoma. No obstante, si bien se han probado varias
combinaciones liposomales junto con otros adyuvantes, aln no se encuentra una
combinacion cien por ciento satisfactoria (Askarizadeh et al., 2017; Moafi et al.,
2019).

Un adyuvante que aun no ha sido probado en formulacion liposomal en la
leishmaniasis y queha demostrado generar una buena estimulacién inmunologica
en diferentes modelos de infeccion incluida esta enfermedad, es el alfa-

galactosilceramida (a-GalCer) (Gillespie et al., 2016; Zamora-Chimal et al., 2017).

Alfa-galactosilceramida (a-GalCer)

El a-GalCer es un esfingolipido a-galactosilado sintético compuesto de un azucar
con enlaces a y restos de lipidos; fue aislado del extracto de una esponja marina de
Okinawa, llamada Agelas mauritanius (Woods et al., 2017). Es reconocido como un
adyuvante Unico que permite la activacion de respuestas inmunes tanto especificas
como no especificas; es presentado por el receptor CD1d, una molécula
presentadora de antigenos glicolipidicos en las APC que es reconocido por el TCR
de las células T asesinas naturales invariantes (iINKT) (Taniguchi y Nakayama,
2000). La interaccion entre las iNKT y las APC mediante el complejo a-GalCer/CD1d
estimula a ambas células, lo que induce la secrecion de varias citocinas pro-

inflamatorias como IFN-y e IL-12 que activan un amplio espectro de células inmunes
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(Shimizu et al., 2007); no obstante, lo mas destacable es la capacidad de estas
citocinas de cambiar la respuesta inmune a favor de una respuesta de tipo Thl
(Okazaki et al., 2018). Ademas, la ligadura de CD40-CD154 durante la presentacién
de glicolipidos a las células iINKT evoca la maduracion de la DC que regula otros
ligandos coestimuladores como CD40, CD80 y CD86 (Fujii et al., 2004). Estos
cambios constituyen una cascada adyuvante que aumenta la activacion de las
células T CD4*y T CD8* especificas de antigeno peptidico (Fuijii et al., 2003; Stober
et al., 2003). Con base en estas caracteristicas, a-GalCer ha sido considerado como
un potente adyuvante en candidatos vacunales (Fujii et al., 2013; Woods et al.,
2017).

a-GalCer en la leishmaniasis

En el caso particular de la leishmaniasis, el a-GalCer se ha empleado en algunos
estudios donde su uso ayudd a reducir la carga parasitaria en ratones BALB/c
infectados con L. mayor (Griewank et al., 2014). Ademas, a-GalCer también se ha
utilizado como adyuvante en las vacunas de Leishmania. En un estudio en el que
se empled una vacuna de ADN que expresa el antigeno LACK (p36) con a-GalCer
como adyuvante, se demostré que la inmunizacion de ratones BALB/c condujo a
reducir aproximadamente diez veces la carga parasitaria después del desafio con
L. major en comparacion con los ratones inmunizados solo con p36. La proteccion
se relaciond con una mayor produccion de IFN-y por las células T CD4* y una mayor
citotoxicidad de las células T CD8* (Dondji et al., 2008).

Los antecedentes de a-GalCer para inducir la produccion de IFN-y, moléculas
coestimulatorias y la activacion de los linfocitos T deben tenerse en cuenta para
futuros ensayos de inmunizacion contra infecciones por Leishmania. Sin embargo,
se ha informado que las DC no absorben eficientemente el a-GalCer soluble
(Schneiders et al., 2011). Por lo tanto, para inducir una respuesta inmune eficaz
mediante la administracion de a-GalCer, seria necesario controlar la disposicion y

la absorcion celular de a-GalCer con los sistemas de administracion disponibles
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actualmente como los liposomas. Hasta ahora muy pocos estudios se han dedicado
a examinar los efectos adyuvantes de a-GalCer mediante su incorporacion en los

sistemas de administracion.

Liposomas y a-GalCer

Los liposomas cargados con a-GalCer y antigenos se han empleado en modelos de
enfermedades similares a la forma cronica de la leishmaniasis como son las
neoplasias. En un estudio realizado por Okazaki et al. (2018), se investig6 la
capacidad de los liposomas sensibles al pH co-cargados con antigeno tumoral y a-
GalCer para inducir linfocitos T CD8* especificos de antigeno tumoral y su efecto
antitumoral in vivo. Los hallazgos indicaron que el antigeno tumoral y los liposomas
sensibles al pH modificados con a-GalCer, no solo estimulaban eficazmente a los
linfocitos T CD8* especificos de antigeno tumoral, sino que también inducian

efectos profilacticos y terapéuticos en el modelo de tumor de ratén.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La leishmaniasis es ocasionada por parasitos intracelulares del género Leishmania
que infectan principalmente a los macréfagos, éstos al ser incapaces de erradicar
al agente infeccioso necesitan de la activacion de los linfocitos T para la eliminacién
del parasito. Se ha observado una gran cantidad de linfocitos T CD8* en el infiltrado
inflamatorio de las lesiones provenientes de los individuos resistentes a la
enfermedad. Ademas, se ha demostrado que son capaces de eliminar a los
macroéfagos infectados y de producir IFN-y que desencadena la sintesis de la iINOS
en estas células, eventos que favorecen la eliminacion del parasito. Estudios
anteriores han mostrado que el empleo de liposomas cationicos y a-GalCer induce
respuestas de linfocitos T CD8* en diferentes modelos infecciosos y cancer. Por lo
gue el desarrollo de vacunas utilizando dicho modelo para activar la respuesta de T
CD8* es una alternativa potencial para prevenir este padecimiento de enorme
importancia tanto en nuestro pais como en otros en los que representa un problema

importante de salud.
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JUSTIFICACION

La leishmaniasis es una enfermedad zoondtica que constituye un importante
problema de salud publica en zonas endémicas, se encuentra entre las diez
enfermedades tropicales desatendidas con méas de 12 millones de personas
infectadas, 26,000 a 65,000 defunciones y 350 millones de personas a riesgo de
infectarse (OPS, 2021). Los tratamientos convencionales son muy costosos, en
muchos casos poco efectivos ya que hay presencia de resistencia y pueden
conllevar diversos efectos secundarios. Por lo que respecta a vacunas para seres
humanos, a pesar de un extenso programa de investigacion y desarrollo, la mayoria

no ha avanzado mas alla de las primeras fases de investigacion. Por lo anterior, en
este proyecto se pretende evaluar si la activacion de linfocitos T CD8* mediante

liposomas que contengan antigenos de L. mexicana y a-GalCer es de utilidad para

prevenir la infeccion por el parasito.

HIPOTESIS

La inoculacion de liposomas que contienen antigenos de L. mexicana y a-GalCer
en ratones BALB/c activa a los linfocitos T CD8* contribuyendo al control de la
enfermedad.

OBJETIVO GENERAL

Activar linfocitos T CD8" mediante liposomas que contienen antigenos de

Leishmania mexicana y a-GalCer para evaluar si altera el desarrollo de la
enfermedad.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Generar liposomas con antigenos de L. mexicana y a-GalCer.
2. Evaluar mediante microscopia confocal la internalizacién de antigenos de L.

mexicana marcados con FIT-C en macréfagos in vitro.
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3. Evaluar si la inoculacion intraperitoneal de liposomas con antigenos de L.
mexicana y a-GalCer en ratones BALB/c induce la produccién de IFN-y y la
expresion de CD107a en los linfocitos T CD8*.

4. Comparar la proporcion de poblacion celular y produccién de IFN-y, TNF-a,
IL-4 e IL-10 por parte de los linfocitos T CD8*y T CD4*.

5. Evaluar si con esta via de activacion de linfocitos T CD8* se reduce la carga

parasitaria y/o se protegen ratones infectados con L. mexicana.

MATERIALES Y METODOS
Unidades experimentales

Se utilizaron 42 ratones hembra de la cepa BALB/c de entre ocho y diez semanas
de edad, proporcionados por el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México. Los
animales fueron manejados bajo los lineamientos de la NOM-062-ZO0O-1999.
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. El protocolo fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio 123-2019/038-CIC-2019.

Aislado de L. mexicana

Se utilizaron parasitos previamente cultivados en el laboratorio de la cepa
Lacandona MHOM/MX/2011/de L. mexicana (Escalona-Montafo et al., 2016), los
cuales mantuvieron su virulencia mediante pases por ratones BALB/c. Brevemente,
para aislar a los parasitos de los ratones se utilizaron jeringas de insulina de calibre
25 G para aspirar a los parasitos de las lesiones, los cuales se cultivaron de manera
axénica. Los cultivos para promastigotes se iniciaron con 0.5x108 promastigotes/ mL
en medio de cultivo M199 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
descomplementado por calor a 56 °C durante 30 min. Se coloc6 un volumen de 10
mL de medio en botellas de 25 cm? para su incubacién a temperatura ambiente.

Con el fin de mantener la viabilidad del cultivo, cada tres a cuatro dias se transfirid
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el mismo numero de parasitos en fase logaritmica a botellas con medio fresco,
empleando un maximo de cinco pases por aislado. Se emplearon parasitos en fase
estacionaria para infectar ratones o para aislar antigenos (Zamora-Chimal et al.,
2017).

Diferenciacion de macréfagos derivados de células de la médula 6sea

Las células de la médula 6sea fueron extraidas del fémur y la tibia de ratones
BALB/c que previamente fueron eutanasiados por dislocacion cervical. Las células
fueron aisladas en condiciones de esterilidad utilizando solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS, pH 7.4) que fue inoculada a través del canal medular bajo presion
con jeringa. Las células obtenidas se cultivaron en cajas de Petri donde fueron
suspendidas en 10 mL de medio RPMI que contenia 20% de SFB suplementado
con el 20% del sobrenadante de la linea celular L929, productora de M-CSF para la
diferenciacion de colonias de macrofagos (de Brito et al., 2020). Las cajas de Petri
se mantuvieron en incubacion durante siete dias a 37 °C con una atmésfera del 5%
de COz2. Posterior a este periodo, las células adheridas a la caja de Petri fueron

desprendidas en frio con PBS para su analisis de pureza.

Andlisis de pureza de macréfagos

Se analiz6 la pureza de la poblacién de macrofagos derivados de médula ésea (MO)
mediante citometria de flujo utilizando el marcador F4/80. Una alicuota de 1x10° de
macréfagos en cultivo se resuspendié en 200 uL de PBS y se centrifugd a 2000
rpm/min durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante resultante se decantg, la pastilla
se resuspendi6 en albumina al 20% y se incubé durante 30 min a 4 °C.
Posteriormente se lavd con 1 mL de PBS y se centrifugd a 2000 rpm 10 min a 4 °C.
Nuevamente se decanto el sobrenadante para marcar las células con ficoeritrina
(PE) F4/80 anti-raton en una dilucion 1:50 para su posterior analisis en un citbmetro
de flujo FACS CANTO Il BD. Los datos fueron analizados con el software FlowJo
v.10.
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Obtencién de antigenos

La preparacion de antigenos de L. mexicana se llevé a cabo utilizando el protocolo
desarrollado por Jamal et al. (2017) con algunas modificaciones. Brevemente, los
parasitos se cosecharon en la fase estacionaria y se lavaron tres veces utilizando
PBS. Posteriormente los parasitos se lisaron utilizando el método de congelacion y
descongelacion seguido de sonicacion. La suspension con los parasitos lisados se
centrifugd a 20,000 g durante 30 min. El sobrenadante se recolect6 y almaceno a
una temperatura de -70 °C hasta su uso. La concentracién de proteinas del antigeno

se determin6 usando el método de Bradford (1976).

Cuantificaciéon de proteinas por el método de Bradford

Para cuantificar la cantidad de proteina a través del método de Bradford (1976) se
empled una placa de 96 pozos, y se prepard una curva patron con albumina sérica
bovina (BSA) a concentraciéon de 0 ug, 1 ug, 2 ug, 5 ug, 10 pug y 15 pg. El volumen
de muestra fue de 5 pL.

Posteriormente se agregaron 250 uL de reactivo de Bradford tanto a los tubos de la
curva patron como a los de las muestras. La placa se leyé a una longitud de onda
de 595 nm en un espectrofotdmetro (Beckman DU® 530). Todo lo anterior se realizé

por duplicado.

Incorporacion de antigeno dentro de liposomas

Se prepararon liposomas cargados con SLA (Lc-SLA), liposomas cargados con PBS
o liposomas vacios (LV) y liposomas cargados con a-GalCer (Lc- a-GalCer). Para
preparar los Lc-SLA se utilizd un kit de liposomas comercial (L4395-5VL, Sigma-
Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. La incorporacion del antigeno se
llevd a cabo agregando 1 mL de la solucion acuosa con 2.5 mg de antigeno en el
vial a 4 °C y se mezclé agitando en vértex durante 30 segundos, posterior a esto se

sonico en tres ciclos de tres min con cinco segundos de pausa por ciclo.
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El exceso de antigeno libre se elimind mediante centrifugacion a 20,000 g durante
1 h a4 °Cy se cuantifico el antigeno no encapsulado por el método de Bradford. La

eficacia de encapsulacién se determiné por medio de la siguiente ecuacion:

Proteina cargada en los liposomas después de la purificacion

x 100.

Eficacia de encapsulacion = - , ———
Proteina cargada en los liposomas antes de la purificacion

Paralos LV y Lc-a-GalCer se utilizo la misma metodologia, empleando 1 mL de PBS
para LV y 200 ug de a-GalCer/DMSO diluidos en 600 mL de PBS.

Caracterizacion de los liposomas

Se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) para caracterizar tanto el SLA solo y el encapsulado en el liposoma.
Se corrié un gel al 10% de acrilamida con tampon de electroforesis (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, SDS al 0,1%, pH 8.3). La electroforesis se realizé a un voltaje
constante de 140 V por 45 min. Por ultimo, los geles se tifieron con plata para la
deteccion de proteinas.

Determinacion del tamafio de los liposomas

Para estimar el tamafio liposomal se tomé una muestra de 50 pL de los liposomas,
los cuales se fijaron con 50 pL de acetato de uranilo al 1% durante cinco min. Se
tomd una muestra de liposomas fijados utilizando rejillas de pelicula de carbono. El
excedente se retiré con papel filtro. Una vez listas las rejillas con los liposomas se

observaron con un microscopio electronico de transmision (MET).

Internalizacién de antigenos cargados en liposomas por macréfagos
derivados de médula 6sea

Se incubaron MO con Lc-SLA para observar su internalizacién. Se utilizaron
250,000 MO que fueron adheridos a un cubreobjetos redondo de 18 mm de diametro
y 0.13-0.17 mm de grosor, posteriormente fueron incubados con Lc-SLA durante 18
h en 1 mL de medio RPMI con 10% de SFB a 37 °C en 5% de CO2. Una vez
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transcurrido el tiempo se marcaron con F4/80 anti-ratdbn para contrarrestar la
membrana celular en una dilucion 1:50 durante 20 min a 4 °C; se lavaron con PBS
y posteriormente las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% durante 20
min a 4 °C. Después se permearon con acetona para realizar la marca intracelular
de los Lc-SLA con un anticuerpo primario de suero de conejo anti-Leishmania en
dilucion 1:40 durante 30 min a 4 °C; subsecuentemente se lavaron con PBS y se
marcaron con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) en dilucion 1:40 por 30 min a 4 °C. Por ultimo, se realizé una
tincion nuclear con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en dilucién 1:1000 por un min
y se montaron en un portaobjetos con glicerol al 30% para su posterior observacion
en el microscopio confocal. Como controles se utilizaron macréfagos sin estimulo y

otro grupo sin anticuerpo primario.

Inmunizacién de ratones

Se inmunizaron seis ratones BALB/c por grupo experimental mediante tres
inyecciones intraperitoneales (ip) a intervalos de dos semanas con cualquiera de las
siguientes formulaciones en un volumen de 100 uL con PBS: SLA (25 ug), LV, Lc-
SLA (25ug), a-GalCer (4 pg), Lc- a-GalCer y Lc-SLA/Lc- a-GalCer. Se conté con un

grupo control al que no se le aplicé ningun tratamiento.

Infecciéon de ratones BALB/c con L. mexicana

La infeccion estaba planificada para llevarse a cabo tres semanas después de la
ltima inmunizacion (Eskandari et al., 2014; Firouzmand et al., 2013); sin embargo;
se realiz6 siete meses después debido a la pandemia de COVID 19 ocasionada por
el virus SARS-CoV-2.

Los ratones se inocularon por via subcutanea (SC) en el cojinete plantar con 1x10°
de promastigotes de L. mexicana en fase estacionaria en un volumen de 10 uL. Se

emplearon jeringas de insulina con agujas calibre 30G.
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Cuantificacion del tamafio de lesion y carga parasitaria

El progreso de la infeccion fue monitoreado una vez a la semana mediante la
medicion del grosor de la almohadilla de la pata usando un calibrador métrico. La
clasificacion del tamafio de la lesion se realiz6 restando el grosor de la almohadilla
contralateral no infectada de la infectada. En la semana siete post-infeccion se
realizo la eutanasia de los ratones por dislocacion cervical, posteriormente se
amputd y se macerd el miembro infectado para determinar la carga parasitaria

contabilizando los amastigotes en camara de Neubauer.

Produccién intracelular de citocinas y citotoxicidad de linfocitos T CD8*y T
CD4*

La citotoxicidad y las células positivas a IFN-y, TNF-q, IL-4 e IL-10 se analizaron por
citometria de flujo. Se colecto el ganglio linfatico popliteo del miembro infectado de
los ratones de los diferentes grupos experimentales. Se macerd y se contabilizaron
las células en cAmara de Neubauer. Para analizar la estirpe celular y produccion de
IFN-y y TNF-a intracelular, se cultivaron 6x10° células en medio RPMI con SFB al
10% utilizando los siguientes controles: células sin estimulo (S/E) y células con 50
ng de forbol-miristato-acetato y 1 pg de ionomiciona (PMA/I); las condiciones de
cultivo fueron a 37°C con 5% de CO: durante 2 h. Posteriormente se agregé
monensina a 1 pg/mL por 4 h para detener el tréfico vesicular. Pasado el tiempo se
bloqued con anti CD-16/32 en dilucién 1:100. Después de lavar, se marcé con anti-
CD3 en APC, anti-CD8 en PE y anti-CD4 en PE-Cy7A, en dilucién 1:100. Se fijaron
las células con paraformaldehido al 2% durante 20 min a 4 °C, se lavaron y se
permeabilizaron con PERM/WASH en dilucion 1:10. Se realiz6 la marca de anti-IFN-
vy en FITC y anti-TNF-a en Per-CP con PERM/WASH. Tras lavar las células con
PERM/WASH, se retir6 la solucién y se resuspendio en 200 pL de PBS. Todas las
marcas con anticuerpos se realizaron en dilucion 1:100 durante 20 min a 4 °C.
Siguiendo la metodologia anterior se realizé la marca intracelular para IL-4 e 1L-10

con anti-IL-4 en FITC y anti-IL-10 en Pacific Blue respectivamente.
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Se emplearon las mismas condiciones experimentales para determinar la
citotoxicidad por medio de la expresion de CD107a en la membrana extracelular,
puesto que CD107a es un marcador de degranulacién en células citotoxicas como
T CD8*y NK (Campos et al., 2017). Siguiendo la metodologia antes descrita, se
colocé el anti-CD107a en FITC junto con la monensina durante 2 h,
subsecuentemente se bloqued y se realizo la marca de estirpe celular para T CD8*.
Posteriormente se lavaron las células, se fijaron con paraformaldehido al 2%
durante 20 min a 4 °C y se resuspendieron en 200 pL de PBS.

Andlisis estadistico

Se empled el programa Graph Pad Prism versién 7.0 (Software Graphpad, v. 4.0,
San Diego, CA) para el analisis de los datos. Se evalu6 la normalidad de los datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para evaluar la significancia de las diferencias
entre varios grupos con datos normales se realiz6 un ANOVA de una via; en el caso
de los datos que no pasaron la prueba de normalidad se utilizé la prueba de Kruskal
Wallis. Cuando la comparacion multiple dio un valor de p significativo se utilizo la
prueba de Tukey-Kramer para comparar las medias de diferentes grupos. Para
evaluar la evolucion de la lesion se utilizo un ANOVA de dos vias. Los resultados

con p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS
Obtencion de antigeno y preparacion de liposomas

Se obtuvieron 6.3x10° parasitos que fueron lisados para conseguir 7.5 mg de SLA.
Se utiliz6 1 mL del antigeno para reconstituir los liposomas y el sobrante se elimin6

para determinar una eficiencia de encapsulacion del 50%.

Caracterizacion de antigeno dentro de liposomas

Se utilizé un SDS-PAGE analitico para caracterizar tanto el SLA solo y el

encapsulado en los liposomas, asi como liposomas cargados con PBS (Figura 2).
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El andlisis SDS-PAGE de SLA solo revel6 varias bandas de proteinas con un peso
molecular en el rango de entre 37 y 250 kDa (Figura 2). El analisis SDS-PAGE de
SLA liposomal mostré las mismas bandas que en el SLA solo, por lo que muestra
su eficiencia de encapsulacion. Como control negativo se utilizaron liposomas

cargados con PBS que no mostraron bandas.

Figura 2. Andlisis SDS-PAGE de SLA solo y SLA liposomal. Carril 1, estandar de proteina de

peso molecular de bajo rango; carril 2, liposomas con PBS; carril 3, SLA; carril 4, SLA liposomal.

Caracterizacion de liposomas cargados

Para la caracterizacion de liposomas se emple6 un MET y se determind un tamafio
de entre 50 y 500 nm de diametro (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Liposomas cargados con antigenos de Leishmania mexicana. Microscopia electrénica
de transmision 100,000 X.

Figura 4. Liposomas cargados con alfa-galactosilceramida. Microscopia electrénica de
transmisién 40,000 X.
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Analisis de pureza de macrofagos

Se determind la pureza de los MO por medio del marcador F4/80 utilizando
citometria de flujo, y se demostrd que el cultivo era 95% puro (Figura 5).
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Figura 5. Andlisis por citometria de flujo del marcador F4/80 en macréfagos derivados de médula

Osea. Rojo: autofluorescencia. Azul: macrofagos que expresan F4/80.

Internalizacién de antigenos

Para demostrar que las APCs podian internalizar liposomas cargados con SLA se
observaron MO incubados con Lc-SLA por microscopia confocal. Se demostré que
los MO que revelaban la tincién verde fluorescente habian internalizado los

liposomas cargados con antigenos de L. mexicana (Figura 6). En los controles
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negativos no se encontraron células que revelaran la presencia el antigeno (Figura
7).

Figura 6. MO incubados con Lc-SLA en FITC (verde fluorescente) que revelan el marcador

F4/80 en PE (rojo) y tincion nuclear con DAPI (Azul). Imagen de microscopia confocal.

Figura 7. MO sin estimulo que revelan el marcador F4/80 en PE (rojo) y tincién nuclear con

DAPI (Azul). Imagen de microscopia confocal.




Cuantificacion del tamafio de la lesion y carga parasitaria de los grupos
experimentales

Tras la infeccion se monitored el progreso del tamafio de la lesion durante siete
semanas. Se observé un aumento en el tamafio de la lesion mas prematuro en los
ratones SN TX y en el grupo con a-GalCer. En contraste, el grupo con Lc-SLA/Lc-
a-GalCer mostré un ligero incremento en el tamafio de la lesion, siendo poco
evidente a simple vista. Adicionalmente, este grupo mostré6 una diferencia
estadisticamente significativa respecto a los grupos SN TX, a-GalCer y Lc-SLA con
un valor de p<0.0001, y con respecto al grupo SLA un valor de p<0.001. Los grupos
con LV y Lc-a-GalCer presentaron una tendencia hacia una lesion de menor tamafo
con respecto al resto de los grupos control (Figura 8). Posteriormente se obtuvieron
los miembros infectados para cuantificar la carga parasitaria. El grupo inmunizado
con Lc-SLA/Lc-a-GalCer también revel6 una carga parasitaria menor con respecto
al grupo SN TX y a-GalCer (p<0.001). Los grupos con Lc-SLA y LV mostraron una
tendencia a una menor carga parasitaria con respecto al resto de los grupos control
(Figura 9).
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Figura 8. Tamafio de la lesion de la almohadilla de ratones BALB/c infectados con promasigotes
de L. mexicana y previamente inmunizados con SLA, LV, Lc-SLA, a-GalCer, Lc-a-GalCer, Lc-
SLA/Lc-a-GalCer y SN TX. Cada punto representa el tamafio promedio en el grosor de la
almohadilla de la pata. £ DE (n=6 para todos los grupos excepto Lc-SLA/Lc-a-GalCer n=4). Los
asteriscos sobre la linea indican diferencias significativas entre los grupos. **, p<0.01 y ****,
p<0.0001.
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Figura 9. Carga parasitaria de la almohadilla de ratones BALB/c infectados con promasigotes
de L. mexicana y previamente inmunizados con SLA, LV, Lc-SLA, a-GalCer, Lc-a-GalCer, Lc-
SLA/Lc-a-GalCer y SN TX. Cada simbolo representa a un individuo (SLA, Lc-SLA, a-GalCer, a-
GalCer n=6, LV y SN TX n=5y Lc-SLA/Lc-a-GalCer n=4). Los asteriscos sobre la linea indican
diferencias significativas entre los grupos. *, p<0.05; **, p<0.01 y ***, p<0.001.

Proporcién de poblacién de células T CD4*y T CD8*

Se analizé el porcentaje de poblacion de linfocitos T CD4*y T CD8*, asi como su
proporcion mediante citometria de flujo. En el grupo SN TX presentd un 57% de
células T CD4*y un 36% de células T CD8*, obteniéndose una proporcion T CD4*/T
CD8* cercana a 1.8, mientras que los grupos Lc-SLA y Lc-SLA/Lc-a-GalCer
presentaron un porcentaje de linfocitos T CD4* y T CD8* entre 40 y 44% con una
relacion de 1.2 y 1.1, respectivamente. El resto de los grupos revelaron un
porcentaje de linfocitos T CD4* alrededor del 50% y de T CD8" alrededor del 35%
con una relacion cercana a 1.5 (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje y proporcion de poblacion T CD4*/T CD8*de ratones BALB/c infectados
con promastigotes de L. mexicana y previamente inmunizados con SLA, LV, Lc-SLA, a-GalCer,
Lc- a-GalCer, Lc-SLA/Lc- a-GalCer y SN TX. Los datos representan la media del porcentaje y
de la proporcion + DE (n=4), respectivamente.
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Citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias de linfocitos TCD8+y T
CD4+

Se analiz6 la produccion intracelular de citocinas pro y anti-inflamatorias por los
linfocitos T CD4* y T CD8* mediante citometria de flujo. Los linfocitos T CD4*y T
CD8* positivos a IFN-y fue mayor (p<0.05) en el grupo con Lc-SLA/Lc-a-GalCer que
en el resto de los grupos (Figura 11 Ay B). En cuanto a las células positivas a TNF-
a, IL-4 e IL-10 no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos (Figura
11 C, D, E, F, Gy H). Sin embargo, se observo en general una mayor cantidad de

células CD4 positivas a estas citocinas en comparacion con las células T CD8".
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Figura 11. Citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias de linfocitos T CD8* y T CD4* en
respuesta a la infeccion por L. mexicana. Se aislaron las células de los ganglios popliteos
provenientes de ratones BALB/c infectados con promastigotes de L. mexicana y previamente
inmunizados con SLA, LV, Lc-SLA, a-GalCer, Lc- a-GalCer, Lc-SLA/Lc- a-GalCer y SN TX. Se
analizaron por medio de citometria de flujo las células T CD8* y T CD4" estimuladas con PMA
e lonomicina para la expresion intracelular de IFN-y (Ay B), TNF-a (C y D), IL-4(Ey F) e IL-10
(G y H). Los datos representan la media del porcentaje + DE (n=4). Los asteriscos sobre la linea
indican diferencias significativas entre los grupos. *, p<0,05; **, p<0.01; ***, p<0.001 y ****
p<0.0001.




Citotoxicidad

Para determinar la citotoxicidad por parte de los T CD8* se analiz6 el porcentaje de
expresion de CD107a mediante citometria de flujo. El grupo con Lc-SLA/Lc-a-
GalCer mostré6 una mayor expresion de CD107a en comparacion al resto de los
grupos (p<0.05).
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Figura 12. Citotoxicidad de linfocitos T CD8* en respuesta a la infeccion por L. mexicana. Se
aislaron las células de los ganglios popliteos provenientes de ratones BALB/c infectados con
promastigotes de L. mexicana y previamente inmunizados con SLA, LV, Lc-SLA, a-GalCer, Lc-
a-GalCer, Lc-SLA/Lc- a-GalCer y SN TX. Se analizaron por medio de citometria de flujo las
células T CD8* para la expresion extracelular de CD107a Los datos representan la media del
porcentaje = DE (n=4). Los asteriscos sobre la linea indican diferencias significativas entre los
grupos. *, p<0.05 y **, p<0.01.

DISCUSION
Actualmente la leishmaniasis sigue siendo un problema de salud publica en paises

endémicos, por lo que los esfuerzos estan enfocados a generar respuestas

inmunoprotectoras tanto de linfocitos T CD4* como T CD8*; estos ultimos han
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despertado un creciente interés debido a su papel controvertido en la enfermedad.
Mientras que algunas investigaciones los han correlacionado con la exacerbacion
de la enfermedad (Belkaid et al., 2002; Novais et al., 2013), otras han demostrado
que participan en la resistencia y control de la leishmaniasis al ser capaces de
eliminar a los macréfagos infectados y de producir IFN-y que activa al macréfago
permitiendo la eliminacion del parasito (Novais y Scott, 2015). Estudios por otros
autores han demostrado que el empleo de liposomas catidnicos y a-GalCer induce
respuesta de linfocitos T CD8" en diferentes modelos infecciosos y cancer (Okazaki
et al., 2018). Es por ello que, para evaluar la utilidad potencial de estos elementos
inmunoestimuladores, en este trabajo se utilizaron liposomas cargados con
antigenos de L. mexicana y a-GalCer con el fin de activar a los linfocitos T CD8*, ya
gque ha sido observado que participan en el control de la infeccion en la

leishmaniasis.

Se empled el SLA que es una mezcla de antigenos que tiene muchos epitopos y ha
sido considerado como un candidato vacunal cuando se utiliza junto con un sistema
de administracion como los liposomas, potenciando respuestas proliferativas de
células T especificas de antigenos y en la produccion de anticuerpos (Bhowmick et
al., 2007). Uno de los primeros pasos en el estudio consisti6 en analizar el SLA
mediante electroforesis. Se pudieron apreciar fracciones de diferentes pesos
moleculares incluido una de 63 kD, la cual podria representar a la proteina
inmunodominante gp63, que se ha propuesto como candidato vacunal (Bhowmick
et al., 2008).

Debido a la eficiencia reportada de SLA asociada con el sistema de administracion
(Afrin et al.,, 2002), en este trabajo se utilizaron liposomas a base de L-
fosfatidilcolina, un fosfolipido de carga neutra, junto con colesterol y esterilamina.
Este Ultimo compuesto sintético posee una carga positiva, por lo que los liposomas

generados fueron cationicos.
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Se ha reportado que los liposomas catidénicos son absorbidos por las APC de
manera mas eficiente que los liposomas neutrales o cargados negativamente
(Bhowmick et al., 2007; Maji et al., 2016). Esto se debe a que las cargas positivas
son capaces de interaccionar con moléculas con carga negativa en la superficie de
las APC, permitiendo que los antigenos sean endocitados (Lonez et al., 2008). Por
otro lado, es conocido que los liposomas tienen cualidades fusogénicas que
permiten el acceso de los antigenos al citosol e inducen la presentacion a traves del
MHC-I para la activacion de células T CD8" (Eiji, 2018).

En la leishmaniasis ha sido demostrado que los liposomas cargados con antigenos
mejoran su potencial al inocularse con otro adyuvante como como BCG (Sohrabi et
al., 2005), MPL-TDM (dicorinomicolato de monofosforil lipido-trehalosa) (Ravindran
et al.,, 2012) o CpG ODN (oligodesoxinucledtidos de citosina fostato guanina)
(Shargh et al., 2012). Considerando dichas observaciones, se optd por utilizar a-
GalCer, un adyuvante que no ha sido probado en formulacion liposomal en la
leishmaniasis, aunque ha demostrado generar una buena estimulacion
inmunologica en esta enfermedad. Ademas, se ha mostrado que a-GalCer induce
la maduracion de las APC, permitiendo una activacién eficiente de linfocitos T CD8*
en modelos de cancer (Dondji et al., 2008, Gillespie et al., 2016; Okazaki et al.,
2018; Zamora-Chimal et al., 2017).

Una vez determinada la composicién de los liposomas, calculamos una eficiencia
de encapsulacién de alrededor del 50%, lo cual esta dentro del rango reportado en
trabajos como el de Firouzmand et al. (2013), quienes obtuvieron una eficiencia de
encapsulacién del SLA de 61.0 + 13.9, y el de Eskandari et al. (2014), quienes

reportaron una eficiencia de 45.9 + 6.2%.

Es reconocido que el tamafo de las particulas juega un papel significativo en el
trafico de vesiculas a los ganglios linfaticos, y en la absorcion y procesamiento de
antigenos por las APC (Oussoren y Storm, 2001). Las particulas grandes de 500

nm a 2 um suelen ser absorbidas por DC en el lugar de la inoculacion, mientras que
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las particulas pequeiias (<200 nm) se drenan libremente hacia los linfonodos de
drenaje (LNd), ahi son absorbidas por las células fagociticas (DC y macréfagos)

(Henriksen-Lacey et al., 2011).

Los resultados de MET en este estudio mostraron Lc-SLA de entre 50 y 150 nm, y
Lc-a-GalCer de 300 a 500 nm, parecido a lo reportado diversos autores (Eskandari
et al., 2014; Firouzmand et al., 2013; Maji et al., 2016). Lo anterior sugiere que los
Lc-SLA pudieron llegar a los LNd y ser captados por DC y macrofagos. Por su parte,
los Lc-a-GalCer también pudieron ser mas facilmente captados por células en el

sitio de inoculacion.

La distribucién intracelular de liposomas fue descrita por Maji et al. (2016),
incubando liposomas catiénicos con DC. Ellos observaron por microscopia confocal
gue una parte de los liposomas se encontraba en compartimentos fagociticos y otra
se encontrd dispersa en el citosol. Estos liposomas al ser cargados con gp63 fueron
capaces de inducir la activacién de linfocitos T CD8* cuando se inocularon in vivo
en ratones BALB/c y dicho efecto se vio potenciado cuando se inocularon junto con
el adyuvante MPL-TDM. En nuestro estudio, antes de inocular los liposomas in vivo
se verifico si estos podian ser internalizados por macréfagos in vitro. La microscopia
confocal mostré antigenos de Leishmania dentro de los macrofagos. La observacion
detallada mostré6 zonas de antigeno con bordes definidos compatibles con
compartimentos endosémicos, mientras que otra parte del antigeno se observo
disperso en el citosol. Posiblemente estos antigenos dispersos estuvieron
disponibles para la degradacion por el proteosoma y la subsecuente carga en el
MHC-I, permitiendo la presentacién de antigenos y la subsecuente activacion de
linfocitos T CD8*

Después de confirmar que los liposomas fueron internalizados por una APC in vitro,
se analizo si eran capaces de activar linfocitos T CD8* in vivo, y si esta activacion
se podia relacionar con la proteccion contra la LC causada por L. mexicana. Durante

el seguimiento de la lesion se observo que los ratones del grupo inmunizado con
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Lc-SLA/Lc-a-GalCer mantuvieron durante todo el experimento una lesion de menor
tamafo (p<0.05) con respecto a los ratones de los grupos SN TX, a-GalCer, SLAy
Lc-SLA. Esta observacion fue consistente con la menor carga parasitaria observada
en los ratones inoculados con liposomas cargados con SLA y el adyuvante.

El papel adyuvante del a-GalCer fue reportado por Dondji et al. (2008), quienes
emplearon ratones BALB/c inmunizados con el antigeno p36 y a-GalCer, logrando
reducir la carga parasitaria y el tamafio de la lesiébn en comparacion con los ratones
inmunizados solo con p36. Este fendmeno fue adjudicado a la produccion de IFN-y
por las células T CD4*, y una mayor citotoxicidad de las células T CD8*. A su vez,
Jayakumar et al. (2011) mostraron que el control de la enfermedad era dependiente
de la poblacién T CD8*, puesto que su eliminacion anuld la proteccién generada por

la vacuna en el modelo de L. panamensis.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el los liposomas cargados
con SLA junto con el adyuvante generaron una respuesta inmune protectora, puesto
que con la administracién de SLA solo o Lc-SLA se observaron lesiones de mayor
tamafio incluso que los grupos con LV y Lc-a-GalCer. Se puede deducir que el
in6culo de Lc-SLA/Lc-a-GalCer promueve una respuesta Thl a través de la
activacion de células iNKT, contribuyendo a la produccion de varias citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y e IL-12 (Shimizu et al., 2007). El IFN-y a su vez podria
permitir la activacién de la INOS con la subsecuente produccion de NO en los
macrofagos dandoles su capacidad leishmanicida (Wilkins-Rodriguez et al., 2010)

Por otra parte, en este trabajo también se observé un desarrollo de la lesion mas
temprano en el grupo inmunizado Unicamente con a-GalCer, asi como en los
ratones SN TX. Asi mismo, los ratones que Unicamente fueron inoculados con a-
GalCer desarrollaron una lesibn mas grande y evidente, que se mantuvo en
crecimiento hasta el final del experimento y en los cuales también se encontré una
mayor carga parasitaria. Una respuesta negativa al a-GalCer ya ha sido descrita en
un modelo de LVs por L. donovani; donde se observo la exacerbacion de la
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enfermedad tras la estimulacion con a-GalCer en ratones C57BL/6. Este resultado
fue relacionado con una disminucion en la produccion de IFN-y por parte de los T
CD8* (Stanley et al., 2008). Con base en estos antecedentes y por lo reportado en
este estudio, se puede deducir que el a-GalCer por si solo no propicia una respuesta

inmune eficiente.

Para el caso de SLA, el aumento en el tamafio de la lesiéon ya ha sido reportado,
adjudicado a que en ausencia de cualquier adyuvante promotor de respuestas de
tipo Thl, los ratones BALB/c contindan con su tendencia inherente a desarrollar
respuestas de tipo Th2 (Afonso et al., 1994; Bhowmick et al., 2007). En este trabajo
los Lc-SLA si bien no disminuyeron el tamafio de la lesion, en el analisis de la carga
parasitaria se observé una carga menor que con el SLA solo, por lo que podrian
estar generando una respuesta inmune que controla en cierto punto al parasito, pero

no es capaz de contener la inflamacion.

Para definir si el tamafio de la lesién y la carga parasitaria estaban relacionadas con
la activacion de T CD8*, se analiz6 el porcentaje de células CD8 positivas a citocinas
tanto pro-inflamatorias (IFN-y y TNF-a) como anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), y la
expresion de CD107a como marcador de citotoxicidad. Adicionalmente, se
analizaron las mismas citocinas para T CD4* para poder definir si la respuesta
favorable del grupo inmunizado con Lc-SLA/Lc-a-GalCer era en su mayoria

dependiente de estas células, y no de los T CD8*.

Normalmente la poblacion T CD4* es mayor que la de T CD8*, presentandose
proporciones entre 1.5y 2.5 (McBride y Striker et al., 2017; Sim et al., 1998). En
este estudio la citometria de flujo mostré que el grupo SN TX tenia una relacion T
CD4*/T CD8* cercana a 1.8, mientras que los grupos SLA, LV, a-GalCer y Lc-a-
GalCer expresaban una proporcion cercana a 1.5. Interesantemente, los grupos de
Lc-SLA y Lc-SLA/Lc-a-GalCer presentaron una proporcion 1.2 y 1.1,
respectivamente, lo que muestra un aumento en la poblacién de T CD8* aunque no

de manera estadisticamente significativa. No obstante, existe la posibilidad de que
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los liposomas cargados con antigenos con o sin adyuvante favorezcan la
proliferacion de los linfocitos T CD8*. Un aumento en la poblacion de T CD8* en
proporciones similares a las de T CD4* (1.1) ha sido reportado en el proceso de
curacion de pacientes con LCL causada por L. braziliensis. En costraste, cuando
estas infecciones eran activas, se observaban proporciones mas altas de linfocitos
T CD4* que T CD8* (Da-Cruz et al., 2002). El incremento en los linfocitos T CD8*
también ha sido reportado durante el proceso de curacién de pacientes con LCL
ocasionada por L. mexicana (Salaiza et al., 1999). Con base en estos datos se
puede sugerir que el aumento en la poblacion T CD8* contribuyé al control de la

enfermedad en este modelo.

En otro modelo experimental se habia mostrado que es necesaria la participacion
tanto de células T CD4* como de células T CD8* productoras de IFN-y para el control
de la infeccién causada por L. infantum (Mary et al., 1999) debido a que IFN-y,
ademas de activar al macréfago, también induce la presentacion cruzada de
antigenos a través de la regulacion positiva de moléculas del MHC-I (Zhou, 2009).

Aunado a esto, el IFN-y mejora la motilidad y la citotoxicidad de los T CD8*.

En el presente trabajo, se observd un aumento significativo de células T CD4*y T
CD8* productoras de IFN-y en el grupo inmunizado con Lc-SLA/Lc-a-GalCer, por lo
gue se puede deducir que todo el conjunto de liposomas cargados y el adyuvante
favorecen la activacién tanto de T CD8* como de T CD4*.

En relacion a la capacidad citotoxica de los T CD8*, un estudio realizado por
Kaushal et al. (2014) mostr6 un posible papel de estas células en la resistencia a la
infeccion por L. donovani en pacientes recuperados de LVs, gracias a su actividad
citotoxica a través de la produccion de granzima B. Este efecto también se observé
en un modelo de tumor de ratébn donde se utilizaron liposomas cargados con
antigeno tumoral y a-GalCer donde se logré estimular eficazmente la produccion de
IFN-y y la capacidad citotoxica de los linfocitos T CD8*, generando efectos

profilacticos y terapéuticos en contra del tumor. Estos resultados no se observaron
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al utilizar el antigeno tumoral solo o los liposomas cargados con PBS (Okazaki et
al., 2018).

El presente trabajo también mostré6 que la expresion de CD107a en el grupo
inmunizado con Lc-SLA/Lc-a-GalCer fue significativamente mayor que en el resto
de los grupos, por lo que la actividad citotoxica de los T CD8* podria estar

relacionada con el control de la enfermedad.

El trabajo actual no mostré diferencias significativas en la produccion de TNF-a, IL-
4 e IL-10 por linfocitos T CD4*y T CD8* entre los grupos. Cabe mencionar que TNF-
a es una citocina crucial en la cascada inflamatoria al activar la respuesta inmune
Thl, que mejora la actividad de los macréfagos, y es esencial para la formacion y
mantenimiento de granulomas (Wallis et al., 2005). Dado que esta citocina también
puede ser producida por otras células del sistema inmune, como los macrofagos
(Chu, 2013), se tendrian que analizar distintas células mediante estudios in vitro
para poder evaluar su participacion en este modelo. Lo mismo aplicaria para la
citocina IL-10, que se ha relacionado con la persistencia del parasito (Belkaid et al.,

2001) y en la cual tampoco se encontraron diferencias significativas en los grupos.

Asi mismo, en nuestro estudio la producciéon de IL-4 no fue significativamente
distinta entre los grupos. El papel de esta citocina en inducir respuestas tipo Thl o
Th2 es controversial, ya que niveles altos se han asociado con una respuesta tipo
Th2 y exacerbacion de la enfermedad, sin embargo, también se ha asociada con
una respuesta Thl (Kamogawa et al., 1993), dado que su secrecion temprana
impulsa la secrecion de IFN-y (Noble y Kemeny, 1995; Platzer et al., 1992; Hurdayal
y Brombacher, 2014). Asi mismo, los estudios de Firouzmand et al. (2013) y
Ravindran et al. (2012) mostraron que la IL-4 no siempre dicta el desenlace de la

leishmaniasis, a diferencia de IFN-y que se correlacion6 con mejor proteccion.
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CONCLUSION

La administracion de Lc-SLA/Lc-a-GalCer en ratones indujo una mayor cantidad de
linfocitos T CD4 y CD8 positivas a IFN-y, lo que sugiere una mayor expresion de

esta citocina.

Los linfocitos T CD8* expresaron una mayor cantidad de CD107a en los ratones
que fueron inmunizados con Lc-SLA/Lc-a-GalCer, por lo que indica una mayor
actividad citotoxica.

Los ratones inoculados con Lc-SLA/Lc-a-GalCer mostraron lesiones de menor
tamafo y severidad que los ratones de los otros grupos cuando fueron infectados
con L. mexicana. Asi mismo los ratones inoculados con Lc-SLA/Lc-a-GalCer
tuvieron una menor carga parasitaria que los ratones del grupo testigo, lo que indica
una respuesta inmune protectora a través de la produccion de IFN-y y la actividad

citotdxica de linfocitos T CD8".

PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos durante esta investigacion permiten plantear el posible
desarrollo de un sistema de proteccion contra L. mexicana. Esto ultimo debido a que
se observé la disminucion de la carga parasitaria y el tamafio de lesion en los

ratones inoculados con Lc-SLA/Lc-a-GalCer.
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APENDICE

Tamaifo de lesién

A

Figura 13. Imégenes ilustrativas del tamafio de la lesion de la almohadilla izquierda de ratones
BALB/c infectados con promastigotes de L. mexicana y previamente inmunizados con los
siguientes protocolos: A. Sano. Almohadilla normal sin ninguna lesién B. SN TX. Almohadilla
gue presenta una lesién nodular rosa de aproximadamente 6 mm C. SLA, Almohadilla que
presenta una lesion nodular rosa de aproximadamente 4 mm D. LV. Almohadilla que presenta
una lesién nodular rosa de aproximadamente 4 mm E. a-GalCer. Almohadilla que presenta una
lesién nodular rosa de bordes irregulares de aproximadamente 6.5 mm con zonas erosionadas
de 0.5 mm en los bordes laterales de la pata. F. Lc-SLA. Almohadilla que presenta una lesion
nodular rosa de aproximadamente 5 mm y que se extiende hasta el talon. G. Lc-a-GalCer.
Almohadilla que presenta una lesion nodular rosa de aproximadamente 4 mm y que se extiende
hasta el talon H. Lc-SLA/Lc-a-GalCer. La almohadilla no presenta lesion visible.




Citometria de flujo
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Figura 14. Autoflourescencia. Los

graficos dotplot de citometria de flujo muestran la

autofluorescencia de las células en el canal de APC, donde se observo la expresion de CD3.

—

54

—t



Controles de fluorescencia: Fluorescence Minus One (FMO), FITC y PercP
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Figura 15. Controles de fluorescencia. Dotplots representativos de citometria de flujo para:
Fluorescence Minus One (FMO), FITC y PerCP. El FMO es el control interno de la técnica para
determinar el punto de corte entre la emision de fluorescencia de fondo y las muestras

analizadas para evaluar la produccion de IFN-y, TNF, IL-4, IL-10 y CD107a.




Estrategia de analisis de la produccion de CD107a en linfocitos T CD8*
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Figura 16. Expresion de CD107a. Dotplots representativos de citometria de flujo que muestran

la frecuencia CD107a expresados por células T CD8".
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Figura 17. Expresion de IFN-y y TNF-a por células T CD8*. Dotplots representativos de
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Figura 18. Expresion de IFN-y y TNF-a por células T CD4*. Dotplots representativos de
citometria de flujo que muestran la frecuencia de IFN-y y TNF-a.. expresados por células T CD4*
de ratones BALB/c infectados con promastigotes de L. mexicana, y previamente inmunizados
con SLA, LV, Lc-SLA, a-GalCer, Lc-a-GalCer, Lc-SLA/Lc-a-GalCer y SN TX.
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Estrategia de analisis de la produccion de IL-4 e IL-10 de T CD4*y T CD8*

Figura 20. Expresion de IL-4 e IL-10. Dotplots representativos de citometria de flujo que
muestran la frecuencia de IL-4 e IL-10 expresados por células T CD4* y T CD8* de ratones
BALB/c infectados con promastigotes de L. mexicana, y previamente inmunizados con SLA, LV,
Lc-SLA, a-GalCer, Lc-a-GalCer, Lc-SLA/Lc-a-GalCer y SN TX.
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