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RESUMEN

La molécula de LPG es un complejo fosfolipido presente en la superficie de Leishmania que
funciona como un factor de virulencia, ya que le confiere a Leishmania ventajas adaptativas
para poder regular la respuesta inmune del hospedero mamifero. En este trabajo se
analizaron tres aislados de Leishmania mexicana, dos de ellos obtenidos de pacientes con
leishmaniasis cutanea localizada y uno con leishmaniasis mucocutanea. Se analizé la
expresién de LPG, asi como los efectos moduladores que ejercen los pardsitos sobre
macrofagos, tales como su capacidad infectiva, su capacidad de inhibir el estallido oxidativo
y su sobrevida intracelular. Adicionalmente se analizdé la capacidad de los pardsitos de
infectar a ratones BALB/c.

Se encontro que la expresion de LPG de los pardsitos aislados de pacientes con leishmaniasis
cutanea localizada (“Lacandona” y “Galina”) se puede relacionar con el indice de infecciéon
y con la inhibicién del estallido oxidativo de macréfagos infectados. En el aislado del
paciente mucocutaneo “MCQR”, la expresion de LPG se relacioné con el indice de infeccién
y con la carga parasitaria en macréfagos. Sin embargo, estos parasitos ejercieron un efecto
activador sobre el estallido oxidativo que no se correlacioné con la expresién de LPG y
contrasta con los parasitos “Lacandona” y “Galina” de pacientes con leishmaniasis cutanea
localizada. Queda por explorarse si esta diferencia pudiera estar asociada a diferencias en
las moléculas LPG, lo cual seria un hallazgo novedoso ya que a la fecha Unicamente se han
descrito diferencias entre las moléculas de LPG de diferentes especies de Leishmania, pero

no entre distintos aislados de una misma especie. También se desconoce si estas diferencias



son la causa del distinto grado de virulencia que ejercieron los parasitos sobre mecanismos

efectores de macréfagos.



ABSTRACT

The LPG molecule is a complex phospholipid present on the surface of Leishmania that
functions as a virulence factor, since it gives Leishmania adaptive advantages to regulate
the immune response of the mammalian host. In this work three strains of Leishmania
mexicana were analyzed, two of them obtained from patients with localized cutaneous
leishmaniasis and one with mucocutaneous leishmaniasis. The expression of LPG was
analyzed, as well as the modulating effects exerted by the parasites on macrophages, such
as their infective capacity, their ability to inhibit oxidative burst and their intracellular
survival. Additionally, the ability of the parasites to infect BALB/c mice was analyzed.
It was found that the expression of LPG of the parasites isolated from patients with localized
cutaneous leishmaniasis ("Lacandona" and "Galina") can be related to the infection index
and to the inhibition of the oxidative burst of infected macrophages. In the strain of the
mucocutaneous patient "MCQR", the expression of LPG was related to the infection index
and the parasitic load in macrophages. However, these parasites exerted an activating
effect on the oxidative burst that did not correlate with the expression of LPG and
contrasted with the parasites "Lacandona" and "Galina" of patients with localized
cutaneous leishmaniasis. It remains to be explored if this difference could be associated
with differences in the LPG molecules, which would be a novel finding since to date only
differences have been described between the LPG molecules of different species of
Leishmania, but not between different isolates of a same species. It is also unknown if these
differences are causing the different degree of virulence exerted by the parasites on

macrophage effector mechanisms.



1. INTRODUCCION

1.1 Leishmaniasis

Los parasitos protozoarios del género Leishmania provocan un amplio espectro de cuadros
clinicos. Los cuadros clinicos que produce la infeccion de este parasito incluyen la
leishmaniasis cutdnea (LC), que puede ser leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) o
leishmaniasis cutanea difusa (LCD), la leishmaniasis mucocutanea (MC), y la leishmaniasis
visceral (LV). Al menos 20 especies de este género pueden infectar al ser humano. Los
protozoarios se transmiten por la picadura de fleb6tomos hembras de los géneros

Lutzomyia, en el Continente Americano y Phlebotomus, en el resto de los continentes.

1.2 Epidemiologia

Esta enfermedad parasitaria es endémica en 87 paises, de los cuales la mayoria se
encuentran en la zona mediterrdnea de Europa y el Continente Americano [1]. Se ubica en
el grupo de enfermedades tropicales desatendidas y se estima que hay 1.3 millones de casos
nuevos al afio, aunque hay un importante subregistro. En el aino 2015 se reportaron 200
000 nuevos casos de LCy 25 000 de LV. De los casos reportados para la forma cutanea, 150
000 corresponden a la zona del Mediterraneo y 50 000 al Continente Americano, mientras
que de los casos de la forma visceral 10 000 corresponden a la region Africana [2]. Se estima

gue a nivel mundial 310 millones de personas estan en riesgo de adquirir esta enfermedad.



1.3 Taxonomia

El parasito Leishmania fue descrito en 1903 por Leishman y Donovan en la India y
simultdaneamente por Wright en un niflo armenio. El género Leishmania spp. (Ross, 1903)
pertenece al subphylum Mastigophora, orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae.
Dentro del género Leishmania hay dos subgéneros que infectan al humano, Leishmania

(Leishmania) y Leishmania (Viannia) (Lainson and Shaw, 1987) [3].

La clasificacion de las especies y subespecies de Leishmania se basa en caracteristicas
intrinsecas del parasito, ya sean inmunoldgicas, bioquimicas o moleculares. La clasificacién
actual divide al género Leishmania en tres subgéneros: Leishmania, Viannia vy

Sauroleishmania [3].

Los diferentes cuadros clinicos que se desarrollan en respuesta a la infeccién involucran
diferentes especies de Leishmania y tienen una distribucidén geografica caracteristica:

En América, la enfermedad cutdnea se atribuye a especies de los subgéneros Leishmania y
Viannia: L. L. mexicana, L. V. braziliensis, L.V. panamensis, L. V. guyanensis, y L. V. peruviana.
La enfermedad mucocutanea es generada por las especies L.V. braziliensis y L. V.

panamensis, principalmente. L. chagasi, causa la forma visceral [4].

1.4 Morfologia

Los protozoarios del género Leishmania presentan dos formas principalmente: amastigote

es la forma intracelular, que se establece en macréfagos y células dendriticas de los
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hospederos mamiferos, y promastigotes que se encuentra en el interior del intestino del
vector. El amastigote es redondo u ovalado, reside y se multiplica en fagolisosomas de los
fagocitos mononucleares, aunque se ha documentado su presencia en otros tipos celulares
como neutroéfilos y fibroblastos en lesiones de piel [5]. El didmetro de los amastigotes varia
dependiendo la especie de Leishmania [6], presentan un nlcleo grande y un cinetoplasto
puntiforme pequefio. El cinetoplasto es una subestructura mitocondrial que contiene DNA
Unicoy le da el nombre a este grupo de protozoos del orden Kinetoplastida. El promastigote
es elongado, de aproximadamente 10—20 um, por 2-3 um (sin contar la longitud del flagelo).
Se desarrolla y se multiplica en el intestino del vector [5, 6]. El promastigote presenta un
gran nucleo central y el cinetoplasto aparece como una banda granular dentro de la
extension de la mitocondria que se localiza a 1-2 um del extremo anterior del pardsito y es
el sitio de donde emerge el flagelo. Es importante seialar que el cinetoplasto contiene su

propio genoma, correspondiente al genoma mitocondrial en los mamiferos [7].

1.5 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Leishmania se desarrolla en dos hospederos y comienza cuando el
flebdtomo hembra pica a un mamifero infectado para alimentarse e ingiere los amastigotes
presentes en células fagociticas infectadas. Una vez que los parasitos llegan al intestino
medio del vector, estos se transforman en la forma de promastigote y comienzan a
multiplicarse [8]. En su paso por el tubo digestivo del vector, los promastigotes pasan por

diversos cambios morfolégicos que culminan con la fase de promastigotes metaciclicos, que



se encuentran en la faringe y la probdscide del insecto [8]. Los parasitos permanecen ahi
hasta una nueva picadura donde son inoculados a un nuevo hospedero. Con cada picadura
se transmiten aproximadamente entre 10 y 200 promastigotes metaciclicos, de los cuales
la mayoria son destruidos por células del sistema inmune del hospedero como neutrdfilos,
eosinodfilos, macréfagos y células de Langerhans. Los pardasitos que logran sobrevivir a esta
primera linea de defensa activan el sistema de complemento y la opsonizacidn les permite
adherirse a receptores de superficie del macréfago para ser fagocitados [9]. Una vez dentro
del espacio intracelular de células fagociticas, los parasitos se dividen por fisién binaria y
cuando el numero de amastigotes es excesiva, rompen la membrana de la célula, liberando
los pardsitos que a su vez vuelven a ser fagocitados por células vecinas. El ciclo se completa

cuando el mosquito se alimenta de un individuo infectado.

1.6 El vector

La leishmaniasis se transmite por la picadura de mosquitos flebétomos hembras infectados
de los géneros Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo. Estos
insectos adquieren la infeccién tanto por los humanos, como por reservorios tales como
roedores, canidos y primates infectados de Leishmania. Se cree que un 10% de las 800

especies conocidas esta involucrado en la transmision de la leishmaniasis humana [9].

Los mosquitos flebdtomos son pequeiios, de aproximadamente 3 mm de longitud y de color
variable que va desde un tono blanquecino hasta llegar a ser casi completamente negros.

Presentan tres pares de patas muy largas y sedas que recubren al cuerpo incluyendo las alas



lanceoladas que se posan en una posicién de V. Presentan dos ojos compuestos y la
probdscide es de tipo picador-chupador. Sus habitos alimenticios son principalmente
nocturnos, aunque se ha descrito que también pican de dia y no tienden a alejarse de su
entorno habitual ya que su vuelo es corto [10]. Solo las mosquitas hembras presentan
habitos hematdéfagos, ya que necesitan un alimento rico en proteinas para poder producir

sus huevos [10, 11].

1.7 Clasificacion de los cuadros clinicos en la leishmaniasis

La infeccidn por Leishmania puede presentar una amplia variedad de manifestaciones
clinicas que dependen de las caracteristicas del pardsito (especie, capacidad infectiva,
patogenicidad y virulencia), del vector (especie, el nimero de picaduras y la composicién
de la saliva) y del hospedero (estado inmunoldgico y susceptibilidad genética [12].

Los principales cuadros clinicos que se presentan por infecciones con Leishmania son tres:

a) Leishmaniasis visceral o Kala azar, también conocida como fiebre negra.

b) Leishmaniasis mucocutanea o espundia

c) Leishmaniasis cutanea: localizada (LCL) o difusa (LCD).

1.7.1 Leishmaniasis visceral o Kala- Azar (LV).

Las especies asociadas a este cuadro clinico son principalmente L. donovani, L. infantum y

L. chagasi. En México se han reportado casos en los estados de Chiapas, Puebla y Guerrero



y el agente etioldgico asociado es L. chagasi [4]. La infeccion puede ser asintomatica, aguda
o crénica y el tiempo de incubacién varia entre algunos meses hasta varios afios.

Las signos y sintomas generales de este cuadro clinico son: fiebre irregular, pérdida de peso,
hepatoesplenomegalia y anemia. En los nifios, los signos y sintomas que se presentan son:
fiebre, deficiencia en el crecimiento, tos, vémito, diarrea y epistaxis, esplenomegalia masiva
acompaiada de hepatomegalia, linfadenopatias, a veces generalizadas, sangrado gingival,
equimosis y petequias en extremidades. El bazo es grande, firme y puede aparecer con

consistencia blanda en casos agudos [12].

Figural. Figura 2. Sindrome de desgaste.

Hepatoesplenomegalia. WHO WHO



1.7.2 Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

Este cuadro clinico conocido como espundia en América se presenta después de una
enfermedad cutdnea, incluso afios después y se debe a la metastasis de las lesiones
cutaneas. Estas lesiones se inician en las mucosas, principalmente en la nasal, con una
inflamacién de la mucosa e hipertrofia vascular. Las complicaciones pueden llegar a
comprometer el tabique nasal cartilaginoso. El progreso de la enfermedad es crdénico e
involucra varios tejidos como el labio superior, paladar, pilares, Uvula, epiglotis, cuerdas
vocales, hipofaringe y trdquea. Presenta resistencia a la quimioterapia especifica. La

mortalidad de este cuadro clinico es muy grande si se llega a presentar en nifos [4].
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Figura 3. Leishmaniasis mucocutdnea. WHO Figura 4. LMC. Lesién conocida

como "nariz de tapir". CDC

1.7.3 Leishmaniasis cutanea (LC)

La leishmaniasis cutdnea es la forma de infeccidon con mayor distribucién a nivel mundial.
Los principales agentes causales en América son L. mexicana, L. braziliensis y L. panamensis.
Se puede presentar de dos formas, la infeccion localizada, en la que la infeccién presenta
ulceras en la zona del piquete, y la forma difusa en la que la infeccidn se disemina por la piel

[4].

11



1.7.3.1 Leishmaniasis cutanea localizada (LCL)

En este cuadro clinico la incubacién puede variar entre una a doce semanas. En el lugar de
la picadura del mosquito aparece una papula eritematosa, que generalmente se mantiene
asintomatica y en algunos casos se presenta una adenopatia regional. Después de 1 a 3
meses se presenta la Ulcera con bordes elevados, bien definidos, indurados que
paulatinamente adquiere un tono rojizo. Este cuadro clinico puede curar en 3 y 18 meses

en mas del 90 % de los casos [13].

Figura 5. Leishmaniasis cutdnea; lesion Figura 6. Leishmaniasis cutdnea.

conocida como "nariz de tapir". CDC CDC

1.7.3.2 Leishmaniasis cutanea difusa (LCD)

Este cuadro se produce en el continente americano por el complejo de L. mexicana [14]. En

este caso la infeccidn se caracteriza por lesiones nodulares diseminadas por toda la piel.
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Estd reportado que los nédulos de este cuadro clinico presentan un gran numero de
pardsitos y abarcan todo el tegumento a excepcidon del cuero cabelludo, las regiones
inguinal y axilar, genitales, plantas y palmas. En este cuadro clinico se puede presentar
resistencia al tratamiento lo que se han asociado a recaidas continuas. La causa de esta
sintomatologia radica en el tipo de respuesta inmune que desarrolle el paciente en

respuesta a la infeccion por Leishmania [4, 15].

Figura 7. Leishmaniasis cutdnea difusa o diseminada. WHO

1.8 Patogenia de la infeccion por Leishmania

En la infeccion por Leishmania, la interaccion del parasito con el sistema inmune es muy
compleja, y determina la forma clinica de la enfermedad que se desarrollara en respuesta
a la infeccién.

Desde el momento de la picadura por la mosquita infectada inicia una respuesta inmune en
el hospedero en respuesta a las piezas bucales del insecto que lacera los vasos sanguineos

e inyecta sustancias vasodilatadoras [16]. El trauma de esta lesidn induce en el hospedero
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una respuesta inflamatoria que provoca la migracion de macréfagos y linfocitos al sitio de
la lesidn para reorganizar el tejido dafiado e iniciar el proceso de cicatrizacién [16].

Cerca del 90% de los promastigotes inoculados en el espacio extracelular son eliminados
por neutroéfilos y eosindfilos sanguineos que llegan al sitio de la lesién, asi como por la
activacion de la cascada del complemento. Los promastigotes que sobreviven son
fagocitados por los macrdfagos, donde se transforman en amastigotes e inician su
multiplicaciéon [17]. Los promastigotes de Leishmania que son opzonizados por el
componente C3b del complemento, se unen a los receptores de macrofago CR1 y CR3 que
favorecen su fagocitosis y su sobrevida, ya que estos receptores estan asociados a una baja
actividad inflamatoria en él macrdfago [17].

La regulacién de la fagocitosis de los promastigotes estd dada por receptores de superficie
del macrdéfago. Los ligandos de Leishmania, como los glicoconjugados de superficie que
incluyen a la GP63 y a los lipofosfoglicanos son reconocidos por C3bi, llevando a la
opsonizacion y fagocitosis del parasito [18]. Estas moléculas juegan un papel importante en
la supervivencia de las leishmanias dentro de fagolisosomas de células fagociticas, donde
inician su replicacion.

Leishmania ha desarrollado mecanismos para sobrevivir dentro del macréfago después de
haber sido fagocitada que incluyen la disminucidn de la produccién de éxido nitrico (NO) y
la inhibicion del estallido oxidativo en el macréfago activado [19]. También se ha descrito la
capacidad de los amastigotes de aumentar la produccion de IL-10 por los macréfagos. Esto
contrarresta el efecto activador de IFN-y, disminuyendo su produccién de IL- 12 y TNF-q, lo

cual genera un microambiente permisivo para el parasito [20].
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Entre los receptores de la respuesta inmune innata que reconocen al pardasito estan los
receptores TLR (Toll-like Receptors) en células dendriticas y macréfagos. Los receptores
TLR2 reconocen a LPG y TLR9 es activado por amastigotes intracelulares de L. donovani en
respuesta al estimulo con IFN-y [21, 22]. Las células dendriticas fagocitan al parasito
principalmente a través de los receptores CD16 y CD64 que favorece la activacién de las
células dendriticas y aumenta la expresion de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase | (MHC-I) y clase Il (MHC-Il), asi como de moléculas
coestimuladoras. Las células dendriticas activadas tienen capacidad de procesar y presentar
antigenos por ambos complejos, activando asi a linfocitos TCD4 y T CD8 [23].

El macréfago es una de las células que desempeiia un papel central en la infeccién por
Leishmania, al llevar a cabo un triple papel:

1) es célula hospedera

2) es célula presentadora de antigenos que activa linfocitos T

3) es célula efectora, capaz de eliminar al parasito [24].

Sin embargo, Leishmania ha desarrollado estrategias de evasiéon que le permiten ser
internalizada por el macréfago por receptores que no activan a la célula y puede sobrevivir
dentro del macréfago evadiendo sus mecanismos leishmanicidas. Es capaz de regular la
maduracién del fagosoma logrando un microambiente mads permisivo para su crecimiento
en las vesiculas, evitando su destruccién. Como resultado de estos mecanismos, las
defensas del macrdéfago tales como el estallido oxidativo y produccién de NO disminuyen

[25].
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En la respuesta inmune ante la infeccidn por Leishmania participan dos subpoblaciones de
linfocitos T: los Thl productores de IFN-y, IL-2 y TNF-a que incrementan la activaciéon del
macroéfago y la hipersensibilidad retardada, y la subpoblacién de linfocitos Th2 productoras
de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 que se relacionan con la inmunidad humoral [26]. De acuerdo
con estos perfiles, las cepas de ratones que son capaces de generar una respuesta de tipo
Th1 son resistentes a la infeccidén por Leishmania, mientras que las que desarrollan una
respuesta Th2 son muy susceptibles y cursan con una leishmaniasis progresiva.

Sin embargo, en infecciones humanas no se observa tan claramente el patrén de citocinas
Th1/Th2 y mas bien presentan perfiles mixtos donde el predominio de Th1 y/o de linfocitos
T CDS8 se asocian con la resolucién de la enfermedad [26, 27]. Los linfocitos T CD8 juegan un
papel en la respuesta inmune frente a Leishmania, como células citotdxicas y generadoras
de IFN-y, que activan al macréfago induciendo su produccién de NO que lleva a la lisis del
pardasito [28].

Otro grupo celular importante en la infeccién por Leishmania son los linfocitos CD18, cuya
deficiencia en el modelo murino provoca la diseminacion por alteracidon de la funcién del

macrofago y una reduccién de la respuesta Thl [29].

1.9 Factores de virulencia en Leishmania

En la infeccion por Leishmania, los factores de virulencia se pueden agrupar en diferentes
categorias. Estas estan basadas en caracteristicas que le confieren al parasito diferentes

aptitudes [30]:
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® la capacidad de ingresar al huésped.

e la habilidad para evadir las defensas del sistema inmune.
e la capacidad de proliferar dentro del hospedero.

e la cualidad de contrarrestar la respuesta inmune.

La severidad del cuadro clinico en la leishmaniasis se ha asociado a distintos factores de
virulencia del parasito [31]. Los determinantes invasivos/evasivos que Leishmania presenta
en su superficie y que ayudan al parasito a establecerse, sobrevivir y multiplicarse
exitosamente dentro de la célula hospedera como el glicofosfatidilinositol (GPI),
glicosilfosfolipidos, lipofosfoglicanos (LPG), fosfoglicanos, proteofosfoglicanos (PPGs),
glicoproteina GP63, proteasas de cisteina, histonas, ATPasas y la fosfatidilserina (PS),
aunque esta Ultima también se relaciona con una muerte parecida a apoptosis del parasito,

por lo que se le considera un mecanismo altruista [32].

1.9 Lipofosfoglicano (LPG)

El parasito Leishmania en su forma de promastigote estd cubierto por un complejo
glicocalyx compuesto de diferentes glicoconjugados anclados a la membrana. De estas
moléculas, el LPG o lipofosfoglicano es la mas abundante y juega un papel importante en la
infectividad y patogénesis del pardsito tanto en el vector como en el hospedero mamifero.
El LPG de Leishmania esta constituido por una ancla lipidica que consiste en un 1-Oalquilo-
2-liso-fosfatidil(myo)inositol, con un nucleo de glicano heptasacarido al que se une un
polimero PG (fosfoglicano) compuesto por 15-30 wunidades repetidas de [6-
Gal(61,4)Man(al1)-PO4-] y concluye con un oligosacarido. Las unidades repetidas de
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fosfoglicanos varian dependiendo de la especie de Leishmania y del estadio de maduracidn
en que se encuentre. Las unidades repetidas de azlcares son cruciales para la sobrevida del

parasito dentro del macrdfago y el establecimiento de la infeccidn [33, 34].
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Figura 8. Estructura del LPG de Leishmania mexicana.

Todos los dominios del LPG comprendidos por el PG, las cadenas laterales y los
oligosacaridos son compartidos con otras moléculas de superficie del parasito [35].
Leishmania tiene que sobrevivir a diferentes obstaculos durante la fase del ciclo de vida
dentro del tracto digestivo de la mosca. El denso glicocalix que presentan los promastigotes
prociclicos al iniciar su diferenciacién, formado por LPG y PPG, le brinda proteccidn contra
las enzimas hidroliticas del intestino y evita la liberacidon de proteasas. También, el LPG
brinda la capacidad al parasito de adherirse a las células epiteliales del intestino medio, lo

que impide que el parasito sea excretado. Una vez que el parasito madura al estadio
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metaciclico, cambia la conformacidn del LPG, lo que le permite ser liberado de las células
epiteliales intestinales [33].

Una vez que el pardsito es inoculado en el hospedero mamifero, Leishmania debe enfrentar
las primeras lineas de defensa de este. Antes de ser internalizado por las células fagociticas
del sistema inmune del hospedero, los promastigotes metaciclicos deben evadir al sistema
de complemento. En el promastigote metaciclico, el dominio PG de la molécula de LPG es
aproximadamente dos veces mas largo que cuando el pardsito se encuentra en la fase de
promastigote prociclico, lo que evita la union del complejo de atague a membrana del
complemento y la formacién del poro en su superficie. Sin embargo, los pasos iniciales en
la cascada de complemento también contribuyen a la entrada de Leishmania al macréfago
a través de los receptores de complemento. El LPG activa el sistema de complemento
permitiendo la generacién de las opsoninas C3b y C3bi que se unen a la superficie del
promastigote y permiten su fagocitosis por los receptores CR1y CR3, dos receptores que se
asocian con bajo estallido oxidativo y una desregulacion en la produccién de IL-12 [17].

El LPG también es un factor importante en la internalizacion del promastigote por el
macrofago y le brinda proteccién contra los mecanismos efectores intracelulares durante
las primeras etapas de la infeccion. Para facilitar la fagocitosis, el LPG se adhiere a los
receptores de manosa-fucosa, la proteina de unidn a manosay la proteina C- reactiva.

Una vez dentro del macréfago, los promastigotes se encuentran en la vacuola parasitéfora
(PV) que tiene que llevar a cabo procesos de fusion antes de convertirse en fagolisosoma
con capacidad de destruir al parasito. Las moléculas LPG pueden inhibir la fusion del

fagosoma con el lisosoma, lo que inhibe la biogénesis fagosomal. Esto retrasa la
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acidificacion de la vacuola y la produccion de enzimas lisosomales, permitiendo la sobrevida
del parasito dentro del macrdéfago [36].

Inicialmente, se postulé que el retraso en la formaciéon del fagolisosoma brindaba
proteccion al promastigote de la acidez del medio y de las enzimas hidroliticas dentro del
fagolisosoma, sin embargo, ahora se sabe que la molécula de LPG es capaz de interactuary
repeler especies oxidantes de forma directa, por lo que se piensa que la fusidn retardada
de vacuolas responde mas a una evasion del reconocimiento y presentacion antigénica del
parasito por el sistema inmune [37].

Tanto el estallido oxidativo como la produccién de NO son mecanismos efectores del
macrofago que son importantes para el control de infecciones por organismos
intracelulares como Leishmania, y su produccion esta regulada por la proteina cinasa C
(PKC). Sin embargo, el LPG de Leishmania inhibe a PKC y su transduccién de seiiales lo que
se asocia con un nivel mas alto de infeccion [38]. LPG interactia con el dominio regulatorio
de la PKC que contiene diacilglicerol, calcio y los sitios de unién a fosfolipidos o puede inhibir
su activacién previniendo que PKC se inserte en la membrana [39]. Otro mecanismo
mediante el cual el LPG puede proteger al amastigote dentro del fagolisosoma es la
quelacién del calcio, que es importante regulador de varias vias de activacién celular. Esto
se debe a que el calcio se une a las unidades repetidas del LPG sin perturbar la estructura
del glicano. La movilizacién alterada de calcio puede llevar a una traduccion de sefiales

deteriorada lo que puede resultar en una deficiente activacion de la PKC [36].

20



2. ANTECEDENTES

En México, la leishmaniasis es prevalente en al menos 22 de las 32 entidades federativas y
la mayoria de los casos corresponden a las formas cutdneas de la enfermedad. Las causas
de variabilidad en los cuadros clinicos de pacientes infectados por L. mexicana incluyen la
virulencia de la cepa y el fondo genético del paciente [39]. La molécula de superficie LPG es
un importante factor de virulencia del parasito, facilitando la infeccion y progresién de la
enfermedad por su capacidad de modular el sistema inmune.

En el presente trabajo se buscé una posible asociacion entre las variaciones en la expresién
de LPG de tres diferentes aislados de L. mexicana obtenidas de pacientes con cuadros
clinicos de leishmaniasis de distinta severidad (dos de LCL y uno de LMC). Los parasitos
incluidos en este estudio fueron aislados hace varios anos en el laboratorio de
Inmunoparasitologia de pacientes y mantenidos en cultivos in vitro y pases en ratones
BALB/c. Los dos aislados de LCL fueron obtenidos de pacientes que se habian infectado en
Chiapas pero que mostraron distinto grado de severidad. Asi el paciente infectado con el
aislado “Lacandona” mostré una evolucién rapida que requirid 2 ciclos de tratamiento para
su curacioén. A diferencia de este, el paciente que se habia infectado con el aislado “Galina”
presentd un cuadro clinico mas benigno, de lenta evolucién y que curd rapidamente. Por
otro lado, el parasito denominado “MCQR” fue aislado en Chetumal de un paciente que
presentaba lesiones en mucosa oral. A pesar de que los cuadros clinicos de los pacientes
mostraron distinta severidad, los parasitos aislados de ellos fueron tipificados como L.

mexicana mediante oligonucleétidos especificos desarrollados en el laboratorio [40].
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Ademas de analizar la expresién de la molécula de LPG, se analizaron efectos funcionales
de los parasitos sobre macréfagos diferenciados de médula dsea, tales como su capacidad
de infectar al macréfago, su capacidad de inhibir el estallido oxidativo, su sobrevida
intracelular y su capacidad de infectar a ratones BALB/c. Este estudio comparativo busca
analizar si pardsitos aislados de pacientes con distinta severidad clinica presentan
diferencias en la expresion de LPG y en sus mecanismos infectivos que se pudieran

correlacionar con la severidad clinica observada en los pacientes.
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3. HIPOTESIS

El nivel de expresién de LPG en los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con
cuadros clinicos de distinta severidad se correlaciona directamente con el grado de
inhibicidn del estallido oxidativo, infectividad y sobrevida en el macrdéfago ejercidos por los

parasitos.
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4. OBIJETIVOS

Objetivo general:

Determinar si los aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con diferentes cuadros
clinicos presentan variaciones en el nivel de expresidon de LPG vy si estas variaciones se
correlacionan con la modulacién del estallido oxidativo, infectividad y sobrevida del

pardsito en macréfagos murinos.

Objetivos Particulares:

® Analizar mediante citometria de flujo la expresién del lipofosfoglicano (LPG) en
promastigotes de los aislados de L. mexicana durante su fase de crecimiento in vitro.

e Analizar el indice de infeccidon de macrdéfagos derivados de médula ésea de ratones
BALB/c tratados con los aislados de L. mexicana.

e Analizar si los aislados de L. mexicana tienen distinta capacidad de sobrevida en
macrofagos de ratones BALB/c

e Analizar si los aislados de L. mexicana ejercen distinto efecto sobre el estallido
oxidativo en macrdfagos de ratones BALB/c.

e Evaluar la progresion de la enfermedad en el cojinete plantar de ratones BALB/c
infectados con los aislados de L. mexicana.

e Evaluar la carga parasitaria mediante dilucién limitante en el cojinete plantar de

ratones BALB/c infectados con los aislados de L. mexicana.
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5. METODOLOGIA

Para la realizacion de los estudios se utilizaron ratones hembra de 8 semanas de edad
de la cepa BALB/c producidos y cuidados en el bioterio de la Unidad de Investigacion en
Medicina Experimental. El trabajo con ratones se realizd con estricto apego a la Norma
Oficial Mexicana para el manejo de animales de laboratorio NOM-062-Z00-199. El
sacrificio se realizé por desnucamiento, evitando siempre que no hubiera sufrimiento
del animal.

Los aislados de L. mexicana utilizados fueron:
Aislado “Lacandona” obtenido de un paciente con LCL en 2014
Aislado “Galina” obtenido de un paciente con LCL aislada en 2011

Aislado “MCQR” obtenido de un paciente con LMC en 2000.

5.1 Cultivo y aislamiento de promastigotes de L. mexicana.

Los parasitos utilizados en los experimentos fueron aislados de la lesion del cojinete plantar
de ratones BALB/c hembras con 13 semanas de infeccidn, se trabajé solo con el primer pase
de cada cultivo. Bajo condiciones de esterilidad, los pardsitos fueron aspirados
directamente de las lesiones del cojinete plantar utilizando jeringas de insulina. Los
parasitos obtenidos se colocaron en medio 199 suplementado con 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB).

Para el cultivo de promastigotes, se colocaron 5 x 10° promastigotes por mililitro en una
botella de cultivo de 25 c.c. con 10 ml de medio 199y 10% de SFB a un pH de 7.2. Se incubd

a 26°Cy se monitoreo el cultivo diariamente.

25



5.2 Obtencion de macréfagos de médula 6sea de ratones BALB/c

Se diferenciaron macréfagos obtenidos de precursores de médula ésea de ratones BALB/c
mediante la siguiente metodologia: se obtuvieron los huesos largos (tibia y fibula) de los
ratones, se colocaron en PBS estéril y mediante lavados con PBS se obtuvo la médula dsea.
Las células obtenidas se incubaron en placas de 100 x 15 mm en 10 ml de medio RPMI,
suplementado con 20% de SFB y 10% de sobrenadante L929 (linea productora de M-CSF).
Las células se incubaron durante 7 dias a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,. A los 7 dias
se removid el medio y se desprendieron las células adheridas a la placa mediante lavados
con PBS frio. Las células se re-suspendieron en 1 ml de RPMI, suplementado con 10% de

SFB.

5.3 Tincion de L. mexicana con a-LPG para andlisis de citometria de flujo

Se analizo la expresidn de LPG mediante citometria de flujo para lo cual se marcaron 1x10°
promastigotes de cada uno de los aislados de L. mexicana. Los parasitos se fijaron durante
15 minutos en frio con paraformaldehido al 2% y se lavaron una vez con PBS. Para
permeabilizar la membrana, los parasitos se suspendieron en 50 upl de regulador
Perm/Wash (BD) y se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-LPG en una dilucién 1:25
durante 30 minutos. Se centrifugaron los parasitos para eliminar el exceso del anticuerpo,
y se suspendieron en 50 pl del anticuerpo secundario en APC (Zymed No. Cat. 81-65-16)
diluido 1:200 durante 30 minutos en obscuridad. Finalmente, los parasitos fueron lavados

y suspendidos en 200 pl de PBS para ser leidos en el citdémetro de flujo (FACS CANTO Il BD)
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y analizados con el software FlowJo_V10. Como control de isotipo se utilizé una condicidon

con parasitos marcados solo con el anticuerpo secundario.

5.4 Ensayo de fagocitosis.

Para evaluar el indice de infeccion de los tres aislados de L. mexicana se adhirieron 1x10°8
macrofagos derivados de médula dsea en portaobjetos estériles y libres de grasa a 37°Cy
CO; al 5% durante 24 horas suspendidos en medio RPMI + 10% SFB. Después de un cambio
del medio de cultivo se infectaron los macréfagos con cada uno de los tres aislados de
Leishmania en una relacién 1:10 (una célula por diez pardsitos) a 26°C por 3 horas. Los
parasitos no fagocitados fueron removidos con lavados de PBS a temperatura ambiente.
Las células infectadas se suspendieron en 1 ml de medio RPMI +10% SFB y se incubaron a
37°C y CO; al 5% durante 24 horas. Las células infectadas se lavaron 3 veces con PBS a
temperatura ambiente y fijadas con 200 ul de etanol absoluto durante 3 minutos. Para
poder visualizar la fagocitosis, las células infectadas y fijadas a los cubreobjetos se tifieron
con 500 pl GIEMSA (SIGMA-Aldrich) (a una dilucién 1:20 en agua destilada) durante 15
minutos. Para establecer el indice de infeccién se contaron 100 células, tomando en cuenta
tanto las células no infectadas como las infectadas. Y para evaluar la carga parasitaria en

macrofagos se contd el nimero de parasitos fagocitados por 100 células infectadas.

5.5 Analisis de sobrevida de parasitos intracelulares

Se infectaron 1x10° macréfagos derivados de médula dsea con cada uno de los aislados de

Leishmania en una relacién 1:10 a 26°C durante 3 horas. Para eliminar los parasitos no
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fagocitados se realizaron 2 lavados con PBS a temperatura ambiente y se agregd 1 ml de
medio RPMI + 10% SFB. Se incubaron a 37°C durante 24 horas, después de lo cual se lavaron
los macréfagos con PBS a temperatura ambiente y se suspendieron en 1 ml de medio 199
con 10% de SFB. Las células infectadas se incubaron a 26°C sin CO;, lo cual lleva a la muerte
de los macréfagos y favorece la viabilidad de los pardsitos. Se revisaron las placas cada 24
horas con un microscopio invertido hasta ver liberacién de pardsitos al medio, los parasitos

extracelulares se recuperaron y se contaron con una camara de Neubauer.

5.6 Ensayo de estallido oxidativo

El estallido oxidativo con la produccién de intermediarios de oxigeno (ROI) fue analizado
mediante quimioluminiscencia en presencia de 60 ul de Luminol (SIGMA) utilizando un
luminédmetro (Labsystem Finlandia) con temperatura controlada a 25°C. El estallido fue
inducido con 50 uM de PMA y fue monitoreado cada 40 segundos durante 30 minutos. Los
ensayos se realizaron con 1x10°® macréfagos infectados por 5 y 180 minutos con los tres
asilados de L. mexicana (10x10® promastigotes), utilizandose como control el macréfago sin
infectar. Se analizé el valor mads alto de luminiscencia registrado por el equipo durante el

ensayo.

5.7 Infeccion de ratones BALB/c

Se infectaron seis ratones en el cojinete plantar con 1x10° promastigotes de L. mexicana
suspendidos en 10 ul de PBS y se realizaron mediciones semanales de las lesiones en el
cojinete plantar con ayuda de un vernier. Este procedimiento se llevé a cabo para cada uno

de los aislados de L. mexicana.
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5.8 Anadlisis de la carga parasitaria por dilucion limitante

La carga parasitaria de las lesiones de ratones infectados con los tres aislados de Leishmania
se determind utilizando la técnica de dilucion limitante descrita previamente por Titus et al,
1985, con algunas modificaciones. En condiciones de esterilidad se cortaron los cojinetes
plantares de los ratones infectados. Posteriormente los tejidos se pesaron usando una
balanza analitica y se homogenizaron por maceracién. Los sobrenadantes del macerado se
suspendieron en 2 ml de medio 199 + 10% SFB. De esta suspensién se tomaron 20 ul y se
afiadieron a 180 pl de medio 199 + 10% SFB en la primera fila de una placa de 96 pozos de
fondo plano, por duplicado. Se realizaron diluciones seriadas tomando 20 ul de la
suspension previa mas 180 180 ul de medio 199 + 10% SFB. Se incubd la placa a 28°C
durante 7 dias. Se evaluaron las placas para determinar crecimiento de pardasitos en las
diferentes diluciones. Para determinar el nUmero de pardsitos por mg de muestra se utilizé
la siguiente férmula:

# de parasitos/mg tejido =
Factor de dilucion” (ultima dilucion en la que se encontraron pardsitos-1) *dilucién inicial
Peso (mg)

5.9 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa GraphPad Prism versién 5 para
Windows (GrapPad Sosftware, San Diego California USA). Se utilizaron las pruebas Kruskal-
Wallis y Anova de dos vias. Los valores de p < 0.0001 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis de las curvas de crecimiento de tres aislados de L. mexicana

Para evaluar el comportamiento in vitro de los tres aislados de L. mexicana, se realizaron
curvas de crecimiento, lo cual permitié determinar los dias de cultivo en los que los
promastigotes se encontraban en metaciclogénesis para ser utilizados en los ensayos
experimentales.

Se analizd el crecimiento de los tres aislados durante todos los dias de crecimiento in vitro.
En el aislado “Lacandona” (LCL) se observd que la fase logaritmica duré hasta el dia 5 del
cultivo, después de la cual se inicio la fase estacionaria con una duraciéon de 24 horas,
obteniéndose 53 millones de parasitos por mililitro. El aislado “Galina” (LCL) mostrd una
fase logaritmica hasta el dia 3 y continud con la fase estacionaria durante 24 horas hasta el
dia 4, obteniéndose 44 millones de parasitos por mililitro. El aislado “MCQR” (LMC) mostré
un crecimiento logaritmico hasta el dia 4 de cultivo, en el cual alcanzé el mayor crecimiento
con 48 millones de parasitos por mililitro, también con una fase estacionaria de 24 horas.
Pasada la fase estacionaria todos los cultivos tuvieron una disminucion considerable en el

numero de parasitos en cultivo (Grafica 1).
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Grafica 1. Curvas de crecimiento de tres aislados de L. mexicana (Lacandona, Galina y MCQR). Se establecieron los dias
con mayor numero de parasitos para cada aislado. El aislado “Lacandona” alcanzé el punto maximo de
crecimiento en el dia 5, el aislado “Galina” alcanzo el punto maximo de crecimiento en el dia 3 y el aislado
“MCQR” alcanzé el punto maximo de crecimiento en el dia 4. Todos los aislados presentaron una fase
estacionaria de 24 horas de duracion posterior a la fase logaritmica. No se encontraron diferencias significativas
en el crecimiento de los diferentes cultivos in vitro. La grafica muestra el promedio de 6 experimentos

independientes.

6.2 Analisis de la expresion de LPG

Se analizd el porcentaje de pardsitos expresando LPG en los tres aislados de L. mexicana
durante 5 dias de cultivo in vitro. El aislado “Galina” presentd un alto porcentaje de
parasitos expresando LPG el dia 1 y 2, con 94% de parasitos con marca positiva. Sin
embargo, a partir del dia 3 y hasta el dia 5, el porcentaje de parasitos expresando LPG

disminuy®d significativamente (p < 0.0001), con un promedio de 70% de parasitos positivos
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(Gréfica 2). El aislado “Lacandona” presenté un alto porcentaje de parasitos expresando
LPG desde el primer dia de cultivo y se mantuvo sin diferencias significativas hasta el dia 5.
Se observé una ligera disminucidn en los parasitos que expresan LPG en los dias 2 y 3, pero
el porcentaje volvié a aumentar en los dias 4 y 5 (Gréfica 2). En el caso del aislado “MCQR”
el porcentaje de parasitos que expresan LPG se mantuvo alto y sin diferencias significativas
durante los 5 dias del cultivo que se analizaron, con un promedio de 98% de pardsitos
positivos a la marca de LPG (Gréfica 2).

En el analisis comparativo del porcentaje de pardsitos que expresan LPG entre los
diferentes aislados no se mostraron diferencias significativas entre los aislados “Lacandona”
y “MCQR”, sin embargo, al comparar estos dos aislados con el aislado “Galina” se
encontraron diferencias significativas a partir del dia 3 con el aislado “MCQR” y en los dias

4y 5 con el aislado “Lacandona” (p < 0.0001). (Gréfica 2).
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Grafica 2. Andlisis del porcentaje de pardsitos expresando LPG a lo largo de 5 dias de cultivo in vitro. El aislado “Galina”
(LCL) present6 un alto porcentaje de parasitos expresando LPG los primeros 2 dias del cultivo, sin embargo, a partir del
dia 3 este porcentaje disminuyo significativamente (p < 0.0001). Los aislados “Lacandona” (LCL) y “MCQR” (LMC)
presentaron un porcentaje de parasitos que expresan LPG arriba del 90% desde el primer dia del cultivo y hasta el dia 5,
sin que se encontraran diferencias significativas entre los diferentes dias. Al comparar los diferentes cultivos solo el aislado
“Galina” fue significativamente diferente al encontrarse aproximadamente un 20% menos pardésitos expresando LPG en
su superficie a partir del dia 3 con respecto al aislado “MCQR” y en los dias 4 y 5 fue significativamente diferente con

respecto al aislado “Lacandona” (p < 0.0001). Cada barra representa el promedio de cinco experimentos independientes

+ desviacion estandar.

Una vez que se identificé el dia en el cual se realizaria la infeccion correspondiente al dia de
maximo crecimiento de los diferentes cultivos, se analizé la expresién de LPG por IMF en
los tres aislados de L. mexicana, en el dia 3 para el aislado “Galina” (LCL), en el dia 4 para el

aislado “MCQR” (LMC) y en el dia 5 para el aislado “Lacandona” (LCL).
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Se encontré que el aislado “Lacandona” fue el que presentd una mayor expresion de LPG
en su superficie, comparandolo con los aislados “Galina” y “MCQR”. El aislado “Galina” fue
el que expresd menos LPG en su superficie comparandolo con los otros dos aislados de L.

mexicana que se analizaron (p < 0.0001) (Grafica 3).
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Grafica 3. Analisis de la expresion de LPG en tres aislados de L. mexicana mediante intensidad media de fluorescencia
en los dias de mayor fase estacionaria del cultivo. El aislado “Lacandona” fue el que expresé una mayor cantidad de
moléculas de LPG en su superficie, mientras que el aislado “Galina” fue el que menos LPG expreso. Cada barra representa

el promedio de tres experimentos independientes + desviacion estandar.
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6.3 Analisis de la infeccidn in vitro de macréfagos murinos obtenidos de médula ésea

con los tres aislados de L. mexicana.

Para determinar el indice de infeccidn de cada uno de los aislados de L. mexicana utilizados
para este estudio, se infectaron macréfagos murinos derivados de médula ésea obtenidos
de ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad. El indice de infeccidn se obtuvo contando
100 células tanto infectadas como no infectadas.

Se observo, en el aislado “Lacandona”, un indice de infeccidon del 70%, siendo este, el aislado
que presenté la tendencia a tener el mayor indice de infeccidn, aunque no fue
significativamente diferente al del aislado “MCQR”, que presenté un indice de infeccidn del
65%. En el aislado “Galina” de cuadro clinico localizado se observéd un indice de infeccidon
del 48%, que fue diferente significativamente con respecto a los otros dos aislados (p <

0.0001) (Gréfica 4).
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Grafica 4. Analisis de infeccion in vitro de macréfagos derivados de medula dsea con tres aislados de L. mexicana. El
aislado “Galina” presentd un indice de infeccidn significativamente menor (p < 0.0001) que el de los otros dos aislados con

un 48% de macrdéfagos infectados. Las barras representan el promedio de 6 experimentos independientes + desviacion

estandar.

Después de determinar el aislado que presenté un mayor porcentaje de macrofagos
infectados, se analizd la carga parasitaria dentro de los macréfagos infectados con los
diferentes aislados de L. mexicana. Para esto se contaron los parasitos que se encontraban
dentro de 100 macréfagos infectados.

Contrario a lo observado en el indice de infeccion, ambos aislados de cuadro clinico
localizado “Galina” y “Lacandona” presentaron un nimero similar de parasitos fagocitados,
aproximadamente 200 parasitos por cada 100 células, sin diferencias significativas entre

ellos. El cuadro clinico mucocutaneo fue el que presentd una mayor carga parasitaria en
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macrofagos con 400 parasitos/100 células, siendo esta cantidad significativamente mas alta

que la observada en los aislados de cuadro clinico localizado (p < 0.0001) (Grafica 5).
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Grafica 5. Analisis de la carga parasitaria en macréfagos con los tres aislados de L. mexicana. El aislado de cuadro clinico
mucocutaneo fue el que presentd una mayor carga parasitaria dentro del macrofago infectado. Este resultado fue
significativamente diferente con respecto a los dos aislados de cuadro clinico localizado “Galina” y “Lacandona” (P <

0.0001). Las barras representan el promedio de 6 experimentos independientes + desviacidn estandar.

6.4 Andlisis de la sobrevida de tres aislados de L. mexicana en macréfagos murinos de

médula dsea.

Para poder determinar la capacidad de sobrevida de los parasitos de los distintos aislados
se evalud la liberacién de parasitos posterior a la infeccién de macréfagos murinos de
médula ésea. En el caso de los aislados de pacientes con LCL, “Lacandona” presenté una
liberacién de 1.3 x 10° parasitos/ml, mientras que del aislado “Galina” se liberaron 8.8 x 10°

parasitos y el aislado del paciente con LMC, “MCQR”, presentd una liberacién de 1.1 x 10°
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parasitos/mililitro. No se encontraron diferencias significativas en la sobrevida de estos tres

aislados (Grafica 6).
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Grafica 6. Ensayo de sobrevida de tres aislados de Leishmania en macréfagos murinos de médula ésea. “Lacandona” fue
el aislado con la liberacién mas alta, con 1.3 x 10° parasitos liberados, el aislado “MCQR” tuvo una liberacién de 1.1 x 108
parasitos por mililitro, mientras que el aislado “Galina” tuvo la menor cantidad de parasitos liberados por mililitro (8.8 x
10° parasitos). No se encontraron diferencias significativas entre estos tres aislados. Cada barra representa el promedio

de 6 mediciones independientes + su desviacién estandar.

6.5. Analisis del efecto que ejercen los tres aislados de L. mexicana sobre el estallido

oxidativo de macréfagos de ratones BALB/c.

Se analizod si los diferentes aislados de L. mexicana tienen distinta capacidad de modular el

estallido oxidativo en macréfagos murinos de médula ésea al momento de entrar en
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contacto con el parasito y después de 3 horas de infeccién. Al momento del contacto entre
macréfagos y parasitos el aislado “Galina” inhibio el estallido oxidativo del macréfago en un
50% con respecto al control (p < 0.0001). Asi mismo, el otro aislado de LCL “Lacandona”
presentd una tendencia a inhibir levemente el estallido oxidativo en macréfagos murinos.
En contraste, el aislado “MCQR” no inhibié el estallido oxidativo. No se encontraron
diferencias significativas entre los aislados “Lacandona” y “MCQR”, adicionalmente ninguno

de estos fue significativamente distinto al control (Grafica 7).
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Grafica 7. Andlisis del efecto de los diferentes aislados de Leishnania sobre el estallido oxidativo en macréfagos murinos
de médula 6sea al momento del contacto. Los resultados se normalizaron para una mejor evaluacion del porcentaje de
variacion entre las condiciones. No se encontraron diferencias significativas en la modulacion del estallido oxidativo con
respecto al control en los aislados “Lacandona” y “MCQR”. El aislado “Galina” inhibié en un 50% el estallido oxidativo con
respecto al control (p < 0.0001). En este ultimo aislado se obtuvieron diferencias significativas con respecto a los otros
aislados analizados (p < 0.0001). Cada barra representa el promedio de 5 experimentos independientes * la desviacidn

estandar.
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A las 3 horas de infecciéon se encontré que el aislado “Lacandona” inhibié el estallido
oxidativo en macréfagos murinos en un 30% (p < 0.0001), en el caso del aislado “Galina”
también de cuadro clinico localizado se inhibid el estallido oxidativo en un 40% (p < 0.0001),
mientras que el aislado “MCQR” de cuadro clinico mucocutaneo incrementd el estallido
oxidativo casi en un 40% (p < 0.0001), con respecto al control de macréfagos no infectados

(Grafica 8).
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Grafica 8. Analisis del efecto de los diferentes aislados de Leishmania sobre el estallido oxidativo en macréfagos murinos
de médula 6sea a las 3 horas de infeccion. Los resultados se normalizaron para una mejor evaluacion del porcentaje de
variacién entre las diferentes condiciones. Se observé que los dos aislados de cuadro clinico localizado inhibieron el
estallido oxidativo en un 35% aproximadamente (p < 0.0001), mientras que el aislado de cuadro clinico mucocutaneo
“MCQR” incrementd en la misma proporcion el estallido oxidativo del macréfago infectado (p < 0.0001). Al comparar los
diferentes aislados entre si se observaron diferencias significativas entre los aislados con diferente cuadro clinico (p <

0.0001). Cada barra representa el promedio de 5 experimentos independientes * la desviacion estandar.
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Al comparar los aislados entre si no se obtuvieron diferencias significativas entre los dos
aislados de cuadro clinico localizado “Lacandona” y “Galina”, sin embargo, se encontraron
diferencias significativas (p < 0.0001) al compararlos con el aislado “MCQR” de cuadro
clinico mucocutdneo que activé el estallido oxidativo del macréfago infectado en lugar de

inhibirlo (Grafica 8).

6.6 Analisis de la progresion de la infeccion en cojinete plantar en ratones BALB/c con

tres aislados de L. mexicana.

Para poder evaluar la progresién de la enfermedad de los tres aislados de L. mexicana in
vivo se infectaron ratones BALB/c hembras de 6 semanas en el cojinete plantary se evalué
la evolucion de la infeccion durante 13 semanas. Se observaron ligeras diferencias en el
transcurso de la lesidn. Los aislados con cuadro clinico localizado “Lacandona” y “Galina”
fueron los que presentaron una tendencia de causar un menor tamafio de lesidn, mientras
que el aislado con cuadro clinico mucocutdneo “MCQR” causd un mayor tamafio de lesion,

aunque las diferencias entre ellos no fueron significativas (Grafica 9).
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Grafica 9. Andlisis de la progresion de la enfermedad en ratones BALB/c infectados con tres aislados de L. mexicana.
Los aislados que presentaron el menor tamanio del cojinete plantar fueron los de cuadro clinico localizado “Lacandona” y
“Galina”, el aislado con cuadro clinico mucocutaneo “MCQR” presentd un mayor tamafo, con una tendencia a ser mayor

que los aislados localizados. Cada punto representa el promedio de 6 mediciones independientes + su desviacion estandar.

6.7 Analisis de la carga parasitaria en lesiones de cojinete plantar de ratones BALB/c

infectados con tres aislados de L. mexicana.

Para determinar el nimero de pardsitos por mg de tejido en las lesiones del cojinete plantar
de los ratones infectados, se realizd la técnica de dilucion limitante y se observd que el
aislado “Galina” presenté mas parasitos en las lesiones, con 2.7 x 10’ parasitos/mg de
tejido. En el caso de los aislados “Lacandona” y “MCQR”, se contaron 1.6 x 10’ y 1.5 x 107

parasitos, respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre los aislados
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“Lacandona” y “MCQR” pero si entre estos dos aislados y el aislado “Galina” (p < 0.0001)

(Grafica 10).
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Grafica 10. Carga parasitaria de las lesiones de cojinete plantar de ratones BALB/c infectados con tres aislados de L.
mexicana. Se encontrd que el aislado “Galina” fue del que se obtuvo el mayor nimero de parasitos/mg de tejido. La
diferencia en el nimero de parasitos, comparando el aislado “Lacandona” y “MCQR” con el aislado “Galina”, fue

significativa (p < 0.0001). Cada barra representa el promedio de 6 experimentos independientes + su desviacion estandar.
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7. DISCUSION

En México, el protozoario intracelular L. mexicana es el principal agente causal de la
leishmaniasis cutdanea, donde las variaciones en la severidad del cuadro clinico se han
relacionado tanto con el estado inmune de los pacientes infectados, como con la virulencia
de los parasitos [41]. En el presente trabajo se analizaron 3 aislados de L. mexicana, dos de
ellos aislados de pacientes con LCL, y un aislado de un paciente que presentaba lesiones en
mucosa faringea, caracteristicas del cuadro clinico mucocutaneo.

La molécula de LPG presente en la superficie de Leishmania se ha descrito en la literatura
como un importante factor de virulencia que le confiere al parasito la capacidad de infectar
y sobrevivir dentro de las células del sistema inmune del hospedero mamifero,
particularmente en macréfagos [33]. Esta molécula presenta variaciones en su expresion y
estructura entre las diferentes especies de Leishmania [34, 35, 42, 43]. Sin embargo, se sabe
poco sobre posibles variaciones en la molécula de LPG entre pardsitos de la misma especie
y si estas diferencias se pueden asociar con la severidad de la infeccidn en el hospedero
mamifero.

En este trabajo se analizd si existen diferencias en la expresion de la molécula de LPG entre
tres aislados de L. mexicana obtenidos de pacientes con cuadros clinicos de distinta
severidad. Se evalud la respuesta de macrofagos diferenciados de precursores de médula
Osea de ratones a la infeccidén, por los tres aislados para buscar si la expresion diferencial
de LPG se podia asociar a una respuesta diferencial del macréfago y a una mayor severidad

en el cuadro clinico.
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El cultivo in vitro de Leishmania presenta dos fases de crecimiento: la fase logaritmica, que
se caracteriza por el rapido crecimiento de parasitos en el cultivo axénico, y la fase
estacionaria, en la que la tasa de replicacidén de los parasitos se reduce pero se alcanza la
metaciclogénesis, donde los parasitos se transforman a promastigotes metaciclicos
altamente infectivos [44]. El presente estudio revelé diferencias en las fases de crecimiento
entre los tres aislados, ya que el aislado “Galina” alcanzo su fase estacionaria en el dia 3 del
cultivo, mientras que para los aislados “MCQR” y “Lacandona” la fase estacionaria se
observé en los dias 4 y 5, respectivamente. Este resultado concuerda con observaciones
reportadas en la literatura sobre variaciones en las fases de crecimiento entre tres
diferentes aislados de L. mexicana donde fueron atribuidas a cambios de pH en el medio y
a metabolitos de desecho producidas por los diferentes aislados [45].

Durante la metaciclogénesis del parasito la expresiéon de moléculas de virulencia cambia,
moléculas como LPG que incrementa su expresién, tamafo y varia su composicidn quimica,
haciendo al parasito mas virulento [44, 46]. En los tres aislados de L. mexicana que se
analizaron, no se encontré correlacidn entre el porcentaje de parasitos que expresan LPG y
los dias de fase estacionaria del cultivo. En el caso del aislado “Galina” el porcentaje de
parasitos expresando LPG disminuyd significativamente en el dia 3 y en los aislados
“Lacandona” y “MCQR” el porcentaje de pardsitos que expresaron LPG rebasé el 90% de la
poblacién y no sufrié cambios significativos a lo largo de toda la curva de crecimiento. Sin
embargo, cabe considerar que el anticuerpo monoclonal utilizado para medir la expresion

de LPG mediante citometria de flujo solo detecta el lipido de anclaje de la molécula y no
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permite detectar cambios en su tamafio o alguna modificacién en los carbohidratos de la
cadena de fosfoglicanos [46].

La molécula de LPG en la superficie del parasito se ha asociado con distintas estrategias de
evasion que afectan a diversos mecanismos efectores del macréfago. LPG promueve la
opsonizacion del parasito por componentes del complemento que permiten su fagocitosis
via receptores del macréfago que no activan una respuesta inflamatoria como son CR1 y
CR3, lo que genera un medio mas permisivo para la sobrevivencia de Leishmania dentro del
macrofago [17, 33]. Parasitos con una elevada expresion de LPG presentan un alto indice
de infeccion [33, 39]. Otro mecanismo del macréfago afectado por LPG es el estallido
oxidativo, ya que azucares de las cadenas laterales de LPG captan los radicales hidroxilo y
aniones superdxido producidos por el macréfago en respuesta a la infeccion.
Adicionalmente inhibe la actividad de la PKC al interactuar con su regién reguladora [36,
47]. También se ha descrito que LPG de Leishmania retarda la fusién del fagosoma con el
lisosoma para evitar su destruccion dentro de las vacuolas del macréfago [32, 37].

En el presente trabajo se analizé si la expresion de LPG de los aislados de L. mexicana se
asociaba con la capacidad del parasito de modificar la respuesta del macréfago y/o con su
infectividad in vivo.

El andlisis del aislado “Galina” (LCL) mostrd que durante los primeros 3 dias del cultivo el
93% de los parasitos expresaron LPG en su superficie, lo cual disminuyd después del tercer
dia donde unicamente el 75% de los pardsitos expresaron LPG hasta el dia 5 del cultivo. La

intensidad media de fluorescencia de la molécula de LPG durante la fase estacionaria (dia
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3) en este aislado fue casi cinco veces menor que la registrada para el aislado “Lacandona”
(LCL) y dos veces menor que el aislado “MCQR” (MC).

Al evaluar la modificacidn ejercida sobre el macréfago por el aislado “Galina” se observd
que el indice de infeccién fue del 48%, (el indice de infeccién mds bajo entre los tres
aislados) y se obtuvé una carga parasitaria de 200 parasitos/100 células infectadas. La
sobrevida intracelular de este aislado fue comparativamente menor al de los otros dos
aislados. Los resultados de los experimentos in vitro relacionados con el bajo indice de
infeccion, baja carga parasitaria y poca sobrevida asociados con la baja expresiéon de LPG
son similares a lo reportado en la literatura [33]. Llama la atencidn que, a pesar de tener la
mas baja expresion de LPG, este aislado logrd inhibir el estallido oxidativo mejor que otros
aislados. Esto podria deberse a diferencias en la estructura de LPG. Diferencias en las
estructuras de LPG entre las diferentes especies de Leishmania y entre diferentes cepas de
la misma especie han sido reportadas en la literatura. En 1995, McConville y cols.
describieron estructuras diferentes en dos especies de Leishmania: L. tropica y L. aethiopica
y entre dos cepas de L. mayor. Estas diferencias consistian bdsicamente en diferente
composicion de las cadenas laterales de carbohidratos en la molécula de LPG [48]. Otros
estudios asocian las diferencias en la composicidn quimica del LPG con diferentes efectos
moduladores sobre la respuesta inmune del hospedero [42]. Estos antecedentes sugieren
que la capacidad de inmunomodular al macrdéfago del aislado “Galina” posiblemente difiera
de los otros aislados por cambios en la estructura en la molécula de LPG, ya que, a pesar de
una baja expresion de LPG, parece ser suficiente para inhibir el estallido oxidativo. Llama la

atencién que a pesar de esta inhibicién no hubo una mayor sobrevida del parasito, lo cual
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se puede deber a que inicialmente hubo baja infeccion del macréfago. Sin embargo, en
infecciones in vivo se encontraron significativamente mas parasitos/mg de tejido en las
lesiones en comparacion con los otros dos aislados. En infecciones in vivo hay que tomar en
cuenta que los parasitos no solo interactian con macréfagos, sino que también con otras
células del sistema inmune, donde ademas de LPG, participan otras moléculas de virulencia,
como la metaloproteasa GP63 [13, 39, 41].

En el aislado “Lacandona” (LCL), el 97% de parasitos expresaron LPG desde el primer dia de
cultivo en conjunto con una muy elevada intensidad media de fluorescencia para el dia del
cultivo en metaciclogénesis. El indice de infeccion fue elevado con el 72% asociada a una
mayor sobrevivida en el macréfago, en comparacion con los otros aislados. Esto se asocia
con el 30% de inhibicion del estallido oxidativo. La comparacion de la expresiéon de LPG con
los resultados de los experimentos in vitro estan de acuerdo con lo descrito previamente en
la literatura [33, 36, 47], siendo que este aislado presenté una mayor expresién de LPG lo
cual se asocié con un mayor indice de infeccion y una mayor tendencia a sobrevivir en el
macrofago, lo cual posiblemente se asocia al retraso en la fusion del fagosoma con el
lisosoma ejercido por LPG, permitiendo que Leishmania tenga una mayor oportunidad de
sobrevivir [37]. En resumen, la alta expresién de LPG en el aislado “Lacandona” se puede
relacionar con un mayor indice de fagocitosis, una tendencia a inhibir el estallido oxidativo
del macréfago y una mayor sobrevida in vitro. En los experimentos in vivo, la carga
parasitaria del aislado “Lacandona” fue significativamente menor a la encontrada en el otro
aislado de cuadro clinico localizado “Galina”. Llama la atencién que a pesar de una elevada

expresion de LPG, este aislado haya sobrevivido poco en las lesiones. Una posible
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explicacidon de esto pudiera ser la participaciéon de otras células del sistema inmune que
participaron en controlar la infeccién en el modelo animal.

El aislado “MCQR” (MC) también presentd un alto porcentaje (98%) de parasitos
expresando LPG durante los 5 dias de cultivo y adicionalmente presenté una media de
fluorescencia de LPG muy grande que se asocia con una gran carga parasitaria en
macrofagos infectados, aunque su sobrevida intracelular fue parecida a los otros aislados.
La gran expresiéon de LPG se puede asociar a un gran indice de infeccion y una gran carga
parasitaria en macréfagos, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura [33].
Interesantemente, este fue el Unico aislado que activé el estallido oxidativo en macrofagos
infectados durante 3 horas tres horas de infeccion. Llama la atencién que, a pesar de este
incremento, no se haya reducido importantemente el nimero de parasitos que sobreviven
dentro de los macréfagos. Este resultado podria reflejar algin cambio en la estructura de la
molécula de LPG de este aislado posiblemente como consecuencia del tiempo y los pases
en cultivo que se le han hecho en el laboratorio, ya que es el parasito de mayor tiempo en
el laboratorio (2000), mientras que “Galina” y “Lacandona” fueron aisladas en 2011y 2014,
respectivamente [43]. Aunque los experimentos in vitro no mostraron una reduccién en el
nuimero de parasitos, los datos in vivo mostraron que este aislado presentd una tendencia

a generar lesiones mas grandes y con mayor dafo al tejido.

En resumen, en los casos de los aislados “Galina” y “Lacandona” de L. mexicana que generan
cuadros de LCL, la expresidon de LPG se puede asociar al grado de infeccidn en macréfagos

murinos de medula ésea y a una inhibicion del estallido oxidativo. Sin embargo, los
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experimentos in vivo mostraron resultados opuestos, ya que las cargas parasitarias de las
lesiones no correlacionan con la expresidn de LPG. En infecciones in vivo es dificil identificar
el papel de LPG en la fisiopatogenia de la enfermedad, ya que hay que tomar en cuenta la
participacién de diversos mecanismos inmunes contra Leishmania entre los cuales los
linfocitos T y su producciéon de citocinas juegan un papel crucial en definir el curso de la
infeccién [49].

En este trabajo Unicamente se analizd el nivel de expresién de la molécula de LPG sin tomar
en cuenta su estructura y composicidn quimica, que son cruciales para poder esclarecer su

papel en la infeccién por Leishmania.
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8.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados, los resultados de este trabajo llevan a las

siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Se encontraron diferencias significativas en la expresion de LPG en los tres aislados
de L. mexicana que se analizaron.

La expresion de LPG se puede relacionar con el indice de infeccién de macréfagos
derivados de medula dsea para los tres aislados de L. mexicana que se analizaron.
La expresidn de LPG se puede relacionar con la inhibicidn del estallido oxidativo en
los dos aislados de Leishmaniasis cutdnea localizada.

La expresion de LPG no se correlaciona con la sobrevida intracelular de los tres
diferentes aislados de L. mexicana.

No se encontraron diferencias significativas en el tamafio de la lesidon de ratones
BALB/c infectados con los tres aislados de L. mexicana, por lo que no se puede
asociar este fendmeno a las diferencias observadas en la expresion de LPG.

No se puede correlacionar la expresion de LPG en la superficie de los tres aislados
de L. mexicana con la carga parasitaria de las lesiones de ratones BALB/c infectados.
El aislado “MCQR” se caracteriza por su alta carga parasitaria en macrdéfagos a pesar
de un aumento en el estallido oxidativo, que sugiere algin posible cambio en su

molécula de LPG.
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9. PERSPECTIVAS

En este trabajo se describido que existen diferencias en la expresién de LPG entre
diferentes aislados de L. mexicana y que estas diferencias se traducen en capacidades
biolégicas que le permiten al parasito sobrevivir en macréfagos. Falta por analizar
posibles diferencias estructurales o bioquimicas del LPG de los diferentes aislados que
son responsables de las diferentes capacidades moduladoras de los mecanismos

inmunes que definen la progresion de la enfermedad.
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