TESIS DOCTORAL

LA MUERTE CELULAR INMUNOGENICA
COMO POTENCIAL TRATAMIENTO
ALTERNATIVO FRENTE A LA LEISHMANIASIS

Maria Alvarez Bardon

Programa de doctorado: Ciencias Biomédicas y de la Salud

Tutor: Rafael Balafa Fouce

Dirigida por: Rafael Balafia Fouce y Rosa M? Reguera Torres

Ledn, 2023



universidad

deledn

TESIS DOCTORAL

La muerte celular inmunogénica
como potencial tratamiento
alternativo frente a la leishmaniasis

Maria Alvarez Bardén

oy
LR

Y ( % e

& &% 3

s h ;

° 0 . T

) -":» Ciencias Biomédicas y de la Salud
. " Rafael Balana Fouce
» Rosa M2 Reguera Torres

Ledn, 2023



* 4 *

Castillay Leon

UNION EUROPEA
Fondo Social Europeo
El FSE invierte en tu futuro

La financiacion de esta tesis doctoral ha sido posible gracias al Fondo Social Europeo y a
la Junta de Castilla y Leon, a través de la Consejeria de Educacién, mediante el contrato
predoctoral (LE051-18) concedido (ORDEN EDU/556/2019) al amparo de la convocatoria

“Ayudas destinadas a financiar la contratacion predoctoral de personal investigador 2018”.



AGRADECIMIENTOS

Siendo sinceros, no ha sido un camino facil. Pero ha merecido la pena. Ha merecido la
pena por volver a verme cumplir aquello que me he propuesto. Ha merecido la pena por
haberme hecho mas fuerte y segura de mi misma. Ha merecido la pena por hacerme ver
de nuevo que estoy donde tenia que estar. Ha merecido la pena por haberme dado cuenta
que la gente que tengo a mi alrededor ha estado ahi en mis peores momentos. Ha
merecido la pena porque también lo han estado en los mejores. Ha merecido la pena por
haberme sentido capaz de poder hacer todo lo que un dia crei que no podria. Ha merecido
la pena porque he podido. Ha merecido la pena por todo lo aprendido. Ha merecido la
pena porque hoy me siento orgullosa de la persona en la que me he convertido. Ha
merecido la pena por poner fin a estos dltimos meses, que no han sido para nada faciles.
Ha merecido la pena porque es verdad que la satisfacciéon es mayor cuanto mas cuesta.
Ha merecido la pena porque he aprendido a reirme (mas) de los problemas y a llorar de

felicidad. Pero, ya esta. Estoy a un paso de llegar a la meta.

Gracias a mis directores, Rosa y Rafa. Por confiar en mi y haberme ensefiado tanto, desde
el principio hasta el final. Todo lo que sé hoy en dia del mundo de la investigacion os lo
debo a vosotros. Gracias también a Carlos y a Yoli, por haber estado siempre tan atentos

conmigo.

Gracias a mi Nerea del alma, por ser mi apoyo incondicional. Llegaras alla donde tu quieras
y conseguiras todo lo que te propongas, porque la clave esta en el trabajo, el esfuerzo, la
dedicacion y la perseverancia y, a ti, todo eso te sobra por los cuatro costados. Qué feliz

me ha hecho haberte encontrado en el camino. Te espero en la meta.

Gracias a “la clasica” Irene, por las charlas, por las risas y por tu trabajo. Mi padre te

agradecera siempre la amistad y la sonrisa que le has brindado a su hija cada dia.

Gracias a mi Barbarilla y a Camino, por aconsejarme y ensefiarme a dar mis primeros
pasos firmes y seguros en el laboratorio. Gracias al resto de compafieros que habéis ido

apareciendo a lo largo de estos afios: Amaia, Cris, Giulio, Estela, Rubén, Sohaib, Cathy...

Gracias, Julio, por regalarme cactus y amenizarme las mafianas con tus “batallitas”.

Gracias, Carlos, por tus ideas locas que nos salvan un poco del mundo real.

Y gracias a todos aquellos que me esperan cada dia fuera de las cuatro paredes del
laboratorio. A mis padres, por escucharme, ayudarme, animarme, apoyarme y decirme las
palabras necesarias en el momento preciso. Es un orgullo ser vuestra hija. Gracias a mi
Pelusita, por tus lametones y por sacarme a pasear cuando mi cabeza pedia aire fresco.
A mi familia, por estar siempre al pie del cafién, removiendo cielo y tierra por los demas.
Me conformo con tener la mitad de vuestra fortaleza. A mi Totito, que sé que seguiras

viendome cumplir suefios alli donde estés.



Gracias a mis amigos, porque “todos tenemos con quién”. A mi Nata, mi Pumbi, por quitarle
peso a mis problemas y notarte siempre cerca, aunque a veces nos separen unos cientos
de kilébmetros. A mis chicos, ya hermanos: Jai, Dreso, Chechin, Agus, Carlis, Fer, Luis,
Dieguis, Adri, Pelli. Mi Fer, desde Madrid. Gracias a los viejos: Silvi, Vir, Sari y Dani. Y
gracias a los nuevos, Nere, Cris, Dani, Alex y Ru, por haberos convertido en el sitio “a

dénde ir”.
Gracias a la musica, a los conciertos y a las canciones, no sabéis lo feliz que me hacéis.
Gracias a la risa, por haberte convertido en mi arma de “construccion” masiva.

Y, ¢por qué no decirlo? Gracias también a mi.

Merecié la pena.



iNDICE

INDICE DE FIGURAS.........ccouuuiiiiiietieeeeeeaeeeeeeeaaessessarisesssssssnnssesssaneessens Xl
(1] Log 2 o] R 1Y =] I X XXl
LISTADO DE ABREVIATURAS. ..ot ne s e s e e nn e e XXl
RESUMEN. ... e e e e s e n e e n e n e 1
1.INTRODUCCION. ..ot s s s sae s s 3
1.1, LEISHMANIASIS ... cccccerr e s rs s s sssse e s s ss s smsn s e s e s s s s sssmms s e e s enssssssnnmnsnessesnnnsnnnns 4
1.1.1. EL GENERO LEISAMANIA ... 4
1.1.2. CICLO BIOLOGICO DE LEISAMANIA............c.coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeene 4
1.1.3. EPIDEMIOLOGIA ... 7
1.1.3.1. Leishmaniasis ViSCeral (LV).........coooocuiiiiiee e 7
1.1.3.2. Leishmaniasis cutdnea (LC) .......occueviiiiiiiiiiiie e 9
1.1.3.3. Leishmaniasis mucocutanea (LMC)..........cocooiiiiiiiiiniiiie e 10

1.2. TRATAMIENTOS FRENTE LeiShmania.............cccceeeeeeeeemriisscssssennsessssssssssssssssssssnnns 10
1.2.1. QUIMIOTERAPIA frente LeiShmania ............cccocoeeviiiciiiioiieiiccee e 11
1.2.1.1. Antimoniales pentavalentes (SbY).........cceoiiiiiiiienieie e 11
1.21.2. Anfotericina B desoxicolato (AmB-D) y Anfotericina B liposomal........... 11
1.2.1.3. MIREFOSING ... 12
1.2.1.4. ParomomiCiNg ........coooueiiiiiie e 12
1.2.2. VACUNAS frente LeiShmania..............ccoocoiiiiiiiiiiiiiiiieee e 13
1.2.2.1. Vacunas de primera generacion ..........cccccceeeeeeeeeeeee e 14
1.2.2.2. Vacunas de segunda generacion............ccccceeeeeeeieee e 15
1.2.2.3. Vacunas de tercera generacion ...........cooocuueeiiiiieeeniiiee e 16

1.3. RESPUESTA INMUNE FRENTE LeiSAMANI@......coccerieeeaereereeeeeeeee e 17
1.3.1. NEULTOFIIOS . ... 19
1.3.2. Y =Tt o) = o Lo 3OO PPPPRN 20
1.3.3. Células dendriticas (DCS)......ccoiiuiiiiiiiiie e 23
1.3.4. LINFOCIOS T .ttt 24

L T T S T PRSP 26



1.4. CELULAS DENDRITICAS .....ccorurireriererssesesesssssssssessssasssssesssssssssssssssssasassssssssnens 29

1.4.1. Desarrollo de 1as DCS:.......coiiiiiiiiiiiee e 30
14.2. LI oo s e (=3 L O PRSP 31
1.4.2.1. DCs convencionales (CDCS): .....uuiiiiiiiiiie it 32
A.  cDC1: CD11c+MHCII+CD8a+CD 103+ ....cceieiiiieiiee e 32

B. ¢cDC2: CD11c*MHCIFCD11b*XCRA*SIrPa™ ....eeovieieieieeriie e 34

1.4.2.2. DCs plasmocitoides (pDCs): CD11c*-MHCII*CD45RA*CD317+Siglec-H*

35

1.4.3. Leishmania y su interaccion con 1as DCS...........cccciiiiiiiiiiiiiec e 36
1.5. PRESENTACION ANTIGENICA .......ccoririrurereneriesseessasesesssessassses s s ssanens 37
1.5.1. Via clasica de presentacion del MHC ..., 39
1.5.2. Via de presentacion del MHC ... 40
1.5.3. Presentacion Cruzada............ocueiiiiiiiiiiiii e 41
1.54. Leishmania y la presentacion cruzada antigénica............cceeevvvveeveeiieveeeeeennns 45
1.6. RUTAS DE MUERTE CELULAR ........c ot rcscccsmser s e s ssssssmsne s s e s s mmn e e e essnnns 46
1.6.1. NECROSIS ...ttt ettt e e e meeemeeeneeeseeeanee e 47
I N @ ] o 1S T 49
1.6.2.1. ApOoptosis INHNSECA.........ccoooe e, 49
1.6.2.2. ApPOPLoSIS EXINNSECA ...ccooeeeeeeeeeeee e, 51
1.6.3. NECROPTOSIS ..ottt et sne e e 53
1.6.4. PIROPTOSIS ...ttt ettt et 55
2.0BJETIVOS. ... s s rn s n e 59
3. MATERIALES Y METODOS.......ccoeiimerenesesesesesesseens 62
3.1  MATERIALES. ...ttt es s cssce e e s s s s s ssnn e e e s s s s mmnn e e e e s s a e mmnn e e e e e s nn s nnmmmnnnnees 63
3.1.1. LINEAS CELULARES .......ooiceceeeeeeeeeeeeceee e 63
3.1.2. PARASITOS ..., 63
3.1.3. RATONES ..ot nee e 64
3.2, METODOS .......oucueuceessesesessesessesssssasesssesses st s st s s e s sesse s s ss s s e e ase s s assnsas 64
3.2.1. INDUCCION DE MUERTE CELULAR INMUNOGENICA (ICD)................... 64
3.2.1.1. Obtencién de células progenitoras de médula ésea............occeeeeiieeenne 64
3.2.1.2. Tratamiento con inductores de ICD .........cccoeiiiiiiiiiiieie 65
3.21.3. Ensayo de viabilidad con alamarBIue: ..........cccccccoevvvviiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeee 65

VI



3.2.14. Ensayo de citotoxicidad mediante Lactato Deshidrogenasa (LDH) ....... 66

3.2.1.5. Cuantificacion de la actividad de las caspasas 3/7, 8y 9: .cccoveveeennnns 66
3.2.1.6. Deteccion de IL-1B mediante ELISA. ..., 67
32170 ANEXO Lt 69
3.2.2. CO-EXPLANTE ...ttt 72
3.2.21. (=T oL = Ted (o] a e [=] I o= o o TP 72
3.2.2.2. Preparacion del explante de bazo: ..o 72
3.2.2.3. ANEXO Il e 74
3.2.3. DISENO DE LA CEPA L. infantum 2713 HASPB:OVA..........cccceoevvvevevnnnn. 76
3.2.3.1. Generacion de células competentes de Escherichia coli ....................... 76

3.2.3.2. Transformacion de E. coli con el plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA

76
3.2.3.3. Aislamiento del plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA .........cccccvvveee... 77
3.2.3.4. Linearizacién del plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA.........cccceeene 77

3.2.3.5. Transfeccion de cepas de Leishmania con el pldsmido pLEXSY-hyg2.1

HASPBIOVA ..ottt ettt bbbt sttt b et 78
3.2.3.6. Microscopia confocal para la deteccion de la proteina OVA .................. 79
3.2.3.7. Western blot de fluorescencia de extractos de Leishmania ................... 79
3.2.3.8. ANEXO ettt e e 81

3.2.4. MEDICION DE LA APOPTOSIS EN CELULAS RAW 264.7 TRAS EL

TRATAMIENTO CON RADIACION UV ......oovviiiececieieeeeeeeeeeae e 84
3.241. Cultivo e infeccion de macrofagos RAW 264.7.......cooovvveeiiiiiieiiiiieeennae 84
3.24.2. Irradiacion de macrofagos RAW 264.7 con UV ... 84
3.2.4.3. Citometria de flUJO ...ccoeeeeiiiieeee e 84
3.24.4.  ANEXO V..ot 86

3.2.5. CUANTIFICACION DE LA INFECCION DE RAW 264.7 IRRADIADAS CON
uv 87

3.2.5.1.  ANEXO V.t t e e 88
3.2.6. PRESENTACION CRUZADA CON CELULAS B3Z.......c.cccoovoveveeeerereene. 89
3.2.6.1. Diferenciacion de BMDC con GM-CSF:.........ccooiiiiiiiiiiee e 89
3.2.6.2. Estimulacion de las BMDC con LPS..........ccccoiiiiiiiiniiciec e 89
3.2.6.3. Preparacion de RAW 264.7 infectadas e irradiadas con UV .................. 89

VI



3.2.6.4. Co-cultivo de BMDC con RAW 264.7 ......coociiiiiiiiiieeiee e 89
3.2.6.5. Preparacion de bolas recubiertas con OVA/BSA (bbOVA) ..................... 90
3.2.6.6. Sub-cultivo de células B3Z ..........occuuiiiiiiiiii e 90
3.2.8.7.  Lavar bbOVA ... e 90
3.2.6.8. Preparacion de las diluciones de OVA soluble (SOVA).........ccoovccvvveen... 90
3.2.6.9. Preparacion de las diluciones del péptido SIINFEKL ...............ccccvvveeee.. 90
3.2.6.10. Lavary fijar BMDC ........c.oiiiiiiiiie e 90
3.2.6.11.  Co-cultivode BMDC Yy B3Z ........ccceiiiiiiiieeieeniee e 91
3.2.6.12. Revelarel ensayo .......cccccoeeiiiiiiii 91
3.2.8.13. ANEXO V1L ettt 92
3.27. CUANTIFICACION DE LA ACTIVACION DE BMDC.......c.cocoeveveverererennee.e. 94
3.2.7.1. Diferenciacién de BMDC mediante el ligando FI3L ...............ccooeuvnneeeee. 94
3.2.7.2. Citometria de flUjo ..o 94
3.2.7.3. ANEXO VI oottt 96
3.2.8. PRESENTACION CRUZADA ANTIGENICA CON CELULAS OT-l.............. 98
3.2.8.1. Expansién de cDC1 in vivo para su uso en experimentos ex vivo......... 98
3.2.8.2. Aislamiento de CDCT ... ..o 98
3.2.8.3. Preparacion del Cargo..........uuiiiiiiii i 99
3.2.8.4. Estimulacion de CDC1 .......oooiiiiiiiie e 100
3.2.8.5. Fijacion de 1aS DCS .......ooiiiiiiiiiiie e 100
3.2.8.6. Aislamiento de linfocitos T CD8+ .........cooviiieiiiiiiiie e 100
3.2.8.7. Tincién de células T CD8+ con CellTrace Yellow ........ccccoevveviieeenincene 101
3.2.8.8. Co-cultivode DCs y células T CD8+.........ccooiiiiiiiiiieeeeeceeee e 101
3.2.8.9. Citometria de flUjO .....ooiueii i 101
3.2.8.10.  ANEXO VL ittt 103
3.2.9. FENOTIPADO DE BAZO SANO E INFECTADO PARA DCs........ccceuvenene 106
3.2.9.1. Procesamiento del bazo ... 106
3.2.9.2. Citometria de flUjO ..o 106
3.2.9.3. Aislamiento de Pan-DCs........ccccccoiiiiiiiiiriieieee e 106
3.294. Microscopia confocal ... 107
3.2.9.5.  ANEXO IX. oottt e 108



4. RESULTADOS ... srrss s 110

4.1. CAPITULO I: NECROPTOSIS. ......cueeeeeercrereereresesesesesesasssasssssssssssssssssssssssssssens 111
4.1.1. Induccion a la necroptosis en cultivos primarios BMDM.............cccccceunnee. 111
4.1.1.1. Induccidn a la necroptosis por LPS ... 112
4.1.1.2. Induccién a la necroptosis por inhibidores IAPS ..........ccccciiiiiiiinnee. 114
4.1.2. Induccién a la necroptosis en cultivos de macréfagos RAW 264.7 ............ 118
4.1.3. Evaluacion de la activacion de caspasas en necroptosis ...........ccceeeeeennnn. 119
414, Evaluacion de la produccion de IL-1 en necroptosis.........cccceeeeeeeeeieenneee. 120
4.1.5. Efecto de los DAMPs producidos en necroptosis sobre sobre la viabilidad de
L. donovani LV IRFP ... 121
4.1.51. DAMPs producidos durante la necroptosis en BMDM............ccccccevveeee. 122
4.15.2. DAMPs producidos durante la necroptosis en RAW 264.7 .................. 123
4.2. CAPITULO II: APOPTOSIS INTRINSECA. .......ccoovrerererere e e e seeseseneneeees 125
421. Induccién a la apoptosis intrinseca por CHX en BMDM ...........cccccooiiiiie 125
4.2.2. Induccién a la apoptosis intrinseca por CHX en RAW 264.7 ...................... 126
4.2.3. Induccion a la apoptosis intrinseca por inhibidores en BMDM ................... 127
424, Induccién a la apoptosis intrinseca por inhibidores en RAW 264.7 ............ 129
4.2.5. Evaluacion de la activacion de caspasas en la apoptosis intrinseca.......... 129
4.2.6. Evaluacion de la produccion de IL-1B en la apoptosis intrinseca............... 131
4.2.7. Efecto de los DAMPs producidos en el proceso de apoptosis intrinseca sobre
la viabilidad de L. donovani LVO iRFP..........occociiii e 132
4.2.71. DAMPs producidos durante la apoptosis intrinseca en BMDM............ 132
4.2.7.2. DAMPs producidos durante la apoptosis intrinseca en RAW 264.7..... 134
4.3. CAPITULO Ill: APOPTOSIS EXTRINSECA .......ccccoeurrrerereeee e e ee e seseseseeeees 136
4.3.1. Induccién a la apoptosis extrinsecaen BMDM ................ccooe. 136
4.3.2. Induccion a la apoptosis extrinseca en RAW 264.7..........ccooeeeeeiiiiiiieeeenn. 138
4.3.3. Evaluacion de la activacion de caspasas en la apoptosis extrinseca......... 139
434. Evaluacion de la produccion de IL-1B en la apoptosis extrinseca.............. 140
4.3.5. Efecto de los DAMPs producidos en la apoptosis extrinseca sobre la viabilidad
de L. donovani LV IRFP........coo e 141
4.3.51. DAMPs producidos durante la apoptosis extrinseca en BMDM........... 141
4.35.2. DAMPs producidos durante la apoptosis extrinseca en RAW 264.7.... 142



4.4. CAPITULO IV: PRESENTACION CRUZADA DE ANTIGENOS Y FENOTIPADO DE

DCS ESPLENICAS ..ottt ee e s s s s s s e s e s e sb s ss s sas s s s s s bs s sba s sasanns 145
4.4.1. Generacion de cepas de L. infantum que producen OVA en la superficie de la
MEMDbBrana PlasmMaAtiCa .........cccuieiiiiee e e e e e e e e e e 145
44.2. Induccién a la apoptosis por irradiacion UV de RAW 264.7 ..............c.c....... 150

443. Cuantificacion de la infeccion por L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA en

células RAW 264.7 irradiadas con UV ...........oooiiiiiiiiiiiic e 152
44.4. Ensayo de presentacion cruzada con células B3Z ..., 153
4.4.5. Evaluacion de la activacion de BMDC ............cccoeiiieiiiiieniec e 155
4.4.6. Ensayo de presentacion cruzada con células OT-l........ccccooviiiviiniienecnnnen. 157

447. Fenotipado de DCs esplénicas en ratones infectados por L. infantum 2713

H A S P B OV A ..ot et 160
3 0] £ o U1 (o ) [ 166
5.1. MUERTE CELULAR INMUNOGENICA {03 5 ) T 167
5.2. PRESENTACION CRUZADA DE ANTIGENOS Y FENOTIPADO DE DCS
ESPLENICAS ....eoeeeeeeeeeeeeeteeeeeeseesssesssesssesassssasssasesanesaneesssesssesasesanesssesanessnesssnesanesanessneen 179
6. CONCLUSIONES ....oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesmeeessesssnmeeesesaans 186
7. BIBLIOGRAFIA ...t eeeeeeeeeeeesesmeeeessssssneeesesnann 188
8. ANEXO X: Aportacion.........cccccceeimrmiirrecccirres s e eennnns 237

Xl



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1 | Esquema de la clasificacion taxonémica jerarquica del género Leishmania.
Informacion obtenida de la base de datos de Schoch et al., 2020. .......ccoooeeeeiiiiieeeeieeeeeee e, 4

FIGURA 2 | Esquema de la clasificaciéon taxonémica jerarquica de los géneros Phlebotomus
y Lutzomyia. Informacion obtenida de la base de datos de Schoch et al., 2020..............ccceeeeeeene. 5

FIGURA 3 | Representacion esquematica de la arquitectura celular y subcelular de
Leishmania. A) Promastigote. B) Amastigote intracelular. C) Amastigotes infectando la vacuola
parasitéfora dentro de un fagocito de mamifero (Aebischer & Mrva, 2016)........cccccceeecciviieeieeieecnnns 6

FIGURA 4 | Ciclo biolégico de parasitos de Leishmania. Cuando un flebétomo se encuentra
infectado con promastigotes y pica a un hospedador mamifero, los promastigotes son liberados al
torrente sanguineo, donde son fagocitados por macréfagos. En el interior de estas células, los
promastigotes se transforman en amastigotes, los cuales se multiplican hasta que el macréfago se
rompe, son liberados de nuevo al torrente sanguineo y pueden infectar otros macréfagos cercanos.
Los amastigotes pueden ser tomados por otros flebétomos cuando se alimentan de la sangre del
hospedador. En el intestino medio del vector, los amastigotes se diferencian a promastigotes, los
cuales viajan a las glandulas salivares, ya listos para infectar un nuevo hospedador....................... 6

FIGURA 5 | Situacion endémica de LV a nivel mundial en 2020. Imagen modificada de WHO,

120 TSSO U PRSPPI 8
FIGURA 6 | Situacién endémica de LC a nivel mundial en 2021. Imagen modificada de WHO
120 USSP PP URRTRN 9
FIGURA 7 | Estructura quimica de los derivados de SbY (A) antimoniato de meglumina y (B)
estibogluconato de sodio. Imagen modificada de Frézard et al., 2008.............ccccoeveeeeeeiiiiiiiieeeeenne. 11
FIGURA 8 | Estructura quimica de la anfotericina B (Angiolella et al., 2017). .........ccccceeevennns 12
FIGURA 9 | Estructura quimica de la Miltefosina (Saint-Pierre-Chazalet et al., 2009)................ 12
FIGURA 10 | Estructura quimica de la Paromomicina (Carneiro et al., 2010). ............c..ccceennnes 13
FIGURA 11 | Estrategias de vacunacion frente la leishmaniasis (Keerti & Kumar, 2021).......... 13

FIGURA 12 | Estrategias de vacunacién. 1) Leishmanizacion. Promastigotes vivos causan lesiones
en la piel. 2) Parasitos vivos atenuados son inyectados intradérmicamente a través de la piel, sin
generar riesgo de infeccidon ni lesiones en la piel. 3) Los promastigotes se transforman en
amastigotes y son internalizados por células dendriticas (DCs), las cuales viajan a los ganglios
linfaticos para realizar la presentacion antigénica a las células T. 4) Diferentes poblaciones de células
T efectoras y de memoria generadas tras la presentacion antigénica. 5) Debida a la baja parasitemia,
estas poblaciones de células T persisten en el cuerpo, proporcionando proteccién a largo plazo
contra la picadura del vector que contiene parasitos de Leishmania virulentos. Imagen modificada
de (Pacheco-Fernandez et al., 2021). ......ooouiiiiiiiie e 15

FIGURA 13 | Dogma central de la vacunacion. Las células T protectoras del huésped generadas
en el proceso de inmunizacién crean un estado de proteccion del hospedador frente al desarrollo de
enfermedades tras la exposicion al patdgeno (Zutshi et al., 2019)........cccceeiiiiiiiiiiiie e, 16

FIGURA 14 | Impacto de la infeccion por Leishmania en las células del sistema inmune (Costa-
Da-Silva €t @l., 2022).......cciiieeee et e e e e e e e e e aa e e e e arraraaaaeeaananae 18

FIGURA 15 | Actividad pro- o anti-inflamatoria de los neutréfilos. Entre sus funciones destacan:
la liberacién de citoquinas proinflamatorias, quimiocinas, NETSs, liberacidon de ROS, presentacién de
antigenos y supresion de la respuesta inmune. Imagen modificada de Chan et al., 2022. ............. 19

FIGURA 16 | Polarizacion de los macréfagos hacia el perfil M1 y M2 en la infeccién por
Leishmania y su implicacion en la patogénesis de la enfermedad. La via clasica de polarizaciéon de
los macréfagos se produce en presencia de IFN-y, generandose macréfagos con fenotipo M1, los

Xl



cuales son capaces de producir citoquinas pro-inflamatorias, ROS y RNS que promueven la
eliminacion de Leishmania. La via alternativa de polarizacién de los macrofagos se produce en
presencia de IL-4 e IL-13, generandose macréfagos con fenotipo M2 anti-inflamatorio, los cuales
permiten la supervivencia de los amastigotes (Zutshi et al., 2019).......c.oooiiiiiiiiiiee 21

FIGURA 17 | Leishmania inhibe la generacion de ROS y RNS y promueve la sintesis de
poliaminas para su correcta supervivencia en el interior del hospedador (Gupta et al., 2022). .....22

FIGURA 18 | Interaccion entre DCs y células T. Las DCs proporcionan tres sefiales clave para
activar las células T virgenes e iniciar la respuesta inmune adaptativa. Primeramente, los complejos
MHC cargados con el antigeno son reconocidos por los TCRs de las células T. Una segunda sefal
coestimuladora ocurre entre las moléculas CD80/CD86 de la DC con la molécula CD28 presente en
la célula T. Si CD80/CD86 interacciona con la molécula CTLA-4, se transmite una sefal inhibitoria
para la activacion de la célula T. Finalmente, una tercera sefial que depende de las citoquinas
liberadas por parte de las DCs, que induciran el desarrollo hacia un fenotipo concreto de células T
efectora. Imagen modificada de Filley & Dey, 2017 ......c.cooo it 24

FIGURA 19 | Tipos de TLRs y sus correspondientes ligandos. Los diferentes TLRs se clasifican
en TLRs de superficie celular (TLR1, 2, 4, 5y 6), y TLRs localizados de endosomas (TLR3, 7, 8 y 9).
Estos receptores forman homodimeros o heterodimeros y tienen sus respectivos ligandos para ser
activados. Después de la unién del ligando a los TLRs, los TLR se dimerizan y experimentan un
cambio conformacional para reclutar proteinas adaptadoras aguas abajo para mediar en las vias de
sefializacion celular. Imagen tomada de Noh et al., 2020............coooiiiiiiiiiie e 27

FIGURA 20 | Inhibicién de la ruta de seializacion de NF-kB debido al aumento de la expresién
de A20 provocada por Leishmania, disminuyendo el proceso inflamatorio y la produccién de IL-1pB.
Imagen modificada de Gupta et al., 20717 . .........oiiiiiiiiiee e 29

FIGURA 21 | Esquema de la diferenciacion de DCs a partir de células madre hematopoyéticas de
médula ésea y un precursor mieloide comun. A partir de células madre hematopoyéticas (CD34+),
se generan dos tipos de precursores comunes: el mieloide (PMC) y el linfoide (PLC). A partir del
PMC, se desarrollan los megacariocitos, los eritrocitos, los monocitos, las DCs y los granulocitos. A
partir del PLC, se diferencian las células T, B y NK. Imagen modificada de Wildes et al., 2021...... 30

FIGURA 22 | Moléculas coestimuladoras y sus ligandos. La modulacién de la activacion de las
células T estda mediada por una interaccion de diferentes moléculas coestimuladoras expresadas en
DCs que tienen funcion inmunogénica o tolerogénica. La imagen muestra una descripciéon general
de los receptores expresados en DC y sus ligandos de unién en las células T. Imagen modificada de
[ [T T =1 A= T~ B TR 31

FIGURA 23 | Esquema de los subtipos de DCs con sus marcadores de superficie y TLRs mas
caracteristicos. A) cDC1. B) cDC2. C) PDC. ...ttt 33

FIGURA 24 | Estructura de las moléculas MHC (A) de tipo | (MHC-I) y (B) de tipo Il (MHC-II)...38

FIGURA 25 | Via clasica de presentacion antigénica en moléculas del MHC-I (Blum et al., 2013).

FIGURA 26 | Via de presentacion antigénica en moléculas MHC-lI (Blum et al., 2013)............. 41

FIGURA 27 | Via de presentacion cruzada antigénica. A) Via vacuolar. B) Via citosdlica (Blander,
20 < TR ST 43

FIGURA 28 | Vias de transporte vesicular. A) Via ERGIC. B) Via ERC. C) Via LRO. Imagen
modificada de Blander, 2018, . ... .o e e e a it e raa e aaaa, 44

FIGURA 29 | Papel de los factores de virulencia de Leishmania en la entrada al hospedador y su
diferenciacion desde promastigotes a amastigotes. Imagen modificada de Gupta et al., 2022....... 46

FIGURA 30 | Secuencia de eventos para una correcta respuesta inmune mediada por linfocitos
T a partir de células que sufren ICD (Lamberti et al., 2020). .......c..oovveiiiiiiiiiiiee e 47

FIGURA 31 | Esquema de la ruta necrética frente a la apoptética (Naruka, 2023).................... 48

XMI



FIGURA 32 | Esquema de la ruta intrinseca de apoptosis. Imagen modificada de Ichim & Tait,
D20 1 USRS SRR 50

20706, e b e e e a e e s e e e sa e ae e s ae e ea e ene s 52

FIGURA 34 | Mecanismo molecular de la necroptosis. La unién de TNF induce la formacién del
complejo | o ripoptosoma, dando como resultado de la activacion de la ruta de sefalizacion de NF-
kB. Si esta via se encuentra inhibida, se activa el complejo lla, donde la caspasa 8 induce la
apoptosis. Si RIPK1 se encuentra desubiquitinado o se ha inhibido su fosforilacién, se genera el
complejo llb, induciéndose de nuevo apoptosis. Si la caspasa 8 se encuentra inhibida, RIPK1 y
RIPK3 forman el complejo denominado necrosoma, resultando en la activacion de MLKL a través de
una cascada de fosforilacion. MLKL fosforilado sufre un proceso de oligomerizaciéon y migra a la
membrana plasmatica, iniciando la formacién de poros. Asimismo, los ligandos de muerte, como
FasL o TRAIL, y el LPS pueden activar la necroptosis mediante la formacioén de necrosomas. Imagen
modificada de S0 €t Al., 20271, ... 54

FIGURA 35 | Mecanismo molecular de piroptosis. A) Via candnica: mediada por inflamasoma,
caspasa 1 y GSDMD. B) Via no canénica: desencadenada en ausencia de inflamasoma, y mediada
por caspasa 11 y GSDMD. Ambas vias concluyen con la liberacion de IL-1B e IL-18 a través de los

poros generados POr GSDIMD. .......cooiiiiiiiiee e 57
FIGURA 36 | Participacion de la caspasa 3 y RIPK3 en el proceso de formaciéon del
inflamasoma y la escisiéon de GSDM (Chen et al., 2019)........cooociiiiiiiii e 58
FIGURA 37 | Vector pLEXSY-pac iRFP. ... 69

FIGURA 38 | Esquema del procedimiento de trabajo para el tratamiento con los inhibidores.

FIGURA 39 | Esquema de la placa de trabajo para el tratamiento con los inhibidores de
proteinas implicadas en rutas de muerte celular.....................ccccooi i 69

FIGURA 40 | A) Esquema del mecanismo de la reduccion de resazurina a resorufina en el ensayo
del alamarBlue (Ligasova & Koberna, 2021). B) Esquema del mecanismo del ensayo de citotoxicidad
LDH (TribIiOSCIENCE, 2019). ....eiiiiiiiee ettt ettt et e s e et e e s b e e s e es 70

FIGURA 41 | Esquema del porcentaje teérico de las poblaciones de DCs y células T presentes
€N UN bazo SAN0 de ratON. .............ooiiiiiiiii e 74

FIGURA 42 | Esquema del procedimiento de trabajo para la realizaciéon del co-explante. .....74

FIGURA 43 | Esquema del contenido de un pocillo en el experimento del co-explante. Se
muestran las relaciones de los diferentes tipos de células empleadas en el experimento. ............. 74

FIGURA 44 | Vector pLEXSY-hyg2.1. Imagen modificada de Jena Bioscience, 2023. ................. 81

FIGURA 45 | Proceso de transfeccion de Leishmania con el vector pLEXSY-hyg2.1
HASPB:OVA. Imagen modificada de (Chang et al., 2022). ..........cccceiiiiiiiiiiiie e 81

FIGURA 46 | Esquema de las diferentes poblaciones que pueden ser detectadas tras la tincién
con IP y Anexina-V, mostrandose los sitios de unién de cada reactivo, donde la Anexina-V se une
a la fosfatidilserina y el IP al ADN. Imagen modificada de Kupcho et al. (Kupcho et al., 2019)....... 86

FIGURA 47 | Esquema de la presentacion cruzada antigénica empleando células B3Z......... 92

FIGURA 48 | Esquema de la placa de trabajo empleada en el experimento de presentacion
cruzada con células B3Z. Se obtuvieron resultados de BMDC, estimuladas o no con LPS (100
ng/mL). Asimismo, también se obtuvieron resultados co-cultivando las células B3Z con BMDM. ..92

FIGURA 49 | Representacion esquematica de la tinciéon con colorantes de viabilidad de unién
a aminas (Nordic BioSite, 2019). .....cciiiiiiiii e 96

FIGURA 50 | Esquema de la presentacion cruzada antigénica empleando células B3Z....... 103

XV



FIGURA 51 | Principio de los ensayos de dilucion de los colorantes empleados para la
cuantificacion de la proliferacién celular. Las células parentales se tifien con CellTrace Yellow el
dia 0. Cuando las células se dividen, el colorante se va diluyendo en las células hijas. El analisis por
citometria de flujo permite revelar la presencia de picos mas tenues, que corresponderian a las
diferentes generaciones de células generadas a partir de la célula parental. Imagen modificada de
S F= oL (0110 TR0 12 PRSP SUPRPN 103

FIGURA 52 | Esquema de la placa de trabajo empleada en el experimento de presentacion
cruzada con CEIUIAS OT -l .......oooiiiiiii e et sne e s neeeean 103

FIGURA 53 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM procedentes de
ratones C57BL/6 con los compuestos inductores e inhibidores de necroptosis, mediante
alamarBlue. Las células fueron tratadas con Z-VAD-FMK (25 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (56
M) durante 24 y 72 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p < 0,1); ** (p < 0,01)
de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones mudltiples................ 112

FIGURA 54 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM con las
combinaciones de compuestos inductores de necroptosis, mediante alamarBlue tras (A, C) 24
h post-infeccién (24 hpi) y (B, D) 6 d post-infeccion (6 dpi) con L. infantum. Las células fueron pre-
tratadas con Z-VAD-FMK (25 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 uM) durante 1 h'y, posteriormente,
las células fueron tratadas con (A-B) 1 ng/mL de LPS y (C-D) 50 ng/mL de LPS durante 24 h. Cada
barra del histograma representa la Media + SD *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001) de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de
doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0,1); AA (p <
0,01); AAA (p < 0,001); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de
BMDM infectados y no infectados, mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test
de Sidak's para comparaciones MUILPIES. ..........cccuiiiiiiiei i 113

FIGURA 55 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM con las
combinaciones de compuestos inductores de necroptosis, mediante alamarBlue tras (A) 24 h
post-infeccion (24 hpi) y (B) 6 d post-infeccién (6 dpi) con L. infantum. Las células fueron pre-tratadas
con Z-VAD-FMK (25 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 pM) durante 1 h y, posteriormente con
SM-164 (1 yM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD *** (p < 0,001);
**** (p < 0,0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante
un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples.
Los simbolos AA (p < 0,01); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad
de BMDM infectados o no, mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's
para comparaciones MUIIPIES. .......oo i et e e ee e e e s e e e e e e e eanenes 115

FIGURA 56 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM con las
combinaciones de compuestos inductores de necroptosis, mediante alamarBlue tras (A, C) 24
h post-infeccion (24 hpi) y (B, D) 6 d post-infeccion (6 dpi) con L. infantum. (A-B) Las células fueron
pre-tratadas con Q-VD-OPh (30 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 yM) durante 1 h vy,
posteriormente, las células fueron tratadas con SM-164 (1 uM) y ABT-263 (10 uM) durante 24 h. (C-
D) Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 uM)
durante 1 hy, posteriormente con SM-164 (1 yM) y ABT-263 (10 uM) durante 24 h. Cada barra del
histograma representa la Media £ SD ** (p < 0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001) de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de
doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0, 1); AAAA (p
< 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM infectados y no infectados,
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones
001U L] o] 1= PSR PUPRRRRRROOE 116

FIGURA 57 | Citotoxicidad observada en cultivos BMDM mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de necroptosis, 24 h (A) y 72 h después (B) de la
infeccion con amastigotes de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 uM)
durante 3 h y, posteriormente, los BMDM fueron tratados con los inhibidores LCL161 (1 puM),
AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media
+ SD **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT),
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones
multiples. Los simbolos A (p < 0.01); AA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de
citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis estadistico ANOVA de doble
via y un test de Sidak's para comparaciones muItipleS. .........cccoeeiieiiiiiiiiiiieee e 118

XV



FIGURA 58 | Citotoxicidad observada en cultivos RAW 264.7 mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de necroptosis, 24 h después de la infeccién con
amastigotes (PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-
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nM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); ***
(p <0.001); *** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT),
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones
multiples. Los simbolos AA (p < 0.01); AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de
citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas o no con amastigotes (PM), mediante un analisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples. Los simbolos 44 (p <0.001)
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posteriormente con los inhibidores LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante
24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01) de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de
doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0.1); AAA (p <
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ng/mL) y BMDM tratados con compuestos inductores de necroptosis. Los BMDM fueron pre-tratados
con Z-VAD-FMK (25 uM) durante 3 h y, posteriormente con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y
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FIGURA 62 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6
sanos fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de la cepa L. donovani LV9, P3C (500
ng/mL) y células RAW 264.7 tratadas con compuestos inductores de necroptosis. Las células RAW
264.7 fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 uM) durante 3 h y, posteriormente con LCL161 (1
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FIGURA 63 | Citotoxicidad producida por el tratamiento de BMDM con CHX (10 ug/mL)
mediante el ensayo LDH. Las células fueron tratadas durante 24 h, tras 0 y 24 h de infeccion con
L. infantum. Cada barra del histograma representa la Media + SD ** (p < 0.01); *** (p < 0.001) de los
diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico
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mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones
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FIGURA 64 | Citotoxicidad producida por el tratamiento de RAW 264.7 con CHX (10 pg/mL)
mediante el ensayo LDH. Las células fueron tratadas durante 24 h tras 0 y 24 h de infeccién con
amastigotes (PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Cada barra del histograma representa la Media
+ SD *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No
Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett’s para
comparaciones multiples. Se compararon los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados
y no infectados con amastigotes (PM), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un
test de Sidak’s para comparaciones multiples. Los simbolos ¢ (p < 0.01) resultan de comparar los
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h con 50 ng/mL LPS (A, C, E) y 500 ng/mL de P3C (B, D, F) y, posteriormente se afiadié el inhibidor
ABT-263 (1 uM) en combinacién con AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Como
control positivo de apoptosis, se trataron las células con 10 pg/mL CHX durante 24 h a las 24 h post-
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0.01); ** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No
Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para
comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0.1); AA (p < 0.01); AAA (p < 0.001); AAAA (p <
0.0001) resultan de comparar el incremento sobre el NT de Unidades Relativas de Fluorescencia
(ARFU) de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via
y un test de Sidak's para comparaciones mMUItPIES. ..........ccoeiiiiiiiiieeeiiiceee e 130

FIGURA 68 | Niveles de IL-18 en los sobrenadantes de cultivos BMDM, infectados o no con
Leishmania, tras el tratamiento durante 24 h con las combinaciones de compuestos
inductores de apoptosis intrinseca. Las células BMDM fueron pretratadas durante 3 h con 50
ng/mL de LPS (A) y 500 ng/mL de P3C (B) y, posteriormente, se les anadié ABT-263 (1 uM) en
combinacién con AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Cada barra del histograma
representa la Media £ SD * (p < 0.1); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al
control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble viay un test de Dunnett's
para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0.1) AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar
los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para comparaciones mdltiples. .................. 132
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FIGURA 69 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6
sanos fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de la cepa L. donovani LV9, P3C (500
ng/mL) y BMDM tratados con inductores de apoptosis intrinseca. Los BMDM fueron pre-tratados con
LPS (50 ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, posteriormente con ABT-263 (1 uM) en
combinacién con AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 3 h 'y 24 h. Los esplenocitos fueron
co-cultivados con explantes infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del
histograma representa la Media + SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de
los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un andlisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett’'s para comparaciones multiples. Los simbolos AA (p <
0.01); AAA (p < 0.001); AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de
BMDM tratadas durante 3 h y 24 h mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test
de Sidak's para comparaciones MUILPIES. ..........cccuriiiiiiii i 133

FIGURA 70 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6
sanos fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de la cepa L. donovani LV9, P3C (500
ng/mL) y células RAW 264.7 tratadas con inductores de apoptosis intrinseca. Las células RAW 264.7
fueron pre-tratadas con LPS (50 ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, posteriormente, con
ABT-263 (1 pM) en combinaciéon con AZD-5991 (10 pM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Los
esplenocitos fueron co-cultivados con explantes infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c.
Cada barra del histograma representa la Media + SD ** (p < 0.01); **** (p < 0.0001) de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de
una via y un test de Dunnett’'s para comparaciones muUltiples. ..........ccccccoeeviiiiii e 134

FIGURA 71 | Citotoxicidad observada en cultivos BMDM mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis extrinseca, 24 h después de la infeccidn
con amastigotes (A, C) o 72 h (B, D) de infeccion con L. infantum. Las células fueron pre-tratadas
durante 3 h con 100 ng/mL de LPS (A-B) y 500 ng/mL de P3C (C-D) y, posteriormente, los BMDM
fueron tratados con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada
barra del histograma representa la Media + SD de los diferentes tratamientos. Los simbolos AA (p <
0.01); AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados
y no infectados, mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para
COMPAraciones MUIIPIES. ....cciiiiiiiiiie ettt e e e e e e s e e e e e eeaasb e e e aeesessnntsseeeaeeeanns 137

FIGURA 72 | Citotoxicidad observada en RAW 264.7 mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis extrinseca, 24 h después de la infeccién
con amastigotes (PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas durante 3
h con 100 ng/mL LPS (A) o con 500 ng/mL P3C (B). A continuacion, las células RAW 264.7 fueron
tratadas con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada barra del
histograma representa la Media + SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de
los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos AAAA (p <
0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados y no
infectados con amastigotes (PM), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de
Sidak’s para comparaciones multiples. Los simbolos ¢¢ (p < 0.01); ¢¢¢¢ (p < 0.0001) resultan de
comparar los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas y no infectadas con amastigotes
(BM), mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones
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FIGURA 73 | Determinacion de las actividades caspasa 8 (A, B), caspasa 9 (C, D) y caspasas
3I/7 (E, F), tras el tratamiento de BMDM con las combinaciones de inductores de apoptosis
extrinseca a las 24 h de infeccidn con L. infantum. Las células BMDM fueron pretratados durante 3
h con 100 ng/mL de LPS (A, C, E) y 500 ng/mL de P3C (B, D, F) y, a continuacion, con LCL161 (1
uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) durante 24 h. Como control positivo de apoptosis,
se tratd a las células durante 24 h con 10 [ig/mL CHX tras 24 h post-infeccién (hpi) con L. infantum.
Cada barra del histograma representa la Media £ SD * (p <0,1); ** (p < 0,01); *™* (p < 0,001); **** (p
< 0,0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un
analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los
simbolos AA (p < 0,01); AAA (p < 0,001); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar el incremento
sobre el NT de Unidades Relativas de Fluorescencia (ARFU) de BMDM infectados y no infectados,
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones
0TV 1] o] (= TP U PP PPPPPPPRPPTIOE 139

FIGURA 74 | Niveles de IL-18 en los sobrenadantes de cultivos BMDM, infectados o no con
Leishmania, tras el tratamiento durante 24 h con las combinaciones de compuestos
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inductores de apoptosis extrinseca. Cultivos de BMDM fueron pretratados durante 3 h con 100
ng/mL de LPS (A) y 500 ng/mL de P3C (B) y, posteriormente, con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500
nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p <
0.1); *** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT),
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones
multiples. Los simbolos A (p < 0.1); AA (p < 0.01); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los
porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para comparaciones multiples. ...........cccccccveeeiveinnneen... 140

FIGURA 75 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6
sanos fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL)y
BMDM tratados con inductores de la apoptosis extrinseca. Los BMDM fueron pre-tratados con LPS
(100 ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, posteriormente con LCL-161 (1 uM), AZD-5582
(500 nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) durante 3 y 24 h. Los esplenocitos fueron co-cultivados con
explantes infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma representa
la Media + SD * (p < 0.1); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto
al control No Tratado (NT), mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de
Dunnett’'s para comparaciones multiples. Los simbolos AAA (p < 0.001); AAAA (p < 0.0001) resultan
de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM tratadas durante 3 h y 24 h mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples. .................. 142

FIGURA 76 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos de ratones C57BL/6 sanos fueron pre-
estimulados con un lisado de amastigotes de L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL) y células RAW
264.7 tratadas con inductores de la apoptosis extrinseca. Las células RAW 264.7 fueron pre-tratadas
con LPS (100 ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, a continuacién, con LCL-161 (1 uM),
AZD-5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) durante 24 h. Los esplenocitos fueron co-cultivados
con explantes infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma
representa la Media + SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01) de los diferentes tratamientos con respecto al
control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de una via y un test de Dunnett's
para comparaciones MUIIPIES. ........ccouriiiiie et e e e et r e e e s e e sanabaeeeaeeeennnes 143

FIGURA 77 | Generacion del plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. A) Vector plasmidico
linealizado por la digestién con la enzima de restriccion Swal para la expresion de la proteina de
fusion HASPB:OVA en Leishmania. B) Vector pLEXSY-hyg2.1 conteniendo la construccion
HASPB:OVA tras el proceso de sintesis. C) Resultados de la electroforesis tras la digestion del
plasmido pLEXSY-hyg2.1 con las enzimas de restriccién Kpnl/Bglll (control de calidad enviado por
GeneCust). Tamano esperado: 1224/8600 bp. D) Secuencia del gen que codifica la proteina de
fusion HASPB:OVA. Rojo: HASPB (18 aa); Azul: secuencias de los péptidos derivados de OVA
reconocidos por MHC-I (SIINFEKL) y MHC-II (ISQAVHAAHAEINEAGR). ......cccoiiiiiiiiiieiieeeee 146

FIGURA 78 | Curvas de crecimiento de promastigotes de L. infantum 2713 transfectados con
el vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. A) L. infantum 2713 HASPB:OVA. B) L. infantum 2713
MOCN-HASPBIOVA. ... ettt et ettt et e et e e be e e sbeeensee s steeenaeeanseeenneeenseeenneean 147

FIGURA 79 | Analisis por Western Blot de los lisados y sobrenadantes de promastigotes de
las cepas de L. infantum 2713 transfectadas con el plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA,
usando como control negativo las cepas L. infantum 2713 WT y L. infantum 2713 mCh. La proteina
OVA purificada fue usada como control positivo (47 KDa)........cccouiiiiiiiiiiiaieeiiiee e 148

FIGURA 80 | Imagenes representativas de microscopia confocal de las distintas cepas de
Leishmania transfectadas con el vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. A) Promastigotes de L.
infantum 2713 HASPB:OVA. B) BMDM de un ratén BALB/c infectados in vitro (MOl = 10:1) durante
72 h con L. infantum 2713 HASPB:OVA. C) Promastigotes de L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA.
D) BMDM de un ratéon BALB/c infectados in vitro (MOl = 10:1) durante 72 h con L. infantum 2713
mCh-HASPB:OVA. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800.
Para el marcaje de OVA, se empled el anticuerpo anti-OVA marcado con FITC (1:500); para el
marcaje de los nucleos se empled el colorante DAPI (1:1000). ....ccvvviiiieeeiiiiieeee e 148

FIGURA 81 | Imagenes representativas de microscopia confocal de la diferenciacion de
promastigotes a amastigotes de L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA durante 7 d. Las imagenes
fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para el marcaje de OVA, se empled
el anticuerpo anti-OVA marcado con FITC (1:500); para el marcaje de los nucleos se empled el
colorante DAPI (1:1000). ..ciiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e s e e saaa e e e e eaeeaanatbeeeeaeseesnranaeeaaeaann 149
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FIGURA 82 | Analisis del efecto de la radiacién UV en la apoptosis de macréfagos RAW 264.7.
A) Evaluacion de la apoptosis por citometria de flujo mediante la tincién con Annexin V-FITC/IP. En
la parte superior del panel se representan las gréficas (FSC/SSC) de las distintas poblaciones de
células, tanto infectadas como no infectadas, y a los distintos tiempos de tratamiento. Debajo del
FSC/SSC, se muestran las graficas representativas tras la tincion con Annexin V-FITC/IP de
macréfagos RAW 264.7, infectados o no infectados, cultivados durante 4 y 24 h tras el tratamiento
con diferentes energias de irradiacion (mJ/cm?2), incluyendo el porcentaje de células apoptoticas
tardias (cuadrante superior derecho). B) Apoptosis tardia (Media + SD) obtenida en macréfagos
RAW 264.7 infectados con L. infanfum 2713 HASPB:OVA tras 4 h post-tratamiento con energias
crecientes de UV (mJ/cm?). C) Apoptosis tardia (Media + SD) obtenidos en macréfagos RAW 264.7
no infectados, tras 4 y 24 h post-tratamiento con energias crecientes de radiacion UV (mJ/cm?).
Como control positivo, se traté a las células con PFA al 3% durante 30 min en hielo. En la parte de
abajo del panel, estan representadas las graficas de los dos valores de energia elegidos, 240 y 500
mJ/cm?2. Cada barra del histograma representa la Media = SD *, p < 0,1 **, p < 0,01; ***, p < 0,001;
**** p <0,0001 de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un
analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los
simbolos A, p <0.1; AA, p < 0.01 resultan de comparar los porcentajes de apoptosis de RAW 264.7
obtenidos tras 4 y 24 h post-UV mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test
Sidak's para comparaciones MUIIPIES. ........cueviiiiiiiiiiii e 151

FIGURA 83 | Cuantificacion del porcentaje de infeccion de las células RAW 264.7 tras la
medicion de la fluorescencia emitida por mCherry por citometria de flujo. Las células RAW
264.7 fueron infectadas con la L. infantum 2713 mCherry HASPB:OVA e irradiadas con 500 mJ/cm?2.
La fluorescencia emitida por mCherry fue cuantificada tras (A'y C) 4 h post-UV y (B y D) 24 h post-
UV. Cada barra del histograma representa la Media + SD **** (p < 0,0001) de los diferentes
tratamientos con respecto a su control No Infectado (No Inf) mediante un analisis estadistico ANOVA
de una via y un test de Tukey's para comparaciones multiples. Los simbolos NS (No Significativo);
AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de fluorescencia mCherry de RAW 264.7
irradiados o no, mediante un andlisis estadistico ANOVA de una via y un test de Tukey's para
CoOMPAraciones MUILIPIES. ........ueiiiiiiie e eeare e 153

FIGURA 84 | Evaluacion de la eficiencia de la presentacion cruzada a través de la
cuantificacion de la absorbancia generada en la activacion del hibridoma de células T B3Z
tras su co-cultivo con (A, C, E, G) BMDC y (B, D, F) BMDM. Las células fueron incubadas durante
16 h en presencia (+ LPS) o ausencia (J LPS) de 100 ng/mL de LPS vy, posteriormente, fueron
cultivadas con (A, B) bbOVA y (C, D) sOVA durante 4 h, con (E, F) SIINFEKL durante 30 min y con
(G) células RAW 264.7 durante 24 h. Las células RAW 264.7 fueron irradiadas con 500 mJ/cm? de
UV e infectadas con L. infantum 2713 HASPB:OVA. Cada barra del histograma representa la Media
+ 8D * (p <0,1); *** (p < 0,0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado,
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones
MNUIIPIES. ...ttt e e ettt e e e e e et eeeeeeseeasabeeeeaeeaassnsseneaeeseeannnseaeaaeesannnnnen 154

FIGURA 85 | Estrategia de citometria de flujo seguida para cuantificar la expresion de las
moléculas CD80, CD86 y MHC-Il en BMDC tras el tratamiento con LPS. Se selecciond la
poblacién de células de interés mediante el FCS/SSC vy, a continuacion, se tomé la poblacion viva
(Zombie Yellow’) positiva a CD11¢c y CD11b (CD11c*/CD11b*) y positiva a cada uno de los
marcadores de interés (CD80, CD86 Yy MHC-I). ....cooii e 156

FIGURA 86 | Resultados de la expresiéon de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y
MHC-Il en BMDC tras su estimulacion con LPS. A) Histogramas representativos obtenidos a partir
de las BMDCs CD11b*CD11c¢* que muestran la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80
(rojo), CD86 (azul) y MHC-II (rosa) en BMDC no estimuladas (gris) frente a las BMDC estimuladas
con LPS (100 ng/mL) durante 8 h. B) Porcentaje de expresion de las moléculas coestimuladoras
CD80, CD86 y MHC-Il en BMDC no estimuladas (d LPS) y BMDC estimuladas con LPS (100 ng/mL)
(+ LPS) durante 8 h. Cada barra del histograma representa la Media £+ SD ** (p < 0,01) de los
porcentajes de expresion de cada molécula coestimuladora tras la estimulacion con LPS con
respecto al control no estimulado, mediante un analisis estadistico t de Student para muestras
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FIGURA 87 | Estrategia seguida en citometria de flujo para cuantificar la proliferaciéon de
células T CD8. Se selecciond la poblacién de células de interés mediante el FCS/SSC vy, a
continuacion, se tomd la poblacion viva (Zombie Yellow') negativa a CellTrace Yellow (células OT-I
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FIGURA 88 | Evaluacion de la eficiencia de la presentaciéon cruzada antigénica mediante la
cuantificacion de la proliferacion de células T CD8 (OT-l) mediante citometria de flujo, empleando
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el ensayo de dilucion del CellTrace Yellow. Células OT-I co-cultivadas durante 48 h con DCs que
habian sido cebadas con distintos cargos: amastigotes irradiados de la cepa L. infantum 2713
HASPB:OVA; RAW 264.7 sin tratamiento; RAW 264.7 irradiadas con energias de 240 o 500 mJ/cm?
de radiacion UV; RAW 264.7 pretratadas con LPS y tratadas con ABT-263 (1 uM) + AZD-5991 (10
UM), o con LCL161 (1 uM). Como control negativo se emplearon células OT-I co-cultivadas con DCs
sin cargo. Como controles positivos se emplearon los anticuerpos anti-CD3 (2 ug/mL) y anti-CD28
(0,5 pg/mL), y DCs cebadas con LPS (100 ng/mL) + SIINFEKL (2 pM). A) Histogramas
representativos que muestran la dilucién de CellTrace Yellow en células OT-I. B) Porcentajes de
proliferacién de células OT-l basados en la dilucion del CellTrace Yellow. Cada barra del histograma
representa la Media + SD ** (p < 0,01); *** (p <0,001) de los diferentes cargos con respecto al control
No Estimulado, mediante un andlisis estadistico ANOVA de una via y un test de Dunnett's para
COMPAraciones MUILIPIES. ........ueiiiiiiee ettt e eeare e 159

FIGURA 89 | Estrategia seguida en citometria de flujo para el fenotipado de un bazo no
infectado para la determinacién de la proporcién de las distintas subpoblaciones de DCs. En
el primer grafico se muestra el FSC/SSC, seguido de la seleccion de las células individualizadas
(Single Cells), enfrentando el area (FCS-A) y la altura (FSC-H) del FSC. A continuacion, en el tercer
grafico se escoge la poblacién viva (Zombie Yellow'). A partir de las células vivas, se generan dos
graficos, uno marcado con la flecha roja y otro con la flecha verde. (=) Se enfrenta el MHC-II con el
CD11c, los cuales son marcadores para cDCs (MHC-II* CD11c"), a partir de las cuales se generan
dos subpoblaciones: cDC1 (XCR1* CD11b") y cDC2 (XCR1- CD11b*). (=) Se enfrenta el Siglec-H
con CD317 para seleccionar la poblacion de pDC. ...t 161

FIGURA 90 | Estrategia seguida en citometria de flujo para el fenotipado de un bazo infectado
con L. infantum 2713 HASPB:OVA para obtener la proporcion de las distintas subpoblaciones
de DCs y su porcentaje de infeccion. A) Obtencién de la proporcidon de cDC1 y cDC2 a partir de
las cDC totales en un bazo infectado, y sus porcentajes de infeccidn correspondientes. B) Obtencion
de la frecuencia de las pDCs en un bazo infectado, y su porcentaje de infeccién. Los porcentajes de
infeccion fueron obtenidos tras la deteccion de la fluorescencia del anticuerpo FITC OVA. Se realizé
el control FMO (Fluorescence Minus One) para el anticuerpo FITC OVA para establecer el limite
superior para la sefial de fondo en el fluorocromo OMItidO. ..........cooiiiiiiiiiiii e 162

FIGURA 91 | A) Proporcion de las poblaciones de cDCs y pDCs halladas en el bazo de ratones
No Infectados (No Inf) y de ratones infectados durante 3, 8 y 16 semanas (wpi — semanas post-
infeccion) tras el analisis por citometria de flujo. B) Proporcion de las poblaciones cDC1y cDC2
a partir de la poblacion total de cDCs. Cada barra del histograma representa la Media + SD ** (p
< 0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001) de los diferentes porcentajes de células de los ratones
infectados con respecto al ratén no infectado mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via
y un test de Dunnett's para comparaciones muUItIPIES. ..........ccceoriiieiiiiiieiece e 163

FIGURA 92 | Porcentaje de infeccion de cada subtipo de DCs tras la deteccion de OVA por
citometria de flujo. Cada barra del histograma representa la Media + SD de los diferentes
porcentajes de células de los ratones infectados con respecto al ratén no infectado mediante un
analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples... 163

FIGURA 93 | A) Imagenes representativas de microscopia confocal de PanDCs purificadas del
bazo de un ratén BALB/c infectado con la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA. Las imagenes
fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para la identificacion de OVA, se
empled el anticuerpo anti-OVA conjugado con Alexa Fluor 647 (4 pg/mL); para la identificacion de
los nucleos se emple6 DAPI (1:1000). B) Ejemplo del recuento manual de PanDCs realizado sobre
una imagen de microscopia confocal basado en el conteo de nucleos (rodeados en amarillo). C)
Porcentajes de infeccion de PanDCs obtenidos tras el recuento manual aleatorio de células
infectadas y no infectadas realizado en imagenes adquiridas por microscopia confocal. ............. 164
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RESUMEN

La leishmaniasis incluye un grupo de enfermedades tropicales desatendidas
causadas por protozoos del género Leishmania. Este parasito intracelular ha desarrollado
la capacidad de sobrevivir en el interior de las células inmunes del hospedador, evitando
asi su exposicioén al sistema inmune. Los tratamientos farmacolégicos actuales presentan
numerosos efectos adversos y son proclives a generar resistencias, por lo que urge la
busqueda de nuevas estrategias terapéuticas. En los ultimos afios, la muerte celular
inmunogénica (ICD) ha surgido como una terapia prometedora frente a ciertas
enfermedades, entre las que destaca el cancer. Basandonos en esta hipétesis, hemos
tratado de imitar el microambiente tumoral al microambiente generado por Leishmania en
el interior de las células hospedadoras, con el fin de desarrollar un tratamiento novedoso
que eliminara los parasitos intracelulares de Leishmania mediante la activacion del sistema

inmunitario.

La apoptosis es una ruta celular programada dependiente de caspasas que
produce la formacién de cuerpos apoptéticos que engloban el contenido celular, sin
provocar una respuesta inmunolégica. La necroptosis presenta caracteristicas intermedias
entre la necrosis y la apoptosis, ya que es una muerte celular programada inmunogénica
que implica la ruptura de la membrana celular, pero es independiente de caspasas.
Basandonos en esto, hemos inducido distintos tipos de ICD en macrofagos murinos
infectados con Leishmania infantum, por irradiacion UV o mediante inhibidores de
proteinas involucradas en estos procesos. Nuestros resultados mostraron que la viabilidad
de los macrofagos a los que se les habia inducido ICD era mayor en los que se
encontraban infectados con respecto a las células no infectadas. Los patrones moleculares
asociados a dafo (DAMPs) generados por macrofagos a los que se les habia inducido
ICD se emplearon como estimuladores de bazos sanos para que, tras su co-cultivo con
bazos infectados, generaran una respuesta inmune frente a los amastigotes intracelulares.
Se logré reducir la viabilidad de los amastigotes de los explantes infectados cuando las
vias inducidas en macrofagos murinos eran la apoptosis intrinseca y la extrinseca. Sin

embargo, el proceso necroptético no generd ninguna respuesta frente a la infeccion.

El proceso de presentacion cruzada ha surgido como un mecanismo para combatir
inmunolégicamente tumores y patdgenos intracelulares, como virus o parasitos. Sin
embargo, se han descrito diversos mecanismos de evasion de la respuesta inmune por
parte de Leishmania, entre los que destaca la alteracion de la ruta de presentacién cruzada
antigénica. Con tal fin, se quiso evaluar el efecto de los DAMPs en la activacién de las
células dendriticas (DCs) involucradas en el proceso de presentacion antigénica y en la
proliferacion de células T, mediante experimentos de presentacion cruzada. Para ello, se
crearon las cepas L. infantum 2713 HASPB:OVA y L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA,



las cuales expresan la proteina OVA anclada a la cara externa de su membrana
plasmatica. De esta forma, la estimulacién de las DCs por parte de los DAMPs procedentes
de células RAW 264.7 inducidas a ICD, junto con la presentaciéon en moléculas MHC-I de
antigenos de Leishmania procedentes de lisados de amastigotes de L. infantum 2713
HASPB:OVA, y su co-cultivo con células T especificas de OVA (el hibridoma B3Z o células
OT-l), proporciona un método de evaluacién de la presentacién cruzada al cuantificar la
proliferacion de células T. Con ello, obtuvimos que los DAMPs generados tras el
tratamiento de las células con radiacion UV y compuestos que inhiben proteinas
antiapoptoticas implicadas en la ruta extrinseca de apoptosis eran capaces de promover
un proceso de presentacion cruzada antigénica. Tras la realizacién del fenotipado de
bazos infectados con L. infantum 2713 HASPB:OVA, se comprobd que el parasito es capaz
de infectar las distintas subpoblaciones de DCs y, ademas, modificar su frecuencia con
respecto a bazos de ratones no infectados.

Palabras clave: Leishmania; necroptosis; apoptosis intrinseca; apoptosis extrinseca;
piroptosis; muerte celular inmunogénica (ICD); presentacion cruzada antigénica; células
dendriticas.
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1.1. LEISHMANIASIS

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida causada por un parasito
protozoario intracelular perteneciente a méas de veinte especies del género Leishmania. Estos
parasitos son transmitidos al hospedador por la picadura de la hembra de la mosca de la
arena perteneciente a los géneros Phlebotomus 'y Lutzomyia. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis es una de las siete enfermedades tropicales mas
importantes y representa un serio problema de salud mundial, ya que se la considera
endémica en mas de noventa paises de Asia, Africa, América Central y del Sur, sin olvidar su
presencia en los paises de Europa del Sur. La leishmaniasis es una enfermedad grave con
un amplio espectro de manifestaciones clinicas y diferentes grados de severidad que
dependen de las especies de Leishmania implicadas y de la respuesta inmune del
hospedador (Torres-Guerrero et al.,, 2017; World Health Organization, 2021; Mann et al.,
2021).

1.1.1. EL GENERO Leishmania

Los parasitos del género Leishmania son protozoos que pertenecen a la clase
Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae (FIGURA 1), y se han llegado a caracterizar mas de

veinte especies dentro de este género.

Subreino

Subclase

orden

Subfamilia

Subgénero
T T T T I I |

Especie L. infantum L. donovani L. major L. aethiopica L. tropica L. chagasi L. L. R L il i L

Viejo Mundo Nuevo Mundo Nuevo Mundo

FIGURA 1 | Esquema de la clasificacion taxonémica jerarquica del género Leishmania.
Informacion obtenida de la base de datos de Schoch et al., 2020.

1.1.2. CICLO BIOLOGICO DE Leishmania

El ciclo biolégico de Leishmania es digenético, empleando dos hospedadores: uno
definitivo (un mamifero, humanos y canidos, domésticos y silvestres) y un insecto vector

(Sasidharan & Saudagar, 2021). Son parasitos intracelulares obligados que se transmiten a
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través de, aproximadamente, setenta tipos diferentes de fleb6tomos pertenecientes a los
géneros Lutzomyia, en el Nuevo Mundo (refiriéndose al hemisferio oeste, incluyendo México,
América Central, América del Sur y Estados Unidos), y Phlebotomus en el Viejo Mundo
(refiriéndose al hemisferio este, incluyendo Asia, Oriente Medio, Africa y Europa del Sur)
(FIGURA 2) (Torres-Guerrero et al., 2017; Mann et al., 2021).

Reino
Filo
Subclase
Orden
Suborden
Subfamilia
Género
 Viejo Mundo “Nuevo Mundo

FIGURA 2 | Esquema de la clasificacion taxonémica jerarquica de los géneros Phlebotomus y
Lutzomyia. Informacion obtenida de la base de datos de Schoch et al., 2020.

Inicialmente, cuando la hembra del insecto vector succiona sangre de un paciente
con leishmaniasis, se infecta con amastigotes (forma unicelular redondeada y sin flagelo
funcional) (FIGURA 3B). Una vez dentro de la mosca, estos amastigotes se diferencian en
promastigotes prociclicos (formas unicelulares alargadas y mdviles gracias a la existencia
de un flagelo funcional) (FIGURA 3A). El flagelo no sélo da movilidad al parasito, sino que
también le permite fijarse al intestino de la mosca. La forma prociclica se divide en el intestino
medio abdominal del insecto, dando lugar a los promastigotes nectomonados, los cuales
dejan de dividirse (FIGURA 4). Los nectomonas migran al intestino medio anterior del insecto
transformandose en las formas leptomonadas. Finalmente, los leptomonas se transforman en
promastigotes metaciclicos y se mueven desde el intestino hasta las glandulas salivares,
donde son capaces de infectar a un nuevo hospedador definitivo. Este proceso se denomina
metaciclogénesis y dura entre 7 y 11 d (Gossage et al.,, 2003). Con la picadura, los
promastigotes metaciclicos entran en el torrente sanguineo del mamifero, reclutan neutrdfilos
y son fagocitados por éstos o por otras células del sistema inmune, como células dendriticas
dérmicas y macréfagos residentes, los cuales comienzan un proceso fagocitico. Dentro del
fagolisosoma de los macrofagos, los promastigotes se diferencian a amastigotes, y
comienzan a multiplicarse. Cuando el macréfago se rompe, los amastigotes maduros se
liberan al exterior celular y estan listos para infectar otras células del sistema inmunitario del
hospedador, generando las manifestaciones clinicas iniciales de la enfermedad. El ciclo
biolégico se completa cuando otro fleb6tomo succiona sangre de la persona infectada (Lodge
& Descoteaux, 2008; Beattie & Kaye, 2011; Sasidharan & Saudagar, 2021).

5
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FIGURA 3 | Representacion esquematica de la arquitectura celular y subcelular de Leishmania.
A) Promastigote. B) Amastigote intracelular. C) Amastigotes infectando la vacuola parasitéfora dentro
de un fagocito de mamifero (Aebischer & Mrva, 2016).
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FIGURA 4 | Ciclo biolégico de parasitos de Leishmania. Cuando un fleb6tomo se encuentra infectado
con promastigotes y pica a un hospedador mamifero, los promastigotes son liberados al torrente
sanguineo, donde son fagocitados por macroéfagos. En el interior de estas células, los promastigotes se
transforman en amastigotes, los cuales se multiplican hasta que el macréfago se rompe, son liberados
de nuevo al torrente sanguineo y pueden infectar otros macréfagos cercanos. Los amastigotes pueden
ser tomados por otros fleb6tomos cuando se alimentan de la sangre del hospedador. En el intestino
medio del vector, los amastigotes se diferencian a promastigotes, los cuales viajan a las glandulas
salivares, ya listos para infectar un nuevo hospedador.



INTRODUCCION 1.1. Leishmaniasis

1.1.3. EPIDEMIOLOGIA

La leishmaniasis es una enfermedad con una distribucién mundial, encontrandose en
todos los continentes, excepto en Oceania, afectando a mas de ochenta y ocho paises en
todo el mundo (Torres-Guerrero et al., 2017; Volpedo et al., 2021). Es endémica en Asia,
Africa, América y en la region Mediterranea (Torres-Guerrero et al., 2017). Entre 12 y 25
millones de personas en el mundo estan infectadas, 350 millones se encuentran en riesgo de
adquirir la enfermedad al encontrarse en regiones endémicas de leishmaniasis, estimandose
que cada afo hay entre 700.000 y 1 millén de nuevos casos (Torres-Guerrero et al., 2017;
WHO, 2021). Los factores de riesgo para la leishmaniasis incluyen la pobreza, la migracion,

la malnutricién, mala higiene y el estado inmunocomprometido del hospedador (WHO, 2021).

En humanos, existen tres manifestaciones de la enfermedad: leishmaniasis visceral, la
cual corresponde a la forma mas grave, ya que casi siempre es mortal si no se administra
tratamiento; leishmaniasis cutanea, siendo ésta la mas comdun, caracterizada por causar
Ulceras en la piel; y leishmaniasis mucocutanea, que afecta a boca, nariz y garganta (WHO,
2021).

1.1.3.1. Leishmaniasis visceral (LV)

También conocida como Kala-azar o fiebre negra, es la forma mas grave de leishmaniasis,
donde los 6rganos internos, como el timo, bazo, higado y la médula ésea, aparecen dafados
y puede ser mortal si no es tratada correctamente (Gupta et al., 2022). Ocupa el segundo y
séptimo puesto dentro del ranking de las enfermedades tropicales en cuanto a mortalidad y
pérdida de afios de vida por discapacidad (DALYs), respectivamente (Wang et al., 2016). Se
estima una incidencia anual entre 50,000 y 90,000 casos (DNDi, 2021b), lo que supone una
disminucién significativa en comparacion con estimaciones previas que estaban en torno a
400,000 casos (CDC, 2020). Mas de 600,000 personas se encuentran en riesgo de adquirir
esta enfermedad, la cual provocé 5,710 muertes en 2019 (DNDi, 2021b). Segun la OMS, mas
de un 95% de los casos fueron reportados en Brasil, China, Etiopia, India, Kenia, Somalia y
Sudan (FIGURA 5) (WHO, 2021). Los agentes causantes de la LV en el Viejo Mundo incluyen
a Leishmania donovani'y Leishmania infantum, mientras que el principal agente causante en

el Nuevo Mundo es Leishmania chagasi (Burza et al., 2018).

L. donovani afecta principalmente al Sudeste Asiatico, en particular India, Bangladesh y
Nepal, y Africa oriental, especialmente Sudan, Etiopia, Kenia y Somalia (Burza et al., 2018;
van Griensven & Diro, 2019; Pacheco-Fernandez et al., 2021). Para la supervivencia de L.
donovani, el reservorio es el humano infectado, por lo que en la regién asiatica y africana la
transmision ocurre antroponéticamente (Pace, 2014; Safavi et al., 2021). Por su parte L.
infantum causa LV en el area mediterranea, Oriente Medio, Afganistan, Iran, Pakistan y Brasil

(Bern et al., 2008). Los reservorios de L. infantum son canidos, silvestres y domésticos y, con
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menos frecuencia, liebres y conejos, por lo que, en la zona mediterranea y latinoamericana.

En este caso su transmision es zoonotica (Molina et al., 2012; Jiménez et al., 2014).

Countries reporting
imported VL cases, 2020

0©

Number of new VL cases, 2020

[ 0 cases reported

3 <100 O %
I 100-499 ] No autochthonous cases reported

" EE 500-999 [ Nodata
Wl =1000 [C] Not applicable

FIGURA 5 | Situacion endémica de LV a nivel mundial en 2020. Imagen modificada de WHO, 2021.

Los sintomas clinicos de la LV incluyen fiebre, pérdida de peso, anemia, hiper-
gammaglobulinemia, pancitopenia, elevacion de las enzimas hepaticas, hipoalbuminemia y
hepatoesplenomegalia, provocado por un proceso inflamatorio debido al aumento de la carga
parasitaria (Bern et al., 2005; Aronson et al., 2017; Kimberlin et al., 2018; Gupta et al., 2022).
Aunque la mayoria de los casos son asintomaticos en las fases iniciales de la infeccion, los
sintomas se pueden desarrollar varios afos después, debido al desarrollo de
inmunodeficiencia de los pacientes (Ready, 2014; Aronson et al., 2017; Kimberlin et al., 2018).
Los nifios presentan un mayor riesgo de desarrollar LV debido a la inmadurez de su sistema
inmunitario por la falta de exposiciéon al patégeno (Kimberlin et al., 2018). Entre las
complicaciones de la enfermedad, sefialamos la coagulacién intravascular diseminada (DIC)
y la linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH) (Mishra et al., 2004; Rajagopala et al., 2008; Varma
& Naseem, 2010; Rosado & Kim, 2013; Levi & Sivapalaratnam, 2018; Skinner et al., 2019)
que es una condicién relacionada con la activacién incontrolada de linfocitos T citotéxicos y
células natural killer (NK) (Rajagopala et al., 2008; Daher et al., 2015). Asimismo, tras el
tratamiento de pacientes que han sufrido LV por L. donovani, puede aparecer la leishmaniasis
dérmica post Kala-azar (PKDL). La PKDL se caracteriza por maculas, maculopapulas y
erupciones nodulares en pacientes recuperados de LV. Normalmente, estas erupciones
surgen alrededor de la boca y se distribuyen gradualmente a otras partes del cuerpo, como
hombros, tronco y extremidades (van Griensven & Diro, 2019; Das, 2020; Zijlstra et al., 2020).
La conexién con el tratamiento parece deberse a una patogénesis inmunoldgica ya que,

durante la LV, las células mononucleares de la sangre periférica no producen interferén
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gamma (IFNy), pero comienzan a liberarlo tras el tratamiento, causando una inflamacién en
la piel que resulta en las lesiones caracteristicas (Zijlstra et al., 2020). Estudios recientes
asocian PKDL con una respuesta inmune de tipo Th1, especialmente por la produccion de
IFNy, junto con IL-10 en la sangre periférica de pacientes recuperados de LV (Gupta et al.,
2022). Otra de las consecuencias de la LV es la insuficiencia renal por una disfuncién

intersticial y glomerular (Libdrio et al., 2012; Duarte et al., 2020).

1.1.3.2. Leishmaniasis cutanea (LC)

Es la forma mas comun de leishmaniasis. A diferencia de la LV, es mas leve vy, por lo
general, se cura por si sola. Esta enfermedad es endémica en 90 paises, presentando un
rango de incidencia entre 600,000 a 1 millén de casos por afio, aunque solo 200,000 casos
son notificados (DNDi, 2021a). Cerca del 95% de los casos ocurren en América, la cuenca
Mediterranea, Oriente Medio y Asia Central (FIGURA 6) (WHO, 2021), concretamente en
Afganistan, Pakistan, Siria, Arabia Saudi, Argelia, Iran, Brasil y Peru (Desjeux, 2004; Torres-
Guerrero et al.,, 2017). En este momento, solo el 50% de los tratamientos actuales son
efectivos (DNDi, 2021a). En el Viejo Mundo, las principales especies causantes de LC son
Leishmania major, Leishmania aethiopica y Leishmania tropica. En el Nuevo Mundo, los
principales agentes son Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, Leishmania

mexicana y Leishmania amazonensis (Burza et al., 2018; Gupta et al., 2022).

Countries reporting
imported CL cases, 2020
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France - 170
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[ 0 cases reported
3 <100 o /
I 100-999 [CJ No autochthonous cases reported
" EE 1000-4999 [ Nodata
Wl =5000 [ Not applicable

FIGURA 6 | Situacion endémica de LC a nivel mundial en 2021. Imagen modificada de WHO 2021.

La LC puede ser tanto antroponética (L. fropica) como zoondtica (L. major, L. aethiopica,

L. braziliensis, L. guyanensis, L. mexicana y L. amazonensis). Viviendas de mala calidad,
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animales peridomésticos, la proximidad a areas boscosas son factores de riesgo para la
transmision de LC (Davies et al., 1995; Yadon et al., 2003; Negera et al., 2008; Pedrosa &
Ximenes, 2009; De Araujo et al., 2016).

La LC no pone en peligro la vida del paciente, pero puede conducir a una morbilidad
cosmeética, estigmatizacion social y efectos psicolégicos (Yanik et al., 2004; Bennis et al.,
2017). Las manifestaciones clinicas incluyen ulceras cronicas en el lugar de la picadura,
dejando cicatrices de por vida. Esto es debido a que las papulas aumentan de tamano creando
nédulos que se ulceran lentamente durante los siguientes meses de infeccion (Fikre et al.,
2017). La gravedad de la enfermedad y la capacidad curativa dependera de la especie de

Leishmania que esté implicada en la infeccién (Burza et al., 2018).

1.1.3.3. Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

Es una variante rara y grave de LC causada por L. braziliensis, L. amazonensis'y L.
mexicana en el Nuevo Mundo. Mas del 90% de los casos se dan en Bolivia, Brasil, Etiopia y
el Pera (WHO, 2021; Gupta et al., 2022). La LMC se caracteriza por lesiones ulcerosas en las
mucosas, provocando una destruccién parcial o total de las mismas y del cartilago
orofaringeo, labios y paladar, afectando ocasionalmente a la laringe y provocando neumonia
(Burza et al., 2018; Abadias-Granado et al., 2021). Aproximadamente el 90% de los casos de
LMC muestran una cicatriz del episodio previo de LC, el cual pudo ocurrir hasta varios afios
atras (Marsden, 1986; Bennis et al., 2017; Zijlstra et al., 2020). Estos sintomas se pueden
atribuir a una fuerte respuesta inmunopatoldgica del hospedador, que produce la destruccion
de sus propios tejidos (Cincura et al., 2017; Gupta et al., 2022). El tratamiento es esencial

para controlar la infeccion (Abadias-Granado et al., 2021).

1.2. TRATAMIENTOS FRENTE Leishmania

Actualmente, el tratamiento mas efectivo contra la leishmaniasis se basa en farmacos
antimoniales. Se ha observado un rechazo del tratamiento por parte de la poblacién, debido
a su alta toxicidad y efectos secundarios. Estos factores reducen la adherencia al tratamiento,
generandose asi cepas resistentes del parasito (Imbert et al., 2014; Rezvan et al., 2014; Roatt
et al., 2020). La formulacién de la anfotericina B desoxicolato en liposomas ha reducido estos
efectos secundarios, sin embargo, su elevado coste y la falta de recursos en los paises diana,
reducen su uso (Obonaga et al., 2014; Vanaerschot et al., 2014; Baptista et al., 2015; van
Griensven et al., 2016; Roatt et al., 2020). Otros farmacos, como la miltefosina, inducen
rapidamente resistencias, y la respuesta a este tratamiento varia en funcién de la especie del
parasito que genera la enfermedad. Es por ello por lo que urge el desarrollo de nuevas

estrategias de tratamiento para la leishmaniasis (Roatt et al., 2020). La vacunacion con
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inmunidad duradera es el objetivo fundamental para el control de la leishmaniasis. Ademas,
las infecciones naturales responsables de LC y LV causan una inmunidad robusta, por lo que
justifica las investigaciones que tienen como objetivo desarrollar vacunas contra Leishmania
(Moafi et al., 2019).

1.2.1. QUIMIOTERAPIA frente Leishmania

1.2.1.1. Antimoniales pentavalentes (Sb")

Estos compuestos se han empleado durante casi siete décadas como el tratamiento de
primera linea frente a la leishmaniasis. Las dos formulaciones principales son antimoniato de
meglumina (MA) y estibogluconato de sodio (SSG) (FIGURA 7). Los derivados del SbY se
comportan como porfarmacos que tienen que reducirse dentro del organismo a su forma
activa (Sb'"), la cual presenta una alta afinidad hacia ligandos que contienen nitrégeno y
grupos sulfhidrilo (Frézard et al., 2009). Aunque son efectivos, el uso de estos compuestos
esta limitado por el requerimiento de una administracién parenteral diaria, alta toxicidad y
efectos secundarios. Para el tratamiento de la LC, los SbY se administran mediante infiltracion
intralesional. Los efectos secundarios incluyen irritacion local, alteraciones hepaticas y
cardiacas, anorexia, nauseas y vomitos (Sundar & Chakravarty, 2015). Con la aparicion de
resistencias, ha surgido una nueva estrategia de tratamiento que consiste en la combinacion
de farmacos. En el este de Africa, la combinacién de SSG y paromomicina ha sido empleada

como tratamiento de eleccién para la LV (Musa et al., 2012; Kimutai et al., 2017).

A) B)
OH
OH OH OH
\ HO OH HO,
HN 5 b o /OH QNu()
“Es \Sh—O—Sh<
o % o \'o
NH 0 0
OH \
HO 0
ONa ONa =
HO

FIGURA 7 | Estructura quimica de los derivados de SbY (A) antimoniato de meglumina y (B)
estibogluconato de sodio. Imagen modificada de Frézard et al., 2008.

1.2.1.2. Anfotericina B desoxicolato (AmB-D) y Anfotericina B liposomal

Este farmaco es un macrélido poliénico con actividad antifingica de amplio espectro
activo frente Leishmania spp. En India, debido a la pérdida de efectividad de los derivados del
SbV, la AmB-D (FIGURA 8) ha sido elegida como tratamiento de primera linea para la LV. Este
compuesto se une a los esteroles presentes en la membrana plasmatica de los parasitos, mas

eficazmente al ergosterol, formando canales i6nicos e incrementando su permeabilidad (Gray
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et al., 2012). Los efectos secundarios se manifiestan como fiebre, hipokalemia, miocarditis y
nefrotoxicidad, pero gracias a las formulaciones liposomales, estos efectos adversos se han
visto minimizados. AmBisome® es la Unica formulacién aprobada por la FDA (del inglés, Food
and Drug Administration) (Sundar et al., 2007b).
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FIGURA 8 | Estructura quimica de la anfotericina B (Angiolella et al., 2017).

1.2.1.3. Miltefosina

Este farmaco ha sido empleado como antineoplasico, hasta que en la década de 1980
fue identificado como una nueva terapia frente la leishmaniasis, siendo el Unico tratamiento
oral existente en la actualidad (Croft et al., 1987; Sundar & Chakravarty, 2015). La miltefosina
(FIGURA 9) es efectiva tanto in vitro como in vivo, y su mecanismo de accion consiste en
alterar las rutas de sefializacion células y la sintesis de la membrana celular, provocando un
proceso apoptético (Verma & Dey, 2004). Sin embargo, tras una década de uso, comenzaron
a surgir resistencias por lo que, en ciertas regiones, solo se recomienda su uso en
combinaciéon con otros farmacos (Srivastava et al., 2017; van Griensven & Diro, 2019).
Asimismo, presenta efectos secundarios, entre los que destacan las alteraciones

gastrointestinales, hepatotoxicidad y teratogenicidad (Sundar & Chakravarty, 2015).
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FIGURA 9 | Estructura quimica de la Miltefosina (Saint-Pierre-Chazalet et al., 2009).

1.2.1.4. Paromomicina

Es un antibidtico aminoglicésido que interfiere en la sintesis proteica e inhibe la
respiracion mitocondrial, pero ademas se ha demostrado que es un agente leishmanicida
efectivo. La paromomicina (FIGURA 10) es administrado de manera topica y sistémica,
dependiendo de las especies etiolégicas o las caracteristicas de la lesion (Sundar &
Chakravarty, 2008; Jhingran et al., 2009). La paromomicina ha mostrado una baja efectividad

como monoterapia, por lo que se suele emplear en combinacién con otros farmacos (Hailu et
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al., 2010; Musa et al., 2012). Presenta efectos secundarios, entre los que se incluyen dolor y

quemazon en la zona de aplicacion, hepatotoxicidad y ototoxicidad (Sundar et al., 2007a).
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FIGURA 10 | Estructura quimica de la Paromomicina (Carneiro et al., 2010).

1.2.2. VACUNAS frente Leishmania

El estado de la quimioterapia frente Leishmania esta fuertemente comprometido por
la aparicién de fenotipos resistentes a los farmacos. Por ello, otra de las estrategias de

tratamiento de la leishmaniasis se basa en el desarrollo de vacunas (FIGURA 11).
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FIGURA 11 | Estrategias de vacunacion frente la leishmaniasis (Keerti & Kumar, 2021).

A pesar de la alta morbilidad y mortalidad de la leishmaniasis, no existen actualmente
vacunas disponibles en medicina humana. Durante varias décadas, se han intentado

desarrollar vacunas preventivas contra la leishmaniasis empleando parasitos muertos o vivos
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atenuados, proteinas recombinantes o vacunas de ADN, con el objetivo de generar una

respuesta inmune, sin causar patologias (Srivastava et al., 2016; Volpedo et al., 2021).

1.2.2.1. Vacunas de primera generacion

Utilizan antigenos procedentes de Leishmania, tanto en forma de parasitos muertos o
vivos atenuados (Volpedo et al., 2021). Este tipo de vacunas son las Unicas vacunas
candidatas que han progresado para la evaluacién en un ensayo clinico de Fase Il (Vélez et
al., 2000). En 1939, se desarrollé una vacuna que consistia en parasitos completos muertos
de Leishmania, pero no proporcionaba la suficiente proteccion frente al parasito, suponiendo
que no era una buena vacuna candidata (Noazin et al., 2008). La leishmanizacion (FIGURA
12), que consiste en la inoculacion de parasitos virulentos de L. major a sujetos sanos para
prevenir la enfermedad, fue el primer intento de crear una vacuna frente a la leishmaniasis.
Hoy en dia, es el unico sistema vacunal eficiente que se ha utilizado en humanos y, aunque
no es del todo seguro (Nadim et al., 1983; Khamesipour et al., 2005; Mutiso et al., 2013), fue
empleado ampliamente durante décadas en Oriente Medio (Khamesipour et al., 2005). La
leishmanizacion sugiere que una amplia variedad de antigenos de Leishmania, asi como la
persistencia de bajos niveles de parasitos, podria ser necesaria para proporcionar una
inmunidad de larga duraciéon y una alta efectividad de la vacuna (Saljoughian et al., 2014;
Mendonga, 2016).

El siguiente paso fue generar vacunas con parasitos vivos atenuados (FIGURA 12),
con el fin de crear inmunidad a largo plazo, pero con menos efectos secundarios. Estos son
capaces de inducir una respuesta inmune, como si se tratase de una infeccién natural, pero
sin el riesgo de producir la enfermedad, ya que el parasito es liberado y procesado de la
misma manera que en la ruta de infeccion natural, y todos los antigenos del parasito se
expresan para su presentacion antigénica al sistema inmune del hospedador. Esto supone el
desarrollo de células efectoras especificas de antigeno y una inmunidad protectora a largo
plazo contra la reinfeccion (Pandey et al., 2020). Los primeros procesos se fundaban en la
atenuacion del parasito mediante cultivos prolongados in vitro (Mitchell et al., 1984), cultivos
sometidos a presion farmacoldgica (Daneshvar et al., 2003), radiaciones gamma (Rivier et al.,
1993), temperaturas extremas (Gorczynski, 1985) o mutagénesis quimica (Kimsey et al.,
1993). Estos parasitos atenuados, a pesar de ser menos virulentos, no eran lo suficientemente
seguros ya que cabia la posibilidad de que los parasitos revirtieran a una forma virulenta
(Coutinho De Oliveira et al., 2020).
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FIGURA 12 | Estrategias de vacunacion. 1) Leishmanizacién. Promastigotes vivos causan lesiones en
la piel. 2) Parasitos vivos atenuados son inyectados intradérmicamente a través de la piel, sin generar
riesgo de infeccion ni lesiones en la piel. 3) Los promastigotes se transforman en amastigotes y son
internalizados por células dendriticas (DCs), las cuales viajan a los ganglios linfaticos para realizar la
presentacién antigénica a las células T. 4) Diferentes poblaciones de células T efectoras y de memoria
generadas tras la presentacion antigénica. 5) Debida a la baja parasitemia, estas poblaciones de células
T persisten en el cuerpo, proporcionando proteccién a largo plazo contra la picadura del vector que
contiene parasitos de Leishmania virulentos. Imagen modificada de (Pacheco-Fernandez et al., 2021).

1.2.2.2. Vacunas de segunda generacion

Se basan en la atenuacion genética de los parasitos, eliminando la presencia de factores
de virulencia o proteinas esenciales para su supervivencia (Titus et al., 1995; Dey et al., 2013;
Fiuza et al., 2013). Otro de los métodos son las llamadas vacunas vectorizadas, basadas en
el empleo de parasitos vivos avirulentos, como L. tarentolae (Breton et al., 2005), suponiendo
una opcidn mas segura, pudiendo albergar en su genoma antigenos candidatos mediante
manipulacién genética, y creando un gran potencial para controlar a Leishmania como
parasito intracelular (Mizbani et al., 2009; Saljoughian et al., 2013). Las vacunas de segunda
generacion también se centran en los antigenos del patdégeno, incluyendo fracciones de
proteinas purificadas, proteinas recombinantes o sintéticas, o virus y bacterias recombinantes
que contienen la informacién genética del antigeno (Nagill & Kaur, 2011). Varias vacunas de
segunda generacion han inducido proteccién en un proceso de reinfeccidén, siendo mas
eficaces que sus predecesoras procedentes de parasitos muertos. LEISH-F1 fue la primera
vacuna que progreso a ensayos clinicos, donde mostré seguridad e inmunogenicidad frente
L. majory L. infantum (Gillespie et al., 2016). Sin embargo, las vacunas basadas en proteinas
puras producian una respuesta inmune celular débil, por lo que se requeria el uso de
adyuvantes y dosis multiples para mejorar su eficacia (Raman et al., 2012). Sin embargo,
presentaban la ventaja de no contener parasitos vivos, por lo que no suponian riesgo de
infeccion y eran adecuados para individuos inmunocomprometidos (Volpedo et al., 2021).

15



INTRODUCCION 1.2. Tratamientos frente Leishmania

1.2.2.3. Vacunas de tercera generacion

Son aquellas basadas en la administracion de ADN o ARNm, que codifique para ciertas
proteinas de interés de Leishmania y generar asi una respuesta inmune frente a ellas
(Dominguez-Bernal et al., 2015). La primera vacuna de tercera generacién desarrollada
consistia en un gen que codificaba para la proteina gp63 capaz de inducir una respuesta
inmune de tipo Th1 y proteger frente la infeccion de L. major (Xu et al., 1995; Xu & Liew, 1995;
Walker et al., 1998). Las vacunas de ADN presentan varias ventajas, entre las que destacan
la facilidad de produccion, su estabilidad y su seguridad, asi como la posibilidad de fusionar
multiples genes de antigenos en un solo plasmido. La expresion del antigeno codificado
ocurre después de varios dias, permitiendo la induccion de una respuesta inmune celular y
humoral que proporciona una inmunidad a largo plazo. Asimismo, se ha visto que son capaces
de inducir una respuesta inmune fuerte del tipo Th1 (Cui, 2005). En general, las vacunas de
ADN han sido exitosas en modelos animales, sin embargo, en humanos generan una pobre
inmunogenicidad, siendo incapaces de generar grandes beneficios en clinica (Hobernik &
Bros, 2018).

En los ultimos afos, ciertos estudios se han centrado en las vacunas basadas en células
dendriticas (DCs). Estas poseen un fuerte potencial como tratamiento frente a patégenos, e
incluso cancer, ya que dirigir los antigenos de la vacuna a las DCs ha demostrado ser una
forma eficaz de inducir linfocitos T citotoxicos y respuestas de anticuerpos (FIGURA 13)
(Shortman & Heath, 2010; Bagirova et al., 2016). Esto es debido al importante papel que
tienen las DCs en la respuesta inmune frente Leishmania, siendo capaces de captar y
procesar sus antigenos para presentarselos a las células T e inducir una respuesta inmune.
De esta forma, las DCs pueden estimular la produccién de altas cantidades de citoquinas
proinflamatorias, como IL-12 e IFN-y, con el fin de desarrollar una respuesta inflamatoria del
tipo Th1, la cual tiene un efecto preventivo en la progresién de la infeccion por Leishmania
(Bagirova et al., 2016). Asimismo, existe una urgente necesidad de explotar la ruta de
presentacion antigénica exclusiva presente en DCs, conocida como presentacion cruzada,
como mecanismo de desarrollar vacunas de células T contra enfermedades infecciosas y

cancer (Fehres et al., 2014).
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FIGURA 13 | Dogma central de la vacunacién. Las células T protectoras del huésped generadas en

el proceso de inmunizacién crean un estado de proteccion del hospedador frente al desarrollo de
enfermedades tras la exposicion al patégeno (Zutshi et al., 2019).
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En los ultimos afios, la muerte celular inmunogénica (ICD) se ha empleado como una
terapia potencial frente al cancer, debido a su capacidad para activar el sistema inmunolégico
basada en la presentacion antigénica. La participaciéon esencial de las DCs en las respuestas
inmunitarias desencadenadas cuando las células cancerosas se someten a ICD se ha
descrito en diferentes estudios (Tesniere et al., 2008; Ghiringhelli et al., 2009; Cirone et al.,
2012; Ma et al., 2013), lo que sugiere que la capacidad de los inductores de ICD para estimular
una respuesta de células T antitumorales eficiente depende de la presencia y susceptibilidad
a la activacion de las DCs en el microambiente tumoral (Lamberti et al., 2020). Apoyandonos
en estos estudios que se basan en el empleo de la ICD como terapia inmunogénica, hemos
querido provocar distintas rutas de muerte celular que puedan causar ICD, pudiendo servir
éstas como un mecanismo de activacion de DCs contra el parasito de Leishmania,
asemejando el microambiente tumoral al microambiente producido por Leishmania en las

células del sistema inmune.

1.3. RESPUESTA INMUNE FRENTE Leishmania

Durante el transcurso natural de la infeccion, y tras la inoculacion de los promastigotes
por parte del vector, los parasitos comienzan inmediatamente su batalla para sobrevivir frente
a las defensas del hospedador por medio de su interaccion con los componentes del sistema
inmune innato. Los parasitos de Leishmania entran en contacto con un amplio rango de
poblaciones de células fagociticas, entre las que se incluyen neutréfilos, DCs, y monocitos.
Las primeras células fagociticas reclutadas en el sitio de la infeccion son neutréfilos y
macréfagos (Courret et al., 2002), sin embargo, la célula hospedadora de eleccion por parte
de Leishmania es el macréfago. Estas células fagocitan los promastigotes liberados por el
vector y facilitan su diferenciacion en amastigotes, asi como su replicacion dentro de los
fagolisosomas (Real et al., 2014). Los parasitos son capaces de sobrevivir y replicarse en el
interior de los macréfagos al manipular su actividad antimicrobiana (Arango Duque &
Descoteaux, 2015). Asimismo, bloquean la apoptosis de la célula infectada para permitir la
dispersion de amastigotes a células nuevas a través de extrusiones en la membrana, las
cuales atraen y son internalizadas por macrofagos cercanos no infectados (Real et al., 2014).
Esta colonizacion de los macréfagos ocurre mas fuertemente en médula 6sea, bazo, higado
y ganglios linfaticos en el caso de la LV, en la piel en el caso de la LC y en las mucosas en la
LMC (Rodrigues et al., 2016; Gurel et al., 2020).

La eliminacion de parasitos por parte de los macréfagos depende de la activacion de
una respuesta inmunitaria adecuada, que suele ser iniciada por las DCs. Las células innatas
también pueden modular la respuesta inmunitaria adaptativa a través de la liberacién de
quimiocinas y citocinas necesarias para activar las células T. Gracias a la presentacion de

antigenos por parte de los macrofagos infectados, las células T CD4+ se diferencian hacia un
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perfil Th1, liberando IFN-y, el cual activa a los macréfagos para que produzcan especies
reactivas de oxigeno (ROS), éxido nitrico (NO) y aumenten la fusién de los fagolisosomas,
para llevar a cabo los mecanismos de defensa contra el parasito (Muller et al., 1989; Qadoumi
et al., 2002; Glennie et al., 2017; Elmahallawy et al., 2021). Por el contrario, la respuesta
inmune Th2 esta caracterizada por la liberacion de IL-4, IL-13 y la produccién de anticuerpos,
pudiendo ser contraproducente para la eliminacion de los parasitos responsables de la LC
(Gabriel et al., 2019; Bhor et al., 2021). Sin embargo, la produccion de IL-4 puede ser
requerida en la eliminacion de la infeccidn por L. donovani en la LV (Alexander et al., 2000;
Goto & Lindoso, 2004). Cabe destacar que la respuesta humoral no juega un papel central en
la eliminacion de los parasitos, ya que Leishmania se esconde en el interior de los
fagolisosomas, protegiéndose asi de los efectos destructivos del sistema inmune del

hospedador (Vannier-Santos et al., 2005).

El reconocimiento de Leishmania por parte de las células inmunes mieloides del
hospedador es la clave para desencadenar una respuesta inmune efectiva frente al parasito
(Muller et al., 1989). Sin embargo, Leishmania ha desarrollado ciertos mecanismos de
defensa que alteran su respuesta, como manipular las células del sistema inmune,

asegurando su supervivencia y transmision (FIGURA 14).
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FIGURA 14 | Impacto de la infeccion por Leishmania en las células del sistema inmune (Costa-
Da-silva et al., 2022).

18



INTRODUCCION 1.3. Respuesta inmune frente Leishmania

1.3.1. Neutroéfilos

Los neutrdfilos son las primeras células inmunitarias reclutadas en el lugar de la infeccion
ya que pueden contribuir a la eliminacién de los parasitos gracias a un estallido oxidativo y a
la secrecion de granulos citotoxicos (Ribeiro-Gomes & Sacks, 2012, Kolaczkowska & Kubes,
2013). Por otro lado, los neutrdéfilos se encargan de producir ciertas citoquinas y quimiocinas,
la liberacién de defensinas, la activacion de diferentes tipos de células del sistema inmune,
como las DCs, la regulacion de la proliferacion de las células T, el cambio de clase de las
células B, la produccion de anticuerpos o el desarrollo de la inmunidad dependiente de células
T (FIGURA 15) (Scapini et al., 2000; Bennouna et al., 2003; Tecchio et al., 2014).
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FIGURA 15 | Actividad pro- o anti-inflamatoria de los neutroéfilos. Entre sus funciones destacan: la
liberacion de citoquinas proinflamatorias, quimiocinas, NETs, liberacion de ROS, presentacion de
antigenos y supresion de la respuesta inmune. Imagen modificada de Chan et al., 2022.

Sin embargo, aunque los neutrdéfilos puedan servir para la eliminacién de los parasitos
pueden también ayudar a su dispersion y replicacion (Regli et al., 2017). La liberacién de la
quimiocina CCL3 por parte de los neutréfilos permite reclutar otras células del sistema
inmune, las cuales serviran como nuevas células hospedadoras de los parasitos, facilitandose
su dispersion (Charmoy et al., 2010). Los neutrdfilos pueden influir en el desarrollo de una
respuesta protectora del tipo Th1 frente Leishmania mediante la liberacion de IL-12 (Charmoy
et al., 2007; Hurrell et al., 2016), que es la principal citoquina encargada de la polarizacion de
las células T CD4 hacia un perfil Th1, generandose asi IFN-y (Heinzel et al., 1989). Sin
embargo, el vector puede liberar PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos) en
el momento de la inoculacién de los promastigotes, e incluso liberar moléculas (existe un
papel importante de la saliva del fleb6tomo) que puedan tener efectos inmunomoduladores

en la defensa del hospedador (Oliveira et al., 2013).
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Otro de los mecanismos de los neutrofilos para acabar con los parasitos es la liberacion
de NETs (del inglés, Neutrophil Extracellular Traps) que consisten en una mezcla de proteinas
y cromatina responsables de la formacion de unas fibras extracelulares capaces de matar al
parasito. Sin embargo, L. donovani es capaz de neutralizar su accién mediante el LPG
(lipofosfoglicano) de la superficie del promastigote, o mediante la liberacién de exonucleasas
(Gabriel et al., 2010). Leishmania también es capaz de inhibir el estallido oxidativo llevado a
cabo por los neutréfilos una vez que han sido fagocitados. Esto es debido a que el LPG inhibe
la maduracion de los fagosomas (Gueirard et al., 2008). Otro de los mecanismos llevados a
cabo por Leishmania para promover su infeccion es el aumento de la vida media de los
neutrofilos, aumentando la expresion de proteinas anti-apoptéticas, como BCL-2 (Sarkar et
al., 2013).

1.3.2. Macréfagos

Los macréfagos son las principales células hospedadoras de Leishmania y las principales
células efectoras para su eliminacion. Hay dos fenotipos de macréfagos: el fenotipo M1 que
es un subtipo pro-inflamatorio con propiedades antimicrobianas, y el fenotipo M2, asociado
con la reparacion de tejidos y la resolucion de la inflamacion. La diferenciacion hacia el perfil
M1 esta mediado por los productos procedentes de las células Th1 y NK, mientras que la
diferenciacion hacia M2 depende de las citoquinas liberadas por las células Th2 (FIGURA 16).
Los macréfagos M1 frenan la progresién de la enfermedad provocada por Leishmania,
mientras que la polarizacion hacia M2 revierte los mecanismos microbicidas y la respuesta
inmune, contribuyendo a la proliferacién del parasito (Sarantis & Grinstein, 2012; Tomiotto-
Pellissier et al., 2018; Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2020). El equilibrio entre un fenotipo
M1 o M2 en las primeras etapas de la infeccion es clave para el desarrollo de la enfermedad
(Mills, 2015; Tomiotto-Pellissier et al., 2018).

La via clasica que conduce hacia la activacion de los macréfagos M1 implica al IFN-y y
otras citoquinas inflamatorias, como IL-1 (Interleucina-1), TNF-a (del inglés, Tumor Necrosis
Factor-a), IFN-a (Interferén-a) e INF-B. Estas moléculas se encargan de estimular a los
macréfagos para que produzcan ROS y RNS (del inglés, Reactive Nitrogen Species), como
NO, a partir de arginina. Sin embargo, el parasito presenta una serie de moléculas, como el
LPG y la metaloproteasa GP63, que interfieren en los efectos microbicidas del hospedador
(Liew et al., 1990; Bronte & Zanovello, 2005; Olivier et al., 2012; Rossi & Fasel, 2018; Rosazza
et al., 2021). Por el contrario, los macréfagos se diferencian hacia un perfil M2 gracias a las
citoquinas liberadas por las células Th2, como IL-4 e IL-13 (Gordon, 2003), promoviendo la
biosintesis de poliaminas, las cuales favorecen la supervivencia de los parasitos en el interior
de los macréfagos al aumentar la expresion de la arginasa (Kropf et al., 2005; Balafia-Fouce
et al., 2012; Pessenda & da Silva, 2020).
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FIGURA 16 | Polarizacion de los macréfagos hacia el perfil M1 y M2 en la infeccion por Leishmania
y su implicacién en la patogénesis de la enfermedad. La via clasica de polarizacion de los macrofagos
se produce en presencia de IFN-y, generandose macréfagos con fenotipo M1, los cuales son capaces
de producir citoquinas pro-inflamatorias, ROS y RNS que promueven la eliminacion de Leishmania. La
via alternativa de polarizacién de los macréfagos se produce en presencia de IL-4 e IL-13, generandose
macroéfagos con fenotipo M2 anti-inflamatorio, los cuales permiten la supervivencia de los amastigotes
(Zutshi et al., 2019).

Los macréfagos se infectan directamente con parasitos liberados del interior de los
neutrofilos o por fagocitar a neutréfilos apoptéticos infectados (Peters et al., 2008). Estos
neutrofilos apoptéticos también podrian estar actuando como “caballos de Troya” para
transferir los parasitos a los macréfagos, promoviendo la produccion de TGF-B (del inglés,
Transforming Growth Factor-8) e IL-10, ayudando a establecerse la infeccion (Laskay et al.,
2003; van Zandbergen et al.,, 2004; Gueirard et al., 2008). La exposicion de fosfolipidos
analogos a la fosfatidilserina, una de las clasicas sefiales “comeme” empleadas por células
apoptéticas, es otro de los mecanismos llevados a cabo por Leishmania para favorecer su
dispersion, siendo fagocitados de una manera “silenciosa” (Weingartner et al., 2012). Una vez
en el interior de los macréfagos, los amastigotes se multiplican y son capaces de interferir en
el proceso de maduracion de los fagosomas, y neutralizar la accion de ROS y enzimas
lisosdmicas del ambiente acido del interior de los fagolisosomas (Wilson et al., 2005; De
Menezes et al., 2016). De esta manera, Leishmania impide que los macréfagos actien como
células presentadoras de antigeno, alterando la respuesta inmune adaptativa (De Menezes
et al., 2016).

Leishmania también es capaz de suprimir la generacién de ROS mitocondriales
(FIGURA 17), aumentando la expresion de UCP2 (del inglés, Uncoupling Protein 2),
encargada de regular negativamente la formacién de ROS mitocondriales (Basu Ball et al.,

2011; Toda & Diano, 2014). Asimismo, Leishmania aumenta la expresion de genes

21



INTRODUCCION 1.3. Respuesta inmune frente Leishmania

antioxidantes del hospedador, como los que codifican las enzimas hemo oxidasa 1 (HO-1) y
superoxido dismutasa 1 (SOD-1) (Khouri et al., 2009). Para suprimir la produccion de NO, el
parasito utiliza las proteinas tirosin-fosfatasas (PTP) del hospedador, como SHP-1 (del inglés,
Src-Homology 2 domain containing Phosphatase-1), por medio de los factores de virulencia
EF-1a y GP63. Gracias a la sobreexpresién de SHP-1, se bloquea la activacion de JNK (del
inglés, c-Jun N-terminal Kinases) y ERK (del inglés, Extracelular Regulated protein Kinase),
implicadas en la produccion de NO (Khouili et al., 2020). SHP-1 también es capaz de bloquear
la ruta de MyD88, inhibiendo asi la expresidon de genes inflamatorios a través de NF-kB (del
inglés, Nucleo Factor-kB), como IL-12 (Gupta et al., 2022).

Conviene recordar que Leishmania necesita de las poliaminas derivadas del
metabolismo de la arginina para proliferar en el interior de los fagosomas. Este parasito es
capaz de aumentar la actividad arginasa del hospedador (FIGURA 17), favoreciendo asi la
sintesis de poliaminas y disminuyendo la producciéon de NO, el cual se produce también a
partir de la arginina mediante la enzima 6xido nitrico sintasa 2 (NOSII) (Rogers et al., 2009;
Pessenda & da Silva, 2020). Otra manera de evasion es la produccion de antioxidantes, como
el tripanotion, que neutraliza ROS, permitiendo a los amastigotes sobrevivir dentro de los
fagolisosomas (Colotti & llari, 2011).
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FIGURA 17 | Leishmania inhibe la generaciéon de ROS y RNS y promueve la sintesis de poliaminas
para su correcta supervivencia en el interior del hospedador (Gupta et al., 2022).

Para una correcta eliminacion de Leishmania, se requiere de células efectoras
productoras de INF-y, que elaboren una respuesta inmune proinflamatoria de tipo Th1
(Bajénoff et al., 2006). Asimismo, la citoquina inflamatoria TNF-a también podria activar los
macrdéfagos infectados de una manera autocrina, produciendo NO (Bronte & Zanovello, 2005).
Sin embargo, se ha observado que Leishmania podria actuar promoviendo la diferenciacién

de los macréfagos hacia un perfil anti-inflamatorio (Ruhland & Kima, 2009). La infeccién de
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los macréfagos por Leishmania aumenta la produccion de citoquinas inmunorreguladoras,
como IL-10 y TFG-B, las cuales desactivan las funciones de los macrofagos (von der Weid et
al., 1996; Kane & Mosser, 2000; Pessenda & da Silva, 2020). Leishmania inhibe la liberacién
de IL-12 por parte de los macréfagos inflamatorios (Von Stebut et al., 1998), e impide la
activacion de los linfocitos T CD4 virgenes y la estimulacion de los linfocitos T CD4 especificos
de antigeno (Kima et al., 1996). Esto puede ser debido a que Leishmania puede interferir en
la sefializacion por TLRs (del inglés, Toll-Like Receptors), impidiendo la liberacion de IL-12 e
incrementando la produccion de IL-10 (Chandra & Naik, 2008; Faria et al., 2012). Por otra
parte, GP63 puede inhibir la respuesta inflamatoria de los macréfagos bloqueando la ruta de
sefalizacion mTOR, la cual regula el eje IL-12/IL-10 (Jaramillo et al., 2011; Cheekatla et al.,
2012).

Ademas, Leishmania es capaz de aumentar la supervivencia de la célula
hospedadora. L. donovani previene la ruta intrinseca de la apoptosis, aumentando la
expresion de la proteina antiapoptética MCL-1 e impidiendo la homodimerizacion de BAK y la
liberacién de citocromo c al citoplasma (Giri et al., 2016). Otro estudio reciente observé que
el aumento de la expresion de BCL-2 inducido por L. donovani favorecia la supervivencia del
parasito ya que, cuando BCL-2 se encontraba inhibida, se generaba un aumento de la
eliminacion de los parasitos mediado por NO (Pandey et al., 2016). Finalmente, se ha
relacionado a GP63 en la degradacion del complejo inflamasoma NLRP3, el cual es clave
para destruir la carga parasitaria intracelular de amastigotes. De esta manera Leishmania
previene la activacion de IL-13, tanto en infecciones humanas como en murinas (Guo et al.,
2015; Shio et al., 2015).

1.3.3. Células dendriticas (DCs)

Las DCs son una familia de células presentadoras de antigeno (APC) que residen en
todos los tejidos periféricos en un estado inmaduro, capaces de captar antigenos y
procesarlos. Tras el contacto con microorganismos, o sustancias asociadas con infeccién o
inflamacion, las DCs comienzan un proceso de maduracion y migracion hacia las areas de
células T existentes en los dérganos linfoides. El proceso de maduracion consiste en el
aumento de la expresion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo Il (MHC-II), y de
moléculas coestimuladoras, como CD40, CD80, CD86 y CD54; disminuir la capacidad de
fagocitar antigenos; aumentar la secrecién de citoquinas; y generar diferentes patrones de
produccion de citoquinas y de expresion de sus receptores (Moll, 2003; Sundquist et al.,
2004). En los érganos y ganglios linfoides, las DCs realizan una presentacion antigénica a
células T virgenes y modulan sus respuestas mediante la secrecion de citoquinas (Reis E
Sousa, 2004; Bajénoff et al., 2006). Asimismo, las DCs activadas que llegan a los ganglios
linfaticos, interactan con neutréfilos residentes y éstos, a su vez, desencadenan una
activacion de las células NK, que generan citotoxicidad celular y producen IFN-y (Bajénoff et
al., 2006).
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Dada la importancia de este tipo celular en esta tesis doctoral, esta seccién sera

desarrollada en el apartado 1.4.

1.3.4. Linfocitos T

Los linfocitos o células T son células inmunitarias efectoras responsables de inducir la
muerte celular de células malignas o infectadas, tras un proceso de diferenciacién altamente
coordinado. Las células T expresan receptores de superficie exclusivos, denominados TCR
(del inglés, T-Cell Receptor), que reconocen los antigenos cargados en las moléculas MHC
presentes en la superficie de las APCs (FIGURA 18) (Jawed et al., 2019).
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FIGURA 18 | Interaccion entre DCs y células T. Las DCs proporcionan tres sefales clave para activar
las células T virgenes e iniciar la respuesta inmune adaptativa. Primeramente, los complejos MHC
cargados con el antigeno son reconocidos por los TCRs de las células T. Una segunda sefial
coestimuladora ocurre entre las moléculas CD80/CD86 de la DC con la molécula CD28 presente en la
célula T. Si CD80/CD86 interacciona con la molécula CTLA-4, se transmite una sefial inhibitoria para la
activacion de la célula T. Finalmente, una tercera sefial que depende de las citoquinas liberadas por
parte de las DCs, que induciran el desarrollo hacia un fenotipo concreto de células T efectora. Imagen
modificada de Filley & Dey, 2017.

Las células T virgenes comienzan a generar una red de vias de sefializacion aguas
abajo, a través del complejo formado por el TCR y el CD3, moléculas adaptadoras asociadas
y moléculas coestimuladoras expresadas constitutivamente (Verdon et al., 2020), que
finalmente conduce a la proliferacion y diferenciacion de células virgenes en células efectoras
especificas. La principal molécula coestimuladora presente en las células T es CD28, el cual
se expresa en todas las células virgenes. Los ligandos de CD28 son el CD80 y CD86, los
cuales se localizan en las DCs y aumentan su expresion tras la activacion de las DCs
(Sansom, 2000; Greenwald et al., 2005; Luckheeram et al., 2012). Las moléculas CD80/CD86
también pueden unirse a otra proteina presente en los linfocitos T, la proteina CTLA4,

inhibiendo sus funciones efectoras (Filley & Dey, 2017). Esta estimulacion inicial se ve
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aumentada por la liberacioén de citoquinas paracrinas por parte de las APCs, como IL-12 o IFN
de tipo |, y la sefializacidon paracrina y autocrina de IL-2 (Diaz-Montero et al., 2008; Henry et
al., 2008; Ramos et al., 2009; Redeker et al., 2015), permitiendo que las células T inicien un

programa de diferenciacion y division (Gett & Hodgkin, 2000).

Las células T activadas se someten a una remodelacion epigenética para permitir la
transcripcion de genes implicados en funciones efectoras que previamente se encontraban
silenciados (Denton et al., 2011). En el caso de los linfocitos T CD8+, estos genes codifican
proteinas del interior de los granulos citotdxicos, la proteina formadora de poros o perforina y
las proteasas denominadas granzimas, junto con citoquinas efectoras como TNF-a e IFN-y
(Brehm et al., 2005; Matsushita et al.,, 2015). TNF-a promueve la supervivencia y la
proliferacion de células T (Tam et al., 2019). IFN-y presenta muchas funciones, entre las que
se incluyen la inducciéon de IL-12 por las APCs, la mejora del proceso fagocitico y el
reconocimiento de células T mediante la regulacion positiva de MHC-l y Il (Castro et al., 2018).
Las células T efectoras tienen la capacidad de migrar desde 6rganos linfoides secundarios a
areas de inflamacion, matar células diana, reprogramar células mieloides residentes en tejidos
locales y producir mediadores quimiotacticos que reclutan mas células T en un area de

infeccion o de tumor (Verdon et al., 2020).

La secrecion de citoquinas en el entorno proporciona un ambiente adecuado para
dirigir la respuesta de las células T y generar linfocitos ayudantes T CD4 de memoria. Las
células T CD4 que proliferan pueden diferenciarse hacia un perfil de Tipo | (Th1) o de Tipo Il
(Th2) (FIGURA 14) (Zhu & Paul, 2008; Luckheeram et al., 2012; Jawed et al., 2019). La
diferenciacion especifica del linaje depende de las citoquinas del microambiente, asi como de
la concentracién de antigenos, el tipo de APC y las moléculas coestimuladoras (Tao et al.,
1997). Las células Th1 son, por lo general, efectoras contra microorganismos intracelulares,
por lo que destruyen los amastigotes intracelulares de Leishmania por la activacion de los
macrofagos infectados, impidiendo el desarrollo de la infeccion (Sharma & Singh, 2009; Nylen
& Gautam, 2010). Las células efectoras principales de la inmunidad Th1 son los macréfagos,
células T CD8, células B productoras de IgG B y células T CD4 productoras de IFN-y (Zhu &
Paul, 2008; Sharma & Singh, 2009; Nylen & Gautam, 2010; Luckheeram et al., 2012). La
diferenciacion hacia la subpoblacion de células Th1 se ve potenciada por la secrecion de IL-
12 e IL-2, y se caracteriza por la liberacion de citoquinas proinflamatorias como INF-y y TNF-
a (Novais & Scott, 2015). Posteriormente, las células Th1 activan a los macréfagos infectados
liberando TNF-a, para destruir a los amastigotes intracelulares (Zhu & Paul, 2008; Sharma &
Singh, 2009; Nylen & Gautam, 2010; Luckheeram et al., 2012).

Por el contrario, las células Th2 se relacionan con la destruccién de parasitos
extracelulares y secretan citoquinas antiinflamatorias, como IL-4, que se relacionan con la
produccion de anticuerpos y la curacién de heridas provocadas por la infeccion (FIGURA 14)
(Nylen & Gautam, 2010; Hurdayal & Brombacher, 2014; Jawed et al., 2019). Las células Th2

se desarrollan tras la presencia de IL-4 y se caracterizan por liberar citoquinas efectoras como
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IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-10 (Sharma & Singh, 2009; Nylen & Gautam, 2010; Hurdayal &
Brombacher, 2014). Las células efectoras de la respuesta Th2 son eosindfilos, basdfilos,
mastocitos, células B y células T CD4 secretoras de IL-4/IL-5 (Swihart et al., 1995; Louis et
al., 1998; Sommer et al., 1998; Radwanska et al., 2007; Zhu & Paul, 2008; Luckheeram et al.,
2012). Las células Th2, con un fenotipo anti-inflamatorio, antagonizan con la respuesta Th1y
favorecen la progresion de la infeccién por Leishmania (Belkaid et al., 2002a; Kropf et al.,
2005).

En las ultimas décadas se ha descubierto que existen otros fenotipos, como Th17,
implicado en la defensa frente a virus, bacterias y hongos; Th9, que es capaz de interaccionar
con células B; Th folicular, implicado en la inmunidad mediada por células B; y Tregs (células

T reguladoras), que se encargan de la tolerancia de antigenos propios (Pennock et al., 2013).

Las células T CD8+ tienen un papel crucial en el desarrollo de la enfermedad y las
manifestaciones clinicas causadas por Leishmania (Stager & Rafati, 2012). El papel de las
células T CD8 va a depender de la especie de Leishmania responsable de la infeccion, por lo
que en algunos casos tendran un papel protector, ayudando a la eliminacién de los parasitos
a través de la produccion de IFN-y (Stager & Rafati, 2012; Kaushal et al., 2014), y en otros
casos ayudaran a la diseminacion de la infeccion, por la liberacién de IL-10 (Joshi et al., 2009;
Rossi & Fasel, 2018). En resumen, las células inmunes adaptativas juegan un papel doble
durante la infeccion de Leishmania, pudiendo generar una respuesta inmune frente al
parasito, ayudando a su eliminacién, o pueden favorecer la progresién de la infeccion,

participando en algunos casos en la patogénesis de la enfermedad.

1.3.5. TLRS

Las APCs son capaces de tomar antigenos a través de diferentes familias de receptores,
como los receptores Fc, los receptores de lectinas tipo-C (CLRs) o los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), entre los que destacan los TLRs (del inglés, Toll Like
Receptors) (Geijtenbeek et al., 2004). La interaccion entre el ligando y su receptor permite a

las APCs reconocer un amplio rango de estimulos microbianos (Takeda & Akira, 2004).

Los TLRs pertenecen a la familia de PRRs y son capaces de reconocer PAMPs (Brubaker
et al., 2015). Existen 12 familias de TLRs en ratén (TLR1-TLR9, TLR11 y TLR13) (TABLA 1)
(Kawasaki & Kawai, 2014). Estos receptores se expresan, principalmente, en la membrana
plasmatica o en las membranas internas de APCs (FIGURA 19) (Liu & Uzonna, 2012; Ashour,
2015) y poseen repeticiones ricas en leucina, que sirven como sitios para interaccionar con

los ligandos.
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FIGURA 19 | Tipos de TLRs y sus correspondientes ligandos. Los diferentes TLRs se clasifican en
TLRs de superficie celular (TLR1, 2, 4, 5y 6), y TLRs localizados de endosomas (TLR3, 7, 8 y 9). Estos
receptores forman homodimeros o heterodimeros y tienen sus respectivos ligandos para ser activados.
Después de la unién del ligando a los TLRs, los TLR se dimerizan y experimentan un cambio
conformacional para reclutar proteinas adaptadoras aguas abajo para mediar en las vias de sefializacion
celular. Imagen tomada de Noh et al., 2020.

Cuando el ligando se une, los TLRs sufren un proceso de dimerizacién que activa una
serie de rutas celulares que finalizan con la transcripcion de ciertos genes inflamatorios. Esto
es gracias a la localizacion nuclear de NF-kB, que promueve la produccion de citoquinas
proinflamatorias e IFN de tipo | en macréfagos y DCs (Blasius & Beutler, 2010; Chauhan et
al., 2017). NF-kB es un factor de transcripcién que induce la expresién de varios genes pro-
inflamatorios, incluyendo citoquinas y quimiocinas. Asimismo, NF-kB es un factor clave para
regular la supervivencia, activacion y diferenciacion de las células inmunes innatas y las
células T inflamatorias (TABLA 1) (Liu et al., 2017).

Los TLRs tienen un papel importante como puente entre la inmunidad innata y la
adaptativa durante la infecciéon con Leishmania (Brubaker et al., 2015; Sacramento et al.,
2017). Varios estudios sugieren la implicacién de varias moléculas de Leishmania en la
activacion de los TLRs, especificamente TLR2, TLR4 y TLR9 (Komai-Koma et al., 2014). El
TLR2 es capaz de reconocer al LPG presente en la superficie del parasito (Becker et al.,
2003). La activacion del TLR2 y del TLR9 parece contribuir a un estado de respuesta inmune
de tipo Th1 ya que aumenta la expresion de MHC-Il y CD86 en DCs, asi como la secrecion
de IL-12 e IFN-y por parte de las células NK (Flandin et al., 2006; Liese et al., 2007; Schleicher
et al., 2009; Sacramento et al., 2015; Argueta-Donohué et al., 2016). Sin embargo, también
se ha observado que el LPG de Leishmania interactia con el TLR2 para disminuir la expresién
de TLR9 para favorecer su propia supervivencia (Srivastava et al., 2013; Weinkopff et al.,
2013). Sin embargo, la respuesta frente al parasito depende de la especie de Leishmania
implicada. En el caso de L. major, L. mexicana y L. aethiopica, |la sefalizacion por medio de

TLR2 aumenta la produccién de ROS y NO, por lo que se genera una respuesta inmune
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protectora frente al parasito (Becker et al., 2003; de Veer et al., 2003; Bhattacharya et al.,
2010). En cambio, la activaciéon del TLR2 favorece la persistencia de la infeccion de L.
amazonensis y L. braziliensis (Kavoosi et al., 2009; Rossi & Fasel, 2018). El papel del TLR2
en la LV supone un aumento de NO y citoquinas proinflamatorias, por lo que desencadena
una fuerte respuesta Th1, ayudando en el proceso de disminuir la carga parasitaria
(Bhattacharya et al., 2010). También se ha visto que TLR2 puede ayudar a la activacion de
DCs, macréfagos, neutréfilos y células T CD8, favoreciendo la respuesta inmune del

hospedador frente a la infeccion (Ruiz & Becker, 2007).

TABLA 1 | Tipos de TLRs y sus correspondientes ligandos. ARN de doble cadena (ARNds); ARN
de cadena simple (ARNss); ARN ribosémico (ARNr). Imagen modificada de Hutcheon et al., 2016.

TLR LIGANDO RESPUESTA
TLR1/TLR2 Pam3CSK4 Citoquinas inflamatorias
Diacil lipopéptidos ) ) ) )
L o Citoquinas inflamatorias
Acido lipoteicoico
TLR2/TLR6
Zymosan )
o IFN de tipo |
Glicolipidos
ARNds sintético IFN de tipo |
s ARNds viral IFN de tipo Il
LPS Citoquinas inflamatorias
TLR4 .
Mamanos IFN de tipo |
TLR5 Flagelina Citoquinas inflamatorias
Citoquinas inflamatorias
TLR7 ARNss )
IFN de tipo |
TLRS8 ARNss -
Citoquinas inflamatorias
TLR9 CpG ADN

IFN de tipo |
Activacion NF-kB

TLR10 (humana) Desconocido

Profilina de T. gondii

TLR11 E. coliuropatogénica Activacion NF-kB, IL-12
Flagelina de Salmonella

TLR12 Profilina de T. gondii Activacion NF-kB, IL-12

TLR13 ARNr 23S bacteriano Activacion NF-kB

Por otro lado, TLR4 también es capaz de detectar el LPG del parasito y estimular una
sefializacion intracelular inflamatoria, promoviendo su eliminacion (Karmakar et al., 2012). La
activacion de TLR4 provoca la activacion de una cascada de senales que incluye al complejo
del sefialosoma, constituido por MyD88, TRAF6, IRAK1/4 y ubiquitina-ligasas que, finalmente,
culmina en la activacion de la ruta del NF-kB (Wesche et al., 1997; Suzuki et al., 2002). Sin
embargo, Leishmania es capaz de interrumpir el ensamblaje del sefialosoma (Gupta et al.,
2014), y de inhibir la ruta del NF-kB mediante el aumento de expresion de la desubiquitinasa
A20 (FIGURA 20), la cual desubiquitina a TRAF6 y dificulta su asociacién con TAK1,

blogueando asi la activacion de NF-kB (Gupta et al., 2017; Srivastav et al., 2012).
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FIGURA 20 | Inhibicién de la ruta de sefializacién de NF-kB debido al aumento de la expresién de
A20 provocada por Leishmania, disminuyendo el proceso inflamatorio y la produccion de IL-1p3.
Imagen modificada de Gupta et al., 2017.

Tras el reconocimiento de los ligandos de NLRs (del inglés, NOD-Like Receptor) y
CLRs, la activacion del inflamasoma, y la consiguiente produccién de IL-1(3, proporciona
proteccion frente a la infeccién provocada por L. amazonensis y L. braziliensis (Lima-Junior
et al., 2013). No obstante, L. donovani es capaz de suprimir la formacién del inflamasoma
NLRP3 al aumentar la expresién de A20, la cual inhibe la via del NF-kB y la produccién de

ROS, una de las sefiales clave para iniciar el ensamblaje del inflamasoma (Gupta et al., 2017).

1.4. CELULAS DENDRITICAS

Las DCs son APCs profesionales, de las cuales depende la iniciacion y la regulacién
de la respuesta inmune, actuando como puente entre la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa. Entre sus funciones destacan: capturar antigenos, procesarlos y presentarlos a
las células efectoras e iniciar la respuesta inmune. Son las Unicas células capaces de educar
a linfocitos Ty B virgenes, asi como de regular la respuesta inmune adaptativa de una manera
dependiente de antigeno. Su heterogeneidad supone una especializacién funcional critica
para proteger al organismo de gran variedad de patdgenos, proporcionando también

tolerancia hacia los antigenos propios (Balan et al., 2019).
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1.4.1. Desarrollo de las DCs:

Las DCs son una poblacién heterogénea de leucocitos que se diferencia a partir de
células madre hematopoyéticas (CD34+) (FIGURA 21). Inicialmente, se le dio gran
importancia a la citoquina GM-CSF (Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y
Macrdéfagos), ya que era un elemento clave para la supervivencia y el correcto funcionamiento
de las DCs. Se demostré que ratones deficientes en el receptor del GM-CSF (GMCSF-R)
presentaban una reduccidn de hasta tres veces de DCs quiescentes, y la sobreexpresion de
GM-CSF aumentaba su frecuencia en o6rganos linfoides (Vremec et al., 1997). El
descubrimiento del efecto que tenia el GM-CSF sobre las DCs supuso una ayuda clave para
el estudio de las DCs por su desarrollo in vitro a partir de células de medula 6sea (Witmer-
Pack et al., 1987).
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FIGURA 21 | Esquema de la diferenciaciéon de DCs a partir de células madre hematopoyéticas de
médula 6sea y un precursor mieloide comun. A partir de células madre hematopoyéticas (CD34+), se
generan dos tipos de precursores comunes: el mieloide (PMC) y el linfoide (PLC). A partir del PMC, se
desarrollan los megacariocitos, los eritrocitos, los monocitos, las DCs y los granulocitos. A partir del
PLC, se diferencian las células T, B y NK. Imagen modificada de Wildes et al., 2021.

Afos mas tarde, se descubri6 que la diferenciacion de las DCs dependia,
principalmente, de la citoquina FIt3L (del inglés, FMS-like tyrosine kinase 3 Ligand). Tanto es
asi, que ratones KO (del inglés, knock out) en el gen FIt3L (McKenna et al., 2000), o
deficientes en el receptor FIt3R (Waskow et al., 2008), mostraban ausencia de poblaciones

de ciertos subtipos de DCs. De forma similar, la administracion de FIt3L exdgeno a ratones,
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aumentaba la frecuencia y la diversidad de las distintas subpoblaciones de DCs (Maraskovsky
et al., 1996).

Las DCs se identifican por expresar altos niveles del MHC-Il (Steinman & Witmer,
1978) y de la integrina de superficie celular CD11c (Metlay et al., 1990), y por no expresar los
marcadores clasicos de células T, B, NK, granulocitos o monocitos (Collin & Bigley, 2018). Las
DCs también se caracterizan por expresar moléculas coestimuladoras (FIGURA 22). Entre
ellas destacan el CD80 y el CD86, los cuales pertenecen a la familia B7 de moléculas
inmunorreguladoras (Sansom, 2000). Otra molécula coestimuladora es CD40 que, cuando
interactua con su ligando (CD40L) presente en células T, activa la expresion de CD80 y CD86,
produciendo un fenotipo maduro en las DCs que comienza a expresar la glicoproteina CD83,
siendo ésta el marcador por excelencia de la maduracion de las DCs (Li et al., 2019). Esto
desencadena la liberacién de citoquinas por parte de las DCs, provocando que las células T
virgenes se diferencien hacia un perfil efector u otro (Lechmann et al., 2002; O’Sullivan &
Thomas, 2003).
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FIGURA 22 | Moléculas coestimuladoras y sus ligandos. La modulaciéon de la activacion de las
células T estd mediada por una interaccién de diferentes moléculas coestimuladoras expresadas en
DCs que tienen funciéon inmunogénica o tolerogénica. La imagen muestra una descripcién general de
los receptores expresados en DC y sus ligandos de unién en las células T. Imagen modificada de Hubo
etal., 2013.

1.4.2. Tipos de DCs:

Las DCs se clasificaron inicialmente en dos subgrupos basados en la expresion de
los marcadores clasicos CD4 y CD8 de células T (Vremec et al., 2000; Shortman & Heath,
2010). Posteriormente, se encontré una tercera subpoblacion conocida como DCs
plasmocitoides (pDCs) (Grouard et al., 1997), conocida también como células productoras de
IFN natural (Macri et al., 2018).

Actualmente, las DCs se clasifican en tres grupos: las DCs quiescentes, las DCs
inflamatorias y células de Langerhans. Dentro de las DCs quiescentes, encontramos a las
DCs convencionales (cDCs), las cuales se subdividen en ¢cDC1 y cDC2, y las DCs

plasmocitoides (pDCs). Las DCs inflamatorias participan en respuestas inflamatorias. Las
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células de Lagerhans son una subpoblacion con funciones y fenotipo de DCs, pero con un
origen embrionario y presentan la capacidad de proliferar por si mismas, sin necesidad de
estimulos externos (Merad et al., 2013; Sathe et al., 2013). Por su relevancia en esta Memoria,

nos centraremos en las DCs quiescentes.

1.4.2.1. DCs convencionales (cDCs):

Los subtipos de cDCs han sido clasificados basandose en su localizacién corporal, su
fenotipo de superficie celular y sus funciones. Por ello, las cDCs estan diferenciadas en dos

subpoblaciones: cDC1y cDC2.

A. cDC1: CD11c+MHCII+CD8a+CD103+

Estas células se las conoce como DC CD8+ residentes en 6rganos linfoides y representan
un 20% de las DCs totales de bazo (Shortman & Heath, 2010). cDC1s tienen un papel
importante en la induccidon de respuestas inmunes frente infecciones por patégenos,
concretamente bacterias, como Listeria (Edelson, 2012), virus, como el de la hepatitis C
(HCV) (Yoshio et al., 2013), y protozoos, como Toxoplasma gondii (Mashayekhi et al., 2011).

Las cDC1 se caracterizan por expresar el receptor de lectina de tipo C unico, Clec9a
(FIGURA 23A), y el receptor de quimiocinas XCR1, el cual reconoce al ligando XCL-1
producido por las células T CD8+, facilitando de esta manera la interaccién entre cDC1 y
células T CD8+ (Dorner et al., 2009; Crozat et al., 2010). Asimismo, expresan MHC II, CD11c,
CD8a, CD103, CD36, CD24 y CADM1, pero no expresan CD11b ni SIRPa. La expresion de
CD11c puede variar entre los diferentes tejidos y 6rganos (Guilliams et al., 2016). CD8a
generalmente se expresa en DCs linfoides residentes, las cuales se localizan en bazo u otros
organos linfoides (Shortman & Heath, 2010). Sin embargo, las cDC1 que expresan CD103
suelen hallarse en la piel o en otros tejidos no linfoides, migrando continuamente a los
ganglios linfaticos, ya que este receptor se considera un marcador de DCs migratorias (Sung
et al., 2006; Ginhoux et al., 2009; Edelson et al., 2010). cDC1s se caracterizan por producir
BAFT3 (del inglés, Basic Leucine Zipper ATF-Like Transcription Factor 3), IRF8 (del inglés,
Interferon Regulatory Factor 8) (Tiburcio et al., 2019a), e IL-15, la principal citoquina necesaria

para la activacion de las células NK (Balan et al., 2019).
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FIGURA 23 | Esquema de los subtipos de DCs con sus marcadores de superficie y TLRs mas
caracteristicos. A) cDC1. B) cDC2. C) pDC.

La principal funcién de cDC1 es combatir microorganismos y tumores. Las cDC1 se
encargan de reconocer PAMPs a través de los TLRs, generando un perfil inflamatorio
caracteristico de citoquinas. Concretamente, las cDC1 de bazo expresan TLR-2, 3, 4, 9, 11,
12 y 13 (Edwards et al., 2003). En respuesta a la estimulacion de los TLRs 9, 11 o0 13, las
c¢DC1 son las principales productoras de IL-12p70, citoquina responsable de la generacion de
una respuesta Th1 (Hochrein et al., 2001). Al expresar TLR4, pueden producir citoquinas
inflamatorias en respuesta a su activacién LPS (Merad et al., 2013). Las cDC1 también son
capaces de detectar moléculas procedentes de protozoos a través del TLR11 y producir altos
niveles de IL-12, sirviendo como un paso critico en el proceso de infeccion (Yarovinsky et al.,
2005). Las cDC1 expresan altos niveles de TLR3, produciendo IFN de tipo Il (IFN-A) tras su
estimulacién con el ligando sintético Poly I:C, o por la estimulacidon con su ligando natural, el
ARN de doble cadena de origen virico (Lauterbach et al., 2010). La liberacion de IFN-A es
capaz de activar a pDCs, ya que son las células inmunes que presentan mayores niveles del
receptor para IFN-A, convirtiéndose asi en las principales encargadas en combatir infecciones

viricas (Megjugorac et al., 2009; Yin et al., 2017).

Las cDC1 son capaces de internalizar antigenos exdgenos y procesarlos para
presentarlos en las moléculas MHC-Il y, consecuentemente, activar a las células T CD4; pero
este proceso no lo hacen con tanta eficiencia como lo hacen las cDC2, ya que faltan sefiales
de supervivencia emitidas por parte de las cDC1 (Rizzitelli et al., 2006). Sin embargo, las
c¢DC1 son conocidas por hacer presentaciéon cruzada, presentando antigenos exdégenos en
moléculas MHC-I a células T CD8, tal y como veremos mas adelante en el apartado 1.5.3.
Esto es debido a que presentan una capacidad superior de toma de antigenos procedentes,
principalmente, de células en camino de la muerte, y generar una respuesta inmune

antitumoral. Esto es llevado a cabo por el sensor de células muertas Clec9A y el receptor
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CD36, el cual actua como receptor que une células muertas (Albert et al., 1998; Sancho et
al., 2008, 2009; Cancel et al., 2019). En 2002, se establecié por primera vez que las cDC1
presentaban esta via unica del MHC-I (Schulz & Reis E Sousa, 2002). Las cDC1 poseen una
magquinaria especifica que les permite hacer este tipo de presentacion antigénica, llevando a
cabo un correcto procesamiento de los antigenos y su correcta presentacién a las células T
CD8 (Delamarre et al., 2005). Esta maquinaria consiste, entre otras cosas, en un pH
endosomal favorable que evita una protedlisis lisosomal excesiva de los antigenos, y altos
niveles de proteinas Rab, implicadas en el trafico de vesiculas en los endosomas (Nair-Gupta
et al., 2014). También se ha visto que este subtipo de DCs es capaz de inducir una respuesta
adaptativa fuerte, mediante la activacion tanto de linfocitos T CD8 como linfocitos T CD4, asi
como de producir una respuesta humoral fuerte, participando en el proceso de cambio de
clase de las IgGs en células B, indicando el papel tan relevante de estas células en la

respuesta inmune (Balan et al., 2019).

Las cDC1 timicas estan implicadas en procesos de tolerancia central (Ardouin et al.,
2016). Sin embargo, las cDC1 esplénicas se encargan de la tolerancia periférica de células T,

generando células Treg (Yamazaki et al., 2008).

B. ¢cDC2: CD11c*MHCII*CD11b*XCR1*Sirpa*

Las cDC2 representan un 80% de las DCs esplénicas (Shortman & Heath, 2010). Estas
células se caracterizan por expresar altos niveles de MHC Il, CD11¢c, CD11b y SIRPa
(FIGURA 23B). En ocasiones pueden expresar marcadores adicionales como CD26, CD4,
CD103 y CADMBS, aunque la expresion de estos dos ultimos es dependiente de tejido,
expresandose en intestino y bazo, respectivamente (Lewis et al., 2011; Balan et al., 2019).
SIRPa es el marcador mas caracteristico, encontrandose involucrado en la activacion y la
migraciéon de las DCs (Liu et al.,, 2016a; Balan et al., 2019). La diferenciacion de cDC2
depende del receptor Notch 2 (Balan et al., 2019).

Las cDC2 expresan una variedad de sensores citosolicos de acidos nucleicos (RIG-I,
MDA-5) y receptores de tipo Nod (NOD1, NLRX1), que les permiten detectar acidos nucleicos
en el citoplasma y desencadenar una respuesta inflamatoria (Macri et al., 2018). Las cDC2
tienen un perfil especifico de expresidon de TLRs dependiendo de las localizaciones
anatomicas. Cabe destacar que las ¢cDC2 son el Unico subtipo de DC que expresa TLR7
(Edwards et al., 2003; Schlitzer et al., 2013). Concretamente, en bazo, expresan altos niveles
de TLR3 y TLR12 (Macri et al., 2018).

Entre las funciones de las cDC2s destaca la capacidad de responder a una gran variedad
de seinales de peligro gracias al alto repertorio de TLRs del que disponen. Son capaces de
secretar altos niveles de citoquinas inflamatorias, como IL-6, IL-8 y, en menor medida, IL-12,
asi como IFN de tipo |, particularmente IFN-a, y TNF-a (Luber et al., 2010; Balan et al., 2019).

Las cDC2 juegan también un papel importante en reacciones de anafilaxia (Choi et al., 2018)
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y quimioatraccion (Proietto et al., 2004). También son inductoras de la respuesta inmune
mediada por Th17, asi como de la regulacion de la induccién de las células T (Balan et al.,
2019). Las cDC2 del timo contribuyen a la delecion de las células T CD4 autorreactivas
(Proietto et al., 2008).

Las cDC2 son capaces de presentar antigenos a células T CD4 y promover su activacion.
Son eficientes en la presentacion de antigenos solubles y péptidos largos, pero son menos
eficientes en la presentacién de antigenos derivados de células (Dudziak et al., 2007; Balan
et al., 2019).

1.4.2.2. DCs plasmocitoides (pDCs): CD11c*"MHCII*CD45RA*CD317*Siglec-H*

Las pDC representan un porcentaje muy bajo de la poblacion total de DCs. Se
caracterizan por tener una morfologia de célula secretora, ya que disponen de altos niveles
de reticulo endoplasmico rugoso, y no presentan la forma estrellada caracteristica del resto
de DCs. Se diferencian en dos grupos en funcién de su expresién de CD4, donde las pDC
maduras son positivas a este marcador (O’Keeffe et al., 2002). Expresan bajos niveles de
CD8, pero sus niveles aumentan de forma dependiente a la activacion de TLRs (O’Keeffe et
al., 2002). Las pDC expresan altas cantidades de moléculas MHC 1l, CD11c, Siglec-H (del
inglés, Sialic acid binding Ig-like lectin H) y CD317 (también conocido como Bst-2 y PDCA-1)
(FIGURA 23C). Siglec-H es un receptor de superficie que se ha visto implicado en la
regulacion de la produccion de IFN de tipo | (Blasius et al., 2006). CD317 es una proteina
integral de membrana que ha sido asociada con respuestas mediadas por IFN contra
infecciones viricas (Douglas et al., 2010). La expresién de Siglec-H se reduce a medida que
las pDC maduran (O’Keeffe et al., 2002).

Se ha observado que existe heterogeneidad entre las poblaciones de pDC, ya que pueden
expresar CD4 o CD8. Concretamente, se ha visto que en bazo la expresién de CD8 disminuye
(O’Keeffe et al., 2002). Pueden presentar un fenotipo productor de IFN o un fenotipo de célula
presentadora de antigenos, el cual le permite interactuar con células T CD8 (Balan et al.,
2019).

Su papel es clave en las primeras etapas de la infeccidn virica, pero lo es también en las
Ultimas fases de la inmunidad adaptativa, donde tienen un importante papel controlando la
infeccion (Swiecki & Colonna, 2015). Esto es gracias a que son las Unicas células capaces de
producir altas cantidades de IFN de tipo |, tanto IFN-a como IFN-B, y de tipo Il (IFN-A). Debido
a esto, poseen un papel importante en la respuesta inmune frente a virus y frente a la
presencia de ADN metilado, gracias a la alta expresion de TLR-9. También expresan altos
niveles de TLR-2 y TLR-12, pero responden muy pobremente frente al ligando del TLR-2
(Schmid et al., 2010; Balan et al., 2019). Asimismo, se ha visto su capacidad de producir otras
citoquinas, como TNF-a (Reizis, 2019), y quimiocinas que atraen a otras células inmunes al

sitio de la infeccion (Bauer et al., 2016).
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Las pDC no son especialistas en realizar presentaciéon antigénica a células T, pero se
encargan de la tolerancia periférica, liberando antigenos en los ganglios linfaticos, generando
células Treg, produciendo IL-10 y TGF-, o induciendo la delecion o anergia de las células T
(Fallarino et al., 2004; Ochando et al., 2006; Pallotta et al., 2011; Kohli et al., 2016).

Se ha observado que las pDC, aparte de tener un origen mieloide, también podrian tener
un origen linfoide (Sathe et al., 2013; Reizis, 2019). Su diferenciacién, al igual que el resto de
las subpoblaciones de DCs, es dependiente de FIt3L, y se ha observado que el IFN de tipo |
aumenta la expresién de FIt3R en los progenitores linfoides comunes, ayudando a la
diferenciacion hacia pDC (Chen et al., 2013).

1.4.3. Leishmania y su interaccion con las DCs

Aunque los macroéfagos y los neutréfilos sean las primeras células hospedadoras para
Leishmania, las DCs son un elemento clave en la interaccion temprana con el patégeno, ya
que las complejas interacciones que ocurren entre éstos pueden ser decisivas para el
establecimiento de la infeccion o la generacidon de una respuesta inmune frente al parasito
(Liu & Uzonna, 2012).

Entre los mecanismos provocados por Leishmania, dirigidos a la evasion del sistema
inmune del hospedador, se incluyen la manipulacién de diferentes receptores y vias de
sefalizacion presentes en DCs. Por otro lado, Leishmania es capaz de inhibir la activaciéon
de las DCs y su maduracién (De Trez et al., 2004; Hermida et al., 2014), aunque esto
depende de la especie de Leishmania y de su fase de desarrollo (Von Stebut et al., 1998).
Estudios recientes indican que la alteraciéon de la activacion de las DCs esta asociada
directamente con el aumento de la supervivencia de los parasitos y la persistencia en el
hospedador (Tiburcio et al., 2019b). Estudios recientes confirman una disminucién en la
expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 en DCs infectados con
Leishmania (Von Stebut et al., 1998; Muraille et al., 2003; Figueiredo et al., 2012; Resende et
al., 2013; Feijo et al., 2016). De hecho, se ha visto que CD40, y su ligando (CD40L), son
importantes para el desarrollo de la resistencia frente a Leishmania (Campbell et al., 1996;
Kamanaka et al., 1996). Asimismo, Leishmania puede inducir una reduccién en la tasa de
migraciéon de las DCs a ganglios linfaticos, al disminuir la expresion de receptores de
quimiocinas o moléculas de adhesion, como CCR7 y JAM-C, respectivamente (Ato et al.,
2006; Ballet et al., 2014).

El principal papel de las DCs como APC en la infeccién por Leishmania es la
produccion de TNF-a, que podria tener un papel protector frente al parasito (Von Stebut &
Udey, 2004; Ritter et al., 2008; Ashok & Acha-Orbea, 2014; Tibudrcio et al., 2019b). En estudios
in vivo, se ha observado que las cDCs son capaces de endocitar promastigotes de manera
eficiente y de producir IL-12 (Schleicher et al., 2007), inicidndose asi una respuesta Th1 que

promueve la proteccién inmunitaria frente al parasito (Liese et al., 2007; Schleicher et al.,

36



INTRODUCCION 1.4. Células dendriticas

2007; Rivera-Fernandez et al.,, 2019; Rossi & Fasel, 2018). Sin embargo, en ratones
infectados por Leishmania, se ha observado una disminucion de los niveles de IL-12 y un
aumento de IL-4 (Qi et al.,, 2001). De forma similar, las DCs infectadas con L. infantum

producian altas cantidades de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Resende et al., 2013).

Gracias a la variedad de subtipos de DCs existentes, se ha visto que pueden
coordinarse entre ellos para eliminar al parasito. Por ejemplo, las cDC1 son claves para
controlar la infeccion de L. major, ya que son capaces de seguir llevando a cabo el proceso
de presentacién antigénica aun en presencia de los parasitos (Ashok et al., 2014; Martinez-
Lopez et al.,, 2015). Las pDCs pueden ser detectadas en la piel infectada, aunque no
presentan una alta capacidad de endocitosis de los parasitos. Sin embargo, las pDCs si
pueden activarse por la liberacion de ADN gendmico de Leishmania, produciendo altas
cantidades de IFN-a, IFN-B e IL-12 de una manera dependiente de TLR9 (Schleicher et al.,
2007).

1.5. PRESENTACION ANTIGENICA

La presentacion antigénica es un proceso que consiste en la expresion de antigenos
en la superficie de las APCs. Las APCs son un grupo heterogéneo de células del sistema
inmunitario del hospedador que median en la respuesta inmune celular mediante el
procesamiento y la presentacion de antigenos, para su posterior reconocimiento por parte de
las células T, promoviendo el inicio de la respuesta inmune celular adaptativa. Las APCs

clasicas incluyen DCs, macréfagos, células de Lagerhans y células B (Shimoda et al., 2022).

La presentacion de antigenos se lleva a cabo a través de las moléculas de los MHC-
Iy MHC-II (Blum et al., 2013). Los linfocitos T CD8 reconocen péptidos derivados de proteinas
asociados con moléculas del MHC-I, mientras que los linfocitos T CD4 reconocen péptidos
unidos a moléculas del MHC-II. Todos los vertebrados poseen una regién multigénica que
codifica las moléculas del MHC. En ratones, dependiendo de la cepa, hay de dos a tres genes
que codifican moléculas del MHC-I, llamadas H2-D, H2-K y H2-L, y la mayoria de las cepas

tienen dos moléculas del MHC-II, llamadas IA e IE (Blum et al., 2013).

Las moléculas del MHC-I son glicoproteinas polimérficas expresadas en la superficie
celular de todas las células nucleadas. Su funcién es unir péptidos cortos de ocho a diez
aminoacidos y presentarlos a las células T CD8, que presentan TCRs con especificidad para
el péptido presentado (Bjorkman, 1997). Una molécula del MHC | consta de una cadena ligera
constante, llamada B2-microglobulina, que se encuentra unida no covalentemente a una
cadena a (cadena pesada) compuesta por tres dominios: a1, a2 y a3 (FIGURA 24A) (Blum et
al., 2013). Los dominios a1 y a2 constituyen el surco de unién al péptido (Bjorkman et al.,

1987b, 1987a). Por su parte, las moléculas del MHC-II son heterodimeros compuestos de una
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cadena ay una cadena B que, normalmente, unen péptidos de doce a veinticinco aminoacidos
en su surco de unién, formado por los dominios distales de las cadenas ay B (a1 y B1)
(FIGURA 24B) (Schafer et al., 1995; Wu et al., 2021).

A) B)

MHC-I MHC-II
Surco de unién al Surco de unién al
péptido péptido
a2 al al : ) B1

Membrana plasmatica

FIGURA 24 | Estructura de las moléculas MHC (A) de tipo | (MHC-I) y (B) de tipo Il (MHC-II).

Existen dos sistemas proteoliticos principales que operan dentro de la célula y se
encargan de llevar a cabo el procesamiento de las proteinas para generar péptidos. En el
citosol, la mayor parte de la protedlisis esta mediada por el proteasoma, un complejo en
forma de barril que consta de cuatro anillos apilados de siete subunidades cada uno. Posee
un nucleo 20S, y dos subunidades 19S en los extremos, que reconocen las proteinas que se
encuentran ubiquitinadas destinadas a la degradacién. El componente 19S presenta actividad
desubiquitinasa y es capaz de desplegar las proteinas, permitiendo que las proteinas diana
pasen al interior de la subunidad central y la protedlisis sea llevada a cabo (Maupin-Furlow,
2012). El segundo sistema de protedlisis se encuentra en los lisosomas. En este caso, las
proteinas diana son aquellas que han sido internalizadas desde el exterior celular por un
proceso de endocitosis. Las proteinas internalizadas por este proceso entran en una ruta
vesicular que consiste en compartimentos que, progresivamente, se van volviendo mas
acidos y mas activos proteoliticamente, denominados como endosomas tempranos,
endosomas tardios y lisosomas (Huotari & Helenius, 2011). Existe otro proceso de
internalizacion mediante fagocitosis, donde las particulas internalizadas terminan en
fagolisosomas, que se forman por la fusion de fagosomas y lisosomas. Los lisosomas y
fagolisosomas tienen un pH de 4-4,5, y contienen una serie de proteasas denominadas
catepsinas, las cuales tienen un pH 6ptimo acido (Watts, 2004). Estas proteasas realizan un
proceso de protedlisis que resulta en la formacion de péptidos que seran cargados en
moléculas del MHC-II (Blum et al., 2013).

Por lo general, las moléculas del MHC-I se unen a péptidos generados en el citosol
por protedlisis proteasdmica. Las moléculas del MHC-Il generalmente se unen a péptidos que
proceden de la protedlisis lisosomal tras haber sido internalizados por endocitosis o

fagocitados. Sin embargo, tanto MHC-I como MHC-II pueden llegar a unir péptidos derivados
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de proteinas exdégenas. Este proceso en el que MHC-I une péptidos exdégenos internalizados
por endocitosis o fagocitosis se denomina presentacion cruzada. Ciertos tipos de DCs,
concretamente ¢cDC1, presentan una ruta MHC-I Unica especializada en mediar este
mecanismo, el cual es clave para la iniciacion de la respuesta primaria de células T CD8
virgenes en un proceso denominado cebado-cruzado (Bachem et al., 2010; Blum et al., 2013).
Fue en el afio 2002 cuando se establecio el papel de las cDC1 en la presentacion cruzada de

antigenos dependiente de células (Schulz & Reis E Sousa, 2002).

1.5.1. Via clasica de presentacién del MHC-I

Los péptidos generados en el citosol, bien derivados de la protedlisis llevada a cabo por
el proteasoma o derivados de proteinas viricas, son translocados al RE por el transportador
asociado con el procesamiento de antigenos (TAP), un miembro de la familia de
transportadores ABC (del inglés, ATP Binding Cassette transporters) (Oancea et al., 2009)
(FIGURA 25). TAP es un heterodimero formado por dos subunidades (TAP1 y TAP2) que se
asocia con otras proteinas para formar el complejo de carga de péptidos (PLC). La
tapasina es el primer integrante del PLC y actia como puente reclutando dimeros de MHC-
I-B2microglobulina y calreticulina (CRT) (Sadasivan et al., 1996). La tapasina se vuelve
estable tras unirse mediante un puente disulfuro a la segunda molécula integrante del PLC,
ERp57 (Dong et al., 2009). ERp57 se une a la CRT y a una segunda chaperona del RE
llamada calnexina (CNX), clave para el correcto ensamblaje del MHC-I (Blum et al., 2013).
Estas chaperonas unicamente se unen al MHC-I si el glucano presente en esta molécula se
encuentra en forma monoglucosilada, proceso llevado a cabo por la enzima UGT1 (del inglés,

UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase) (Caramelo et al., 2004).

El MHC-I tiene una interaccion directa con la tapasina, pero en el momento en el que el
péptido se une, esta interaccion pierde afinidad por un cambio conformacional de la cadena
pesada del MHC-I. El MHC-I se disocia de la tapasina y la afinidad del glucano con la CRT
disminuye, por lo que la glucosidasa Il actua eliminando el residuo de glucosa. Si la afinidad
del péptido es lo suficientemente alta, la molécula del MHC-I se transportara desde el RE al
aparato de Golgiy, finalmente, a la superficie celular. En el caso de que la afinidad del péptido
sea baja, el péptido se disocia y la molécula del MHC-I quedara transitoriamente vacia hasta
que se le vuelva a agregar el residuo de glucosa por medio de la UGT1, lo que hara que la
CRT vuelva a tener afinidad por él y la molécula del MHC-I volvera a formar parte del PLC,
donde sera sujeto a mas rondas de union a péptidos (Ruddock & Molinari, 2006). Otra proteina
clave en el lumen del RE para la correcta formacion de los complejos péptido-MHC-I es la
aminopeptidasa de RE asociada con el procesamiento de antigenos (ERAAP). Esta
proteina se encarga de recortar los péptidos hasta un tamafo de ocho a diez aminoacidos
para que puedan ser cargados correctamente en la molécula del MHC-I (Nguyen et al., 2011;

Blander, 2018). Una vez que las moléculas del MHC-I se encuentran cargadas correctamente
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con el péptido, se liberan y se exportan a la membrana plasmatica para que sean reconocidas
por las células T CD8 (Blander, 2018).
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FIGURA 25 | Via clasica de presentacion antigénica en moléculas del MHC-I (Blum et al., 2013).

1.5.2. Via de presentacion del MHC I

Las moléculas del MHC-II se ensamblan en el interior del RE (FIGURA 26), seguidas de
una maduracién funcional en endosomas ricos en péptidos antigénicos. Tras la translocacion
en el RE, las subunidades a y B del MHC-II se asocian en un proceso facilitado por una
chaperona denominada cadena invariable. La cadena invariable se encarga de proteger el
surco de unién al péptido del MHC-I| y dirige las moléculas del MHC-II hacia los endosomas
tardios para la captura del ligando, gracias a los motivos de di-leucina presentes en la cadena
invariable (Landsverk et al., 2009; Blum et al., 2013). Una vez en los endosomas acidos, se
produce la protedlisis de la cadena invariable, quedando un péptido de unos veinte
aminoacidos denominado CLIP (péptido de cadena invariable asociado a MHC-Il), que se
encuentra asociado al surco de unién del MHC-II (Sette et al., 1992). La liberacién de CLIP
del MHC-II es llevada a cabo por una proteina heterodimérica, DM, la cual genera un cambio

conformacional en la molécula del MHC-II, permitiendo la disociaciéon de CLIP y la unidn
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eficiente de los péptidos. Finalmente, los complejos péptido-MHC-II son transportados a la

superficie celular para el reconocimiento por parte de las células T CD4 (Blum et al., 2013).
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FIGURA 26 | Via de presentacion antigénica en moléculas MHC-II (Blum et al., 2013).

1.5.3. Presentacion cruzada

La presentacion cruzada se refiere a la presentacion de péptidos derivados desde una
fuente extracelular de proteinas, la cual puede incluir derivados de proteinas internalizadas,
microorganismos o células en camino de la muerte (Blander, 2018). La presentacion cruzada
es llevada a cabo, entre otras, por las cDC1 (Segura & Villadangos, 2009). Durante la
presentacion cruzada, las proteinas extracelulares acceden al interior celular por procesos de
macropinocitosis, endocitosis o fagocitosis. Estos procesos llevan implicados receptores de
superficie celular que, dependiendo del tipo de receptor involucrado durante la internalizacion
del antigeno, pueden potenciar la presentacion cruzada (Burgdorf & Kurts, 2008). Ciertos
estudios revelaron que la presentacion cruzada se favorece cuando los receptores
endociticos dirigen el antigeno a endosomas tempranos o tardios y no a lisosomas

degradativos. El antigeno ovalbumina (OVA) ha servido para identificar al receptor para
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proteinas manosiladas, que es dirigido especificamente a un endosoma temprano, facilitando
asi el cebado cruzado de células T CD8 especificas de antigeno (Burgdorf et al., 2006, 2007;
Rauen et al., 2014). Varios estudios han demostrado que, ademas de inducir la expresion
superficial de moléculas coestimuladoras de células T, las sefales procedentes de TLRs
pueden controlar multiples facetas del ensamblaje y la distribucion en superficie de complejos
péptido-MHC-| presentados de forma cruzada. Asimismo, la internalizacién de antigenos
microbianos por parte de las DCs involucra la sefalizacion por TLRs, aumentando la

presentacion cruzada de antigenos (Mantegazza et al., 2013; Nair-Gupta & Blander, 2013).

Una vez internalizados, los antigenos se encuentran en el interior de endosomas o
fagosomas, encontrandose asi en un compartimento diferente del RE, donde reside el PLC,
pieza clave para el ensamblaje de los péptidos con MHC-I (Blander, 2018). Es por ello por lo
que la presentacion cruzada puede ser llevada a cabo a través de dos vias principales de

procesamiento de antigenos: la vacuolar y la citosdlica (FIGURA 27).

La via vacuolar (FIGURA 27A) ocurre cuando las proteinas internalizadas por
endocitosis o fagocitosis son degradadas por enzimas endosémicas o fagosomales,
respectivamente, y los péptidos resultantes se cargan en moléculas del MHC-I,
independientemente de la protedlisis proteasémica y la proteina TAP (Rock & Shen, 2005).
Entre estas enzimas destaca la catepsina S por su funcionalidad a un pH ligeramente mas
alcalino que el resto de proteasas vacuolares (Blander, 2018). En las DCs se mantiene un pH
intravacuolar de 7-7,3, favoreciendo la presentaciéon cruzada, ya que se previene la
degradacion excesiva de la proteinas por parte de las proteasas lisosomales hasta el
momento en que las DCs encuentran células T especificas de antigeno en los ganglios
linfaticos (Delamarre et al., 2005). Este pH se mantiene gracias a las ROS fagosomales
generadas por la actividad NADPH oxidasa. Las ROS resultantes son capaces de neutralizar
el pH éacido de los fagosomas neutralizando los protones (H*) generados a través de otra
enzima denominada v-ATPasa, que se ensambla en la membrana de los fagosomas
mediante el reclutamiento de su subunidad citosdlica V1, responsable de su actividad ATPasa,
y su subunidad integral de membrana VO, el canal de protones (Cotter et al., 2015; Blander,
2018).

La via citosodlica (FIGURA 27B) implica que las proteinas internalizadas en endosomas
o fagosomas se translocan al citoplasma mediante el retrotraslocon Sec61 para su
ubiquitinacién por las ligasas E1, E2 y E3 y su degradacion proteasomal. Los péptidos
generados tras la protedlisis se importan nuevamente mediante TAP a los endosomas o
fagosomas para ser cargados en las moléculas del MHC-I. La presencia de TAP y Sec61 en
los fagosomas se produce gracias a la via de trafico vesicular ERGIC (Compartimento
Intermedio entre el RE y el aparato de Golgi) (FIGURA 28A). El reclutamiento de estas dos
proteinas desde ERGIC se lleva a cabo mediante el emparejamiento de Sec22b (un tipo de
SNARE, del inglés, Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein Receptor),

presente en ERGIC, con sintaxina 4, presente en fagosomas (Blander, 2018). La maquinaria
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de la N-glucosilacién del RE también es reclutada por los fagosomas (Guermonprez et al.,
2003). En las DCs, los péptidos presentados de forma cruzada se recortan por una
aminopeptidasa regulada por insulina (IRAP), la cual actia en las vacuolas de una manera

similar a como lo hace ERAP1 en el RE (Saveanu et al., 2009; Weimershaus et al., 2013).
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FIGURA 27 | Via de presentaciéon cruzada antigénica. A) Via vacuolar. B) Via citosdlica (Blander,
2018).

Como proceso final, comun a ambas vias, el PLC MHC-I se entrega a los fagosomas
0 endosomas mediante el trafico vesicular desde el ERGIC mediante Sec22b-sintaxina 4
(McNew et al., 2000; Cebrian et al., 2011). Asimismo, existe la via de trafico vesicular ERC
(Compartimento de Reciclaje Endocitico) (FIGURA 28B), la cual actia como reservorio de
moléculas del MHC-I recicladas, procedentes principalmente de la membrana plasmatica. En
lugar de ensamblar nuevas moléculas del MHC-I en el RE, el ERC contiene moléculas del
MHC-I preensambladas que pueden reclutarse facilmente por fagosomas que contengan
carga microbiana, bajo la guia de senales TLR. De esta forma, las moléculas del MHC-I
procedentes de ERC se transportan mas eficientemente hacia fagosomas que contienen
TLRs unidos a su ligando (Nair-Gupta et al., 2014; Blander, 2018). Este proceso ocurre en
dos pasos. Primeramente, las sefales MyD88 generadas por los ligandos de los TLRs
presentes en los fagosomas, fosforilan y activan la subunidad 2 del inhibidor IKK2 de la
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quinasa NF-kB, una subunidad de IkB quinasa (IKK). Seguidamente, IKK2 fosforila a
SNAP23 fagosomal, creando un sitio de reclutamiento en la membrana fagosomal de
SNAREs procedentes de ERC. Cuando SNAP23 esta fosforilado (p-SNAP23) estabiliza la
union con los SNAREs, produciendo la fusion de membranas (Wickner & Schekman, 2008;
Nair-Gupta et al., 2014; Kretzer et al., 2016). Concretamente, este transporte es llevado a
cabo por Rab11a y los SNARES VAMP3 y VAMPS8 presentes en ERC (Husebye et al., 2010).
Otra ruta de transporte del MHC-I a los endolisosomas es mediante la formaciéon de un
complejo con la cadena invariante (también llamada CD74), participante en la ruta del MHC-
I, en un compartimento pre-Golgi (Greenfield & High, 1999; Basha et al., 2012).

Una ultima via de transporte vesicular es la denominada LRO (del inglés
Lysosomal Related Organelles) (FIGURA 28C), la cual administra a los fagosomas las
subunidades integrales de membrana de la NADPH oxidasa, gp91phox y p22rhox Esta ruta
depende de la GTPasa Rab27a y de la formacion de un complejo SNARE estable que
comprende VAMP8, SNAP23 y sintaxina-7 (Blander, 2018).
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FIGURA 28 | Vias de transporte vesicular. A) Via ERGIC. B) Via ERC. C) Via LRO. Imagen modificada
de Blander, 2018.
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Se ha descrito una via similar de transporte retrégrado en la que un antigeno exégeno
soluble y no particulado puede acceder al RE especificamente durante la presentaciéon
cruzada en DCs (Ackerman et al., 2005). Estas vias podrian utilizar la misma maquinaria que

utilizan las proteinas, los lipidos, ciertos virus y las toxinas bacterianas en el transporte
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retrégrado desde los endosomas hasta los compartimentos secretores, como el aparato de
Golgi y el RE (Johannes & Popoff, 2008). En un estudio, se vio que el péptido SIINFEKL
derivado de OVA puede ingresar a los fagosomas a través de un segundo paso independiente
de TAP y dependiente de ATP que actualmente no esta definido (Lawand et al., 2016).

1.5.4. Leishmania y la presentacion cruzada antigénica

La presentacién cruzada es la base de la sensibilizacion y la expansion de las células
T CD8 frente a antigenos derivados de patdgenos intracelulares, como Leishmania, que
residen en compartimentos citosélicos diferentes de los fagosomas. Se ha demostrado que
existe una respuesta protectora de las células T CD8 frente a los antigenos de Leishmania
cuando son presentados de forma cruzada (Belkaid et al., 2002b). Aun asi, Leishmania es
capaz de inhibir la presentacién cruzada para evadir la respuesta inmunitaria del hospedador
al generar un procesamiento antigénico y una presentaciéon en el MHC-I limitados (Antoine et
al., 2004; Ghosh & Bandyopadhyay, 2004; Ribeiro-Gomes et al., 2012, 2015; Khouili et al.,
2020).

El procesamiento de los antigenos de Leishmania ocurre por la ruta intrafagosomal
independiente de TAP, que es menos eficiente y requiere una mayor cantidad de antigenos
segregados, en comparacion con la ruta dependiente de TAP que ocurre en el RE (Bertholet
et al., 2006; Diotallevi et al., 2018). Uno de los mecanismos importantes llevado a cabo por
Leishmania para alterar la presentacion cruzada consiste en interferir en la formacion y
maduracion de los fagosomas. Gracias a la capa de LPG presente en su membrana, se
impide la fusion de la vacuola parasitéfora y los lisosomas (Desjardins & Descoteaux, 1997,
Lodge & Descoteaux, 2005). Ademas, el LPG impide la expresién de marcadores de
endosomas tardios, como Rab7 y LAMP-1, como ocurre con L. donovani (FIGURA 29)
(Scianimanico et al., 1999; Séguin & Descoteaux, 2016). Otra de las proteinas que participan
en este proceso es su metaloproteasa de superficie GP63, que es capaz de escindir e
inactivar ciertas proteinas implicadas en la presentacion antigénica, como Rab5a y VAMPS8
(Matheoud et al., 2013; Verma et al., 2017), la cual se encarga de la fusién entre fagosomas
y otros organulos intracelulares, como los lisosomas (Stow et al., 2006). La inactivaciéon de
VAMPS8 previene el ensamblaje de NADPH oxidasa, enzima clave en la acidificacion de los
compartimentos implicados en la presentacion cruzada (Matheoud et al., 2013). Otra de las
acciones del LPG de L. donovani y L. major es inhibir la activaciéon de la Protein Kinasa C
(PKC), impidiendo el ensamblaje del complejo NADPH oxidasa, provocando un bloqueo de
la produccién de ROS, y excluyendo la ATPasa dependiente de gradiente de protones del
fagosoma (Desjardins & Descoteaux, 1997; Dermine et al., 2000; Lodge et al., 2006; Vinet et
al., 2009). De esta manera, se inhibe la presentacion de antigenos de Leishmania en la
molécula del MHC-I y se generan células T CD8 disfuncionales, que terminan muriendo

durante el proceso de infeccién (Joshi et al., 2009; Matheoud et al., 2013).
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Otro de los mecanismos llevados a cabo por Leishmania es la alteracion de las
moléculas del MHC, reduciendo la expresion de las moléculas de los MHC | y [l en macréfagos
(Reiner et al., 1987). Asimismo, Leishmania también interfiere en la interaccion entre el
complejo formado por la molécula del MHC cargada con el péptido y el TCR (Meier et al.,
2003), probablemente por una alteracidn del contenido lipidico de la membrana, alterando los
niveles de colesterol (Roy et al., 2016; Semini et al., 2017).
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FIGURA 29 | Papel de los factores de virulencia de Leishmania en la entrada al hospedador y su
diferenciacion desde promastigotes a amastigotes. Imagen modificada de Gupta et al., 2022.

1.6. RUTAS DE MUERTE CELULAR

La muerte celular inmunogénica (ICD) se refiere a una forma de muerte celular
regulada que activa la inmunidad adaptativa, formando una memoria inmunolégica a largo
plazo (Lin et al., 2021). La ICD representa un patrén de respuesta que comprende la induccién
de estrés organelar y celular, y culmina con la muerte celular acomparada por la exposicion,
secrecion activa o liberaciéon pasiva de numerosos DAMPs (Patrones Moleculares
Asociados a Daino) (Fucikova et al., 2020). Los DAMPs se generan a partir de células que
sufren una ICD, las cuales tienen un papel importante en el inicio de la inmunidad mediada
por células T CD8. Los DAMPs generados en el transcurso de la ICD incluyen chaperonas
del RE, como la calreticulina y proteinas de choque térmico, que se encuentran expuestas en
la superficie celular, HMGB1 (del inglés, High Mobility Group-Box 1), la proteina citoplasmatica

ANXA1 (anexina A1), ATP, que es liberado al espacio extracelular desde las células
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moribundas, e IFN de tipo | (Krysko et al., 2012; Di Virgilio et al., 2018; Rosenzweig et al.,
2019).

La liberacién definida de DAMPs durante el transcurso de la ICD, y su union a PRRs
expresados en DCs, inicia una cascada celular que, finalmente, resulta en la activacion de la
respuesta inmune, tanto innata como adaptativa (FIGURA 30) (Paludan et al., 2019; Gong et
al., 2020). La presentacion cruzada de antigenos derivados de células moribundas permite
que las DCs presenten proteinas exdgenas en moléculas del MHC-I. Asimismo, las células
en camino de la muerte, ademas de antigenos, también proporcionan sefiales inflamatorias e
inmunogénicas que determinan la eficiencia del cebado cruzado de las células T CD8 (Yatim

et al., 2017).
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FIGURA 30 | Secuencia de eventos para una correcta respuesta inmune mediada por linfocitos T
a partir de células que sufren ICD (Lamberti et al., 2020).

En los ultimos afios, la ICD se ha empleado como una terapia potencial frente al
cancer. La participacion esencial de las DCs en las respuestas inmunitarias desencadenadas
cuando las células cancerosas se someten a ICD se ha descrito en diferentes estudios
(Tesniere et al., 2008; Ghiringhelli et al., 2009; Cirone et al., 2012; Ma et al., 2013; Tesniere et
al., 2008). Esto sugiere que la capacidad de los inductores de ICD para estimular una
respuesta de células T antitumorales eficiente, depende de la presencia y susceptibilidad a la

activacion de las DCs en el microambiente tumoral (Lamberti et al., 2020).

1.6.1. NECROSIS

La necrosis es una forma de muerte celular no programada que se induce por un dafio
externo, como hipoxia o inflamaciéon (Elmore, 2007). En ocasiones, este proceso puede
implicar la sobreexpresion de ciertas proteinas y moléculas pro-inflamatorios, como el NF-kB,

resultando en la ruptura de la membrana celular y la liberacion del contenido celular a las
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zonas subyacentes, desencadenando una cascada de inflamacién y dafo tisular (D’Arcy,
2019). En general, se considera que la necrosis es un proceso pasivo que no requiere la
sintesis de nuevas proteinas, solo tiene requisitos minimos de energia y no esta regulada por
ningin mecanismo homeostatico. La muerte celular necrética ocurre generalmente en
respuesta a cambios severos en las condiciones fisioldgicas, incluyendo hipoxia, radiacion,
cambios extremos de temperatura, privacion de nutrientes o exposicion a téxicos (Walker et
al., 1988; Nicotera et al., 1999; Fink & Cookson, 2005). La célula normalmente responde con
un proceso de hinchazén conocido como oncosis, ya que es incapaz de mantener la
homeostasis con su entorno (D’Arcy, 2019). También se produce la hinchazén de varios
organulos celulares, la agregacion y degradacion aleatoria de ADN nuclear, ruptura extensa
de la membrana plasmatica y degradacion del contenido celular (FIGURA 31) (Ferri &
Kroemer, 2001).

NORMAL

Enzymatic digestion Phagocytosis
and leakage of of apoptotic cells

cellular contents and fragments

NECROSIS APOPTOSIS

FIGURA 31 | Esquema de la ruta necrética frente a la apoptética (Naruka, 2023).

La necrosis se observa normalmente como una situacién finalista (“endpoint”) en los
cultivos celulares por la presencia de fragmentos celulares en el medio. A menudo, estos
fragmentos celulares son simplemente restos de células apoptéticas tardias, cuyos cuerpos
apoptoéticos han perdido su integridad. In vivo, estos cuerpos apoptéticos serian fagocitados
por las células fagociticas del sistema inmune; sin embargo, en cultivos celulares, esto no
ocurre, lo que puede confundir el diagnéstico del mecanismo exacto de muerte celular (D’Arcy,
2019). Por lo tanto, la ausencia de fagocitosis de los cuerpos apoptoéticos puede

desencadenar en una necrosis secundaria (Majno & Joris, 1995).
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1.6.2. APOPTOSIS

La apoptosis es un mecanismo de muerte altamente conservado y controlado
genéticamente por los organismos multicelulares. Durante la apoptosis, la célula cesa su
crecimiento y su division, entrando en un proceso que, en ultima instancia, resulta en su
muerte controlada, sin derramar su contenido intracelular al medio que la rodea (Lockshin &
Zakeri, 2004; Elmore, 2007). Se la define como un tipo de muerte celular programada cuyo
inicio depende de la activacion de una serie de cistein-aspartico proteasas, conocidas como
caspasas, encargadas de la degradacién de la célula desde su interior. Segun su papel en el
proceso apoptdtico, existen dos categorias de caspasas, las iniciadoras y las ejecutoras
(Elmore, 2007). Una vez detectado el dafio celular, las caspasas iniciadoras (caspasas 8 y
9) son activadas desde sus correspondientes procaspasas inactivas que, a su vez, activaran
a las caspasas ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7). La activacion de las caspasas ejecutoras
inicia una cascada de eventos que incluye la fragmentaciéon del ADN por la activacion de
endonucleasas, la destruccién de proteinas nucleares y del citoesqueleto, expresion de
ligandos destinados al reconocimiento por células fagociticas y la formacién de cuerpos
apoptoéticos (Martinvalet et al., 2005; Poon et al., 2014). Los cuerpos apoptoticos que
contienen los restos de la célula muerta pueden ser fagocitados por las células del entorno,

como macréfagos (D’Arcy, 2019).

La apoptosis puede ser iniciada cuando la propia célula detecta dafio mediante sensores
intracelulares; este mecanismo es conocido como ruta intrinseca. Alternativamente, puede
surgir a partir de la interaccion entre una célula del sistema inmune y una célula dafnada, lo
que es conocido como ruta extrinseca (Sica et al., 1990; Oppenheim et al., 2001). Tanto la
ruta intrinseca como la extrinseca, trabajan sinérgicamente para mantener la celularidad de

los organismos sanos y facilitar que las células defectuosas sean eliminadas del cuerpo.

1.6.2.1. Apoptosis Intrinseca

La ruta intrinseca de la apoptosis, también conocida como la ruta apoptética mitocondrial
(Igney & Krammer, 2002), incluye una variedad de estimulos que actuan sobre multiples
dianas dentro de la célula. Este tipo de apoptosis es dependiente de ciertos factores liberados
desde la mitocondria, y puede iniciarse por la presencia de sefiales negativas o positivas.
Sefiales negativas como la ausencia de citoquinas, hormonas y factores de crecimiento en el
entorno de la célula, promueven la activacion de moléculas pro-apoptéticas dentro de la
célula, iniciando la apoptosis. Las sefales positivas que pueden desencadenar esta ruta
apoptoética son la hipoxia, toxinas, radiacién, ROS, virus y una gran variedad de agentes
téxicos (Brenner & Mak, 2009).

La caspasa iniciadora que controla la ruta intrinseca es la caspasa 9 (FIGURA 32), la cual es
capaz de unirse a la proteina APAF-1 (del inglés, Apoptosis Protease-Activating Factor-1)

después de la exposicion de su dominio CARD (del inglés, Caspase Activation and
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Recruitment Domains). En una célula sana no apoptoética, APAF-1 y la procaspasa 9
presentan su dominio CARD bloqueado y son incapaces de unirse entre si. Cuando la
apoptosis es inducida por ciertos estimulos, se producen cambios en la permeabilizacion de
la membrana externa mitocondrial (MOMP) llevados a cabo por miembros de la familia de
proteinas BCL-2 (del inglés, B-Cell Lymphoma-2) pro-apoptéticas (Cain et al., 2002; Tait et
al., 2010; Kalkavan & Green, 2018; Riley et al., 2018). Los miembros pro-apoptoéticos de la
familia BCL-2, BAX (del inglés, BCL-2 Associated X protein) y BAK (del inglés, BCL-2
homologous Antagoinist Killer), forman poros en la membrana mitocondrial externa,
permitiendo la liberacion al citoplasma de sefiales de peligro mitocondriales, como el
citocromo ¢ y SMAC (del inglés, Second Mitochondrial Activator of Caspases) (Cain et al.,
2002; Kalkavan & Green, 2018). Por el contrario, esta actividad pro-apoptética es
contrarrestada por las proteinas antiapoptéticas BCL-2, por lo que el equilibrio entre los
efectores de la familia BCL-2 pro- y anti-apoptdticos dicta el umbral de muerte celular
(Kalkavan & Green, 2018). Existen farmacos contra el cancer, como el ABT-263 (Tse et al.,
2008), que se dirigen a las proteinas anti-apoptoéticas al imitar a sus antagonistas naturales,

como los miméticos de las proteinas BH3 homélogas a BCL-2 (Cory et al., 2016).
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FIGURA 32 | Esquema de la ruta intrinseca de apoptosis. Imagen modificada de Ichim & Tait, 2016.

Citocromo C
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El citocromo c induce la apoptosis intrinseca (FIGURA 32) uniéndose a un dominio
presente en los monémeros de APAF-1, lo que resulta en un cambio conformacional de APAF-
1, exponiéndose su dominio de unién a nucledtidos, siendo capaz de unir dATP (desoxi-ATP).
Esta unién induce un cambio conformacional adicional en APAF-1, exponiendo tanto su
dominio CARD como el de oligomerizacion, permitiendo el ensamblaje de varias moléculas
de APAF1 en un complejo heptamérico conocido como apoptosoma (Acehan et al., 2002). El
apoptosoma contiene en su centro varios dominios CARD expuestos, los cuales permiten
reclutar y activar varias moléculas de procaspasa 9 a caspasa 9 activa, siendo capaz de
transformar la procaspasa 3 en caspasa 3 activa, ejecutora final del proceso de apoptosis
(Cain et al., 2002). SMAC puede contribuir en el inicio de la apoptosis intrinseca inhibiendo a
las IAPs (del inglés, Inhibitors of Apoptosis Proteins), pero es imprescindible la liberacion de
citocromo ¢ para iniciar la apoptosis (Ekert & Vaux, 2005). Sin embargo, si la actividad de la
caspasa se bloquea después de MOMP, todavia se puede producir muerte celular, pero este
tipo de muerte ahora se acompafia de una respuesta de IFN de tipo | y NF-kB, que activan al

sistema inmunologico (Rongvaux et al., 2014; White et al., 2014; Giampazolias et al., 2017).

1.6.2.2. Apoptosis Extrinseca

La ruta extrinseca de la apoptosis, también denominada ruta apoptética del receptor de
muerte (DR) (Igney & Krammer, 2002), es iniciada por estimulos procedentes del medio
ambiente, células vecinas o del sistema inmunitario, como células NK o macréfagos. Cuando
estas células exponen en su superficie ligandos de muerte, se pueden unir a los DRs
presentes en la membrana de la célula diana, iniciando la activacién de la procaspasa 8 (Kim
et al., 2004; Galluzzi et al., 2018). Los DRs forman parte de las proteinas de la superfamilia
TNF (Factor de Necrosis Tumoral), y existen varios tipos (TNFR1, Fas, DR3, TRAIL-R1 y
TRAIL-R2), los cuales incluyen diferentes ligandos de muerte (TNF, Fas-L, TLIA y TRAIL,

respectivamente) (Bossen et al., 2006; Galluzzi et al., 2018).

Para activar la caspasa 8, un ligando de muerte debe unirse a su DR correspondiente
(FIGURA 33) para que se produzca el reclutamiento de monémeros de procaspasa 8 al DED
(del inglés, Death Effector Domain) presente en DISC (del inglés, Death-Inducing Signaling
Complex), localizado en el dominio citoplasmatico de DR al que se ha unido el ligando. DISC
puede estar formado por las proteinas adaptadoras FADD (del inglés, Fas-Associated Death
Domain) o TRADD (del inglés, TNF Receptor-Associated Death Domain), y por c-FLIP (del
inglés, FLICE-like inhibitory protein), los cuales facilitan la interaccion de la procaspasa 8 con
DISC (Kim et al., 2004; Galluzzi et al., 2018). El reclutamiento de varios mondémeros de
procaspasa 8 a DISC resulta en la dimerizacién y activacion de la procaspasa 8, resultando

en una caspasa 8 capaz de inducir la apoptosis (D’Arcy, 2019).

En el caso del receptor de TNF (TNFR), el complejo formado en el DR se encuentra
asociado a RIPK1 (del inglés, Receptor Interacting serine/threonine Kinase 1) (Annibaldi &

Meier, 2018), formando el complejo | o ripoptosoma, el cual es un complejo molecular
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transitorio asociado con el dominio intracelular de TNFR1, constituido por TRADD, TRAF2,
clAP1/2, RIPK1 y procaspasa 8 (Seo et al., 2021). Para desencadenar el proceso de muerte,
se tienen que ver afectados varios puntos de control de la sefial de muerte inducida por TNF
(Annibaldi & Meier, 2018). De esta forma, RIPK1 se libera del complejo | y forma un nuevo
complejo citosélico Il con FADD, caspasa 8 y cFLIP. Dependiendo de los niveles de cFLIP,
el complejo Il se degrada rapidamente o se acumula para provocar la muerte celular
(Annibaldi & Meier, 2018; Galluzzi et al., 2018). En contraste con Fas, la salida principal de
los receptores de union a TRAIL (del inglés, TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand), TRAIL-
R1 y TRAIL-R2, no es la muerte, sino la sefalizacion de NF-kB, una via crucial para la

inflamacion y la respuesta antipatégena (Annibaldi & Meier, 2018).
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FIGURA 33 | Esquema de la ruta extrinseca de apoptosis. Imagen modificada de Ichim & Tait, 2016.

Después de la activacion de caspasa 8, pueden producirse dos sub-rutas celulares,
dependiendo de si las células sean de tipo | o tipo Il (Samraj et al., 2006). En las células de
tipo I, como los linfocitos, la caspasa 8 escinde directamente las caspasas ejecutoras 3y 7 e
inicia la apoptosis. En las células de tipo Il, como los hepatocitos, es necesario un bucle de
amplificacion a través de MOMP para que se produzca muerte celular, lo que destaca la
importancia de la intercomunicacion entre la ruta extrinseca y la ruta intrinseca (Kalkavan &
Green, 2018). Esto es debido a que las IAPs inhiben la activacion de las caspasas ejecutoras

mediada por caspasa 8, a no ser que las IAPs estén inhibidas por proteinas liberadas desde
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la mitocondria, como SMAC (Spencer et al., 2009). La caspasa 8 escinde la proteina BID (del
inglés, BH3 Interacting-Domain) de la familia BCL-2, generando una forma truncada (tBID),
que activa BAX y BAK, disparando eficientemente el proceso de MOMP (Haudek et al., 2007;
Jost et al., 2009).

La principal defensa contra los patégenos son las respuestas inflamatorias causadas por
vias de sefializacion como la de NK-kB (Rahman & McFadden, 2011) e IFN de tipo |
(Schneider et al., 2014). Sin embargo, debido a que los patégenos han desarrollado
mecanismos para inhibir estas vias y, por lo tanto, silenciar la respuesta inmune, los
desencadenantes de la apoptosis pueden ser muy diversos, como salvaguarda de la
supervivencia del hospedador. Sin embargo, hay mas rutas de muerte que ayudan a combatir

frente a virus, parasitos o células cancerosas.

1.6.3. NECROPTOSIS

Este tipo de muerte celular fue descrita por primera vez en 2005, donde se vio que
presentaba unas caracteristicas similares a la necrosis, pero se encontraba altamente
regulada (Degterev et al., 2005; Li et al., 2012). La necroptosis es un proceso controlado por
RIPK1 y RIPK3 (del inglés, Receptor-Interacting serine/threonine-Protein Kinase 3) en un

ambiente deficiente de apoptosis (Degterev et al., 2005; Cho et al., 2009b; Yatim et al., 2015).

La necroptosis puede desencadenarse por ligandos de la familia de receptores de muerte,
asi como por una variedad de estimulos extracelulares e intracelulares que inducen la
expresion y/o activacion de ligandos de la familia de receptores de muerte (Zhou & Yuan,
2014; Oliveira et al., 2018). Los miembros de la superfamilia TNFR son los principales
mediadores de la muerte celular, principalmente TNFR1, aunque los receptores de TRAIL
(TRAIL-R1/2) y Fas también pueden inducir necroptosis (Holler et al., 2000; Aggarwal, 2003;
Degterev et al., 2005). Se ha informado que TNFR1, Fas y TRAIL-R1/2 median la necroptosis

en presencia de un inhibidor de pan-caspasas (Holler et al., 2000; Degterev et al., 2005).

La activacion de los DR por la unién de sus ligandos recluta y activa a la caspasa 8 a
través del dominio de muerte y de las proteinas adaptadoras de los DED, disparando el
proceso de apoptosis en ausencia de la ruta de supervivencia del NF-kB (Thorburn, 2004).
Es decir, cuando un ligando se une al TNFR1, este receptor se trimeriza e inicia el ensamblaje
del complejo | o ripoptosoma (FIGURA 34) (Seo et al., 2021).

En el complejo |, RIPK1 se modifica rapidamente por multiples formas de ubiquitinacion,
tanto de forma lineal como en forma de poliubiquitinas por la accién de ubiquitina-ligasas E3
y clAP1, respectivamente. Cuando RIPK1 se encuentra ubiquitinado, funciona como una
estructura para el reclutamiento de NEMO y TAK1 (del inglés, Transforming growth factor (-
Activated Kinase 1), los cuales son los intermediarios criticos para la activacion mediante TNF

de las rutas del NF-kB y MAP quinasa, respectivamente. Estas dos vias se encargan de
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mantener bajo control la activacién de la caspasa 8 y promueven la supervivencia celular
(Christofferson et al., 2014).
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FIGURA 34 | Mecanismo molecular de la necroptosis. La union de TNF induce la formacion del
complejo | o ripoptosoma, dando como resultado de la activacion de la ruta de sefializacion de NF-kB.
Si esta via se encuentra inhibida, se activa el complejo lla, donde la caspasa 8 induce la apoptosis. Si
RIPK1 se encuentra desubiquitinado o se ha inhibido su fosforilacion, se genera el complejo llb,
induciéndose de nuevo apoptosis. Si la caspasa 8 se encuentra inhibida, RIPK1 y RIPK3 forman el
complejo denominado necrosoma, resultando en la activacion de MLKL a través de una cascada de
fosforilacion. MLKL fosforilado sufre un proceso de oligomerizacion y migra a la membrana plasmatica,
iniciando la formacién de poros. Asimismo, los ligandos de muerte, como FasL o TRAIL, y el LPS pueden
activar la necroptosis mediante la formacion de necrosomas. Imagen modificada de Seo et al., 2021.

TNFR2 no presenta dominio de muerte, por lo que no puede mediar la muerte celular por
si solo, pero facilita la muerte celular mediada por TNFR1 al promover la degradacién de
TRAF2, el cual es un mediador clave en la ubiquitinacion de RIPK1 por parte de las ligasas
E3 y clAP1 (Zhou & Yuan, 2014). En el complejo I, RIPK1 se encuentra poliubiquitinado en el
residuo Lys63. Cuando RIPK1 se desubiquitina por la accién de CYLD (del inglés, Ubiquitin
Carboxyl-terminal Hydrolase), enzima clave para la activacién de la necroptosis, se forman
los complejos lla y llb (Moquin et al., 2013; D’Arcy, 2019). Sin embargo, cuando RIPK1 se
desubiquitina por la accién de la enzima A20, y se ubiquitina en el residuo Lys48, queda

marcado para su degradacién proteasomal (Wertz et al., 2004).

El complejo lla activa la caspasa 8, desencadenando el proceso de apoptosis, excepto
bajo condiciones donde la caspasa 8 se encuentra inhibida. En este caso, se forma el
complejo multiproteico llb (necrosoma), constituido por RIPK1, RIPK3 y MLKLb que activa
la necroptosis (D’Arcy, 2019). Para iniciar la necroptosis a través del complejo b, RIPK1

recluta a RIPK3 e induce su auto- y trans-fosforilacion, provocando la oligomerizacion de
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RIPK3 fosforilado. RIPK3 recluta MLKL (del inglés, pseudokinase Mixed Lineage Kinase
domain-Like) y la fosforila en los residuos de Thr357/Ser358, provocando la oligomerizacion
de MLKL y su migracion a la membrana plasmatica desde el citoplasma de la célula. Esto
resulta en la permeabilizacion de la membrana celular, posiblemente por su unién a residuos
lipidicos de fosfatidilinositol y cardiolipina, culminando en muerte celular por necrosis (Sun et
al., 2012; Wang et al., 2014; Weinlich & Green, 2014; Petrie et al., 2019). EI FADD y la caspasa
8 también podrian ser detectados en el complejo Ilb, pero la caspasa 8 debe permanecer

inactiva para que no escinda a RIPK1 (Lin et al., 1999).

La ubiquitinacién de RIPK1 juega un importante papel en la regulacién de su actividad
quinasa. Esto fue demostrado al bloquear la ubiquitinacion de RIPK1 mediante un antagonista
de clAP1/2, sensibilizando a las células hacia la inducciéon de necroptosis por TNF
(Feoktistova et al., 2011; McComb et al., 2012; Dondelinger et al., 2013). Asimismo, el empleo
de la necrostatina, un inhibidor de RIPK1, inhibe potentemente la necroptosis al bloquear la

formacién del complejo IIb (Degterev et al., 2005, 2008).

La necroptosis también puede ser disparada tras la estimulacién por IFN de tipo | y de
tipo I, en ausencia de RIPK1 (Dillon et al., 2014; Lin et al., 2016; Newton et al., 2016). Esto
es debido a una proteina inducida por IFN denominada ZBP1 (del inglés, Z-DNA Binding
Protein 1), la cual puede reclutar directamente a RIPK3 (Dillon et al., 2014; Kuriakose &
Kanneganti, 2018). Asimismo, MLKL también puede ser inducible por IFN (Knuth et al., 2019;
Sarhan et al., 2019). Los PRRs también pueden desencadenar necroptosis tras la uniéon de
PAMPs. Estas vias de sefalizacion dependen de RIPK1, de ZBP1 o de TRIF (del inglés, TIR-
domain-containing adapter-Inducing interFeron-f) para reclutar RIPK3 (He et al., 2011; Kaiser
et al., 2013). Por ello, la necroptosis se puede considerar como una segunda linea de defensa
frente a patégenos, como virus o bacterias, ya que puede ser desencadenada por IFN y
PAMPs. De esta manera, la existencia de necroptosis asegura que se envie un mensaje de
alerta al sistema inmunitario, incluso en condiciones de falta de apoptosis (Legrand et al.,
2019).

1.6.4. PIROPTOSIS

La piroptosis fue identificada por primera vez en macrofagos infectados con Salmonella
o Shigella (Zychlinsky et al., 1992; Hersh et al., 1999; Boise & Collins, 2001). Originalmente,
se la consideraba como un proceso apoptético genuino, ya que compartia algunas de sus
caracteristicas, como la mediacién por caspasas, el tipo de dano producido al ADN vy la
condensacion nuclear. Sin embargo, la piroptosis es una ruta alternativa a la apoptosis, ya
que se define como una muerte celular programada proinflamatoria (Boise & Collins, 2001;
D’Souza & Heitman, 2001; Fink & Cookson, 2005). Al igual que la necroptosis, la piroptosis
es una muerte celular regulada litica que culmina con la perforacion de la membrana

plasmatica y la liberacion del contenido celular (Galluzzi et al., 2018).
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La piroptosis supone el procesamiento de gasdermina D o E (GSDMD o GSDME) por
parte de diferentes caspasas (Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015; Wang et al., 2017). La
escision de GSDMD puede producirse por las caspasas 1, 11 u 8 (Kayagaki et al., 2015; Shi
et al., 2015; Orning et al., 2018; Sarhan et al., 2018), mientras que GSDME es escindida por
las caspasas 3y 8 (FIGURA 35) (Wang et al., 2017; Sarhan et al., 2018). Una vez procesadas,
las gasderminas forman grandes poros en la membrana plasmatica, lo que conlleva a la

muerte celular (Ding et al., 2016).

La piroptosis puede ocurrir a través de una ruta candénica (FIGURA 35A) v,
alternativamente, por la denominada ruta no canodnica. La ruta canénica esta mediada por
el ensamblaje del inflamasoma, el cual es acompafiado por la escision de GSDMD vy la
liberacion de IL-1B e IL-18 (Cookson & Brennan, 2001). Los inflamasomas son unas
plataformas de sefalizacion claves que detectan PAMPs y DAMPs (Van Gorp & Lamkanfi,
2019). Se conocen varios tipos de inflamasomas, entre los cuales destacan el NLRP1,
NLRP3, NLRC4, AIM2 y pirina, los cuales son capaces de ensamblarse en la via candnica
(Barton & Medzhitov, 2003; Lamkanfi, 2011). El inflamasoma NLRP3 es el mas comun,
aunque presenta una baja especificidad, ya que detecta una gran variedad de PAMPs,
DAMPs, toxinas, ADN mitocondrial, AMP ciclico o, incluso, salida de ATP o K* al exterior
celular (Mariathasan et al., 2006; Lee et al., 2012; Van Gorp & Lamkanfi, 2019). Por lo general,
los inflamasomas se encuentran constituidos por tres componentes: NLRs (del inglés, NOD
Like Receptors), los cuales contienen proteinas con repeticiones ricas en leucina, el ASC (del
inglés, Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD), y la pro-caspasa 1
(Barton & Medzhitov, 2003). El ensamblaje del inflamasoma comienza con la activacion de
los PRRs tras reconocer PAMPs y DAMPs (Strowig et al., 2012; Liston & Masters, 2017). La
activacién de PRRs desencadena una ruta de sefalizacion y causa la generacion de IFN de
tipo | y la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias (Martinon et al., 2002; Lamkanfi & Dixit,
2014; He et al.,, 2016; Rathinam & Fitzgerald, 2016; Place & Kanneganti, 2018). A
continuacion, los PRRs se agrupan junto con la procaspasa 1 y el ASC para formar los
inflamasomas tras la estimulacion de las células por moléculas de sefializacién procedentes
de bacterias o virus (Martinon et al., 2002; Bergsbaken et al., 2009; Miao et al., 2010).
Después del ensamblaje del inflamasoma, la caspasa 1 es activada tras ser hidrolizado su
precursor en dos fragmentos. Por un lado, la caspasa 1 es capaz de escindir a GSDMD en
dos fragmentos, uno correspondiente al C-terminal (C-GSDMD) y el otro al N-terminal (N-
GSDMD). N-GSDMD se traslada a la membrana plasmatica para perforarla, generando poros
que permiten el flujo de iones entre el medio intracelular y extracelular, rompiendo el equilibrio
del gradiente idnico habitual, generando finalmente hinchazoén y lisis celular (Chen et al., 2016;
Sborgi et al., 2016). En la piroptosis, a diferencia de la apoptosis, se mantiene la integridad
nuclear pero si existe condensacién nuclear (Hersh et al., 1999). Por otra parte, la caspasa 1
es capaz de escindir los precursores de IL-1B e IL-18 para generar sus formas activas, las
cuales son liberadas a través de los poros formados por GSDMD (Hersh et al., 1999; He et
al., 2015; Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015 Liu et al., 2016c).
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FIGURA 35 | Mecanismo molecular de piroptosis. A) Via canonica: mediada por inflamasoma,
caspasa 1 y GSDMD. B) Via no canénica: desencadenada en ausencia de inflamasoma, y mediada por
caspasa 11 y GSDMD. Ambas vias concluyen con la liberacion de IL-1f e IL-18 a través de los poros
generados por GSDMD.

En la ruta no canénica de la piroptosis (FIGURA 35B), los inflamasomas se encuentran
ausentes y la caspasa 11 se puede activar directamente al unirse a LPS a través del dominio
CARD N-terminal (Shi et al., 2014). Una vez que la caspasa 11 esta activada, también puede
fraccionar a GSDMD, cuyo fragmento N-GSDMD, se oligomeriza y se transfiere a la
membrana celular para formar poros (Aglietti et al., 2016). Sin embargo, la caspasa 11 no
puede activar a pro-IL-1f ni a pro-IL-18, pero puede mediar en la maduracién y secrecion de
estas citoquinas a través del inflamasoma NLRP3 y la caspasa 1 (Shi et al., 2017). Ademas,
la escision de GSDMD por parte de la caspasa 11 produce la salida de K*, induciendo la
formacién del inflamasoma (Ruhl & Broz, 2015; Shi et al., 2015).

En varios estudios se ha observado que las caspasas 3, 8 y 6 son capaces de escindir a
GSDME, GSDMD y GSDMC, respectivamente, desencadenando el proceso de piroptosis
(FIGURA 36) (Zheng et al., 1998; Rogers et al., 2017; Wang et al., 2017; Orning et al., 2018;
Hou et al., 2020). Asimismo, la caspasa 9 también se encuentra involucrada en la piroptosis

al escindir y activar a la caspasa 3 (Zhou et al., 2018). Igualmente, se ha visto que RIPK3 esta
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involucrado en la via del inflamasoma NLRP3, ya que el LPS induce la asociacion NLRP3 con
FADD y caspasa 8, lo que sugiere una posible relacién directa en la regulacién entre el
ripoptosoma y el inflamasoma NLRP3 (Kang et al., 2013). Estas condiciones se producen en
ausencia de clAP1/2 o XIAP, donde la estimulacién del TLR4 conduce a la formaciéon de
inflamasomas y produce IL-1B en macréfagos y DCs (Vince et al., 2012; Yabal et al., 2014).
Estos datos confirman cada vez mas que las rutas celulares de muerte no son rutas aisladas,

sino que existe una interconexién entre ellas.
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FIGURA 36 | Participacion de la caspasa 3 y RIPK3 en el proceso de formacién del inflamasoma
y la escisiéon de GSDM (Chen et al., 2019).

En resumen, la piroptosis se caracteriza por una cinética de muerte rapida y su naturaleza
hiperinflamatoria, derivada de la secrecion de IL-1B y la liberacion de DAMPs. Por ello,
compromete en ciertas ocasiones la supervivencia de los parasitos y, en ciertas
enfermedades, la secrecion de IL-1 puede llegar a ser contraproducente (Mantovani et al.,
2019; Van Gorp & Lamkanfi, 2019).
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2. OBJETIVOS

Establecer condiciones de muerte celular inmunogénica (ICD) mediante la induccién de
necroptosis, apoptosis intrinseca y apoptosis extrinseca empleando inhibidores de
proteinas antiapoptoéticas de la familia BCL-2 e IAPs en macréfagos murinos derivados

de médula 6sea (BMDM) y macréfagos RAW 264.7 infectados con L. infantum 2713.

a. Evaluar la viabilidad y citotoxicidad de BMDM y RAW 264.7 mediante AlamarBlue
y LDH, respectivamente, tras el tratamiento con los inhibidores correspondientes

y determinar si estos parametros se ven alterados por el proceso de infeccion.

b. Cuantificar la activacion de las caspasas 8, 9 y 3/7 en BMDM y RAW 264.7

infectadas y no infectadas tras el tratamiento con inductores de ICD.

c. Cuantificar la concentracion de IL-18 mediante ELISA en BMDM infectadas y no

infectadas tras el tratamiento con inductores de ICD.

d. Puestaa punto de un método de evaluacion ex vivo de la viabilidad de amastigotes
de explantes de bazo de ratones C57BL/6 o BALB/c infectados con L. donovani
LV9 iRFP tras su co-cultivo con esplenocitos de ratones C57BL/6 sanos

estimulados con macréfagos en los que se ha inducido ICD.

Generar cepas de L. infantum 2713 HASPB:OVA y L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA
para que produzcan ovalbumina (OVA) anclada a la cara externa de la membrana

plasmatica del parasito.

a. Evaluar la producciéon de OVA mediante Western blot y microscopia confocal de

las cepas generadas.

Generar ICD mediante radiaciéon UV en células RAW 264.7 no infectadas e infectadas
con L. infantum 2713 HASPB:OVA y evaluar el porcentaje de células apoptéticas

mediante la cuantificacién de Anexina-V y yoduro de propidio por citometria de flujo.

a. Cuantificar el porcentaje de infeccion de células RAW 264.7 irradiadas con UV e
infectadas con L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA mediante la cuantificacion de

la proteina mCherry por citometria de flujo.

Evaluar la presentacion cruzada antigénica mediante el hibridoma B3Z tras el empleo de
células RAW 264.7 irradiadas con UV e infectadas con L. infantum 2713 HASPB:OVA

como cargo de BMDM y BMDC (células dendriticas derivadas de médula 6sea).

Determinar el estado de activacién de BMDM evaluando la expresién de moléculas MHC-

Il'y las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 mediante citometria de flujo.

Evaluar la presentacion cruzada antigénica mediante la cuantificacién por citometria de
flujo de la proliferacion de células OT-Il, empleando cDC1 cargadas con amastigotes de
la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA, células RAW 264.7 irradiadas con UV con

diferentes energias o tratadas con los inhibidores inductores de ICD.
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VII. Realizar el fenotipado de bazos sanos e infectados a distintos tiempos con L. infantum
2713 HASPB:OVA procedentes de ratones BALB/c. Caracterizar las distintas

subpoblaciones de DCs existentes y determinar si la infeccidon provoca cambios en sus

proporciones.
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3.1. MATERIALES

3.1.1. LINEAS CELULARES

BMDM (Bone Marrow Derived Macrophage).
Los macréfagos obtenidos a partir de
precursores de médula ésea fueron aislados de
ratones C57BL/6. El método de aislamiento se
encuentra descrito en el apartado 3.2.1.1.

BMDC (Bone Marrow Dendritic Cell). Las
DCs obtenidas a partir de precursores de
médula o¢sea fueron aisladas de ratones
C57BL/6 y se diferenciaron mediante GM-CSF
(apartado 3.2.6.1) y mediante el ligando FIt3
(apartado 3.2.7.1).

RAW 264.7. La linea celular de macroéfagos
murina RAW 264.7 procede de un tumor
inducido por el virus de la leucemia murina de
Abelson. Estas células fueron suministradas
por Sigma Aldrich. Las células fueron cultivadas
a una densidad de 5x10° células/mL en Medio
RAW 264.7 hasta alcanzar el 80% de
confluencia.

L929. La linea celular L929 se corresponde con
células murinas procedentes de tejido
conectivo subcutaneo, tejido adiposo y tejido
areolar. Esta linea celular fue cedida por la Dra.
Celia Fernandez Rubio del Instituto de Salud
Tropical (ISTUN), Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
de Navarra. Su cultivo fue realizado en Medio
DMEM + 10% FBS (Suero Fetal Bovino) a partir
de una densidad celular de 5x105 células/mL,
realizandose pases cada 3-4 dias cuando
alcanzaban el 80% de confluencia. El
sobrenadante del cultivo de esta linea celular
fue empleado como fuente del Factor M-CSF
(Factor  Estimulante de Colonias de
Macréfagos) para la diferenciacion de los
precursores de médula 6sea hacia un perfil
macrofagico (Heap et al., 2021).

B3Z. El hibridoma B3Z representa un clon de
células T citotdxicas especificas de OVA/KP
transfectadas con el gen lacZ, el cual se
encuentra regulado bajo la actividad
transcripcional del promotor de IL-2. Cuando el
péptido OVA 257-264 (SIINFEKL) es
presentado por las APC en el MHC-l y es
reconocido por el TCR, conduce a la activacion
transcripcional de estos elementos promotores,
que dan como resultado la produccion de la
enzima [B-galactosidasa (FIGURA 47). Esta
linea celular fue cedida por el Dr. Salvador
Iborra Martin, Departamento de Inmunologia,
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Oftalmologia y ORL de la Universidad
Complutense de Madrid. Las células fueron
cultivadas en Medio B3Z partiendo de una
densidad de 10° células/mL hasta alcanzar una
confluencia del 80%.

B16-FIt3L. La linea celular B16-FIt3L procede
de un melanoma de un ratén C57BL/6 y fue
cedida igualmente por el Dr. Salvador Iborra
Martin. Estas células fueron cultivadas
partiendo de una densidad de 5x10° células/mL
en Medio B16-FIt3L hasta alcanzar una
confluencia del 80%. El sobrenadante del
cultivo de esta linea celular fue empleado como
fuente del ligando FIt3 para la diferenciacion de
células precursoras de médula 6sea hacia DCs
(Brasel et al., 2000).

3.1.2. PARASITOS

L. infantum 2713. Esta cepa fue adquirida al
Centro Hospitalario Universitario (CHU) de
Toulouse, Francia. La cepa L. donovani LV9 fue
cedida por Philippe M Loiseau de la
Universidad Paris-Saclay, Francia.

L. infantum 2713 HASPB:OVA. Esta cepa fue
generada durante el desarrollo de la tesis
doctoral con el fin de producir parasitos que
expresaran OVA en la cara externa de su
membrana plasmatica.

L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA. Esta
cepa fue generada durante el desarrollo de la
tesis doctoral a partir de la cepa L. infantum
2713 mCherry, la cual expresa la proteina
fluorescente mCherry, ademéas de expresar
OVA en la cara externa de su membrana
plasmatica.

L. donovani LV9 iRFP. Esta cepa fue
transformada genéticamente para la expresion
de la proteina fluorescente infrarroja (iRFP), la
cual nos permite realizar un seguimiento de la
viabilidad de los parasitos a través del sistema
de imagen Odyssey LI-COR.

Las distintas cepas de parasitos fueron
cultivadas como promastigotes a una densidad
de 108 células/mL a 26°C en Medio M199. Los
pases fueron realizados cada 3-4 d hasta
alcanzar su fase exponencial. Para la infeccion
en ratones, los parasitos se cultivaron durante
5-7 d en Medio Schneider hasta su fase
estacionaria.

Para la diferenciacion de amastigotes a partir
de promastigotes, los parasitos fueron
cultivados en Medio Amastigote pH 5.5 a 37°C
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durante 5-7 d, partiendo de una densidad inicial
de 1,5x108 parasitos/mL.

3.1.3. RATONES

C57BL/6. Los ratones hembra de 8-12 de edad
semanas de la estirpe C57BL/6, fueron
adquiridos a Janvier Labs (St Berthevin Cedex,
Francia) y alojados en las instalaciones del
Animalario de la Universidad de Leon.

BALBI/c. Los ratones hembra de 8-12 de edad
semanas de la estirpe BALB/C, fueron
adquiridos a Janvier Labs (St Berthevin Cedex,
Francia) y alojados en las instalaciones del
Animalario de la Universidad de Leon.

OT-l. Los ratones empleados fueron hembras
de 7-11 semanas de edad de ratones OT-I
suministrados por Charles River Laboratories.
Los ratones OT-l son una cepa que contiene
insertos transgénicos para los genes Tcra-V2 y
Terb-V5 que codifican para el TCR. El TCR
transgénico se diseid para reconocer los
residuos peptidicos de ovoalbumina 257-264
(OVA257-264) (SIINFEKL) en el contexto de H2Kb
(interaccién del correceptor CD8 con la
molécula MHC-I). Esto da como resultado
células T CD8* (células OT-l) especificas de
OVA. Esto supone que las células OT-I de este
ratdn reconocen principalmente OVAzs7-264
cuando se presentan por la molécula MHC |
(Hogquist et al., 1994; Clarke et al., 2000).

Todos los ratones se estabularon en las
instalaciones del Animalario de la Universidad
de Ledn en condiciones de estabulacion
estandar con libre acceso a pienso y agua. Los
protocolos de manejo de animales utilizados en
este estudio cumplen con la Ley Espafiola (RD
53/2013) inspirada en la Legislacion de la Union
Europea (2010/63/UE) y fueron aprobados por
la Junta de Castillay Ledn bajo el OEBA JMJ/bb
y 2113.2.
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3.2.1. INDUCCION DE MUERTE
CELULAR INMUNOGENICA (ICD)

El objetivo de este apartado fue inducir la
muerte celular inmunogénica (ICD) mediante el
uso de inhibidores de proteinas que forman
parte de diferentes rutas de muerte celular.

3.2.1.1. Obtencién de células
progenitoras de médula 6sea

1. Eutanasiar al ratén con COx.

2. Esterilizar el abdomen y las patas traseras
del raton con etanol al 70%.

3. Hacer una incision en el abdomen y cortar
hacia afuera para exponer las patas
traseras. Cortar el fémur en el extremo
proximal, manteniendo la epifisis intacta, y
la tibia en el extremo distal. Cortar el
musculo circundante.

4. Con material quirdrgico estéril, cortar el
fémur en la epifisis proximal y en la
articulacion de la rodilla. Usando una aguja
de 25G y una jeringa de 10 mL, enjuagar el
fémur con HBSS sobre una malla de 70 uym
colocada sobre un tubo de 50 mL para
individualizar las células y crear una
suspension celular. Repetir con la tibia. El
lumen del fémur y de la tibia debe cambiar
de un color rojo a un color blanco, a medida
que se van extrayendo las células de la
medula ésea.

5. Centrifugar 10 min a 2.500 rpm. Descartar
el sobrenadante.

En el caso de querer congelar las células
extraidas, resuspender el pellet en Medio
de Congelacién y congelar 107 células/vial.
Almacenar a -80°C durante 24-48 h y
transferir a N2 liquido.

A. Diferenciacion de BMDM:

1. Resuspender el pellet de células en 10 mL
de Medio BMDM con un 30% del
sobrenadante L929. Contar las células.

2. Sembrar un total de 107 células en 5 mL de
Medio BMDM con un 30% del sobrenadante
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10.

L929 en una placa de Petri de 60 mm
tratada para cultivo celular. Incubar a 37°C
en una atmoésfera de 5% de CO: hasta el dia
siguiente. De esta forma, se permite que los
fibroblastos se adhieran a la placa, mientras
que las células precursoras de la médula
6sea (no adherentes) se queden
suspendidas en el medio de cultivo.

Replaquear el sobrenadante en una placa
de Petri de 90 mm no tratada para cultivo
celular y afiadir 5 mL de Medio BMDM con
30% del sobrenadante L929 fresco.

Incubar a 37°C en una atmdsfera de 5% de
COo.

. Al tercer dia de diferenciacién, afiadir 5 mL

de Medio BMDM con un 30%
sobrenadante L929 fresco.

del

. Tras 7 d de diferenciacion, aspirar el medio

de cultivo y anadir 3 mL de Tripsina-EDTA.
Incubar a 37°C durante 5 min.

Adadir 10 mL de PBS a la placa para
desactivar la tripsina y pipetear para ayudar
a que las células se despeguen de la placa.

. Transferir las células a un tubo y centrifugar

a 2.500 rpm, 10 min.

Retirar el sobrenadante y resuspender las
células en Medio BMDM con un 10% del
sobrenadante L929.

3.2.1.2. Tratamiento con inductores
de ICD

1.

Plaguear 100.000 células/pocillo de BMDM
/ RAW 264.7 en una placa de 96 pocillos de
fondo plano en 100 yL de Medio BMDM al
10% del sobrenadante L929 / Medio RAW
264.7.

En el caso de los pocillos que van a ser
infectados, esperar 2 h a que las células se
adhieran al fondo para realizar la infeccion.
La infeccidon fue realizada con la cepa L.
donovani LV9 iRFP PAC (puromicina)
(FIGURA 37) con un Ratio de Infeccion
(MO, del inglés, Multiplicity Of Infection)
(10:1). Tras 2 h de infeccion, se realizaron
tres lavados con PBS para retirar los
parasitos no internalizados.

Incubar 16 h a 37°C en una atmoésfera de
CO2al 5%.

Realizar un pre-tratamiento de 3 h con 100
UL de los compuestos preparados al 2X en
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Medio BMDM al 10% del sobrenadante
L929 / Medio RAW 264.7. Los compuestos
y sus concentraciones se indican en la
FIGURA 38.

Al afadirse sobre las células, donde ya
habia 100 yL de Medio BMDM / RAW 264.7
(Vfinal = 200 pL/pocillo), estos compuestos
se preparan al doble de concentracién en el
medio de cultivo correspondiente.

(*) En el caso de los experimentos
realizados para medir la viabilidad con la
tincion alamarBlue donde se establecen
condiciones de necroptosis, las células
fueron pre-tratadas durante 1 h con Z-VAD-
FMK (25 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371
(2,5 uM).

Incubar a 37°C en una atmaésfera de 5% de
COo.

Realizar el tratamiento con los inhibidores.
Los compuestos y sus concentraciones se
indican en la FIGURA 38.

Incubar durante 24 h a 37°C en una
atmosfera de 5% de COo.

Estas células estan listas para llevar a cabo
los distintos ensayos que permitan evaluar
la citotoxicidad, la viabilidad, IL-1B y la
actividad de las caspasas.

3.2.1.3. Ensayo de viabilidad con
alamarBlue:

Tras el tratamiento de las células con los
compuestos que producen ICD, se evalud la

viabilidad

celular mediante alamarBlue

Invitrogen (FIGURA 40A) (Voytik-Harbin et al.,
1998).

1.

Anadir el 10% (v/v) de alamarBlue del
volumen de medio existente en el pocillo.
En nuestro caso, son 50 pL de medio, por
lo que se afiaden 5 pL/pocillo del reactivo.

Incubar a 37°C en una atmodsfera del 5%
de CO2 durante 4-5 h.

Lectura de la fluorescencia
(Excitacion/Emision = 560/590 nm) en el
lector de placas Varioskan LUX Thermo
Scientific.

Calcular el % de Viabilidad:

RFU Tratado
% Viabilidad = x 100

RFU No Tratado



3. MATERIALES Y METODOS

3.21.4. Ensayo de citotoxicidad
mediante Lactato Deshidrogenasa
(LDH)

Tras el tratamiento de las células con los
compuestos que producen ICD, se evalud la
citotoxicidad mediante el Kit CyQUANT LDH
Cytotoxicity Assay Invitrogen (FIGURA 40B)
(Weidmann et al.,, 1995), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Antes de empezar:

- Calentar el Tampon de Lisis y la Solucion de
Parada a temperatura ambiente (RT).

- Preparar la Solucién del Sustrato: anadir 11,4
mL de diH20 al Contenido de la Mezcla de
Sustrato y mezclar hasta disolverlo.

- Preparar la Solucion del Tampén de Ensayo:
descongelar el Tampoén de Ensayo a RT y
proteger de la luz.

- Preparar la Mezcla de Reactivos: combinar
600 yL del Tampoén de Ensayo con los 11,4
mL de la Solucion del Sustrato, mezclar bien
y proteger de la luz hasta su uso.

- Preparar el control positivo de LDH (1X): diluir
1,5 pL del Control Positivo de LDH con 1 mL
de BSA (Albumina Sérica Bovina) al 0,5%
(p/v) en PBS.

1. Preparar los controles del experimento:

— Preparar los Controles de Actividad Maxima
de LDH, afadiendo 10 pL del Tampén de
Lisis (10X) y mezclar. Incubar la placa
durante 45 min a 37°C en una atmodsfera de
5% de COa.

— Preparar los Controles de Actividad
Espontanea de LDH, afiadiendo 10 uL de
diH20 y estéril.

. Transferir 50 pyL de medio de cada muestra

a una placa de 96 pocillos.

. Afnadir 50 pL/pocillo de la Mezcla de

Reactivos y mezclar bien.

. Incubar la placa durante 30 min a RT

protegida de la luz.

. Afnadir 50 pL/pocillo de la Solucién de

Parada y mezclar bien.

. Medir la absorbancia a 490 nm y a 680 nm.

. Para determinar la actividad LDH, sustraer

los valores de absorbancia obtenidos a 680
nm (fondo) de los valores de absorbancia
obtenidos a 490 nm antes de calcular el %
de citotoxicidad.

. El % de citotoxicidad se calcula mediante la

férmula:

Actividad de LDH Tratados con Compuestos — Actividad Espontanea de LDH

% Citotoxicidad =

x 100

Actividad Maxima de LDH - Actividad Espontéanea de LDH

3.2.1.5. Cuantificacion de la
actividad de las caspasas 3/7, 8y 9:

La actividad de las caspasas iniciadoras (8 y 9)
y ejecutoras (3/7) se midié con el Kit Cell Meter
Multiplexing Caspase 3/7, 8 and 9 Activity
Assay AAT Bioquest, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

1. Preparacion de reactivos:

— Soluciéon de Trabajo de Actividad de
Caspasa Individual: preparar la Solucion de
Trabajo de las Caspasas 3/7, 8 y 9
anadiendo 50 pL del sustrato (componentes
A, Bo C) en 10 mL del Tampoén de Ensayo
(componente D) y mezclar bien.
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— Soluciéon de Trabajo de Actividad Tri-
Caspasa: afiadir 50 pL de cada sustrato de
caspasa de interés (componente A+B+C)
en los 10 mL del Tampon de Ensayo
(componente D).

. Plaquear 100.000 BMDM/pocillo y tratar con

los compuestos de interés durante 24 h, a
37°C y en una atmésfera con CO2z al 5%.

. Afadir 100 yL/pocillo de la Solucién de

Trabajo de Actividad Tri-Caspasa.

. Incubar la placa a RT entre 30 y 60 min,

protegida de la luz.

. Preparar unos pocillos para hacer el blanco

del experimento (medio sin células).
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6. Lectura de la fluorescencia (TABLA 2) con
el lector de placas Varioskan LUX Thermo
Scientific.

Valor Fluorescencia Muestra Tratada

ARFU NT =

7. Calcular el incremento de actividad de las
caspasas en las Muestras Tratadas con
respecto a la Muestra No Tratada:

Valor Fluorescencia Muestra No Tratada

TABLA 2 | Longitudes de onda espectrales para Caspasas 3/7, 8 y 9.

Caspasa Fluorescencia Excitacion Emision
Caspasas 3/7 Roja 535 nm 620 nm
Caspasa 8 Verde 490 nm 525 nm
Caspasa 9 Azul 360 nm 470 nm
3.2.1.6. Deteccioén de IL-1B

mediante ELISA

Tras el cultivo de las células en presencia de los
inhibidores que inducen ICD, se cuantificd la
concentracion de IL-13 presente en el
sobrenadante de las células tratadas mediante
el Kit Mouse IL-18 Uncoated ELISA Invitrogen,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Preparacion de Reactivos:

— Tampdn de Recubrimiento (1X): hacer una
dilucion 1:10 de PBS 10X en diH20.

— Anticuerpo de Captura: diluir el Anticuerpo
de Captura (250X) 1:250 con Tampén de
Recubrimiento (1X).

— Solucién 5X ELISA/ELISPOT: diluir el
reactivo concentrado (5X) 1:5 en diH20.

— Estandar: reconstituir el estdndar de raton
de IL-1B afiadiendo diH20. El volumen de
reconstitucion esta fijado en la etiqueta del
vial del estandar. Permitir que el estandar
se reconstituya durante 10-30 min. Mezclar
vigorosamente  para  asegurar  una
solubilizacion completa y homogénea. El
estandar tiene una concentracion de 1.000
pg/mL.

— Anticuerpo  de  Deteccién:  diluir el
Anticuerpo de Deteccién (250X) 1:250 en la
Solucién ELISA/ELISPOT (1X).

— Estreptavidina-HRP: diluir el concentrado
de HRP (Peroxidasa de Rabano Picante)
(100X) 1:100 en la Solucion
ELISA/ELISPOT (1X).

— Tampén de Lavado: Tween-20 al 0.05%
(v/v) en PBS.

— Solucion de Parada: H2SO4, 2 N.
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1. Recubrir una placa de 96 pocillos con 100
pL/pocillo  del Anticuerpo de Captura
preparado en el Tampdn de Recubrimiento.
Sellar la placa e incubar en agitacion hasta
el dia siguiente a 4°C.

2. Aspirar los pocillos y lavar tres veces con
>250 pl/pocillo de Tampdn de Lavado.
Esperar 1 min entre cada paso de lavado
para incrementar la efectividad de los
lavados. Secar la placa en un papel
absorbente para remover cualquier tampoén
residual.

3. Bloquear los pocillos con 200 uL/pocillo de
la Solucién ELISA/ELISPOT (1X). Incubar 1
h en agitacién a RT.

4. Preparar la curva estandar.

5. Aspirar y lavar al menos una vez con
Tampon de Lavado.

6. Realizar diluciones seriadas (1:2) a partir
del estandar (1.000 pg/mL) para hacer una
curva de estandares con un total de ocho
puntos. Para ello, afiadir 100 pL/pocillo de
la Solucién ELISA/ELISPOT (1X) dejando
los primeros pocillos vacios. Aniadir 200
pL/pocillo del estandar (1.000 pg/mL) de IL-
18 a los primeros pocillos vacios A1/A2.
Transferir 100 uL de los pocillos A1/A2 a los
pocillos B1/B2. Mezclar bien y pasar 100 pL
a los pocillos C1/C2. No rascar la superficie
de los pocillos con las puntas. Repetir este
procedimiento cinco veces mas.

7. Anadir 100 pL/pocillo de los sobrenadantes
de las muestras a los pocillos
correspondientes.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

Afadir 100 plL/pocilo de Solucion
ELISA/ELISPOT (1X) al pocillo destinado
para hacer el BLANCO.

Sellar la placa e incubar en agitacién a RT
durante 2 h (o durante toda la noche en

agitacion a 4°C para una mayor
sensibilidad).
Preparar el Anticuerpo de Deteccion.

Aspirar y lavar como en el Paso 2. Repetir
de tres a cinco veces. Esperar 1 min entre
cada lavado para incrementar su
efectividad. Secar la placa en un papel
absorbente para remover cualquier resto de
tampon.

Anadir 100 plL/pocillo del Anticuerpo de
Deteccion (1X) a todos los pocillos.

Sellar la placa e incubar en agitacién a RT
durante 1 h.

Preparar la Estreptavidina-HRP.

Aspirar y lavar como en el Paso 2, dejando
1 min entre cada lavado para mejorar su
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16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

efectividad. Secar la placa en un papel
absorbente para eliminar los restos de
tampon.

Afadir 100 pL/pocillo de Estreptavidina-
HRP (1X).

Sellar la placa e incubar en agitacion a RT
durante 30 min.

Aspirar y lavar como en el Paso 2, dejando
entre 1-2 min entre cada paso de lavado.
Repetir el paso entre cinco y siete veces.

Anadir 100 uL/pocillo de la Solucién de TMB
(1X).

Incubar en agitacién a RT durante 15 min.

Anadir 100 plL/pocillo de la Solucién de
Parada.

Leer la placa a 450 nm. Si la sustraccion de
la longitud de onda es posible, sustraer los
valores de 570 nm a los valores de 450 nm
y analizar los datos.
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FIGURA 40 | A) Esquema del mecanismo de la reduccion de resazurina a resorufina en el ensayo del alamarBlue
(Ligasova & Koberna, 2021). B) Esquema del mecanismo del ensayo de citotoxicidad LDH (Tribioscience, 2019).

TABLA 3 | Reactivos.

Kits comerciales
CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay

Mouse IL-1 beta Uncoated ELISA Kit

Cell Meter Multiplexing Caspase 3/7, 8 and 9 Activity
Assay Kit

Inhibidores

Z-VAD-FMK

Q-VD-OPh

GSK547

HS-1371

Pam3CSK4 (P3C)

SM-164

LCL161

AZD5582

5Z-7-Oxozeaenol (5Z-7-0Z)
ABT-263 (Navitoclax)
AZD-5991

S63845

Reactivos

AlamarBlue HS Cell Viability Reagent
Equipos

Varioskan LUX Plate Reader

Distribuidor

Invitrogen

Invitrogen

AAT Bioquest

MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
InvivoGen

MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress

Invitrogen

Thermo Scientific
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Referencia

C20301
88-7013-22

22820

HY-16658B
HY-12305
HY-114492
HY-114349
TLRL-PMS
HY-15989
HY-15518
HY-12600
HY-12686
HY-10087
HY-101533
HY-100741

A50101

Protocolo

Ensayo LDH
ELISA IL-1B

Caspasas

Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular
Muerte celular

Muerte celular

AlamarBlue

AlamarBlue
LDH

IL-18
Caspasas
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TABLA 4 | Medios de cultivo.

HBSS (pH 7.2)

NaCl

KCI

KH,PO,

Glucosa
NazHPO4'2H20
MgSO,-7H,0
CaCly-2H,0

NaHCO;

Medio BMDM (pH 7.2)
RPMI 1640

NaHCO;

L-Glutamina

Mezcla de Antibidticos*
HEPES

1x RPMI AA
CsHaNGOa

FBS

Sobrenadante L929

1 Litro
89

0449
0,06 g
19

0,06 g
0,20 g
0,185g
0,35¢g

1 Litro
10,43 g
24 mM

2 mM
5mL

25 mM
20 mL

10 mL
10% (v/v)
10% (v/v)

*50 U/mL Penicilina / 50 pg/mL Estreptomicina
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Medio RAW 264.7
RPMI 1640

NaHCO;

HEPES

Mezcla de Antibiéticos
L-Glutamina

FBS

Medio L929
DMEM/F-12, HEPES
Mezcla de Antibiéticos
FBS

1 Litro
10,43 g
24 mM
25 mM

5mL

2 mM

10% (v/v)

DMEM/F-12, HEPES
2,5mL
10% (vIv)
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3.2.2. CO-EXPLANTE

Tras conseguir distintas condiciones de
muerte inmunogénica en macréfagos BMDM
y RAW 264.7, quisimos ver si habia
diferencias entre distintos tratamientos en la
reduccion de la viabilidad de los parasitos
presentes en un explante de bazo infectado
tras co-cultivo con esplenocitos activados con
un lisado de amastigotes, P3C y macréfagos
tratados con las diferentes combinaciones de
compuestos.

3.2.2.1. Preparacion del cargo
A. Células apoptéticas:

1. Se siembran 300.000 células/pocillo en
una placa de 24 pocillos sin tratamiento.
Las células empleadas en el experimento
fueron RAW 264.7 o BMDM.

2. Tratamiento de las células siguiendo el
apartado 3.2.1.2. En este caso, al trabajar
con placas de 24 pocillos, el volumen final
fue de 600 uL/pocillo.

3. Recoger las células tratadas tras 3y 24 h.
Para ello, se recogié6 tanto el
sobrenadante como las células adheridas
al pocillo, ya que parte de las células se
encuentran ya sin adherencia al haber
entrado en apoptosis. Tras recoger el
sobrenadante de los pocillos a un tubo,
afiadir 200 uL/pocillo de Tripsina-EDTA
(0,25%) e incubar durante 5 min a 37°C.
Neutralizar la tripsina con PBS y recoger
las células al mismo tubo donde se habia
recogido el sobrenadante. Centrifugar
durante 10 min a 2.500 rpm a 4°C.

4. Resuspender el pellet de células en 187,5
pL  en Medio Esplenocito (1,6x10°
células/mL) y conservar hasta su uso (25
pL/pocillo).

B. Lisado de amastigotes de L. donovani
LV9

1. Para diferenciar amastigotes a partir de
promastigotes, estos se cultivaron en
Medio Amastigote hasta fase logaritmica.
Se centrifugan 30x108 promastigotes
totales durante 10 min a 3.500 rpm y se
descarta el sobrenadante. El pellet de
promastigotes se resuspende en 20 mL
de Medio Amastigote pH 5.5 (1,5x10°
promastigotes/mL) y se incuba durante 5-
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7 d a 37°C con una atmodsfera del 5% de
COz2 (De Muylder et al., 2011).

2. Trascurrido este tiempo, los amastigotes
se recogen por centrifugacion durante 10
min a 3.500 rpm.

3. Se descarta el sobrenadante y se
resuspende el pellet en 200 pL de PBS.

4. Realizar siete ciclos de
congelacién/descongelacion en N2 liquido
y conservar durante 24 h en N2 liquido.
Almacenar a 4°C.

3.2.2.2. Preparacion del explante
de bazo:

1. Se eutanasia al ratdon en una atmdsfera de
COa.

2. Esterilizar el abdomen del ratén con

etanol al 70%.

3. Los bazos de ratones no infectados e
infectados durante 8 semanas con L.
donovani LV9 iRFP PAC, se extraen en
condiciones estériles y se colocan en una
placa de Petri de 60 mm.

4. Se inyectan en los bazos 500 uL de
colagenasa D (20 mg/mL) empleando una
jeringuilla de 1 mL y una aguja de 25G.
Los bazos se cortan en piezas pequefias
y se afaden 5 mL de Tampén de
Colagenasa que se inyecta en los
diferentes trozos.

Con los bazos de los ratones infectados
con L. donovani LV9 iRFP PAC, afadir 20
MM de biliverdina a los 5 mL del Tampon
de Colagenasa. De esta manera, se
potencia la sintesis de iFRP, debido a que
esta proteina emplea la biliverdina como
cromoforo — un intermediario del
metabolismo del grupo hemo — que hace
que aumente la sefal fluorescente,
facilitando su deteccion in vitro e in vivo
(Shcherbakova & Verkhusha, 2013).

5. Incubar a 37°C durante 20 min.

6. Pasar todo el material a través de una
malla de 100 um colocada sobre un tubo
de 50 mL, usando el émbolo de la
jeringuilla y diluyendo con PBS hasta un
volumen final de 50 mL.

7. Centrifugar durante 7 min a 1.000 x g.
Retirar el sobrenadante.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Resuspender el pellet en 4 mL de Tampon
de Lisis e incubar en hielo durante 4 min.
Agitar cada minuto.

Diluir el Tampén de Lisis con PBS hasta
50 mL.

Centrifugar durante 7 min a 1.000 x g.
Retirar el sobrenadante.

Realizar tres lavados con PBS, enrasando
hasta 50 mL cada vez.

Centrifugar durante 7 min a 1.000 x g.
Retirar el sobrenadante.

Resuspender las células en Medio
Esplenocito. Contar células.

Bazo infectado. Realizar una curva de
volimenes del explante infectado en una
placa de 96 pocillos tratada para cultivo
celular de fondo 6ptico plano y paredes
negras. De esta manera, se puede
calcular el numero de Unidades
Relativas de Fluorescencia (RFU)/uL.
Incubar durante 2 h a 37°C en una
atmosfera del 5% de CO2. Medir la
fluorescencia con el sistema de imagen
Odyssey LI-COR y calcular el volumen
necesario para colocar 600.000
RFU/pocillo en 100 pL/pocillo de Medio
Esplenocito.

Bazo sano (esplenocitos). Sabiendo que,
aproximadamente, el 2% de las células
totales de un bazo sano son DCs,
sembrar 20.000 DC/pocillo (108 células
totales de bazo sano/pocillo) en 50 pL de
Medio Esplenocito.

Realizar un pre-tratamiento de 3-4 h del
explante de bazo sano antes de co-
cultivarlo con el explante del bazo
infectado (FIGURA 43).
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

21.

22.

AfRadir P3C a partir de una concentracion
de 1 mg/mL para conseguir una
concentracion final de 500 ng/mL de
P3C/pocillo.

Anadir 40.000 células/pocillo de células
apoptéticas (RAW 264.7/BMDM) en 25
ML de Medio Esplenocito (2 células
apoptéticas : 1 DC; 40.000 células
apoptéticas : 20.000 DC).

Anadir 600.000 amastigotes
lisados/pocillo en 25 pL de Medio
Esplenocito (30 Amastigotes : 1 DC;
600.000 Amastigotes : 20.000 DC).

Incubar el explante sano con el cargo
durante 2 h a 37°C, 5% de COs.. De esta
forma, se pretende que las DCs del
explante sano se activen por la presencia
de DAMPs y PAMPs, procedentes de las
células apoptéticas y del lisado de
amastigotes, respectivamente.

Afradir 600.000 RFU/pocillo del explante
de bazo infectado en 100 pL de Medio
Esplenocito sobre el explante de bazo
sano activado.

Incubar a 37°C en una atmosfera del 5%
de CO2 durante 5-6 d.

Medir la fluorescencia con el sistema de
imagen Odyssey LI-COR cada 24 h,
hasta que las cuentas de fluorescencia
alcancen la fase estacionaria.

Calcular % viabilidad mediante la
formula:

RFU Tratado
% Viabilidad = x 100

RFU No Tratado
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3.2.2.3. ANEXO Il

108 células/bazo
|

2% DCs 25% células T

2 x 10% DCs/bazo 25 x 108 células T

J 1/3 células T CD8*

8,3 x 108 células T CD8*

FIGURA 41 | Esquema del porcentaje teérico de las poblaciones de DCs y células T presentes en un bazo
sano de raton.

fﬂ}g Macréfagos ICD
Bazo Ky 2 Bazo

sano . Lisado.de infectado
% Amastigotes
()

=%{ef) Pam3CSK4
l Odyssey

,‘ : |

Incubar 5-6 d; 37°C

. (]
Incubar 2 h; 37°C Lectura de RFU diaria

FIGURA 42 | Esquema del procedimiento de trabajo para la realizacion del co-explante.

M - &[\,\"" Macrofagos ICD
.. 4 2Macréfagos:1DC
L e

Lisado de Amastigotes
30 Amastigotes: 1DC

Esplenocitos (Bazo Sano)
20.000 DC/podillo (2%total esplenocitos)

Bazo Infectado
600.000 RFU/pocillo

Amastigotes

K X 2/

FIGURA 43 | Esquema del contenido de un pocillo en el experimento del co-explante. Se muestran las
relaciones de los diferentes tipos de células empleadas en el experimento.
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TABLA 5 | Reactivos.

Reactivos

Collagenase D

Pam3CSK4

Equipos

Odyssey M Imaging System

TABLA 6 | Medios de cultivo.

Distribuidor Referencia
Roche 11088866001
InvivoGen TLRL-PMS
LI-COR

Tampon de Colagenasa (pH 7.4)
HEPES pH 7.4

NaCl

KCI

MgCl,

CaCl,

Tampon de Lisis (pH 7.2)
NH,CI

KHCO;

EDTA

Medio Amastigote (pH 5.5)
KCI

KH,PO,

K;HPO,4-3H,0
MgS0,-7H,0

NaHCO;

Glucosa

Glutamina

RPMI 1640 Vitamin Mix
Acido Félico

Adenosina

RPMI Amino Acid Mix
Hemina

Mezcla de Antibiéticos
MES

FBS

Medio Esplenocito (pH 7.2)
10 mM RPMI 1640
150 mM NaHCO;
5 mM L-Glutamina
1mM Mezcla de Antibiéticos
1,8 mM HEPES
1 Litro 1x RPMI AA
8,025¢g C3H3NaO;
0,1g FBS
0,037 g

15 mM
136 mM
10 mM
0,5mM
24 mM
22 mM
1mM
1X

10 uM
100 uM
1X

5 pg/mL
5mL
25 mM
20% (viv)
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1 Litro
10,43 g
24 mM

2 mM

5mL

25 mM
20 mL

10 mL
20% (v/v)
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3.2.3. DISENO DE LA CEPA L.
infantum 2713 HASPB:OVA

La transfeccion es la internalizacion de ADN en
el nucleo de células vivas (Keller et al., 2019).
Recientemente, los protozoos han surgido
como organismos de interés para la expresion
heterdloga de proteinas eucariotas con sus
correspondientes modificaciones post-
traduccionales (Breitling et al., 2002; Basile &
Peticca, 2009; Niimi, 2012; Jones, 2015;
Legastelois et al., 2017). La evolucién de los
métodos de cultivo y la manipulacién genética,
asi como el desarrollo de las técnicas de
transfeccién ha hecho capaz la creacién de un
sistema de expresion denominado LEXSY (L.
expression system, Jena Bioscience) (Basile &
Peticca, 2009; Taheri et al., 2016).

Nuestro objetivo fue Ila transfeccién del
protozoo unicelular L. infantum con el plasmido
pLEXSY-hyg2.1 (FIGURA 44) sintetizado por la
empresa GeneCust, el cual contiene la
secuencia de la proteina de fusion HAPSB:OVA
y la higromicina como antibiético de seleccién.

3.2.3.1. Generacion de células
competentes de Escherichia coli

La transferencia de ADN en E. coli fue
demostrada por primera vez por Mandel & Higa
en 1970, los cuales informaron de que ADN
bacteriéfago podia ser transfectado dentro de
células eucariotas (Mandel & Higa, 1970). La
transfeccién ocurre cuando células y ADN son
combinados en presencia de Ca?* a 0°C,
seguido de una rampa ascendente de
temperaturas (de 37 a 42°C) (Hanahan, 1983).

El método empleado estd basado en el
protocolo descrito por Inoue et al., 1990 y en el
método de cloruro de rubidio (Hanahan, 1983;
Inoue et al., 1990). Con ellos se consigue una
alta eficiencia de transformacion (hasta 5x108
transformantes/ug de ADN).

La temperatura y agitacion a las cuales crece el
cultivo es de 18°C y 200 rpm. La aireacion del
cultivo debe mantenerse siempre con una
relacién 1/10 entre el medio y la capacidad del
matraz.

1. Crecer E. coli en medio LB para obtener un
cultivo fresco. Plaquear en LB.

2. Crecer durante toda la noche un preinéculo
en medio SOC a 37°C.
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3. Inocular 1% de preindculo en medio SOC
(0,5 mL para 50 mL de medio SOC en un
matraz de 500 mL). Crecer en agitacion
(200 rpm) a 18°C.

4. Unavez que el cultivo alcanza una ODeoo de
0.2 (24-27 h), colocar el matraz en hielo
durante 10 min. A partir de este momento
trabajar en camara fria, manteniendo las
células siempre a una temperatura de 4°C.

5. Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 min a
4°C.

6. Eliminar el medio y resuspender
suavemente (sin agitacion) las células en 80
mL de TB frio. Dejar 10 min en hielo.

7. Centrifugar 10 min a 3.000 rpm a 4°C.

8. Eliminar el medio vy resuspender
suavemente (sin agitacion) en 20 mL de TB
frio. Anadir DMSO al 7% (v/v). Agitar
suavemente y dejar 10 min en hielo.

9. Alicuotar las células en microtubos de 1,5
mL. Congelar inmediatamente en N2
liquido. Almacenar los viales con las células
competentes a -80°C.

3.2.3.2. Transformacion de E. coli
con el plasmido pLEXSY-hyg2.1
HASPB:OVA

Las condiciones anteriores proporcionan la
induccion de un estado de competencia para la
toma de ADN (Hanahan, 1983), haciendo asi
posible su aplicacion en la transformacion
genética de las bacterias E. coli.

1. Anadir 2 uL de ADN (plasmido) + 150 uL de
E. coli competentes.

2. Incubar en hielo 15-20 min.

3. Colocar las células a 42°C durante 45 s.
4. Colocar 2 min en hielo.
5

. Anadir 800 pL de Medio SOC precalentado
a37°C.

6. Incubar 1 h a 37°C.
7. Centrifugar 5 min a 10.000 rpm.

8. Retirar parte del sobrenadante, dejando
unos 100-300 pL en el tubo.

9. Resuspender el pellet y afiadir todo el
contenido del tubo a una placa de LB +
ampicilina precalentada a 37°C.
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10. Sembrar la placa (siembra en superficie).

11. Dejar secar al lado del mechero, dejando la
placa sin tapar completamente para evitar la
condensacion.

12. Incubar a 37°C durante toda la noche.

3.2.3.3. Aislamiento del plasmido
pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA

Una vez que las bacterias han sido
transformadas con el plasmido pLEXSY-hyg2.1
HASPB:OVA, este vector debe ser aislado para
su posterior uso:

1. Adadir 3 mL de Medio LB + 60 pug/mL de
ampicilina a un tubo de 50 mL.

2. Seleccionar una colonia aislada y picarla
con una punta P200 y dejar la punta metida
dentro del tubo de 50 mL.

3. Incubar hasta el dia siguiente en agitacion a
200 rpm, 37°C.

4. Silas bacterias han crecido correctamente,
el medio de cultivo habra adquirido turbidez.
Si esto ha ocurrido, afiadir los 3 mL de
cultivo a 100 mL de cultivo LB + ampicilina.

5. Incubar hasta el dia siguiente en agitacion a
200 rpm, 37°C.

6. Llevar a cabo el aislamiento del plasmido
mediante el Kit comercial QIAGEN Plasmid
Maxi, siguiendo las instrucciones del
fabricante:

6.1. Recoger las bacterias tras haber sido
cultivadas durante toda la noche vy
centrifugarlas a 6.000 x g durante 15 min
a 4°C.

6.2. Resuspender el pellet de bacterias en 10
mL de tampon P1.

6.3. Anadir 10 mL de tampon P2, mezclar
vigorosamente invirtiendo el tubo entre
cuatro y seis veces, e incubar a RT
durante 5 min. Al usar el reactivo
LyseBlue, la soluciéon adquirira un color
azul.

6.4. Anadir 10 mL del tampdn P3 preenfriado
a 4°C, mezclar vigorosamente invirtiendo
el tubo de cuatro a seis veces. Incubar en
hielo durante 20 min. Al usar el reactivo
LyseBlue, al mezclar la solucion quedara
sin color.
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6.5. Centrifugar a 220.000 x g durante 30 min
a 4°C. Volver a centrifugar el
sobrenadante a =220.000 x g durante 15
min a 4°C.

6.6. Equilibrar la columna QIAGEN-tip 500
afadiendo 10 mL de tampon QBT vy
permitir que la columna se vacie por
gravedad.

6.7. Anadir el sobrenadante del Paso 6.5 a la
columna QIAGEN-tip y permitir que entre
en la resina por gravedad.

6.8. Lavar la columna QIAGEN-tip dos veces
con 30 mL de tampon QC. Permitir que el
tampon se mueva a través de la columna
por gravedad.

6.9. Eluir el ADN con 15 mL de tampdn QF en
un tubo limpio de 50 mL.

6.10. Precipitar el ADN afiadiendo 10,5 mL (0,7
vol.) de Isopropanol al ADN eluido y
mezclar. Centrifugar a 215.000 x g
durante 30 min a 4°C. Decantar el
sobrenadante con cuidado.

6.11.Lavar el pellet de ADN con 5 mL de etanol
al 70% y centrifugar a 215.000 x g durante
10 min. Decantar el sobrenadante con
cuidado.

6.12.Dejar secar el pellet al aire durante 5-10
min y resuspender el ADN en un volumen
apropiado de tampén.

7. Cuantificacion del ADN extraido.

3.2.3.4. Linearizacion del plasmido
pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA

Para que el plasmido pueda ser insertado en el
genoma de Leishmania, es necesario
linealizarlo mediante una digestiéon enzimatica
empleando enzimas de restriccion:

1. Mezclar 60 pg de ADN plasmidico con
Tampon Fast Digest 10X y ajustar el
volumen afiadiendo H20 hasta alcanzar un
volumen final de 250 pL.

2. Adadir 1,5 yL de la enzima de restriccion
Swa |l (Smil).

3. Incubar a 37°C durante 20 min.
4. Anadir de nuevo 1,5 pL de Swa l.

5. Incubar de nuevo a 37°C durante 20 min.
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6. Incubar durante 15 min a 65°C para detener
la reaccion.

7. Realizar una electroforesis en gel de
agarosa del 0,7% (p/v) en H20 para poder
extraer la banda de interés correspondiente
al fragmento de plasmido linealizado. Tras
el tratamiento con la enzima Smi |, el
plasmido pLEXSY tendrd un tamafio de
6.971 pares de bases (bp) (antes 9.831 bp).

8. Para poder extraer el ADN del gel de
agarosa, llevar a cabo el protocolo descrito
en el kit Extract Me DNA Clean-Up & Gel-
Out Blirt, siguiendo las instrucciones del
fabricante:

8.1. Extraer la banda del agar y colocarla
sobre un tubo.

8.2. Anadir 3 vol. de tampodn PS por cada 100
mg de agar. Incubar a 37°C hasta que el
agar se haya disuelto.

8.3. Atemperar a RT durante 20 min.

8.4. Equilibrar la columna con 500 pL de
tampon BL y centrifugar a 13.300 rpm
durante 1 min. Eliminar el flujo recogido en
el tubo colector y volver a colocar la
columna en el mismo.

8.5. Anadir el ADN a la columna en fracciones
de 700 pL. Hacer pasar cada muestra de
700 pL dos veces por la columna.

8.6. Una vez que hemos centrifugado toda la
muestra, afiadimos 700 pL de tampodn
PW, e incubamos 5 min para eliminar
todas las sales.

8.7. Centrifugar 1 min a 13.300 rpm. Descartar
el flujo recogido en el tubo colector.

8.8. Anadir 500 pL de tampdn PW y centrifugar
1 min a 13.300 rpm. Descartar el flujo
recogido en el tubo colector.

8.9. Colocar la columna sobre un tubo nuevo y
centrifugar 5 min a 13.300 rpm. Descartar
el tubo y colocar otro tubo nuevo.

8.10.Centrifugar 5 min a 13.300

descartar el tubo.

rpm 'y
8.11.Colocar la columna sobre un tubo nuevo y
eluir el ADN con 30 pL de H20.

8.12.Incubar durante 2 min y centrifugar 1 min
a 13.300 rpm.

8.13.Recoger el ADN eluido y volver a hacerlo
pasar por la columna una segunda vez.
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8.14.Incubar durante 2 min y centrifugar 1 min
a 13.300 rpm.

8.15.Repetir el Paso 8.13y 8.14.

8.16.Guardar la muestra de ADN eluida y
cuantificar la cantidad de ADN.

3.2.3.5. Transfeccion de cepas de
Leishmania con el plasmido
pPLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA

Tras haber linealizado el fragmento de ADN de
interés que contiene la secuencia que codifica
para nuestra proteina de interés HASPB:OVA,
se lleva a cabo la electroporacion de las cepas
de Leishmania (FIGURA 45).

1. Realizar cultivos de promastigotes
rutinariamente hasta conseguir que, tras 24
h de incubacién a 26°C, el cultivo alcance
5x108 parasitos/mL a partir de 10°
parasitos/mL. El medio de cultivo utilizado
para las cepas de L. infantum es el Medio
M199.

2. Centrifugar los promastigotes a 3.500 rpm,
10 min. Conservar el sobrenadante, ya que
se utilizara en un paso posterior.

3. Lavar dos veces con tampoén Cytomix.
4. Descongelar en hielo el ADN linealizado.

5. Una vez que hemos hecho el segundo
lavado con Cytomix, el pellet se resuspende
en 450 uL de Cytomix.

6. Mezclar los promastigotes con 5 ug del ADN
de interés y colocarlos en una cubeta de
electroporacion.

7. Electroporar los promastigotes con 1.5V y
25 F de capacitancia.

8. Una vez realizada le electroporacion,
colocar rapidamente nuestra muestra en un
corning que contiene el medio de cultivo
recogido en el Paso 2.

9. Incubar durante 24 h a 26°C en agitacion.

10. Centrifugar los promastigotes a 3.500 rpm,
10 min y resuspender el pellet en medio de
cultivo fresco que contenga el antibiético de
seleccion correspondiente al ADN de
interés que hemos electroporado, en
nuestro caso, higromicina (200 ug/mL).

11.Incubar a 26°C en agitacion hasta que el
cultivo progrese.
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12.Realizar pases cada 2-3 d afadiendo de
nuevo el antibidtico de seleccion para que
los parasitos con los que se va a trabajar
sean Unicamente aquellos que hayan
incorporado este ADN en su genoma.

3.2.3.6. Microscopia confocal para
la deteccidn de la proteina OVA

Si partimos de una muestra de parasitos:

1. Tratar los LabTek Thermo Scientific con
poli-lisina (1:5 en H20) durante 5 min, RT.

2. Retirar poli-lisina y dejar secar durante 2 h
a 80°C o incubar durante toda la noche.

3. Sembrar 4x108 parasitos/pocillo en LabTek
Thermo Scientific en 300 uL de PBS.

4. Esperar 40 min para que los parasitos se
adhieran al LabTek Thermo Scientific
gracias a la poli-lisina.

5. Retirar PBS.

*Para la diferenciacion de promastigotes a
amastigotes, se siguid el protocolo descrito en
el apartado 3.2.2.1.

Si partimos de una muestra de BMDM:

1. Esterilizar cubres redondos en etanol al
70% durante 5 min y dejar secar.

2. Colocar los cubres esterilizados en los
pocillos de una placa de 24 pocillos sin
tratar.

3. Sembrar 200.000 células/pocillo en 500 uL
de medio y esperar 3-4 h a que se adhieran
a los cubres.

4. Infectar las células con los parasitos con un
ratio de 10:1 (parasitos:célula) afadiendo 1
mL medio/pocillo.

5. Centrifugar la placa a 330 x g, 5 min.
6. Incubar durante 2 h a 37°C, 5% COa2.

7. Retirar el medio de cultivo y realizar entre
tres y seis lavados para retirar los parasitos
que no han sido internalizados.

8. Adadir 1 mL de medio/pocillo y dejar
incubando durante 48-72 h a 37°C, 5% CO..

Una vez que se ha preparado la muestra, el
proceso es el siguiente:
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1. Fijar con PFA al 4% durante 20 min a RT.
2. Retirar el PFA y lavar una vez con PBS.

3. En el caso de los macréfagos infectados,
permeabilizar con Inside Perm del Kit Inside
Stain Miltenyi Biotec durante 5-7 min a RT.

4. Retirar el permeabilizador y lavar una vez
con PBS.

5. Para reducir la autofluorescencia de las
células, tratar con glicina 0,1 M (en PBS)
durante 20 min, RT.

6. Retirar la glicina y lavar una vez con PBS.

7. Bloquear con caseina al 0,1% (p/v) en PBS
(solucién de bloqueo) durante 20 min, RT.

8. Retirar la caseina.

9. Incubar con el anticuerpo 1° (disuelto en
solucion de bloqueo) durante 1h, RT.

a. Anti-OVA conjugado con FITC (1:500).

10. Retirar el anticuerpo 1° y lavar tres veces
con PBS.

11. Tefir con DAPI (1:1000 en diH20) durante
5 min, RT.

12. Lavar una vez con PBS.

13. Dejar secar los cubres/LabTek (grosor de
#1) Thermo Scientific.

14. Montaje de cubres/LabTek con el medio de
montaje Antifade.

15. Dejar secar toda la noche a RT y tomar las
fotografias con el microscopio confocal
LSM800 Zeiss.

3.2.3.7. Western
fluorescencia de
Leishmania

blot de
extractos de

Para comprobar la expresién de la proteina
OVA en la cepa L. infantum transfectada con el
plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA, se
llevé a cabo su inmunodeteccion mediante la
técnica de Western blot.

A. Preparacion de lisados de Leishmania

1. Tras 3-4 d de cultivo, los promastigotes se
recogen por centrifugacion. El pellet se
resuspende en 100 uL de PBS.
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. Sonicar los parasitos en hielo durante 25
min con el sonicador U50 Control IKA
LaborTechnik, haciendo ciclos de 30 s de
sonicacion y 30 s de descanso, con un 60%
de amplitud, 1 ciclo.

. Centrifugar a 6.000 x g durante 10 min.

. Recoger el sobrenadante a un nuevo tubo y
resuspender el pellet (lisado) en 100 pL de
PBS.

. Cuantificar la proteina con el kit BCA Pierce
Thermo Scientific, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

5.1. Preparar las diferentes diluciones
estandar para elaborar la recta patrén
(2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250, 125,
25y 0 - blanco - pg/mL).

5.2. Pipetear 25 pL/pocillo de cada dilucion
estandar y de la muestra desconocida en
una placa de 96 pocillos (rango de trabajo
= 20-2.000 ug/mL). Si el tamafo de
muestra es limitado, pueden usarse 10
uL/pocillo de las diluciones estandar y de
la muestra (Rango de trabajo = 125-2.000
ug/mL).

5.3. Preparar el BCA Working Reagent (WR)
mezclando 50 partes del BCA Reagent A
con 1 parte del BCA Reagent B (50:1;
Reagent A:B).

5.4. Anadir 200 pL/pocillo del WR 'y mezclar en
un agitador de placas durante 30 s.

5.5. Cubrir la placa e incubar a 37°C durante
30 min.

5.6. Dejar que la placa se enfrie a RT.

5.7. Medir la absorbancia a 562 nm en el lector
de placas Varioskan LUX Thermo
Scientific.

6. Almacenar tanto los sobrenadantes como
los lisados a -20°C hasta su uso.

B. Electroforesis en gel

. Preparar las muestras anadiendo 20 ng de
proteina procedente del sobrenadante y del
lisado de promastigotes, tampdn de carga
4X 'y H20 hasta obtener un volumen final de
20 pL. Como control positivo, se afiadio 1
Mg de OVA.

2. Hervir las muestras 5 min a 95°C.
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. Equilibrar

. Cargar las muestras en un gel de agarosa

del 12% (p/v) en H20 y 3 yL de la escalera
PageRuler Prestained NIR Protein Ladder.

. Realizar la electroforesis del gel a 200 V

durante, aproximadamente, 30 min.

. Transferencia gel-membrana

la membrana Immobilon-FL
PVDF en metanol 100% durante 15 s.

. Equilibrar la membrana, el gel, las esponjas

y los papeles en el
Transferencia.

Tampoén de

. Preparar el cassette y colocarlo en la cubeta

donde se lleva a cabo la transferencia y
rellenar con el Tampoén de Transferencia.

. Realizar la transferencia a 12 V, durante 18

h, a 4°C.

. Bloqueo e incubacién con anticuerpos

. Sumergir la membrana en PBS durante 5

min, RT, en agitacion.

. Retirar el PBS y afiadir 25 mL de la Solucion

de Bloqueo durante 1 h, RT, en agitacion.

. Preparar el anticuerpo 1° Anti-OVA Mouse

Anti-Chicken (1:500) en la Solucién de
Bloqueo e incubar durante 1 h, RT, en
agitacion.

. Retirar el anticuerpo 1°y realizar un primer

lavado con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v)
durante 15 min.

. Realizar dos lavados mas de 5 min cada

uno con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v).

. Preparar el anticuerpo 2° anti-Mouse IRDye

800 (1:15.000) en la Solucién de Bloqueo e
incubar durante 1 h a RT, en agitacion.

. Retirar el anticuerpo 2° y realizar un primer

lavado con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v)
durante 15 min.

. Realizar dos lavados mas de 5 min cada

uno con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v).

. Inmunodeteccion

. Revelado de la membrana con el sistema

de imagen Odyssey LI-COR.
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3.2.3.8. ANEXO IIl.
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FIGURA 44 | Vector pLEXSY-hyg2.1. Imagen modificada de Jena Bioscience, 2023.
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FIGURA 45 | Proceso de transfeccion de Leishmania con el vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. Imagen
modificada de (Chang et al., 2022).
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TABLA 7 | Reactivos.

Antibiéticos

Ampicilina

Higromicina B
s comerciales

Plasmid Maxi Kit

Extract Me DNA Clean-Up & Gel-Out

Pierce BCA Protein Assay Kit

ticuerpos
Anti-OVA Host: Rat; Reactivity:
Chicken

Rabbit anti-Rat IgG (H+L) Secondary
Antibody, FITC
Monoclonal Anti-OVA

produced in mouse
IRDye 800CW Goat anti-Mouse 1gG
Secondary Antibody

antibody

activos

Fast Digest Smi |

10X Fast Digest Buffer

Schneider’s Insect Media
Poly-L-lysine solution

Inside Stain Kit (Inside Fix)
Inside Stain Kit (Inside Perm)

ProLong Diamond Antifade Mountant

PageRuler™ Prestained NIR Protein
Ladder

Fungible

Sistema dNunc Lab-Tek Il Chamber
Slide

Equipos

Microscopio Confocal LSM800
Sonicador U50 Control
Varioskan LUX Plate Reader
Odyssey M Imaging System

Distribuidor

Sigma Aldrich

Corning

Qiagen
Blirt

Thermo Scientific

Antibodies-online
Invitrogen
Sigma Aldrich

LI-COR

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Invitrogen

Thermo Scientific

Thermo Scientific

ZEISS
IKA LaborTechnik
Thermo Scientific

LI-COR
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Referencia

A9518-25G

30-240-CR

12162

EM26.1-250

23225

ABIN400507

A18916

SAB5300165

926-32210

FD1244

FD1244

S9895
25988-63-0
130-090-477
130-090-477
P36961

26635

16260661

Protocolo

Células competentes de E. coli
Transformacion de E. coli

Transfeccién de Leishmania

Aislamiento  pLEXSY-hyg2.1
HASPB:OVA
Aislamiento pLEXSY-hyg2.1
HASPB:OVA

Western Blot

Microscopia confocal
Microscopia confocal
Western Blot

Western Blot

Aislamiento  pLEXSY-hyg2.1
HASPB:OVA
Aislamiento  pLEXSY-hyg2.1
HASPB:OVA

Diferenciacion Amastigotes
Microscopia confocal
Microscopia confocal
Microscopia confocal

Microscopia confocal

Western Blot

Microscopia confocal

Microscopia confocal
Western Blot
Western Blot
Western Blot
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TABLA 8 | Medios de cultivo.

Medio LB (pH 7)
Triptona

Extracto de levadura
NaCl

Agar

Medio SOC (pH 7)
Triptona

Extracto de levadura
NaCl

Glucosa 50%

MgCl,

KCI

Tampon TB (pH 6.7):
PIPES

CaCl,

KCI

KOH

MnCl,.4H,0

Medio M199 (pH 6.9)
5X Medium 199 M3274
HEPES

Mezcla de Antibidticos
Glutamina 100X
RPMI 1649 Vitamin Mix
Acido Félico
Adenosine 250
Hemina 1000X

FBS

Milli-Q

Tampoén Cytomix (pH 7.6)
KCI

CaCl,

KzHPO,4

HEPES

EDTA

MgCl,

10 g/L
5g/L
10 g/L
15 g/lL
1 Litro
2049
59
0.5¢g
88 mL
2M
250 mM

10 mM
15 mM
250 mM
1™
10,9 g/L
1 Litro
200 mL
1™
5mL
200 mM
10 mL
10 mg/mL
25 mM
5 mg/mL
100 mL
640 mL

120 mM
0.15 mM
10 mM
25 mM
2mM
5 mM
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PBS (pH 7.2)

NaCl

KCI

NaHPO,

KH,PO,

Medio Schneider (pH 7)
Schneider Medium
Bicarbonato Sédico
Cloruro Calcico

FBS

Medio Amastigote (pH 5.5)
KCI

KH,PO4

KoHPO4-3H,0
MgSOQO,4:7H,0

NaHCO;

Glucosa

Glutamina

RPMI 1640 Vitamin Mix
Acido Félico
Adenosina

RPMI Amino Acid Mix
Hemina

Mezcla de Antibidticos
MES

FBS

Tampon de Transferencia
Glicina

Tris

Metanol

Solucion de Bloqueo
PBS 1X

H,O

Caseina

8 g/L

0,2 g/L
1,42 g/L
0,27 g/L
1 Litro
2459
04g
06g
20% (v/v)

15 mM
136 mM
10 mM
0,5 mM
24 mM
22 mM
1 mM
1X

10 uM
100 uM
1X

5 pg/mL
5mL
25 mM
20% (v/v)

192 mM
20 mM
10% (v/v)
1 Litro
50 mL
50 mL
0,1g/L
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3.2.4. MEDICION DE LA
APOPTOSIS EN CELULAS RAW
264.7 TRAS EL TRATAMIENTO
CON RADIACION UV

Un método muy utilizado para medir la muerte
celular en una poblacion de células es el uso
conjunto de la union de la Anexina-V, junto con
la captacion de yoduro de propidio (IP) y la
citometria de flujo. La Anexina-V es una
proteina que se une a la fosfatidilserina de la
superficie celular durante las primeras etapas
de la apoptosis (van Engeland et al., 1998;
Crowley et al., 2016). IP es un colorante rojo
fluorescente que es permeable Unicamente en
las células muertas. IP es impermeable a las
células con la membrana plasmatica intacta,
pero cuando la integridad de la membrana se
ve comprometida, es capaz de difundir al
interior del ndcleo y unirse al ADN,
traduciéndose en un ndcleo altamente
fluorescente. La citometria de flujo nos permite
analizar las poblaciones de células en funcion
de su unién a Anexina-V y IP. Combinando
estas técnicas, nos permite llevar a cabo la
deteccién y cuantificacion simultaneas de
células apoptéticas y necréticas de una
muestra (Atale et al., 2014; Crowley et al.,
2016).

Al enfrentar IP y Anexina-V, podemos
diferenciar tres  poblaciones diferentes
(FIGURA 46) (van Engeland et al., 1998).

El primer objetivo fue establecer la cantidad de
energia necesaria de radiacion ultravioleta (UV)
para producir apoptosis en macréfagos murinos
RAW 264.7. El siguiente objetivo se basé en
determinar si la infeccion de RAW 264.7 con L.
infantum 2713 HASPB:OVA retrasa la
apoptosis, en comparacioén con macrofagos sin
infectar.

3.2.41. Cultivo e infeccion de

macroéfagos RAW 264.7

1. Sembrar las células RAW 264.7 en placas
de 24 pocillos sin tratar a una densidad de
300.000 células/pocillo en un volumen de 1
mL/pocillo de Medio RAW 264.7.

- Preparar 2 réplicas por cada condicion.

- Preparar una placa diferente para cada
valor de energia.
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2. Incubar durante 24 h a 37°C, 5% CO2. En el
caso de los pocillos que van a ser
infectados con Leishmania, esperar 3-4 h a
que las células se adhieran.
Posteriormente, afadir los parasitos con un
MOI = 10:1 (3x10°® parasitos/pocillo) e
incubar durante 2 h a 37°C, 5% CO2. Retirar
la infeccion realizando tres lavados con
PBS para eliminar los parasitos que no
hayan sido internalizados, afadir 1
mL/pocillo de Medio RAW 264.7 e incubar
durante 24 h a 37°C, 5% CO:..

3.2.4.2. Irradiacion de macréfagos
RAW 264.7 con UV

Esterilizar previamente el UV Crosslinker Model
UVC500 Hoefer con el maximo de energia
posible para que esté estérii a la hora de
introducir las placas con nuestras células.

Una de las placas no sera sometida a radiacion
y se reservara para usarse como control
negativo.

Para las placas que van a ser tratadas con
radiacion UV:

1. Retirar el medio de cultivo de los pocillos.

2. Realizar dos lavados con 1 mL/pocillo de
PBS para retirar todo el rojo fenol existente
en el medio de cultivo, ya que interfiere con
la radiacion UV.

3. Colocar 100 pL/pocillo de PBS, para evitar
la desecacion de las células durante el
tratamiento con UV.

4. Irradiar cada placa con
correspondiente (mJ/cm?).

5. Anadir 900 pL de Medio RAW 264.7
(Volumen final = 1 mL/pocillo).

la energia

6. Incubar a 37°C, 5% CO2 durante 4 0 24 h.

3.2.4.3. Citometria de flujo

1. Retirar el medio de cultivo de los pocillos.

2. Adadir 500 uL/pocillo de PBS-EDTA 10 mM
e incubar durante 7 min a 37°C, para liberar
las células de la superficie del cultivo.

3. Recoger los 500 pyL de PBS-EDTA con
nuestras células a su tubo correspondiente.

4. Con 1 mL de PBS, pipetear en el pocillo
para levantar las células que hayan
quedado adheridas y afadirlo al tubo
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10.

1.

12

correspondiente, junto con los 500 uL del
paso previo (Volumen final = 1,5 mL).

Centrifugar 10 min, 3.400 rpm, 4°C.
Retirar el sobrenadante.

En el caso del control positivo, resuspender
el pellet en 1 mL de paraformaldehido (PFA)
al 3% (v/iv) en PBS e incubar en hielo
durante 30 min. Tras los 30 min de
incubacion, centrifugar 10 min, 3.400 rpm,
4°C. Retirar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 1 mL de PBS.

Centrifugar 10 min, 3.400 rpm, 4°C. Retirar
el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 1 mL de Binding
Buffer.

Centrifugar 10 min, 3.400 rpm, 4°C. Retirar
el sobrenadante.

. Resuspender el pellet en 100 pL de Binding

Buffer todos los tubos. En el caso del control
negativo, se resuspende en 400 uL de
Binding Buffer, ya que se debe repartir 100
UL en 4 tubos:
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-1 tubo Sin Tendir
Tamafio/Complejidad)

(para fijar

— 1 tubo tefido Unicamente con Anexina-V

—1 tubo tefiido Unicamente con Yoduro de
Propidio (IP)

—1 tubo tefiido con Anexina-V e IP (control
negativo)

13. Ahadir 100 pug/mL de Rnasa A (Stock = 3
mg/mL) a cada tubo.

14. Adadir 5 pL de Anexina V-FITC.

15. Afadir 20 pg/mL de IP (Stock = 1 mg/mL) a
cada tubo.

16. Incubar a RT durante 15 min.

17. Diluir con 300 yL de PBS (Volumen final =
400 pL).

18. Analizar las muestras empleando el
citébmetro de flujo MACSQuant Analyzer 10
Miltenyi Biotec.
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3.2.4.4. ANEXO IV.
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FIGURA 46 | Esquema de las diferentes poblaciones que pueden ser detectadas tras la tincién con IP y
Anexina-V, mostrandose los sitios de unidon de cada reactivo, donde la Anexina-V se une a la fosfatidilserina y el IP
al ADN. Imagen modificada de Kupcho et al. (Kupcho et al., 2019).

TABLA 9 | Reactivos.

Distribuidor Referencia Protocolo

Reactivos
Inside Stain Kit (Inside Fix) Miltenyi Biotec 130-090-477 Citometria de flujo
FITC Annexin V BD Pharmingen 51-65874X Citometria de flujo

Equipos
UV Crosslinker Model UVC500 Hoefer Scientific Radiacion UV RAW 264.7
MACSQuant Analyzer 10 Flow Cytometer Miltenyi Biotec Citometria de flujo

TABLA 10 | Medios de cultivo.

Medio RAW 264.7 1 Litro 1X Binding Buffer: 1 Litro
RPMI 1640 10,43 g HEPES/NaOH, pH 7.4 10 mM
NaHCO; 24 mM NaCl 140 mM
HEPES 25 mM CaCl, 2,5 mM
Mezcla de Antibiéticos 5mL
L-Glutamina 2mM
FBS 10% (v/v)
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3.2.5. CUANTIFICACION DE LA
INFECCION DE RAW 264.7
IRRADIADAS CON UV

Una vez que las células RAW 264.7 eran
irradiadas con UV, se llevdé a cabo la
cuantificacion del porcentaje de infeccion.

1. Sembrar las células RAW 264.7 en placas
de 24 pocillos sin tratar a una densidad de
300.000 células/pocillo en un volumen de 1
mL/pocillo de Medio RAW 264.7.

2. Incubar durante 24 h a 37°C, 5% CO2. En el
caso de los pocillos que van a ser
infectados con L. infantum mCherry-
HASPB:OVA, esperar 3-4 h a que las
células se adhieran. Posteriormente, afadir
los parasitos con un MOI = 10:1 (3x108
parasitos/pocillo) e incubar durante 2 h a
37°C, 5% CO2. Retirar la infeccion
realizando tres lavados con PBS para
eliminar los parasitos que no hayan sido
internalizados, afiadir 1 mL/pocillo de Medio
RAW 264.7 e incubar durante 24 h a 37°C,
5% CO:..

3. Realizar la irradiacion UV de las células.
Esterilizar el UV Crosslinker Model UVC500
Hoefer con el maximo de energia posible
para que esté estéril a la hora de introducir
las placas con nuestras células. Una de las
placas no sera sometida a radiacion y se
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reservara usarse como control

negativo.

para

4. Retirar el medio de cultivo de los pocillos.

5. Realizar dos lavados con 1 mL/pocillo de
PBS para retirar todo el rojo fenol existente
en el medio de cultivo, ya que interfiere con
la radiacion UV.

6. Colocar 100 pL/pocillo de PBS, para evitar
la desecacion de las células durante el
tratamiento con UV.

7. Irradiar cada placa con 500 mJ/cm?Z.
8. Afadir 900 uL de Medio RAW 264.7.
9. Incubar a 37°C, 5% CO2 durante 4 0 24 h.

10. Retirar el medio de cultivo de los pocillos y
afiadir 500 uL/pocillo de PBS-EDTA 10 mM
para ayudar que las células se despeguen
de la superficie de los pocillos e incubar
durante 7 min a 37°C.

11. Recoger las células a un tubo y, con ayuda
de 1 mL de PBS, pipetear arriba y abajo
para levantar las células que hayan
quedado adheridas al pocillo y recogerlas al
mismo tubo.

12. Centrifugar 10 min, 3.400 rpm, 4°C, retirar
el sobrenadante y resuspender el pellet en
400 pL de PBS.

13. Analizar las muestras empleando el
citdbmetro de flujo MACSQuant Analyzer 10
Miltenyi Biotec.
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3.2.5.1. ANEXO V.

TABLA 11 | Reactivos.

Distribuidor Protocolo

Equipos

UV Crosslinker Model UVC500 Hoefer Scientific Radiacion UV de macréfagos RAW 264.7

MACSQuant Analyzer 10 Flow Cytometer Miltenyi Biotec Citometria de flujo
TABLA 12 | Medios de cultivo.

Medio RAW 264.7 1 Litro

RPMI 1640 10,43 g

NaHCO; 24 mM

HEPES 25 mM

Mezcla de Antibidticos 5mL

L-Glutamina 2mM

FBS 10% (v/v)
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3.2.6. PRESENTACION
CRUZADA CON CELULAS B3z

Para evaluar la presentaciéon de péptidos
derivados de la OVA en el MHC | in vitro, se
empled el hibridoma de células T citotoxicas
B3Z especifico de OVA (FIGURA 47), cuya
actividad B-galactosidasa se correlaciona con
la presentacion de péptidos derivados de OVA
tras medir la absorbancia de los pocillos tras
realizar la lisis celular y la adiciéon de su
sustrato, el clorofenol rojo-B-D-
galactopiranésido (CPRG) (Karttunen et al.,
1992). Este experimento se realizé tanto con
DCs (BMDC) como con macréfagos (BMDM)
derivados de médula 6sea (FIGURA 48).

3.2.6.1. Diferenciacion de BMDC
con GM-CSF:

1. Obtencion de progenitores de médula ésea
(apartado 3.2.1.1).

2. Resuspender el pellet de células en 5 mL de
Medio B3Z. Contar las células.

3. Sembrar 2x108 células totales en 10 mL en
una placa de Petri de 90 mm.

4. Anhadir 20 ng/mL de GM-CSF (Factor
estimulante de Colonias de Granulocitos y
Macréfagos) a los 10 mL de medio.

5. Incubar a 37°C en una atmésfera de 5% de
CO:a.

6. En el dia 3, afiadir 10 mL de Medio B3Z y
20 ng/mL de GM-CSF, sobre los 10 mL que
ya teniamos.

7. En el dia 6, retirar 10 mL de medio. Al no
ser células adherentes, hay que centrifugar
las células a 300 x g, 5 min, RT, descartar
el sobrenadante y resuspender el pellet en
10 mL de Medio B3Z fresco + 20 ng/mL de
GM-CSF.

8. En el dia 7, retirar GM-CSF del medio de
cultivo de las BMDCs, para que estén 18 h
antes de tratarlas sin estimulante de
crecimiento y se queden quiescentes. Para
ello, retiramos los 20 mL de medio que
tenemos, centrifugamos las células,
retiramos el sobrenadante y
resuspendemos el pellet en 20 mL de medio
nuevo sin GM-CSF.

9. En el dia 8, recoger tanto las células no
adherentes como las adheridas débilmente.
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10. Centrifugar
Resuspender en
células.

300 x g, 5 min, RT.
Medio B3Z. Contar

3.2.6.2. Estimulacion de las BMDC
con LPS

1. Preparar las BMDC a una densidad de
2x108 células/mL resuspendidas en Medio
B3Z.

2. Sembrar 100.000 células/pocillo en un
volumen de 50 pL/pocillo en una placa de
96 pocillos con fondo en “U” no tratada para
cultivo celular

3. Estimularlas BMDC con 100 ng/mL de LPS.
Dejar parte de las células sin tratar para
emplearlas como control.

4. Incubar durante 16 h a 37°C en una
atmosfera de 5% de COo.

3.2.6.3. Preparacion de RAW 264.7
infectadas e irradiadas con UV

1. Para la infeccion y radiacion de los
macrofagos 264.7, se llevd a cabo el
método descrito en los apartados 3.2.4.1y
3.2.4.2.

2. Para realizar la infeccion de células RAW
264.7 (MOl  1:10), se emplearon
amastigotes de la cepa L. infantum 2713
HASPB:OVA diferenciados a partir de
promastigotes (apartado 3.2.2.1).

3. Las células RAW 264.7, se irradiaron con
UV a una energia de 500 mJ/cmZ.

4. Incubar durante 24 h a 37°C, en una
atmosfera de 5% de COa.

3.2.6.4. Co-cultivo de BMDC con
RAW 264.7

1. Recoger las células irradiadas e infectadas,
tanto en suspension como adheridas.

2. Centrifugar 3.400 rpm, 10 min, 4°C.
Descartar el sobrenadante, excepto 50 pL,
que se emplearan para resuspender el
pellet de células.

3. Anadir los 50 pL sobre los pocillos
correspondientes que contienen las BMDC.

4. Incubar durante 24 h a 37°C, en una
atmosfera de 5% de COa.
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3.2.6.5. Preparacion de bolas
recubiertas con OVA/BSA (bbOVA)

1. Se preparan bolas recubiertas con
diferentes concentraciones de OVA/BSA
(TABLA 13). Siguiendo la ficha de datos de
las bolas, para 250 pL de bolas se pueden
colocar hasta 750 pL de mezcla de
proteinas (3X). Calcular el numero de bolas
que se van a necesitar para el experimento,
sabiendo que se colocan 10 pL de
bolas/pocillo.

2. Preparar tantos tubos como condiciones.
Se trabajara con una concentracion total de
10 mg/mL de mezcla de proteinas por cada
condicion.

3. Anadir el volumen de bolas necesario a
cada tubo y afiadir 1,5 mL de Tampodn
Acetato para lavar las bolas.

4. Mezclar con vortex.
5. Centrifugar a 5.000 x g, 5 min, 4°C.

6. Retirar el sobrenadante y afadir 1,5 mL de
Tampdn Acetato.

7. Resuspender las bolas con vortex.
8. Centrifugar a 5.000 x g, 5 min, 4°C.

9. Retirar el sobrenadante y afiadir la mezcla
de proteinas OVA/BSA correspondiente.

10.Incubar las bolas con la mezcla de
proteinas durante toda la noche a 4°C en
agitacion.

3.2.6.6. Sub-cultivo de células B3Z

1. Tras alcanzar una confluencia del 80%,
realizar un pase de células, sembrandolas
a una densidad de 108 células/mL en
Medio B3Z.

2. Incubar durante 24 h a 37°C, en una
atmosfera de 5% de COa.

3.2.6.7. Lavar bbOVA

1. Realizar tres lavados con 1 mL de PBS frio.
Centrifugar los tubos a 5.500 x g durante 10
min a 4°C. Descartar el sobrenadante.

2. Resuspender las bbOVA en Medio B3Z, de
tal forma que las bolas queden diluidas 1:5
(por ejemplo, si habiamos colocado 50 pL
de bolas/tubo, se afiadiran 250 pL de
medio/tubo).
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3. Adadir 50 yL/pocillo de bbOVA sobre las
BMDC 4 h antes de afiadir las células B3Z,
e incubar a 37°C en una atmésfera de 5%
de CO:a.

3.2.6.8. Preparacion de las
diluciones de OVA soluble (sOVA)

1. Preparar las distintas concentraciones de
sOVA que se emplearan para estimular las
BMDC (0,5-2 mg/mL). Incluir un control
negativo que contenga BSA (2 mg/mL).

2. Adadir 50 uL/pocillo de sOVA sobre las
BMDC 4 h antes de afiadir las células B3Z,
e incubar a 37°C en una atmodsfera de 5%
de COa.

3.2.6.9. Preparacion de las

diluciones del péptido SIINFEKL

1. Preparar las distintas concentraciones de
SIINFEKL que se emplearan para estimular
las BMDC (0-3 ng/mL).

2. Anadir 50 pL/pocillo de SIINFEKL sobre las
BMDC 30 min antes de afadir las células
B3Z, e incubar a 37°C en una atmdsfera de
5% de CO:a.

3.2.6.10. Lavar y fijar BMDC

1. Lavar las BMDC con 100 uL/pocillo de BSA
al 0,1% (p/v) en PBS en hielo.

2. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4°C. Retirar
el sobrenadante dandole la vuelta a la
placa.

3. Hacer dos lavados mas.

4. Fijar las células pipeteando con 50
uL/pocillo de glutaraldehido al 0,008% (v/v)
en PBS (PBS-GTA) e incubar 5 min en
hielo.

5. Afadir 50 pL/pocillo de 0,4 M de glicina en
PBS sobre los 50 pyL de PBS-GTA.

6. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4°C. Retirar
el sobrenadante dandole la vuelta a la
placa.

7. Afadir 100 uL/pocillo de 0,2 M de glicina en
PBS.

8. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4°C. Retirar
el sobrenadante dandole la vuelta a la
placa.
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9. Lavar con 200 uL/pocillo de Medio B3Z.

10. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4°C. Retirar

el sobrenadante dandole la vuelta a la
placa.

11. Hacer un lavado mas con Medio B3Z.

12. Resuspender las células fijadas en 100

pL/pocillo de Medio B3Z.

3.2.6.11. Co-cultivo de BMDC y B3Z

1.

Anadir 100.000 B3Z/pocillo (relacion 1
BMDC : 1 B3Z) en 100 pL/pocillo de Medio
B3Z.

Incubar durante 16 h a 37°C en una
atmosfera de 5% de COo.

3.2.6.12. Revelar el ensayo

. Centrifugar la placa a 800 x g, 2 min, a 4°C.

Lavar una vez con 100 pL/pocillo de BSA al
0,1% (p/v) en PBS.

Centrifugar la placa a 800 x g, 2 min, a 4°C.
Retirar el sobrenadante dandole la vuelta a
la placa.

Incubar la placa a -20°C durante 10 min
para facilitar el lisado de las células.
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10.

1.

12.

ARadir 20 pL/pocillo de Tampoén de Lisis.
Asimismo, preparar unos pocillos que sirvan
como blanco del experimento.

Para ello, afiadir 20 pL/pocillo de Tampon
de Lisis en un par de pocillos vacios que no
contengan células.

Preparar una alicuota de 30 mg de CPRG.
Preparar una solucion CPRG 25X,
anadiendo 1 mL de Tampodn A al vial de 30
mg de CPRG. Mezclar por inversion.

Preparar una solucion de CPRG 1X (5
mmol/L), afiadiendo 1 parte del CPRG 25X
a 24 partes de Tampon A (1:25).

Anadir 130 pL/pocillo de CPRG 1X.

Incubar la reacciéon durante 30 min o mas
(hasta 72 h) a 37°C hasta que la muestra
cambie a un color rojo oscuro.

Parar la reaccion afiadiendo 80 pL/pocillo
de Solucién de Parada. Una vez anadida, el
CPRG comienza a oxidarse, por lo que
debe medirse dentro de las 2 h siguientes.

Medir la absorbancia a 575 nm con un lector
de placas Varioskan LUX Thermo Scientific
cada 30-60 min hasta que la reaccién sature
(4-6 h). Medir la absorbancia del blanco y
sustraérselo a los valores de las muestras.
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3.2.6.13. ANEXO VL.

Hibridoma B3Z
CD8+ T-cell

Activacion T-cell

APC Presentacion del Produccion de B-
(BMDC, BMDM) SIINFEKL en MHC-| Galactosidasa

FIGURA 47 | Esquema de la presentacion cruzada antigénica empleando células B3Z.

. odio aiiodal
poomaEne ) RAWzsa7 Pépideantginico
o N\
s N N7 ~
4 5 6 2
bbOVA 100% £ D@
- |
bbOVA 50% OO mo i ( 25
bbOVA 25% ******** . \25
bbOVA 0% S 2R A &> No Radinf ) =
(BSA 100%) S
SOVA 2 mg/mL *.* +‘0'e'a'% *.* : :é
SOVA 1 mg/mL O\ g £
SOVA 05 .‘ S3
mg/mL H * 8 %
sOVA 0 mg/mL
(BSA 1 mg/mL) BMDC BMDC BMDC BMDC BMDC BMDC

conLPS sinLPS conlLPS sinLPS conlLPS sinLPS

FIGURA 48 | Esquema de la placa de trabajo empleada en el experimento de presentacion cruzada con células
B3Z. Se obtuvieron resultados de BMDC, estimuladas o no con LPS (100 ng/mL). Asimismo, también se obtuvieron
resultados co-cultivando las células B3Z con BMDM.

TABLA 13 | Concentraciones de OVA/BSA empleadas para la preparacion de las bbOVA.

bbOVA
TUBO A 100% OVA (10 mg/mL OVA) 0% BSA (0 mg/mL BSA)
TUBO B 50% OVA (5 mg/mL OVA) 50% BSA (5 mg/mL BSA)

TUBO C 25% OVA (2,5 mg/mL OVA) 75% BSA (7,5 mg/mL BSA)

TUBO D 0% OVA (0 mg/mL OVA) 100% BSA (10 mg/mL BSA)
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TABLA 14 | Reactivos.

Distribuidor Referencia

Reactivos
Polybead Polystyrene 3.0 Micron Microspheres 3.00 um Polysciences 17134-15
Ovalbumin EndoFit InvivoGen vac-pova-100
Ova Peptide (257-264) GenScript RP10611
CPRG ChemCruz sC-257242A
Equipos
Varioskan LUX Plate Reader Thermo Scientific

TABLA 15 | Medios de cultivo.
HBSS (pH 7.2) 1 Litro Tampon A (pH 7.5)
NaCl 8¢ MOPS [3-(N-Morph.oI|no.) 25 mM
KCI 0,49 propanesulfonic acid]
KH,PO, 0,06 g NaCl 100 mM
Glucosa 19 MgCl, 10 mM
Na,HPO,-2H,0 0,06 g Tampon Lisis (pH 7.4)
MgSO,-7H,0 0,20 g Tris 0.25M
CaCl,-2H,0 0,185¢g NP-40 0,25% (v/v)
NaHCO3 0,359 EDTA 2.5 mM
Medio B3Z (pH 7.2) Solucién de Parada
RPMI 1640 10,43 g/L Na,COs 0.5M
Mezcla de Antibidticos 5mL Tampon Acetato
Glutamina 2 mM Acido Acético 01M
-mercaptoethanol 50 uM Acetato Sodico 0.1M
MEM NEAA 1X Medio de Congelacién
Piruvato Sédico 100 mM FBS 90% (v/v)
FBS 10% (vIv) DMSO 10% (vIv)
Medio BMDM (pH 7.2) 1 Litro
RPMI 1640 10,43 g
NaHCO; 24 mM
L-Glutamina 2mM
Mezcla de Antibiéticos 5mL
HEPES 25 mM
1x RPMI AA 20 mL
C3H3NaO; 10 mL
FBS 10% (v/v)
Sobrenadante L929 10/30% (v/v)
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3.2.7. CUANTIFICACION DE LA
ACTIVACION DE BMDC

3.2.7.1. Diferenciacion de BMDC
mediante el ligando FIt3L

1.
2.

10.

1.

12.

Sacrificar un ratén C57BL/6 con COsa.

Esterilizar el abdomen y las patas traseras
del ratén con etanol al 70%.

Hacer una incisiéon en el abdomen y cortar
hacia afuera para exponer las patas
traseras. Cortar el fémur en el extremo
proximal, manteniendo la epifisis intacta, y
la tibia en el extremo distal. Cortar el
musculo circundante.

Con material quirdrgico estéril, cortar el
fémur y la tibia en la epifisis proximal y en la
articulacion de la rodilla. Usando una aguja
de 25G y una jeringa de 10 mL, enjuagar el
fémur y la tibia con HBSS + FBS al 2% (v/v)
sobre un tubo de 50 mL. El lumen del fémur
y de la tibia debe cambiar de un color rojo a
un color blanco, a medida que se van
extrayendo las células de la medula ésea.

Centrifugar 5 min, a 4°C, 1.800 rpm.

Anadir 1 mL de Tampédn de Lisis RBC e
incubar durante 1 min a RT. Tras la
incubacion, anadir 20 mL de HBSS + FBS
al 2% (v/v) para neutralizar la solucién de
lisis.

Centrifugar 5 min, a 4°C, 1.800 rpm.

Resuspender el pellet en 10 mL de HBSS +
FBS al 2% (v/v).

Pasar la suspension celular a través de una
malla de 70 pm para individualizar las
células y contar.

Sembrar 2x108 células/pocillo en 2
mL/pocillo de Medio BMDC-FIt3L en una
placa de 24 pocillos tratada para cultivo
celular.

En el dia 3 de diferenciacion, retirar 1 mL de
cada pocillo y afiadir 1 mL de Medio BMDC-
FIt3L fresco.

En el dia 7 de diferenciacién, anadir 100
ng/mL de LPS a los pocillos
correspondientes e incubar durante 8 h a
37°C en una atmosfera del 5% de COa.
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3.2.7.2. Citometria de flujo

1.

10.
1.

12.

13.

Recoger las células de los pocillos,
recogiendo también el sobrenadante a un
tubo, ya que hay células en suspension, y
anadir 500 plL/pocillo de Tripsina-EDTA e
incubar durante 5 min a 37°C. Neutralizar la
tripsina con PBS vy recoger las células al
mismo tubo donde se habia recogido el
sobrenadante. Contar las células y
comenzar con la tincién para el analisis por
citometria de flujo.

Tinciéon de viabilidad con Zombie Yellow
(1:500) en 100 pL/pocillo de PBS. Este
colorante fluorescente reacciona con las
aminas presentes en las proteinas
(FIGURA 49). No es permeable en las
células vivas, pero si lo es en las células
muertas que presentan dafios en la
membrana. En las células sanas, este
colorante sélo puede unirse a las aminas de
la superficie celular. Sin embargo, las
células dafadas se vuelven permeables a
este tinte, el cual puede unirse a las
proteinas citoplasmaticas. EI numero
significativamente mayor de proteinas
intracelulares en comparaciéon con las de
superficie celular da como resultado una
mayor fluorescencia en las células muertas
(Nordic BioSite, 2019).

Incubar durante 15 min a RT en oscuridad.
Centrifugar 1.000 x g, 5 min.

Bloqueo con CD16/32 (1:100) en 100
uL/pocillo de FACs.

Incubar durante 10 min en hielo y en
oscuridad.

Centrifugar 1.000 x g, 5 min.
Tincién con anticuerpos (TABLA 16).

Incubar durante 15 min en hielo dentro de
una nevera a 4°C en oscuridad.

Centrifugar 1.000 x g, 5 min.

Realizar dos lavados con 200 uL/pocillo de
FACs.

Fijacion con PFA al 2% (v/v) en FACs. Para
ello, resuspenderemos el pellet de células
con 100 pL/pocilo de FACs v,
seguidamente, afadir 100 pL/pocillo de
PFA al 4% (quedard diluido a una
concentracién del 2%).

Incubar durante 15 min a RT en oscuridad.
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14. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 16. Analizar por citometria de flujo con el
citometro espectral Aurora Cytek

15. Resuspender en PBS. Biosciences.
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3.2.7.3. ANEXO ViII.
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FIGURA 49 | Representacion esquematica de la tincion con colorantes de viabilidad de union a aminas (Nordic
BioSite, 2019).

TABLA 16 | Anticuerpos empleados para la cuantificacion del estado de activacion de BMDC.

Marcador Fluorocromo Concentracion
CD11c APC-Vio770 1:50
CD11b VioBlue 1:100
CD80 Alexa Fluor 488 1:200
CD86 PerCP-Cy5.5 1:40
MHC-II PerCP-Cy5.5 1:400

TABLA 17 | Reactivos.

Distribuidor Referencia Protocolo
Anticuerpos
Purified anti-mouse CD16/32 BioLegend 101302 Citometria de flujo
CD11c Antibody anti-mouse APC-Vio770 Miltenyi Biotec 130-122-016 Citometria de flujo
CD11b Antibody anti-mouse, VioBlue Miltenyi Biotec 130-113-810 Citometria de flujo
AlexFluor 488 anti-mouse CD80 BioLegend 104716 Citometria de flujo
PerCP/Cyanine5.5 anti-mouse CD86 BioLegend 105028 Citometria de flujo
PBFCZI (t;i’gzzi;esﬁ MHC-II - anti-mouse  IAE g, o gend 107625 Citometria de flujo
Reactivos
Zombie Yellow Fixable Viability Kit BioLegend 423103 Citometria de flujo
IC Fixation Buffer Invitrogen FBO001 Citometria de flujo
Equipos
Citémetro de flujo espectral Aurora Cytek Biosciences Citometria de flujo
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TABLA 18 | Medios de cultivo.

HBSS (pH 7.2)
NaCl

KCI

KH,PO,
Glucosa
NazHPO4'2H20
MgSO,-7H,0
CaCly-2H,0
NaHCO;
Tampoén de Lisis RBC
NaCl

Tris-HCI buffer

1 Litro
89
0449
0,06 g
19
0,06 g
0,209
0,185 g
0,359
1 Litro
8.3g
0.01M
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Medio BMDC-FIt3L

RPMI 1640 medium

L-Glutamina

Mezcla de Antibiéticos

HEPES

1x RPMI non-essential amino
acid solution

Piruvato Sédico

FBS

2-mercaptoethanol

FIt3L

Tampon FACs

PBS

BSA

EDTA

1 Litro
10,43 g
2mM
5mL
10 mM

20 mL

1mM
5% (vIv)
55 uM
50 ng/mL

1X
0,5% (p/v)
2mM
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3.2.8. PRESENTACION
CRUZADA ANTIGENICA CON
CELULAS OT-l

Se llevo a cabo la evaluacion de la presentacion
cruzada antigénica tras la cuantificacion de la
proliferaciéon de células OT-I (FIGURA 50) tras
su co-cultivo con DCs estimuladas con
macroéfagos en los que se ha inducido ICD y un
lisado de amastigotes de la cepa L. infantum
HASPB:OVA. Para ello, se emplearon cDC1
aisladas procedentes de bazos de ratones a los
que se les implant6 el tumor B16-FIt3L.

3.2.8.1. Expansién de cDC1 in vivo
para su uso en experimentos ex
vivo

1. Cultivar células B16-FIt3L en Medio B16-
FIt3L en un flask T75 hasta que alcancen
una confluencia del 80%.

2. Recoger las células. Aspirar el medio de
cultivo, afadir 3 mL de Tripsina-EDTA e
incubar 5 min a 37°C. Afiadir 9 mL de PBS
al flask para neutralizar la tripsina. Recoger
las células en un tubo de 15 mL.

3. Centrifugar las células 6 min a 2.000 rpm.
Descartar el sobrenadante y resuspender
las células en 5 mL de PBS.

4. Contar las células y resuspenderlas en PBS
a una concentracion de 5x108 células/mL

5. Colocar 100 pL de la suspensioén celular en
una jeringuilla con una aguja de 25G.

6. Implantacion subcutanea de 5x108 células
B16-FIt3L en los flancos izquierdo vy
derecho de un ratén C57BL/6. Esperar
entre 7y 11 d a que el tumor alcance un
diametro entre 2 y 10 mm vy sea
visiblemente palpable.

7. Extraer el bazo y colocarlo sobre una placa
de Petri de 60 mm. Inyectar 500 pL de
colagenasa (20 mg/mL) en el tejido y ahadir
5 mL de Tampédn de Colagenasa. Incubar
durante 20 min a 37°C.

8. Procesar el bazo haciéndolo pasar a través
de una malla de 100 ym situada sobre un
falcon de 50 mL. Ir afiadiendo PBS para
conseguir una suspensioén celular.

9. Centrifugar 7 min a 2.500 rpm a 4°C.
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10. Descartar el sobrenadante y resuspender el
pellet en 4 mL de Tampodn de Lisis. Incubar
en hielo durante 4 min, agitando
cuidadosamente la suspension celular cada
minuto.

11. Centrifugar 7 min a 2.500 rpm a 4°C.

12.Descartar el sobrenadante y hacer tres
lavados con PBS frio.

13. Resuspender el pellet de células en PBS y
contar las células.

3.2.8.2. Aislamiento de cDC1

Para el aislamiento de cDC1 se empled el kit
CD8+ Dendritic Cell Isolation Miltenyi Biotec,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

A. Marcado magnético de células T, B y NK.

1. Resuspender 108 células totales en 200 pL
de Tampon FACs. Adadir 50 yL de Biotin
Antibody Cocktail. Mezclar bien. Incubar 10
min en hielo.

2. Anadir 150 pL de Tampdn FACs. Afadir 100
uL de Anti-Biotin MicroBeads. Mezclar bien.
Incubar 15 min en hielo.

3. Lavar las células afiadiendo 5-10 mL de
Tampén FACs. Centrifugar a 1.000 x g, 7
min en frio. Retirar el sobrenadante
completamente. Resuspender el pellet en
800 pL de Tampodn FACs.

B. Separacion magnética:
células T, By NK.

Deplecion de

1. Colocar la columna LS en el soporte
magnético y activarla afiadiendo 3 mL de
Tampén FACs.

2. Afadir la suspensién celular en la columna.

3. Recoger las células no marcadas que salen
de la columna.

4. Lavar la columna por dos veces con 3 mL
de Tampodn FACs.

5. Recoger el total eluido (fraccion de células
no marcada).

6. Proceder con el aislamiento de las DCs
CDs8".



w

. MATERIALES Y METODOS

Marcado magnético de las células
dendriticas CD8"*.

. Centrifugar la suspensién celular a 1.000 x

g, 7 min. Descartar el sobrenadante por
completo.

Resuspender el pellet de células en 400 pL
de Tampoén FACs. Ahadir 100 uL de CD8a
(Ly-2) MicroBeads. Mezclar bien. Incubar
30 min en hielo. Mezclar al menos una vez
durante el tiempo de incubacion.

Lavar con 5-10 mL de Tampon FACs.
Centrifugar a 1.000 x g, 10 min, 2-8°C.
Aspirar el sobrenadante por completo.
Resuspender las células en 800 pL de
Tampon FACs.

Separacion magnética: Seleccion
Positiva de células dendriticas CD8+.

. Colocar la columna MS en el soporte

magnético y activarla con 500 upL de
Tampén FACs.

ARadir la suspension celular en la columna.

Recoger las células sin marcar que salen de
la columna.

Lavar la columna por tres veces con 500 pL
de Tampodn FACs.

Recoger la fraccion eluida por la columna
(fraccion celular sin marcar; no es la
fraccion de interés).

Retirar la columna del soporte magnético,
colocarla sobre un tubo colector y afiadir 1
mL de Tampén FACs a la columna. Empujar
el émbolo en la columna para sacar las
células marcadas magnéticamente
(fraccion de interés) y recogerlas en el tubo
colector.

Contar las células y resuspenderlas en
Medio RPMI suplementado a una
concentracion de 5x10° células/mL.

Colocar 100 plL/pocillo de células
dendriticas (50.000 células/pocillo) en una
placa de 96 pocillos con fondo en “U”
tratadas para cultivo celular.

3.2.8.3. Preparacion del cargo

A.

Lisado de amastigotes irradiados:

. Diferenciacion  de

promastigotes a
amastigotes en Medio  Amastigote
(apartado 3.2.2.1).

. Contar los amastigotes y colocar 2,5x107

amastigotes/mL en 10 mL de PBS en una
placa de Petri mediana. Es importante que
el medio no lleve rojo fenol, ya que interfiere
durante la irradiacion.

. Colocar la placa de Petri sin tapa en el

interior del Stratalinker. Seleccionar la
cantidad de energia de 300 mJd/cm? e
irradiar los parasitos con UV.

. Recoger los amastigotes irradiados en un

tubo. Centrifugar 10 min, 3.500 rpm.
Descartar el sobrenadante y resuspender el
pellet en Medio RPMI Suplementado a una
densidad de 10° amastigotes/pL.

. Colocar 1,25x108 amastigotes/pocillo en 50

uL/pocillo de Medio RPMI Suplementado
sobre los pocillos que contienen DCs
(amastigotes:DC; 25:1).

. Muerte celular de macréfagos RAW

264.7:

. Cultivar la linea celular en un flask T75

hasta que alcance un 80% de confluencia.

. Retirar el medio de cultivo y anadir 3 mL de

Tripsina-EDTA. Incubar 5 min a 37°C.
Neutralizar la tripsina con 9 mL de PBS y
recoger las células a un tubo.

. Centrifugar 6 min a 1.800 rpm y descartar el

sobrenadante. Resuspender el pellet de
células en 5 mL de Medio RAW 264.7.
Contar las células.

. Sembrar las células en una placa de 24

pocillos tratada para cultivo celular a una
densidad de 300.000 células/pocillo en 300
uL de Medio RAW 264.7.

. Realizar un pretratamiento con 300 pL de

LPS a las siguientes concentraciones:
a. Apoptosis intrinseca: LPS (50 ng/mL)
b. Apoptosis extrinseca: LPS (100 ng/mL)

Incubar durante 3 h a 37°C en una
atmosfera del 5% de COo.

Tratar las células con los inhibidores de
interés:

a. Apoptosis intrinseca: 1 yM ABT-263 + 1
UM AZD-5991
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10.

11.

b. Apoptosis extrinseca: 1 yM LCL-161

Preparar las células RAW 264.7 irradiadas
con UV a 240 y 500 mJ/cm? como en el
apartado 3.2.4.2.

Incubar las células durante 3 h a 37°C.

Recoger las células de los pocillos y
resuspenderlas en 150 pL de Medio RPMI
Suplementado (2x108 células/mL). De esta
forma, podremos tener tres réplicas de cada
tratamiento ya que se afiaden 50 uL/pocillo
sobre las DC, colocando asi 100.000
células/pocillo (RAW 264.7:DC; 2:1).

Anadir 50 pL/pocillo
células/pocillo) sobre
contienen DCs.

(100.000
los pocillos que

3.2.8.4. Estimulacion de cDC1

1.

Una vez afadido el cargo, centrifugar 300 x
g, 2 min e incubar hasta el dia siguiente a
37°C, en una atmoésfera del 5% de COa.

Realizar el recubrimiento de la placa con a-
CD3 (50 pg/mL), el cual sera empleado
como control positivo, e incubar hasta el dia
siguiente a 4°C.

. Tras incubar las DCs con el cargo durante

toda la noche, tratar las DCs
correspondientes con LPS (100 ng/mL) y
SIINFEKL (2 pM) durante 30 min antes de
comenzar con la fijacion de las células. Sera
empleado como control positivo.

Centrifugar 800 x g, 5 min. Retirar y
desechar el sobrenadante con cuidado,
utilizando una pipeta P200.

Lavar dos veces con 200 uL/pocillo de PBS.

Centrifugar y descartar los sobrenadantes,
como antes.

3.2.8.5. Fijacion de las DCs

1.

Fijar las DCs afadiendo 100 pL/pocillo de
PFA al 0,05 % (v/v) en PBS a cada pocillo.

Incubar las células 5 min a RT.

Lavar una vez afadiendo 100 uL/pocillo de
PBS a cada pocillo que contenga PFA.

Centrifugar a RT. Desechar el
sobrenadante con cuidado, como antes.

10.

1.

12.

13.

Lavar de nuevo con 200 uL/pocillo de PBS.

Centrifugar y desechar el sobrenadante,
como antes.

Parar la fijacion de PFA agregando 100
uL/pocillo de glicina 0,5 M en RPMI sin
suero e incubar 5 min a RT.

Centrifugar a RT y desechar el

sobrenadante, como antes.

Lavar cuatro veces en PBS, centrifugar y
desechar el sobrenadante, como antes.

Anadir 200 pL/pocillo de medio RPMI
Suplementado e incubar 20 min a 37°C.
Esto sirve para permitir la liberacién del
exceso de PFA de las DCs.

Centrifugar y desechar el sobrenadante
como antes.

Realizar dos lavados mas con 200

pL/pocillo de PBS.

Resuspender el pellet de células en 50
uL/pocillo de Medio RPMI Suplementado
hasta que se afiadan los linfocitos T CD8*.

3.2.8.6. Aislamiento de linfocitos T
CD8+

Como célula T se emplearon

linfocitos

esplénicos de ratones OT-l aislados mediante
el kit CD8a+ T Cell Isolation Miltenyi Biotec,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.

Sacrificar un raton OT-l de entre 7 y 11
semanas de edad.

Extraccién y procesamiento del bazo. No se
realiza un proceso de digestion con
colagenasa. Pasar todo el material a través
de una malla de 70 pm. Ayudarse del
émbolo de la jeringuilla. Ir afiadiendo PBS
para ir limpiando la malla.

Centrifugar 7 min, 1.000 x g. Descartar el
sobrenadante.

Resuspender el pellet en 1 mL de Tampén
de Lisis RBC e incubar durante 1 min a RT.
Anadir PBS para neutralizar la lisis.

Centrifugar 7 min, 500 x g. Contar las
células.

Aislamiento por columna.

magnético:

Marcaje
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1. Resuspender el pellet en 40 yL de Tampon
FACs para un total de 107 células. Aiadir 10
uL de Biotin-Antibody Cocktail para 107
células totales. Mezclar bien e incubar 10
min a 4°C.

2. Anadir 30 yL de Tampén FACs para 107
células totales. Afadir 20 pL de Anti-Biotin
MicroBeads para 107 células totales.
Mezclar bien e incubar 10 min a 4°C.

3. Afadir 800 pL de Tampodn FACs.

B. Separaciéon magnética de células

1. Colocar la columna LS en el soporte
magnético y activarla con 3 mL del Tampon
FACs y dejar que se vacie por completo.

2. Adadir la suspension de células a la
columna.

3. Recoger las células sin marcar que salen de
la columna, ya que representan la fraccion
enriquecida en células T CD8".

4. Lavar la columna por dos veces con 3 mL
de Tampon FACs. Recoger las células que
atraviesan la columna (células T CD8*) y
juntarlas con las del paso anterior.

5. Contar las células.

6. Centrifugar 5 min, 0.7 x g. Descartar el
sobrenadante. Resuspender en PBS a una
concentracion de:

a. 500.000 células/mL para células sin
tefiir.

b. 2x108 células/mL para células que van a
ser tefiidas con CellTrace Yellow.

3.2.8.7. Tincion de células T CD8+
con CellTrace Yellow

El colorante CellTrace Yellow se incorpora tanto
en el citoplasma como en el nicleo de las
células, y se retiene bien dentro de las células
tefiidas (FIGURA 51). Cuando las células
tefiidas se dividen, este colorante se distribuye
uniformemente entre las células hijas, lo que
resulta en la dilucion de este colorante a la
mitad en cada division celular consecutiva,
generando distintos picos de fluorescencia
cuando una poblaciéon que ha proliferado es
observada como un histograma tras el analisis
por citometria de flujo (Lyons & Parish, 1994).
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1. Anadir 40 yL de DMSO a un vial de solucion
de tincién CellTrace Yellow (Stock = 5 mM).

2. Preparar una solucién 2X de CellTrace
Yellow (2 uM) en 500 pL de PBS por cada
106 células. (Concentracion de uso = 1 uyM
por cada 10° células).

3. Mezclar las células T CD8* (106 células /
500 pL) + 500 uL del CellTrace 2X.

4. Incubar 20 min a RT en oscuridad. Agitar la
muestra cada 2 min.

5. Anadir 5 vol. de PBS + FBS al 2% (v/v) e
incubar 5 min, RT. Este paso sirve para
eliminar restos de colorante.

6. Centrifugar 1000 x g, 5 min, descartar el
sobrenadante y resuspender en Medio
RPMI Suplementado a una concentracion
de 500.000 células/mL.

3.2.8.8. Co-cultivo de DCs y células
T CD8+

1. Realizar tres o cuatro lavados con PBS en
los pocillos donde se habia realizado el
recubrimiento con a-CD3 antes de afadir
las células T CD8*.

2. Adadir 200 pL/pocillo (100.000 células) de
la suspension de células T CD8" a los
pocillos que contenian las DCs fijadas.

3. Para los pocillos destinados para el control
positivo:

a. a-CD3 (50 pg/mL): colocado 24 h antes a
4°C.
b. a-CD28 (5 ug/mL).

4. Incubar a 37°C en una atmoésfera del 5% de
COz2 durante 48 h.

3.2.8.9. Citometria de flujo

1. Centrifugar la placa de células 800 x g, 5
min. Retirar el sobrenadante con cuidado
con una pipeta P200.

2. Lavar con 200 uL/pocillo de PBS.

3. Centrifugar la placa de células 800 x g, 5
min. Retirar el sobrenadante con cuidado.

4. Anadir 100 uL/pocillo de una dilucién 1:500
de Zombie Yellow en PBS. Incubar 15 min
a RT en oscuridad.

5. Centrifugar la placa de células 800 x g, 5
min. Retirar el sobrenadante con cuidado.
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. Realizar dos lavados con 200 pL/pocillo de 9. Resuspender las células en 250 pL de PBS.
FACs. 10. Analizar por citometria de flujo con el

. Fijar las células con 200 pL/pocillo de PFA citbmetro espectral Aurora Cytek
al 2% (v/v) en FACs. Incubar 15 min a RT Biosciences.

en oscuridad.

. Centrifugar la placa de células 800 x g, 5
min. Retirar el sobrenadante con cuidado
con una pipeta P200.

102



3. MATERIALES Y METODOS

3.2.8.10. ANEXO VIIL.

OVA
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FIGURA 50 | Esquema de la presentacion cruzada antigénica empleando células B3Z.
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FIGURA 51 | Principio de los ensayos de dilucion de los colorantes empleados para la cuantificacion de la
proliferacion celular. Las células parentales se tifien con CellTrace Yellow el dia 0. Cuando las células se dividen,
el colorante se va diluyendo en las células hijas. El andlisis por citometria de flujo permite revelar la presencia de
picos mas tenues, que corresponderian a las diferentes generaciones de células generadas a partir de la célula
parental. Imagen modificada de Sanquin, 2021.
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FIGURA 52 | Esquema de la placa de trabajo empleada en el experimento de presentacion cruzada con
células OT-l.
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TABLA 19 | Reactivos.

Kits comerciales

CDB8+ Dendritic Cell Isolation Kit, mouse
e CD8+ Dendritic Cell Biotin-Antibody
Cocktail, mouse
¢ Anti-Biotin MicroBeads
e CD8a (Ly-2) MicroBeads
CD8a+ T Cell Isolation Kit, mouse
e CD8a+ T Cell Biotin-Antibody
Cocktail, mouse
o Anti-Biotin MicroBeads

Anticuerpos

Ultra-LEAF Purified anti-mouse CD3
Ultra-LEAF Purified anti-mouse CD28
Inhibidores

ABT-263 (Navitoclax)

AZD-5991

LCL161

Reactivos

Collagenase D

Ova Peptide (257-264)

16% Formaldehyde
Methanol-free

Zombie Yellow™ Fixable Viability Kit

Solution  (v/v),

CellTrace Yellow Cell Proliferation Kit
DMEM/F-12, HEPES

Fungible

LS Columns

MS Columns

MidiMACS Separator

MiniMACS™ Separator
Equipos

Citometro de flujo espectral Aurora

Distribuidor

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

BioLegend
BioLegend

MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress

Roche

GenScript
Thermo Scientific

BioLegend
Invitrogen

Gibco

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Cytek Biosciences
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Referencia

130-091-169

130-104-075

100238
102116

HY-10087
HY-101533
HY-15518

11088866001
RP10611

28906

423103
C34567
11574546

130-042-401

130-042-201

130-042-302

130-042-102

Protocolo

Aislamiento cDC1

Aislamiento células T CD8

Estimulacion células T CD8

Estimulacion células T CD8

Muerte celular RAW 264.7
Muerte celular RAW 264.7
Muerte celular RAW 264.7

Aislamiento células T CD8

Cargo DCs
Fijacion DC

Citometria de flujo
Citometria de flujo

Células B16-FIt3L

Aislamiento cDC1
Aislamiento células T CD8

Aislamiento células T CD8

Aislamiento cDC1
Aislamiento células T CD8

Aislamiento cDC1

Citometria de flujo
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TABLA 20 | Medios de cultivo.

Medio B16-Fit3L
DMEM/F-12, HEPES
Mezcla de Antibiéticos
FBS

Tampon de Colagenasa (pH 7.4)

HEPES pH 7.4

NaCl

KCI

MgCl,

CaCl,

Tampon de Lisis (pH 7.2)
NH,CI

KHCO;

EDTA

Tampon FACs

PBS

BSA

EDTA

Medio RPMI Suplementado
RPMI 1640 Medium
NaHCO;

L-Glutamina

Mezcla de Antibiéticos
Piruvato Sédico

HEPES Buffer

Solucién de Aminoacidos
No Esenciales
B-Mercaptoetanol

FBS

05L
2,5mL
10% (V/v)

10 mM
150 mM
5mM
1mM
1,8 mM
1 Litro
8,025¢g
0,19
0,037 g

1X
0,5% (p/v)
2 mM

23.81 mM
2 mM
5mL
1 mM

10 mM
1X

0.055 mM
5% (vIv)
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Medio Amastigote (pH 5.5)
KCI

KH,PO,4

KzHPO,4-3H,0
MgSO,-7H,0

NaHCO;

Glucosa

Glutamina

RPMI 1640 Vitamin Mix
Acido Félico
Adenosina

RPMI Amino Acid Mix
Hemina

Mezcla de Antibiéticos
MES

FBS

Medio RAW 264.7
RPMI 1640

NaHCO;

HEPES

Mezcla de Antibiéticos
L-Glutamina

FBS

Tampon de Lisis RBC
NaCl

Tris-HCI buffer

15 mM
136 mM
10 mM
0,5 mM
24 mM
22 mM
1 mM
1X

10 uM
100 pM
1X

5 pg/mL
5mL
25 mM
20% (viv)
1 Litro
10,43 g
24 mM
25 mM
5mL

2 mM
10% (v/v)
1 Litro
8.3¢g
0.01 M
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3.2.9. FENOTIPADO DE BAZO
SANO E INFECTADO PARA DCs

3.2.9.1. Procesamiento del bazo

1. Extraer el bazo del ratén y colocarlo en una
placa de Petri de 60 mm.

2. Inyectar en el bazo del ratén 500 pL de
colagenasa D (20 mg/mL) empleando una
jeringuilla de 1 mL y una aguja de 25G.
Cortar el bazo en pequeias piezas, afadir
5 mL de Tampén de Colagenasa e
inyectarlo en los diferentes trozos.

3. Incubar a 37°C durante 20 min.

4. Pasar todo el material a través de una malla
de 70 ym colocada sobre un tubo de 50 mL,
usando el émbolo de la jeringuilla y
diluyendo con PBS hasta un volumen final
de 50 mL.

5. Centrifugar durante 7 min a 1.000 x g.
Retirar el sobrenadante.

6. Resuspender el pellet en 4 mL de Tampon
de Lisis e incubar en hielo durante 4 min.
Agitar cada minuto.

7. Diluir el Tampén de Lisis con PBS hasta 50
mL.

8. Centrifugar durante 7 min a 1.000 x g.
Retirar el sobrenadante.

9. Realizar tres lavados con PBS, enrasando
hasta 50 mL cada vez.

10. Centrifugar durante 7 min a 1.000 x g.
Retirar el sobrenadante. Resuspender el
pellet en 5 mL de PBS. Contar las células.

3.2.9.2. Citometria de flujo
1. Procesamiento del bazo (apartado 3.2.2.2).

2. Colocar 500.000 células/pocillo en una
placa de 96 pocillos de fondo en “U” sin
tratar para cultivo celular.

3. Centrifugar 1.000 x g, 5 min.

4. Tincién de viabilidad con Zombie Yellow
(1:500) en 100 uL/pocillo de PBS.

5. Incubar durante 15 min a RT en oscuridad.

6. Centrifugar 1.000 x g, 5 min.
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7. Bloqueo con CD16/32 (1:100) en 100
pL/pocillo de FACs.

8. Incubar durante 10 min en hielo en
oscuridad.

9. Centrifugar 1.000 x g, 5 min.
10. Tincién con anticuerpos (TABLA 21).

11. Incubar durante 15 min en hielo dentro de
una nevera a 4°C en oscuridad.

12. Centrifugar 1.000 x g, 5 min.

13. Realizar dos lavados con 200 uL/pocillo de
FACs.

14. Fijacién con PFA al 2% (v/v) en FACs. Para
ello, resuspenderemos el pellet de células
con 100 pul/pocilo de FACs v,
seguidamente, afadir 100 pL/pocillo de
PFA al 4% (quedara diluido a una
concentracién del 2%).

15. Incubar durante 15 min a RT en oscuridad.
16. Centrifugar 1.000 x g, 5 min.

17. Resuspender el pellet en 100 pL/pocillo de
Tampon Permeabilizador.

18. Centrifugar 1.000 x g, 5 min.

19.Tinciéon con el anticuerpo frente a OVA
(1:25) conjugado con FITC preparado en
100 yL/pocillo en Tampén Permeabilizador.

20. Incubar durante 10 min a RT en oscuridad.

21.Afadir 100
Permeabilizador.

ML/pocillo  de Tampdn

22. Centrifugar 1000 x g, 5 min.
23.Resuspender en PBS.

24. Analizar por citometria de flujo con el
citbmetro espectral Aurora Cytek
Biosciences.

3.2.9.3. Aislamiento de Pan-DCs

Para cuantificar el porcentaje de infeccion de
pan-DCs procedentes de bazos infectados con
L. infantum HASPB:OVA, se emple¢ el kit Pan
Dendritic  Cell Isolation Miltenyi Biotec,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

1. Infectar a un raton BALB/c con 1,5x10°
promastigotes metaciclicos de la cepa L.
infantum 2713 HASPB:OVA (cultivo de
promastigotes en estado estacionario; de 5
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a 7 d). Inocular los parasitos por via
intraperitoneal en 200 pL de PBS.

Tras 3, 8 y 16 semanas post-infeccion,
extraer el bazo del ratén y colocarlo en una
placa de Petri de 60 mm, en condiciones
estériles.

Procesamiento del bazo (apartado 3.2.2.2).

Resuspender el pellet en Tampén FACs y
contar las células.

A. Marcado Magnético

Trabajar rapido y en hielo. Usar soluciones pre-
enfriadas.

1.

Centrifugar la suspension celular a 300 x g
durante 10 min. Aspirar el sobrenadante
completamente. Resuspender el pellet de
células en 350 pL de Tampdn FACs para un
total de 108 células.

. Afadir 50 yL del Reactivo de Bloqueo de

FcR para un total de 108 células. Afadir 100
uL del Céctel de anticuerpos conjugados
con Biotina de Células PanDendriticas para
un total de 108 células. Mezclar bien e
incubar durante 10 min a 4°C.

Lavar las células afiadiendo 10 mL por cada
108 células del Tampon FACs y centrifugar
a 300 x g durante 10 min. Aspirar el
sobrenadante. Resuspender el pellet de
células en 800 pL de Tampdn FACs.

. AfAadir 200 pL de MicroBeads Anti-Biotina

para un total de 108 células. Mezclar bien e
incubar durante 10 min a 4°C.

Separaciéon Magnética con Columnas LS

. Colocar la columna en el iman y activarla

con 3 mL del Tampén FACs.

Aplicar la suspension celular en la columna,
permitir que las células pasen a través y
recoger la fraccion de células sin marcar
(fraccion celular enriquecida en PanDCs).
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Lavar la columna por dos veces con 3 mL
de Tampon FACs. Adadir el tampoén sélo
cuando todo el reservorio de la columna
esté vacio. Recoger el eluyente completo
en el mismo tubo que en el paso anterior.

3.2.9.4. Microscopia confocal

1.

10.
1.
12.

13.

Fijar con PFA al 4% (v/v) durante 20 min a
RT. Retirar el PFA y lavar una vez con PBS.

Permeabilizar las células con Inside Perm
del Kit Inside Stain Miltenyi Biotec durante
10 min, RT. Retirar Permeabilizador y lavar
una vez con PBS.

Para reducir la autofluorescencia de las
células, tratar con 0,1 M de glicina en PBS
durante 20 min, RT. Retirar glicina y lavar
una vez con PBS.

Bloquear con caseina al 0,1% (p/v) en PBS
(solucion de bloqueo) durante 20 min, RT.
Retirar caseina.

Incubar con el anticuerpo 1° preparado en
solucion de bloqueo durante 1h, RT.

a. Anti-OVA Rat Anti-Chicken (1:500).

Retirar el anticuerpo 1° y lavar dos veces
con PBS.

Incubar con el anticuerpo 2° Anti-Rat Alexa
Fluor 647 (4 pg/mL) durante 1 h, RT.

Lavar tres veces con PBS.

Tefiir con DAPI (1:1000 en diH20) durante
5 min, RT.

Lavar una vez con PBS.
Dejar secar los LabTek Thermo Scientific.

Montaje de LabTek Thermo Scientific
(grosor de #1) con el medio de montaje
Antifade.

Dejar secar toda la noche a RT y tomar las
fotografias con el microscopio confocal
LSMB800 Zeiss.
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3.2.9.5. ANEXO IX.

TABLA 21 | Anticuerpos empleados para el fenotipado de bazo murino.

Marcador Fluorocromo Concentracion
CD11c APC-Vio770 1:50
MHC-II PerCP-Cy5.5 1:1.000
CD11b VioBlue 1:100
XCR1 PE 1:50
Siglec-H BV605 1:25
CD317 PE-Vio770 1:25
TABLA 22 | Reactivos.
Distribuidor Referencia Protocolo

Kits comerciales
Pan Dendritic Cell Isolation Kit

* FcR Blocking Reagent, mouse

e Pan Dendritic Cell Biotin-Antibody Miltenyi Biotec 130-100-875 Aislamiento Pan-DCs

Cocktail, mouse

¢ Anti-Biotin MicroBeads
Anticuerpos
Purified anti-mouse CD16/32 BioLegend 101302 Citometria de flujo
CD11c Antibody anti-mouse APC-Vio770 Miltenyi Biotec 130-122-016 Citometria de flujo
Z‘:{fézé(;ya”i”%ﬁ MHC-Il anti-mouse IAIKE 50 ) gend 107625 Citometria de flujo
CD11b Antibody anti-mouse, VioBlue Miltenyi Biotec 130-113-810 Citometria de flujo
PE anti-mouse/rat XCR1 BioLegend 148203 Citometria de flujo
BV605 Rat Anti-mouse Siglec-H BD Biosciences 747673 Citometria de flujo
CD317 (PDCA-1) Antibody, anti-mouse, PE- i Biotec 130-112-222 Citometria de flujo

Vio770
Anti-OVALBUMIN (Rabbit) Antibody
Fluorescein Conjugated

Anti-OVA Host: Rat; Reactivity: Chicken
Alexa Fluor 647 goat anti-rat IgG (H+L)
Reactivos

Collagenase D

Zombie Yellow Fixable Viability Kit

IC Fixation Buffer

Inside Stain Kit (Inside Perm)

ProLong Diamond Antifade Mountant
Fungible

MidiMACS™ Separator

MACS® MultiStand

LS Columns

Sistema dNunc Lab-Tek I Chamber Slide
Equipos

Citdometro de flujo espectral Aurora

Microscopio Confocal LSM800

Rockland

Antibodies-online

Invitrogen

Roche
BioLegend
Invitrogen
Miltenyi Biotec

Invitrogen

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Thermo Scientific

Cytek Biosciences

ZEISS
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200-4233-0100

ABIN400507
A21247

11088866001
423103
FB0O01
130-090-477
P36961

130-042-302
130-042-303
130-042-401
16260661

Citometria de flujo

Microscopia confocal

Microscopia confocal

Citometria de flujo
Citometria de flujo
Citometria de flujo
Citometria de flujo

Microscopia confocal

Aislamiento Pan-DCs
Aislamiento Pan-DCs
Aislamiento Pan-DCs

Microscopia confocal

Citometria de flujo

Microscopia confocal
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TABLA 23 | Medios de cultivo.

Tampodn de Colagenasa (pH 7.4)
HEPES pH 7.4

NaCl

KCI

MgCl,

CaCl,

Tampon de Lisis (pH 7.2)
NH,CI

KHCO;

EDTA

Tampén FACs

PBS

BSA

EDTA

10 mM
150 mM
5mM

1 mM
1,8 mM
1 Litro
8,025¢g
0,19
0,037 g

1X
0,5% (p/v)
2 mM
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4. RESULTADOS Capitulo I: Necroptosis

4.1. CAPITULO I: NECROPTOSIS.

4.1.1. Induccioén a la necroptosis en cultivos primarios BMDM

La necroptosis es un proceso de muerte celular programada independiente de la
activacion de caspasas que puede ser inducido por diferentes estimulos extracelulares (TLR1
y TLR4) e intracelulares (inhibicién de proteinas inhibidoras de apoptosis, entre otros). A
diferencia de la apoptosis, la necroptosis es un proceso inflamatorio que supone la formacién
de poros en la membrana plasmatica, por los que se van a eliminar citoquinas y quimiocinas
inflamatorias. Como los procesos que desencadenan la apoptosis y la necroptosis estan
intimamente relacionados, una forma de diferenciarlos es afadir inhibidores genéricos de
caspasas reguladoras y ejecutoras (inhibidores pan-caspasa), después de haber estimulado
el proceso de muerte celular programada. En sus inicios, la necroptosis era considerada un
tipo de necrosis, como un programa de muerte celular inducido en respuesta a TNF-a y
dependiente de las serina/treonina quinasas RIPK1 y RIPK3 (He et al., 2011). Con este fin,
Legarda & Ting en 2018 describieron un procedimiento para producir necroptosis en cultivos
celulares, consistente en la iniciacion de la muerte mediante la estimulacion de receptores
TLR4 con lipopolisacarido (LPS) de E. coli (Legarda & Ting, 2018), en presencia del inhibidor
de pan-caspasa Z-VAD-FMK (Holler et al., 2000). La viabilidad o muerte celular resultante de
la exposicion a estos compuestos, puede medirse por procedimientos estandar como la
tincién con alamarBlue (FIGURA 53-FIGURA 56), o la liberacion de lactato deshidrogenasa
(LDH) (FIGURA 57), respectivamente.

Los experimentos se realizaron en cultivos primarios de macréfagos de médula ésea
(BMDM) procedentes de ratones C57BL/6, infectados o no con amastigotes de L. infantum a
las 24 h 'y 72 h post-infeccion, con el fin de ver el papel que juega el patdégeno en la viabilidad
o muerte de los macréfagos. En una primera instancia, se comprobé que los compuestos
utilizados no eran toxicos para las células hospedadoras a las concentraciones que iban a ser
usados. En la FIGURA 53, se muestran los resultados de viabilidad obtenidos con alamarBlue
tras el tratamiento de células no infectadas durante 24 y 72 h con 25 mM Z-VAD-FMK, y con
los inhibidores de RIPK1 (GSK547) y de RIPK3 (HS-1371) a 5 yM cada uno. De esta forma,
pudimos comprobar que estos compuestos, por si mismos, no son capaces de producir
muerte celular en BMDM a las concentraciones indicadas, que son las que se utilizaron para

experimentos posteriores.

1M1
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FIGURA 53 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM procedentes de
ratones C57BL/6 con los compuestos inductores e inhibidores de necroptosis, mediante
alamarBlue. Las células fueron tratadas con Z-VAD-FMK (25 pM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (5 pM)
durante 24 y 72 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p < 0,1); ** (p < 0,01) de los
diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un andlisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples.

4.1.1.1. Induccién a la necroptosis por LPS

La induccién de la necroptosis por LPS en presencia de Z-VAD-FMK produjo una
reduccién del 75% en la viabilidad de BMDM, independientemente de la concentracion de
LPS afiadido al medio; 1 ng/mL (FIGURA 54A) o 50 ng/mL (FIGURA 54C) a las 24 h de
incubacion. Este porcentaje se redujo hasta el 45-50% a los 6 d de infeccién con L. infantum.
Si fue significativo el papel jugado por los amastigotes de L. infantum que estaban infectando
los macréfagos ya que, en este caso, la viabilidad celular fue >70% en los BMDM estimulados
con 1 ng/mL LPS (FIGURA 54C) y >50% con 50 ng/mL LPS (FIGURA 54D). Este efecto
protector del patégeno sobre la célula hospedadora no se mantuvo tras 6 d de infeccion. Dado
que no hubo diferencias importantes entre las dos concentraciones de LPS, se opto por utilizar

la de 1 ng/mL en el resto de la memoria.

Independientemente de la ruta de iniciacion de la necroptosis, los receptores RIPK1 y
RIPK3 juegan un papel indispensable en la activacion de MLKL — la proteina responsable de
perforar la membrana plasmatica de las células que mueren por necroptosis. Para comprobar
que la combinaciéon Z-VAD-FMK/LPS provocaba realmente una condicién de necroptosis en
las células tratadas, se afiadieron previamente a los cultivos de BMDM estimulados con 1
ng/mL LPS, dos inhibidores especificos de estas proteinas (McComb et al., 2014; Alturki et
al., 2018): GSK547, inhibidor especifico de RIPK1 (Wang et al., 2018), y HS-1371, inhibidor
especifico de RIPK3 (Park et al., 2018). Como era de esperar, la muerte celular por
necroptosis inducida por Z-VAD-FMK/LPS fue parcialmente prevenida en BMDM en todos los
casos, obteniéndose una viabilidad comprendida entre el 60-80% con ambos inhibidores tras
24 h de incubacion (FIGURA 54A), independientemente de la concentracion de LPS (FIGURA

112



4. RESULTADOS Capitulo I: Necroptosis

54C), disminuyendo ligeramente a los 6 d (FIGURA 54B y D). En cualquier caso, la reversion

con el inhibidor de RIPK1 fue siempre superior a la producida por el inhibidor de RIPK3.
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FIGURA 54 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM con las
combinaciones de compuestos inductores de necroptosis, mediante alamarBlue tras (A, C) 24 h
post-infeccion (24 hpi) y (B, D) 6 d post-infeccién (6 dpi) con L. infantum. Las células fueron pre-tratadas
con Z-VAD-FMK (25 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 uM) durante 1 h y, posteriormente, las células
fueron tratadas con (A-B) 1 ng/mL de LPS y (C-D) 50 ng/mL de LPS durante 24 h. Cada barra del
histograma representa la Media £ SD *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001) de los diferentes tratamientos con
respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de
Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0,1); AA (p < 0,01); AAA (p <0,001); AAAA
(p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM infectados y no infectados,
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

Para ver si Leishmania afectaba a la viabilidad celular de los macréfagos inducidos a la
muerte celular por necroptosis, BMDM infectados con amastigotes de L. infantum e inducidos
con Z-VAD-FMK/LPS fueron tratados con GSK547 y HS-1371 para inhibir RIPK1 y RIPKS,
respectivamente. Igual que en los experimentos anteriores, la viabilidad de los macréfagos
infectados se midi6 a las 24 h (FIGURA 54A y C) o tras 6 d post-infeccién (FIGURA 54B y
D). En ambos casos, la viabilidad de los BMDM infectados y tratados con GSK547 y HS-1371

fue superior al de las células no infectadas, tanto a las 24 h como a los 6 d post-infeccion.
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Asimismo, si comparamos la viabilidad de las células no infectadas respecto a las infectadas
a las 24 h, estas Ultimas tenian porcentajes de viabilidad significativamente
mayores, revirtiendo por completo el proceso de necroptosis (valores <100% de viabilidad)
después del tratamiento con GSK547, y cerca del 100% después del tratamiento con HS-
1371 (FIGURA 54A y C). Estos porcentajes disminuian a los 6 d de incubacion, aunque
seguian siendo elevados (FIGURA 54B y D).

Este hecho podria interpretarse como que Leishmania era capaz de retrasar el proceso
de muerte de las células hospedadoras. Este hecho ya ha sido observado en el estudio de
Giri y col. en 2016, en el que vieron que, al infectar células con amastigotes de L. donovaniy
tratarlas con actinomicina D, el porcentaje de células apoptéticas se reducia progresivamente

a medida que el tiempo de infeccion aumentaba (Giri et al., 2016).

4.1.1.2. Induccioén a la necroptosis por inhibidores IAPs

Una vez establecidas las condiciones iniciales de necroptosis con Z-VAD-FMK/LPS,
se quiso inducir muerte celular programada por necroptosis de una manera alternativa,
consistente en la inhibicion de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) en presencia de Z-
VAD-FMK. En estudios anteriores, se provoco necroptosis en cultivos establecidos de células
HT-29 y en BMDM de ratones C57BL/6, empleando miméticos de SMAC, como BV6 (inhibidor
dual de XIAP y clAP), combinado con Z-VAD-FMK (He et al., 2011; Seo et al., 2020). SM-164
es un inhibidor de los dominios BIR2 y BIR3 de la proteina XIAP, un miembro importante de
la familia IAP, (Lu et al., 2008). XIAP tiene como funcién prevenir la formacion del ripoptosoma
e inhibir la activacién de la caspasa 8 (Yabal et al., 2014; Lawlor et al., 2015, 2017), por lo
tanto, la deficiencia o inhibicién enzimatica de XIAP provoca muerte celular apoptética
mediada por caspasa 8. En nuestro caso, hemos combinado SM-164 con Z-VAD-FMK para
provocar necroptosis en cultivos celulares primarios BMDM infectados o no con amastigotes
de L. infantum.

De acuerdo con los resultados de la FIGURA 55, al combinar Z-VAD-FMK con SM-
164, la viabilidad de BMDM disminuy6 > 85%, tanto a las 24 h como a los 6 d post-infeccion,
en comparacién con las células control o las tratadas unicamente con SM-164. Para
comprobar si la condicién Z-VAD-FMK/SM-164 provocaba necroptosis, las células fueron
cultivadas en presencia de GSK547 y de HS-1371. Efectivamente, la necroptosis se previno
parcialmente con ambos inhibidores, siendo mayor de nuevo la prevenciéon producida por
GSK547 — casi el 100 % — de manera semejante a lo que habia sido descrito por Seo y col.
en 2020 con el inhibidor de RIPK1, GSK963 (FIGURA 55A y B) (Seo et al., 2020). De la
misma manera que con la necroptosis mediada por LPS, las células BMDM infectadas con L.
infantum, volvieron a mostrar una mayor resistencia a morir por necroptosis a las 24 h, pero
no a los 6 d, entendiendo que el patégeno retrasaba los procesos de muerte celular (Giri et
al., 2016).
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FIGURA 55 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM con las
combinaciones de compuestos inductores de necroptosis, mediante alamarBlue tras (A) 24 h
post-infeccion (24 hpi) y (B) 6 d post-infeccion (6 dpi) con L. infantum. Las células fueron pre-tratadas
con Z-VAD-FMK (25 pM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 uM) durante 1 h y, posteriormente con SM-
164 (1 uM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD *** (p < 0,001); **** (p <
0,0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos AA
(p <0,01); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM infectados
0 no, mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones
multiples.

Para demostrar que las rutas intrinseca y extrinseca de la muerte celular por
apoptosis se encuentran interrelacionadas (Chen et al., 2019), realizamos experimentos de
combinacion de compuestos que inhibieran proteinas de ambas rutas en BMDM infectados o
no, con amastigotes de L. infantum (FIGURA 56). En nuestro caso, combinamos el inhibidor
de XIAP, SM-164 con el inhibidor de proteinas antiapoptéticas de la familia BCL-2, ABT-263.
El ABT-263 (Navitoclax) es un agente antitumoral en fase experimental que se une a BCL-2,
BCL-XL y BCL-W produciendo apoptosis en células senescentes, pero no en las no
senescentes (Tse et al., 2008). El objetivo era producir un aumento de los niveles
intracelulares de SMAC, intentando contrarrestar el papel inhibitorio de la muerte que
presenta Leishmania en células tratadas unicamente con Z-VAD-FMK'y SM-164. Parte de los
niveles de SMAC procederian de la mitocondria tras la inducciéon del MOMP mediante el
tratamiento de las células con ABT-263; la otra parte se estaria aportando mediante el
mimético quimico SM-164. Con estas combinaciones, se esperaria que el SMAC procedente
de ambas vias tuviera una accion sinérgica que fuera mas potente frente a la accién protectora

de Leishmania.

La muerte por necroptosis se indujo anadiendo los inhibidores de caspasas Q-VD-
OPh (FIGURA 56A y B) y Z-VAD-FMK (FIGURA 56C y D) a una concentracion de 30 y 25
MM, respectivamente, antes de la adicidn del resto de inhibidores al cultivo de células BMDM.
Q-VD-OPh es un inhibidor pan-caspasa de amplio espectro con actividad antiapoptotica que

previene la escision y activacion tanto de las caspasas iniciadoras como de las efectoras
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(Caserta et al., 2003). La viabilidad de las células BMDM tratadas con ABT-263 y SM-164 en
presencia de 30 yM Q-VD-OPh fue de apenas el 20%, pudiendo ser prevenida tras el
tratamiento con los inhibidores de RIPK1 y RIPK3. Al igual que ocurria anteriormente, las
células BMDM infectadas con L. infantum, volvieron a mostrar una mayor resistencia a la
muerte a las 24 h, pero no a los 6 d, entendiendo que el patégeno retrasaba los procesos de
muerte celular (FIGURA 56A y B) (Giri et al., 2016).
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FIGURA 56 | Viabilidad celular resultante del tratamiento de células BMDM con las
combinaciones de compuestos inductores de necroptosis, mediante alamarBlue tras (A, C) 24 h
post-infeccion (24 hpi) y (B, D) 6 d post-infeccion (6 dpi) con L. infantum. (A-B) Las células fueron pre-
tratadas con Q-VD-OPh (30 uM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 uM) durante 1 h y, posteriormente, las
células fueron tratadas con SM-164 (1 uM) y ABT-263 (10 uM) durante 24 h. (C-D) Las células fueron
pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 pM), GSK547 (5 uM) y HS-1371 (2,5 pM) durante 1 h y, posteriormente
con SM-164 (1 uM) y ABT-263 (10 uM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media +
SD ** (p < 0,01); ** (p < 0,001); **** (p < 0,0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control
No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para
comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0, 1); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los
porcentajes de viabilidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un andlisis estadistico ANOVA
de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

Debido a que Q-VD-OPh y Z-VAD-FMK presentan la misma funcion como inhibidores
pan-caspasa, se esperaban resultados similares con ambos. Sin embargo, no fue asi ya que
en presencia de Z-VAD-FMK la viabilidad celular fue escasamente del 10%, no pudiendo ser

revertida por los inhibidores de RIPK1 y RIPK3. En consecuencia, se puede afirmar que este
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tipo de muerte no era necroptética. Tampoco era una muerte celular apoptética ya que las
caspasas, hecesarias para la muerte por apoptosis, se encontraban inhibidas por Z-VAD-
FMK, por lo que se puede concluir que se esta produciendo otro tipo de muerte celular, de
mecanismo desconocido (FIGURA 56C y D).

Es importante sefalar dos efectos diferenciadores con respecto a los resultados
anteriores: i) esta elevada muerte celular por necroptosis era duradera en el tiempo y ii) no
era prevenida por L. infantum, consiguiendo asi el objetivo de combatir la accién del parasito
(FIGURA 56C y D) (Giri et al., 2016).

Alternativamente a la viabilidad de los cultivos medida con alamarBlue, analizamos
directamente la citotoxicidad producida por la induccion de la necroptosis, empleando el
ensayo de LDH (Weidmann et al., 1995). Basandonos en los resultados de viabilidad
obtenidos anteriormente, y viendo que la combinacion del inhibidor de XIAP SM-164 con Z-
VAD-FMK generaba condiciones de necroptosis en células BMDM, quisimos centrar la
atenciéon en otros inhibidores de IAPs. El compuesto SM-164 fue desestimado para
posteriores estudios después de ver los resultados de McComb y col. en 2012 tras la
administracion in vivo de SM-164 en ratones knockdown para RIPK1 y RIPK3 infectados con
Listeria monocytogenes. En este estudio se observé una muerte necroptotica especifica de
macréfagos, pero se vio comprometido el control de la infeccion, aumentando la carga
parasitaria en bazo y peritoneo, con respecto a los animales tratados con el vehiculo
(McComb et al., 2012). De acuerdo con Lawlor y col. en 2017, la pérdida simultanea de las
IAPs generaba mayores niveles de necroptosis. Esto podria ser explicado como que la falta
de estas proteinas antiapoptéticas disparaba una muerte celular dependiente de RIPK3
y caspasa 8 (Lawlor et al., 2017).

Otra de las proteinas que podrian estar implicadas en la inmunosupresion causada
por Leishmania es TAK1 (Srivastav et al., 2012; Saha et al., 2018; G. Saha et al., 2020). TAK1
es una serina/treonina quinasa que forma parte de la familia MAPK que actia como mediador
de la senal a TGF-B. Se ha demostrado que TAK1 es capaz de activarse por diferentes
estimulos, para después fosforilar a otras proteinas, generando asi diferentes sefales de
transduccion y respuestas celulares (Xu & Lei, 2021). Se ha demostrado que los inhibidores
de TAK1, asi como los miméticos de SMAC, promueven la muerte celular inflamatoria
dependiente de caspasas 8 y 9 (Chen et al., 2019). En la FIGURA 57 se muestran los
resultados de citotoxicidad inducida en BMDM, infectadas o no con L. infantum, tras la
combinacion de compuestos que producen necroptosis tras 24 h (FIGURA 57A) y 72 h
(FIGURA 57B) de infeccion. Se eligieron dos inhibidores de IAPs, LCL-161 — un inhibidor de
XIAP y clAP1 (Pemmaraju et al., 2021) — y AZD5582 — un inhibidor de XIAP, clAP1 y clAP2
(Moon et al., 2015). Ademas, se utilizé el 5Z-7-Oxozeaenol (5Z-7-OZ) como inhibidor de TAK1
(Ninomiya-Tsuji et al., 2003). Todos estos compuestos se combinaron con 25 uM Z-VAD-FMK
para seleccionar la muerte por necroptosis. Las diferentes combinaciones de compuestos

fueron citotoxicas (p < 0.0001) en comparacién con las células no tratadas, aunque el efecto
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fue menor con 5Z-7-OZ. Ademas, las células infectadas mostraron unos porcentajes de
citotoxicidad significativamente menores a las no infectadas, sobre todo en la combinacion Z-
VAD-FMK/5Z-7-OZ, lo que supondria que Leishmania aporta una mayor resistencia a la
muerte del hospedador. Igualmente, la citotoxicidad producida por AZD5582 fue mayor a la
observada con LCL161, lo cual podria explicarse como que AZD5582 esta inhibiendo tres
proteinas IAPs (XIAP, clAP1 y clAP2) mientras que LCL161 sdlo dos (XIAP y clAP1).
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FIGURA 57 | Citotoxicidad observada en cultivos BMDM mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de necroptosis, 24 h (A) y 72 h después (B) de la infeccion
con amastigotes de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 yM) durante 3 hy,
posteriormente, los BMDM fueron tratados con los inhibidores LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-
7-0OZ (250 nM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD **** (p < 0.0001) de
los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un andlisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0.01);
AA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no
infectados, mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para
comparaciones multiples.

4.1.2. Induccion a la necroptosis en cultivos de macréfagos RAW 264.7

Los experimentos de muerte celular por necroptosis se llevaron a cabo también en
cultivos celulares RAW 264.7, una linea celular macrofagica de ratén establecida a partir de
un tumor inducido con el virus de la leucemia murina de Abelson (Raschke et al., 1975, 1978;
ATCC, 2022). En este caso, las células fueron infectadas con amastigotes de L. infantum
procedentes de diferentes origenes: amastigotes diferenciados a partir de promastigotes
(PM), incubados a 37°C en un medio de cultivo a pH 5,5 durante 5 d (De Muylder et al., 2011),

o bien amastigotes extraidos de medula ésea de un raton infectado (BM).

De la misma manera que en los experimentos realizados en BMDM, los macréfagos RAW
264.7 fueron tratados con 25 uM Z-VAD-FMK en combinacién con el inhibidor de XIAP y
clAP1, LCL161 (Pemmaraju et al., 2021), de XIAP, clAP1 y clAP2, AZD5582 (Moon et al.,
2015) y de TAK1, 5Z-7-OZ (Ninomiya-Tsuiji et al., 2003) (FIGURA 58).
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FIGURA 58 | Citotoxicidad observada en cultivos RAW 264.7 mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de necroptosis, 24 h después de la infeccién con
amastigotes (PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK
(25 puM) durante 3 h y, posteriormente, con LCL161 (1 yM), AZD-5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM)
durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media £ SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); *** (p <
0.001); **** (p <0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante
un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los
simbolos AA (p < 0.01); AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de
RAW 264.7 infectadas o no con amastigotes (PM), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble
via y un test de Sidak's para comparaciones mdltiples. Los simbolos ¢¢¢ (p < 0.001) resultan de
comparar los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas o no con amastigotes (BM),
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

Tras evaluar el efecto de estos tratamientos en RAW 264.7 mediante el ensayo de
liberacion de LDH, estas combinaciones generaron porcentajes de citotoxicidad
comprendidos entre el 40-60%, es decir, valores similares a los obtenidos en BMDM. De
forma similar a lo que ocurria con BMDM, las células infectadas presentaban valores de
citotoxicidad menores que las células no infectadas, independientemente del origen de los
amastigotes PM o BM.

4.1.3. Evaluacién de la activacién de caspasas en necroptosis

Para conocer el posible papel de las caspasas durante la necroptosis, se determiné la
actividad enzimatica relativa tanto de las caspasas iniciadoras (caspasas 8 y 9) como de las
ejecutoras (caspasas 3/7). Como control positivo de activacion de caspasas, se empled
cicloheximida (CHX) a una concentracion de 10 ug/mL (Tang et al., 1999). En la FIGURA 59
se puede observar que uUnicamente las caspasas 3 y 7 (FIGURA 59C) se indujeron
significativamente por el tratamiento de la CHX, pero no por los inhibidores de I1APs, LCL161
y AZD5582, ni por el inhibidor de TAK1 5Z-7-OZ, en presencia del inhibidor pan-caspasa Z-
VAD-FMK (Smith et al., 1980; Van Noorden, 2001). No se observaron cambios en la actividad
de las caspasas 8 (FIGURA 59A) y 9 (FIGURA 59B), ni en presencia de CHX ni de los

inhibidores de necroptosis. Sin, embargo, si se observé una induccidn significativa de caspasa
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8 y caspasas 3y 7 en las células infectadas y tratadas con CHX, por lo que se podria concluir

que la CHX desencadenaria la ruta extrinseca de la apoptosis.
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FIGURA 59 | Determinacién de las actividades caspasa 8 (A), caspasa 9 (B) y caspasas 3/7 (C)
tras el tratamiento de BMDM con inductores de necroptosis tras 24 h de infeccién con L. infantum.
Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 pM) durante 3 h y, posteriormente, los BMDM
fueron tratados con los inhibidores LCL161 (1 yM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-0OZ (TAK) (250 nM)
durante 24 h. Como control positivo de apoptosis, se tratd a las células durante 24 h con CHX (10 pg/mL)
tras 24 h post-infeccion con L. infantum. Cada barra del histograma representa la Media + SD ** (p <
0.01); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante
un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los
simbolos AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar el incremento sobre el NT de Unidades Relativas de
Fluorescencia (ARFU) de BMDM infectados y no infectados, mediante un andlisis estadistico ANOVA
de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

4.1.4. Evaluacién de la produccién de IL-18 en necroptosis

Siendo la necroptosis una ruta de muerte celular de tipo inflamatorio (Dhuriya & Sharma,
2018), se quisieron cuantificar los niveles de la citoquina pro-inflamatoria IL-13 tras el
tratamiento con los compuestos inductores de necroptosis. Los resultados obtenidos tras la
cuantificacion mediante ELISA mostraron valores muy similares de IL-1p entre los grupos
tratados y el control NT (FIGURA 60). Estos valores eran esperables, ya que el procesamiento
de la forma inmadura de IL-1[3, requiere de la intervencién de caspasas que estaban siendo
inhibidas por Z-VAD-FMK.
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FIGURA 60 | Niveles de IL-1B en los sobrenadantes de los cultivos de células BMDM infectados
o0 no con Leishmania durante 24 h con las combinaciones de inductores de necroptosis. Los
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cultivos de BMDM fueron pretratados con Z-VAD-FMK (25 uM) durante 3 h y, posteriormente con los
inhibidores LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada barra del
histograma representa la Media £ SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01) de los diferentes tratamientos con respecto
al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's
para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0.1); AAA (p < 0.001); AAAA (p < 0.0001) resultan
de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

4.1.5. Efecto de los DAMPs producidos en necroptosis sobre sobre la
viabilidad de L. donovani LV9 iRFP

La muerte celular inmunogénica ICD (del inglés, Immunogenic Cell Death) incluye, entre
otras, la apoptosis y la necroptosis. Una de las caracteristicas de la ICD es que esta mediada
por DAMPs, citoquinas y quimiocinas. En condiciones normales, estas moléculas se
encuentran involucradas en procesos intracelulares fundamentales y, normalmente, no son
reconocidas por el sistema inmune. Pero durante la ICD, estas moléculas son liberadas al
medio extracelular, donde son reconocidas por sus correspondientes receptores de
reconocimiento de DAMPs, generando la activacion del sistema inmune innato y adaptativo
(Green et al., 2009; Krysko et al., 2012; Catanzaro et al., 2022).

Mientras la muerte celular fisioldgica no es inmundgena, la muerte celular inducida por
patégenos puede ser inmunogénica y, por lo tanto, es susceptible de desencadenar una
respuesta inmunitaria contra los antigenos que se derivan de células en camino de la muerte
y ser presentados por las DCs. Por lo tanto, ciertos patdgenos intracelulares obligados

podrian haber desarrollado estrategias para evitar este tipo de muerte (Kepp et al., 2009).

Actualmente, la ICD se ha convertido en una de las estrategias terapéuticas emergentes
de la inmunoterapia contra el cancer. Fundamentandonos en estos estudios, nuestro objetivo
se ha centrado en desarrollar un tratamiento que genere una respuesta inmunogénica frente
Leishmania. Para activar las DCs, estas células se primaron con lisados de Leishmania y con
macrdéfagos tratados con inhibidores de proteinas antiapoptéticas, como algunos integrantes
de la familia BCL-2 o las IAPs, con el fin de desencadenar en ellos ICD, provocando la

liberacion de DAMPs y de citoquinas pro-inflamatorias.

Tras conseguir distintas condiciones de muerte en los macréfagos, tanto en BMDM como
en RAW 264.7, quisimos saber si habia diferencias entre unos tratamientos y otros a la hora
de tratar los explantes infectados con esplenocitos activados con las diferentes

combinaciones de compuestos.

Otro aspecto importante que quisimos analizar fue el papel jugado por distintas estirpes
de ratén: C57BL/6 y BALB/c. Estas estirpes se emplean comunmente para estudios de
inmunorregulacion en varios modelos de enfermedades ya que, en los ratones C57BL/6, la
respuesta inmunitaria Th1 y la produccion de IFN-y son dominantes, y en los ratones BALB/c

existe una polarizacién de citoquinas de tipo Th2 (Heinzel et al., 1989; Stewart et al., 2002).
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Ademas de sus distintas respuestas de células T, los macréfagos de estos ratones ejercen
diferentes reacciones en respuesta a diferentes estimulos. La evidencia reciente indica que
el equilibrio entre los macréfagos M1/M2 y los linfocitos Th1/Th2 es crucial para la resolucion

de muchas enfermedades infecciosas, incluida la leishmaniasis (Mills et al., 2000).

La modificaciéon genética introducida en Leishmania para que exprese la proteina iRFP
nos permiti6 medir la fluorescencia infrarroja emitida por el explante infectado,

proporcionandonos asi los datos necesarios para el calculo de la viabilidad de los parasitos.

4.1.5.1. DAMPs producidos durante la necroptosis en BMDM

El objetivo de este apartado era conocer el efecto de las DAMPs procedentes de BMDM
inducidas a la ICD por compuestos que producen necroptosis sobre la supervivencia de
amastigotes intramacrofagicos de L. donovani LV9 iRFP. Para ello, esplenocitos procedentes
de ratones C57BL/6 sanos se cultivaron con un lisado de amastigotes y BMDM tratados con
inductores de necroptosis (LCL-161, AZD5582 y 5Z-7-OZ en presencia de un inhibidor pan-
caspasa) a las concentraciones y tiempos indicados (FIGURA 61), tras lo cual, se anadieron
a un cultivo de esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 o BALB/c infectados con la cepa
infrarroja de Leishmania.

Los resultados de la FIGURA 61A muestran los cambios significativos en la viabilidad
de los amastigotes intracelulares del explante infectado de ratones C57BL/6 cuando fueron
expuestos a los DAMPs procedentes de BMDM inducidos a ICD durante 3 y 24 h, donde los
valores obtenidos son superiores a los del control NT. Sin embargo, los resultados de estas
combinaciones en la viabilidad de los amastigotes intracelulares de explantes infectados de
ratones BALB/c (FIGURA 61B) no mostraron ningun cambio significativo con respecto al
control.
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FIGURA 61 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 sanos
fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de la cepa L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL) y
BMDM tratados con compuestos inductores de necroptosis. Los BMDM fueron pre-tratados con Z-VAD-
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FMK (25 uM) durante 3 h y, posteriormente con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (TAK)
(250 nM) durante 24 h. Los esplenocitos fueron co-cultivados con explantes infectados de ratones (A)
C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma representa la Media + SD de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de una
via y un test de Dunnett’s para comparaciones multiples.

4.1.5.2. DAMPs producidos durante la necroptosis en RAW 264.7

Alternativamente, utilizamos células RAW 264.7 inducidas a la ICD por compuestos
como estimulo a los esplenocitos sanos (FIGURA 62). De la misma manera que en los
experimentos anteriores, el cultivo RAW 264.7 fue tratado durante 24 h con inductores de
necroptosis (AZD5582 y 5Z-7-OZ en presencia de un inhibidor pan-caspasa) a las
concentraciones y tiempos indicados en la FIGURA 62, junto con un lisado de amastigotes,
se cocultivaron con esplenocitos procedentes de ratones sanos de la cepa C57BL/6.
Finalmente, estas células se cocultivaron con explantes de ratones C57BL/6, o BALBI/c,
infectados con L. donovani LV9 iRFP, y se midio la fluorescencia infrarroja como medida de
la viabilidad del patégeno.

En la FIGURA 62A, se muestra que los DAMPs proporcionados por RAW 264.7
afadidos a esplenocitos C57BL/6 procedentes de ratones sanos, no alteraron
significativamente la viabilidad de los amastigotes intracelulares de los esplenocitos
procedentes de ratones C57BL/6 con respecto a los controles sin tratar.
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FIGURA 62 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 sanos
fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de la cepa L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL) y
células RAW 264.7 tratadas con compuestos inductores de necroptosis. Las células RAW 264.7 fueron
pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 uM) durante 3 h y, posteriormente con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500
nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) durante 24 h. Los esplenocitos fueron co-cultivados con explantes
infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma representa la Media + SD
de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico
ANOVA de una via y un test de Dunnett’s para comparaciones multiples.
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Por su parte, en la FIGURA 62B se observa que, de la misma manera que en ratones
C57BL/6 infectados, los DAMPs proporcionados por RAW 264.7 afadidos a esplenocitos
procedentes de ratones C57BL/6 sanos, no se producian cambios en la viabilidad de los
amastigotes intracelulares de L. donovani LV9 iRPF presentes en esplenocitos de ratones

BALB/c, medidos por la emision de fluorescencia infrarroja.
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4.2. CAPITULO II: APOPTOSIS INTRINSECA.

Segun el estudio de Vince y col. en 2018, las proteinas antiapoptoticas BCL-XL y MCL-1
restringen la activacion pro-inflamatoria de IL-1B inducida por BAX/BAK (Vince et al., 2018).
BAX/BAK son proteinas que forman parte de la familia BCL-2 y son uno de los reguladores
principales de la ruta intrinseca de la apoptosis. Tras un estimulo apoptético, BAX y BAK son
activadas y se oligomerizan en la membrana mitocondrial externa para mediar su
permeabilizacion, la cual es considerada uno de los pasos clave en la apoptosis (Pefia-Blanco
& Garcia-Saez, 2018). Por consiguiente, si BCL-XL y MCL-1 se encuentran inhibidas,
BAX/BAK pueden desencadenar un proceso apoptético intrinseco mediado por caspasa 8, la

cual escinde y activa a IL-1B (Vince et al., 2018).

4.2.1. Induccién a la apoptosis intrinseca por CHX en BMDM

La CHX (Actidiona) es un antibiotico producido por Streptomyces griseus (Baliga et al.,
1969). Su efecto fue estudiado por primera vez por Kerridge en 1958, que demostré que la
CHX inhibia la sintesis de proteinas en levaduras (Kerridge, 1958). La CHX se usé como
inductor de referencia de la apoptosis, tanto en combinacién con TNF-a, o por si sola,
mediante un mecanismo dependiente de FADD (Tang et al., 1999). Se ha observado ademas
que la muerte producida por CHX es dependiente de las proteinas proapoptéticas BAX/BAK,
ya que es capaz de producir una reduccién en los niveles de MCL-1 (Goodall et al., 2016). Al
inducir con CHX, nos basamos en el estudio de Giri y col., donde las células infectadas con
L. donovani se trataban con actinomicina D a distintos tiempos de infeccion. Se observé que
las células infectadas a 0 h eran sensibles a la actinomicina D, pero se volvian resistentes a
las 2 h (Giri et al., 2016). Por ello, BMDM fueron tratadas con CHX tras 0 y 24 h de infeccion
(FIGURA 63).
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FIGURA 63 | Citotoxicidad producida por el tratamiento de BMDM con CHX (10 pg/mL) mediante
el ensayo LDH. Las células fueron tratadas durante 24 h, tras 0 y 24 h de infeccién con L. infantum.
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Cada barra del histograma representa la Media + SD ** (p < 0.01); *** (p < 0.001) de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble
via y un test de Dunnett’s para comparaciones multiples. Los simbolos AAAA (p < 0.0001) resultan de
comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

A las 24 h, las células infectadas mostraban una mayor resistencia a la muerte,
presentando valores de citotoxicidad préoximos al control negativo. Tras 0 h de infeccién, se
vio que la muerte celular era mayor que a las 24 h post-infeccion, por lo que la presencia del
parasito podria estar retrasando la muerte del macréfago, confirmandose asi lo establecido

en el estudio anterior (Giri et al., 2016).

4.2.2. Induccién a la apoptosis intrinseca por CHX en RAW 264.7

De la misma manera que con cultivos BMDM, se indujo la apoptosis por exposicion a CHX
en las mismas condiciones y tiempos que en el cultivo primario. La FIGURA 64 muestra que
tras afiadir a un cultivo de células RAW 264.7 10 uyg/mL de CHX se produjeron unos valores
de citotoxicidad significativos en comparacion con las células no tratadas. Sin embargo, se
observo que la citotoxicidad tras el tratamiento a las 0 h de infeccién no varié sustancialmente
con respecto al de las 24 h post-infeccién. Asimismo, cabe destacar que los macréfagos
infectados con amastigotes (BM) eran mas susceptibles a la muerte que los infectados con

amastigotes (PM).
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FIGURA 64 | Citotoxicidad producida por el tratamiento de RAW 264.7 con CHX (10 pg/mL)
mediante el ensayo LDH. Las células fueron tratadas durante 24 h tras 0 y 24 h de infeccién con
amastigotes (PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Cada barra del histograma representa la Media
SD *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado
(NT), mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett’'s para comparaciones
multiples. Se compararon los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados y no infectados con
amastigotes (PM), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para
comparaciones multiples. Los simbolos ¢¢ (p < 0.01) resultan de comparar los porcentajes de
citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas y no infectadas con amastigotes (BM), mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.
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En comparacién con los resultados obtenidos en células primarias (20%) (FIGURA 63),

la linea celular RAW 264.7 presento valores citotoxicidad >40% tras el tratamiento con CHX.

4.2.3. Induccioén a la apoptosis intrinseca por inhibidores en BMDM

En el caso de macréfagos murinos, a diferencia de otras células como los neutréfilos y
los macrofagos humanos diferenciados de monocitos, la inhibicién de MCL-1 no es suficiente
para inducir muerte celular, y al menos se requiere una sefal adicional para disparar MOMP.
Esto se vio reflejado en estudios con macréfagos procedentes de ratones que presentaban
una deficiencia en la expresion de la proteina MCL-1, los cuales mostraron una supervivencia
normal, ademas de un aumento de la expresion de las proteinas BCL-2 y BCL-XL. Sin
embargo, en macréfagos y neutréfilos humanos en los que se habia inhibido la expresion de
MCL-1 mediante oligonucledétidos antisentido, se inducia apoptosis (Dzhagalov et al., 2007).
Esto fue observado de la misma manera por Vince et al. en 2018, donde tanto MCL-1 como
BCL-XL eran requeridas para la supervivencia de los macréfagos, ya que BMDM tratados con
el mimético BH3 ABT-737 no eran susceptibles a la muerte. Sin embargo, cuando el
tratamiento consistia en una combinacién de este compuesto con inhibidores de MCL-1, como
CHX, si se producia un proceso apoptético mediado por la activacion de caspasas (Vince et
al., 2018).

Por lo tanto, para inducir apoptosis intrinseca en BMDM, se combiné un inhibidor de la
proteina BCL-XL, ABT-263 (Tse et al., 2008), con dos inhibidores de MCL-1, AZD-5991 (Tron
et al., 2018) y S63845 (Kotschy et al., 2016) (FIGURA 65) en cultivos de BMDM infectados o

no con amastigotes de L. infantum.

Previamente al tratamiento de BMDM con las distintas combinaciones de compuestos,
las células se primaron con LPS (Vince et al., 2018) (FIGURA 65A y B) y con el lipopéptido
sintético bacteriano P3C (FIGURA 65C y D), que es reconocido por el TLR2/1 de los
macréfagos. En varios estudios, se ha relacionado TLR2 con Leishmania (Murray et al., 2013;
Jafarzadeh et al., 2019). Este receptor tiene diversos roles ya que, dependiendo de la especie
de Leishmania, el tropismo tisular de la infeccion y el reclutamiento de ciertos intermediarios
de sefializacién puede generar una respuesta protectora del hospedador o generar una
exacerbacion de la enfermedad. Concretamente, TLR2 parece mostrar una funcién protectora

contra la expansion de L. infantum en los 6rganos diana infectados (Jafarzadeh et al., 2019).

127



4. RESULTADOS Capitulo Il: Apoptosis Intrinseca

A) 24 HPI B) 72 HPI
120 120
NO INF [ NO INF
I INF (24 hpi) AAAA B INF (72 hpi)
o T = 1
3 3
3 80 3 80
° o A
> ) *
@ 60 . & ok @ 60
o . , pas
T @ s . T 40
-] . b -
2 3 =
x 20 ' X 20
2 ] £
] : ] I"
= 0 seies s 0 T
G O o o o =
= - v =
£
.20 -20.
40 40

< o o° < & o°
5 &3 3 5
O C O’ )
x > R Y
> 5 > P
g o < 9
v L
2 \ 2 \
A\ Cid o\ 't
WV NV
N N
24 HPI 72 HPI
120 120
C) I NO INF D) I NO INF
B INF (24 hpi) B INF (72 hpi)
100 100
80 AAAA 80
60 AA e si A

TxAE -

% Citotoxicidad (Ensayo LDH)

% Citotoxicidad (Ensayo LDH)
- 3 &
B

i—:l—*' H

A

FIGURA 65 | Citotoxicidad observada en cultivos BMDM mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis intrinseca, 24 h (A, C) y 72 h (B, D) después
de la infeccidn con amastigotes de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas durante 3 h con 50 ng/mL
de LPS (A-B) o 500 ng/mL de P3C (C-D) y, posteriormente, los BMDM fueron tratados con el inhibidor
ABT-263 (1 uM) en combinaciéon con AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Cada barra
del histograma representa la Media = SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de
los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett’s para comparaciones multiples. Los simbolos A (p < 0.1); AA
(p <0.01); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados
y no infectados, mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para
comparaciones multiples.

Las combinaciones de tratamientos se probaron en células BMDM infectadas durante 24
h (FIGURA 65Ay C)y 72 h (FIGURA 65B y D). Los porcentajes de citotoxicidad — medida
como liberacion de LDH — en las células infectadas durante 72 h eran ligeramente mas bajos
que en las células infectadas durante 24 h y, como ocurria anteriormente, las células
infectadas presentaban valores de citotoxicidad menores que las células no infectadas. Estas
dos variables nos hacen suponer que la infeccién por L. infanfum genera mas resistencia al

efecto citotdxico de los compuestos.
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4.2.4. Induccion a la apoptosis intrinseca por inhibidores en RAW 264.7

Para estudiar la apoptosis intrinseca, los macréfagos RAW 264.7 fueron tratados con
ABT-263 (Tse et al., 2008) en combinacion con AZD-5991 (Tron et al., 2018) o S63845
(Kotschy et al., 2016) (FIGURA 66). Las células fueron primadas con LPS (FIGURA 66A) o
con P3C (FIGURA 66B). Los porcentajes de citotoxicidad obtenidos para RAW 264.7 tras 24
h de tratamiento fueron mayores (50-80%) a los obtenidos con BMDM (20-40%). En este
caso, no se observaron diferencias significativas entre las células no infectadas y las células
infectadas con amastigotes (PM), aunque si cabe destacar que las células infectadas con los
amastigotes (BM) presentaron valores mas altos que las no infectadas o las infectadas con
amastigotes (PM). Asimismo, el efecto del ABT-263 combinado con el AZD-5991 produjo
mayores tasas de muerte que cuando se combind con el S63845. No se observaron

diferencias significativas al primar los macréfagos con LPS o con P3C.
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FIGURA 66 | Citotoxicidad observada en cultivos RAW 264.7 mediante el ensayo de LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis intrinseca, 24 h después de la infecciéon con
amastigotes (PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas durante 3 h con
50 ng/mL de LPS (A) y 500 ng/mL de P3C (B) y, posteriormente tratadas con ABT-263 (1 uM) combinado
con AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media
+ SD *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado
(NT), mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett’'s para comparaciones
multiples. Se compararon los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados o no, mediante un
analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para comparaciones multiples. Los
simbolos ¢ (p < 0,1) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas o
no con amastigotes (BM), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's
para comparaciones multiples.

4.2.5. Evaluacidén de la activacidon de caspasas en la apoptosis intrinseca

Tras realizar los diferentes tratamientos para generar apoptosis intrinseca en macréfagos
BMDM, se midio la actividad de las caspasas iniciadoras y ejecutoras (FIGURA 67).
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FIGURA 67 | Determinacion de las actividades caspasa 8 (A, B), caspasa 9 (C, D) y caspasas 3/7
(E, F), tras el tratamiento de BMDM con las combinaciones de inductores de apoptosis intrinseca
alas 24 h de infeccién con L. infantum. Las células BMDM fueron pretratados durante 3 h con 50 ng/mL
LPS (A, C, E) y 500 ng/mL de P3C (B, D, F) y, posteriormente se afiadié el inhibidor ABT-263 (1 uM) en
combinacién con AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Como control positivo de apoptosis,
se trataron las células con 10 ug/mL CHX durante 24 h a las 24 h post-infeccion con L. infantum. Cada
barra del histograma representa la Media £ SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001)
de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos A (p <0.1); AA
(p < 0.01); AAA (p < 0.001); AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar el incremento sobre el NT de
Unidades Relativas de Fluorescencia (ARFU) de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis
estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

130



4. RESULTADOS Capitulo II: Apoptosis Intrinseca

En general, se pudo observar una induccion generalizada de los tres tipos de caspasas
como consecuencia de los tratamientos con CHX, LPS y P3C. Cuando las células no
infectadas fueron primadas con LPS (FIGURA 67A), los niveles de caspasa 8 fueron
significativamente mayores en la combinacién de ABT-263 con AZD-5991, pero no con
S63845. Sin embargo, el pretratamiento con P3C (FIGURA 67B), gener6 siempre valores
significativamente mayores con respecto al control. No hubo grandes diferencias entre las
células infectadas y las no infectadas, salvo en la combinacion de LPS, ABT-263 y S63845,
ya que las células infectadas producen una activacion de la caspasa 8 mayor que las células
no infectadas.

En las FIGURA 67C y D se observa como la actividad de la caspasa 9 aumentd
significativamente con respecto al control no tratado, confirmandose asi su papel en la via
intrinseca de la apoptosis (Li et al., 2017). Cabe resaltar que las diferencias entre células
infectadas y no infectadas fueron significativamente mayores cuando las células eran
primadas con LPS, pero no con P3C, por lo que la infeccidon parece bloquear la activacion de

la caspasa 9.

La activacion de las caspasas 3/7 (FIGURA 67E y F) fue mayor después del tratamiento
con las dos combinaciones de inhibidores estudiadas. Los valores de actividad fueron
similares o ligeramente superiores a los del control con CHX. En este caso, las células
infectadas presentaron menor activacion de las caspasas en comparacion con las células no

infectadas, pero no suponian diferencias significativas.

4.2.6. Evaluacién de la produccién de IL-18 en la apoptosis intrinseca

La apoptosis esta considerada como un tipo de muerte celular inmunolégicamente
silenciosa (Poon et al., 2014). Sin embargo, varias investigaciones han indicado que la
apoptosis puede ser un potente mediador de la inflamacién, tanto in vitro como in vivo (Faouzi
et al., 2001; Bossaller et al., 2012). Existen varios estudios que confirman que la apoptosis
intrinseca puede disparar la sefalizacion pro-inflamatoria a través de la maduracién de IL-113
(England et al., 2014; Chauhan et al., 2018; Vince et al., 2018).

Los miméticos de BH3, como ABT-263, AZD-5991 y S63845, son capaces de
desencadenar la produccién de IL-13 a través de las proteinas pro-apoptéticas BAX/BAK.
BAX/BAK son capaces de activar las caspasas 3y 7 y éstas, a su vez, pueden llevar a cabo
la escision de la caspasa 8, provocando su activacion. Ademas, la caspasa 8 es la proteasa
principal para catalizar la maduracién de IL-13 durante la apoptosis intrinseca (England et al.,
2014; Chauhan et al., 2018; Vince et al., 2018).

Los niveles de IL-1B obtenidos tras generar condiciones de apoptosis intrinseca se
recogen en la FIGURA 68. La concentracién de IL-1B obtenida con la combinacién de ABT-
263 con S63845 fue superior a la obtenida combinando ABT-263 con AZD-5991, tanto en el
pretratamiento con LPS (FIGURA 68A) como con P3C (FIGURA 68B). Sin embargo, los
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niveles alcanzados con P3C fueron superiores a los obtenidos con LPS. Cabe destacar que
las células infectadas con Leishmania presentaron valores de IL-1B significativamente
inferiores a los de las células no infectadas, excepto en la combinacion de LPS, ABT-263 y

AZD-5991, donde los valores son similares al control.
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FIGURA 68 | Niveles de IL-1B en los sobrenadantes de cultivos BMDM, infectados o no con
Leishmania, tras el tratamiento durante 24 h con las combinaciones de compuestos inductores
de apoptosis intrinseca. Las células BMDM fueron pretratadas durante 3 h con 50 ng/mL de LPS (A)
y 500 ng/mL de P3C (B) y, posteriormente, se les afiadié ABT-263 (1 pM) en combinacién con AZD-
5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p
<0.1); ™** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante
un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los
simbolos A (p < 0.1) AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM
infectados y no infectados, mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s
para comparaciones multiples.

4.2.7. Efecto de los DAMPs producidos en el proceso de apoptosis
intrinseca sobre la viabilidad de L. donovani LV9 iRFP

4.2.7.1. DAMPs producidos durante la apoptosis intrinseca en BMDM

Siguiendo una aproximacién semejante, se ha estudiado el efecto de los DAMPs
procedentes de BMDM inducidos a la apoptosis intrinseca sobre la viabilidad de amastigotes
intracelulares de L. donovani LV9 iRFP (FIGURA 69). De la misma manera que en los
experimentos anteriores, la apoptosis intrinseca en BMDM se indujo con LPS o P3C en
presencia de ABT-263 y AZD-5991 o S63845, durante un periodo de 3 o0 24 h. Los BMDM
camino de la muerte se cultivaron con explantes de bazos sanos de ratones C57BL/6,
midiéndose el efecto letal sobre la fluorescencia emitida por esplenocitos procedentes de
ratones C57BL/6 (FIGURA 69A) o BALB/c (FIGURA 69B) infectados con L. donovani LV9
iRFP.

Los resultados de la FIGURA 69A, demuestran que no hubo diferencias en los

porcentajes de viabilidad de los amastigotes cuando la estirpe de esplenocitos murinos
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estimulados con BMDM a los que se habia inducido ICD era la misma que la estirpe receptora
infectada con Leishmania (C57BL/6). Si se observaron ciertas diferencias significativas entre
los distintos tiempos de tratamiento, excepto en la combinacién de LPS, ABT-263 y S63845,
en la que no se observo alteracion alguna en la mortalidad de los parasitos, sino mas bien al

contrario, su viabilidad estaba incrementada con respecto al control No Tratado (NT).
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FIGURA 69 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 sanos
fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de la cepa L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL) y
BMDM tratados con inductores de apoptosis intrinseca. Los BMDM fueron pre-tratados con LPS (50
ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, posteriormente con ABT-263 (1 pM) en combinacién con
AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 3 h y 24 h. Los esplenocitos fueron co-cultivados con
explantes infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma representa la
Media + SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con
respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de
Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos AA (p < 0.01); AAA (p < 0.001); AAAA (p <
0.0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM tratadas durante 3 h'y 24 h
mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

Sin embargo, si los esplenocitos de C57BL/6 estimulados con BMDM apoptdéticos por
via intrinseca eran cocultivados con explantes infectados procedentes de ratones BALB/c, se
producian cambios importantes en la viabilidad de los amastigotes (FIGURA 69B). En
general, las células pre-tratadas con LPS, produjeron una mayor reduccién de la fluorescencia
emitida por los explantes que las células pre-tratadas con P3C. El tiempo de incubacion de
los BMDM con AZD-5991 y S63845 era también importante sobre la viabilidad de Leishmania
ya que, a tiempos cortos de apenas 3 h, la viabilidad se reducia en mas del 75% (ABT-263 +
AZD-5991) y de alrededor del 70% (ABT-263 + S63845), mientras que a las 24 h las mismas
combinaciones superaban el crecimiento de los controles no tratados (NT). Esto podria ser
debido a que las células tratadas durante 24 h estarian en un estado de muerte muy avanzado
en el momento en el que se co-cultivaban con los esplenocitos. De esta forma, muchos de
los DAMPs y citoquinas que hubieran sido liberadas al medio de cultivo durante su proceso
de muerte se pierden, ya que ese medio de cultivo se descartaba al contener también los

inhibidores. Este razonamiento justificaria porqué el tratamiento de 3 h era mas efectivo, ya
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que las células se encontrarian en un proceso de muerte menos avanzado y aun estarian a
tiempo de liberar gran cantidad de DAMPs y citoquinas al medio extracelular, donde podrian
servir como activadores de las DCs presentes en el explante de bazo procedente de ratones
sanos.

Como hemos dicho antes, las células pre-tratadas con P3C fueron menos eficaces
en reducir la fluorescencia infrarroja, siendo la combinacion mas eficaz (ABT-263 + AZD-
5991) que produjo una reduccién de la viabilidad <50% a las 3 h.

4.2.7.2. DAMPs producidos durante la apoptosis intrinseca en RAW 264.7

Hemos estudiado igualmente el efecto de los DAMPs procedentes de células RAW
264.7 inducidas a la ICD por compuestos que producen apoptosis intrinseca sobre la
viabilidad de amastigotes intracelulares de L. donovani LV9 iRFP (FIGURA 70). En este caso,
los esplenocitos procedentes de ratones sanos de la estirpe C57BL/6 se cultivaron con un
lisado de amastigotes y células RAW 264.7 tratadas con inductores de la apoptosis intrinseca
por LPS o P3C en presencia de ABT-263 en combinacion con AZD-5991 o S63845, a las
concentraciones y tiempos indicados. Los esplenocitos sanos procedentes de ratones
C57BL/6, estimulados con macréfagos RAW 264.7 apoptéticos, se cocultivaron con
esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 o BALB/c infectados con L. donovani LV9
iRFP. En la FIGURA 70A, se muestra que los DAMPs proporcionados por las células RAW
264.7 producian una disminucién de la viabilidad de los amastigotes de explantes infectados
de ratones C57BL/6 cuando las células eran pre-tratadas con P3C, pero no con LPS (FIGURA
70A), alcanzandose valores de viabilidad de apenas el 30% en la combinacién de ABT-263 y
S63845.
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FIGURA 70 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 sanos
fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de la cepa L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL) y
células RAW 264.7 tratadas con inductores de apoptosis intrinseca. Las células RAW 264.7 fueron pre-
tratadas con LPS (50 ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h 'y, posteriormente, con ABT-263 (1 uM)
en combinacion con AZD-5991 (10 uM) o S63845 (10 uM) durante 24 h. Los esplenocitos fueron co-
cultivados con explantes infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma
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representa la Media + SD ** (p < 0.01); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al
control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de una via y un test de Dunnett’s para
comparaciones multiples.

Sin embargo, cuando los macréfagos RAW 264.7 inducidos a ICD y el explante
obtenido de ratones C57BL/6 sanos, eran colocados sobre cultivos de esplenocitos BALB/c
infectados con L. donovani LV9 iRFP, no se observaron cambios en la viabilidad de los
amastigotes con respecto al control no tratado con ninguno de los tratamientos utilizados
(FIGURA 70B).
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4.3. CAPITULO Ill: APOPTOSIS EXTRINSECA

4.3.1. Induccioén a la apoptosis extrinseca en BMDM

Segun Lawlor y col., los miméticos de SMAC y BH3 y los inhibidores de TAK1 promueven
la muerte celular inflamatoria dependiente de caspasas 8 o 9 y la activacion del inflamasoma
NLRP3 (Lawlor et al., 2017). Asimismo, los miméticos de SMAC vy los inhibidores de TAK1
son capaces de inducir el ensamblaje del ripoptosoma que activa la caspasa 8 (Vince et al.,
2012; Dondelinger et al., 2013; Lawlor et al., 2015). Ademas, la pérdida conjunta de XIAP y
clAP generaba mayor activacion de IL-1B que si se inhibia la accién de cada uno de ellos de
forma individual. Esto era debido a que la falta de estas proteinas antiapoptoéticas disparaba
una muerte celular dependiente de RIPK3 y caspasa 8, produciendo la activacion de IL-1(,
de manera directa o a través de su escision por la caspasa 1 (FIGURA 36) (Lawlor et al.,
2017). Asimismo, la inhibicion de clAP1/2 y XIAP en células cancerigenas podria conducir a
mecanismos de muerte celular por necroptosis dependiente de RIPK1/RIPK3 (Wang et al.,
2018).

La produccién de IL-1B podria estar involucrada en la infeccion de Leishmania. Los
resultados de varios grupos de investigacion han revelado que Leishmania es capaz de
bloquear la expresién del inflamasoma, inhibiéndose asi la maduracion de IL-13 desde su pro-
forma inactiva, por un mecanismo dependiente de caspasa 1 (Hatzigeorgiou et al., 1996; von
Stebut et al., 2003; Kautz-Neu et al., 2011; Karam et al., 2013; Hartley et al., 2018). En
macrdéfagos infectados por L. donovani, se demostrd que el parasito era capaz de disminuir
los niveles de activacidon de la caspasa 1. La inhibicion de la maduracion de la caspasa 1 tenia
como consecuencia la disminucién de los niveles de las formas maduras de IL-1p e IL-18,
aumentando de esta manera el indice de infeccion de los macréfagos (Saha et al., 2019). En
un ensayo clinico en pacientes con leishmaniasis visceral aguda, en el cual se administraban
diferentes regimenes terapéuticos, se demostré el importante papel que presenta IL-1f3 en la
resolucion de la enfermedad. Se observé que la produccion in vitro de IL-1B, y de TNF-a, se
recuperaba como consecuencia de la curacion de los pacientes tras recibir una terapia frente
a la leishmaniasis aguda (Ho et al., 1992). Por lo tanto, la produccion de IL-13 es clave para
generar una respuesta inmune protectora contra Leishmania. Basandonos en estos trabajos,
la generacion de una muerte celular que produjera IL-1f3 en ultima instancia, podria suponer

un posible mecanismo para reducir la carga parasitaria.

Basandonos en los estudios que habiamos realizado previamente, las células BMDM se
infectaron con L. infantum durante 24 o 72 h (FIGURA 71). Posteriormente los cultivos fueron
primados con 100 ng/mL LPS (FIGURA 71A y B) o 500 ng/mL P3C (FIGURA 71Cy D), y
tratados con LCL161, AZD5582 y 5Z-7-OZ (Lawlor et al., 2017; Chen et al., 2019). Mientras
que la combinacién de LCL161 con LPS o P3C no generd valores significativos de

citotoxicidad con respecto al control, el empleo de los inhibidores AZD5582 y 5Z-7-OZ si
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produjo valores de muerte significativos en las células tratadas. Cabe sefalar la proteccién
producida por los amastigotes de Leishmania a la muerte, tanto en células primadas con LPS

como con P3C.
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FIGURA 71 | Citotoxicidad observada en cultivos BMDM mediante el ensayo LDH tras el
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis extrinseca, 24 h después de la infeccidon con
amastigotes (A, C) o 72 h (B, D) de infeccién con L. infantum. Las células fueron pre-tratadas durante 3
h con 100 ng/mL de LPS (A-B) y 500 ng/mL de P3C (C-D) y, posteriormente, los BMDM fueron tratados
con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada barra del histograma
representa la Media = SD de los diferentes tratamientos. Los simbolos AA (p <0.01); AAAA (p < 0.0001)
resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante
un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para comparaciones multiples.

Asimismo, si comparamos los valores de citotoxicidad obtenidos en cultivos BMDM
infectados a diferentes tiempos (24 y 72 h), observamos que las células infectadas durante
72 h con amastigotes de L. infantum (FIGURA 71B y D) fueron mas resistentes a la muerte
por apoptosis que las infectadas solo durante 24 h (FIGURA 71A y C). Por lo que,
nuevamente, se confirma que la infeccidn retrasa la muerte de sus células hospedadoras.
Igualmente pudo observarse que el efecto citotdxico de AZD5582 era superior al de LCL161,

probablemente debido a su capacidad de inhibir simultaneamente tres |1APs.
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4.3.2. Induccidn a la apoptosis extrinseca en RAW 264.7

Para producir apoptosis extrinseca, la linea celular RAW 264.7 fue primada con 100
ng/mL LPS (FIGURA 72A) o con 500 ng/mL P3C (FIGURA 72B) y, a continuacion, tratada
con LCL161 (Pemmaraju et al., 2021), AZD5582 (Moon et al., 2015) o 5Z-7-OZ (Ninomiya-
Tsuji et al.,, 2003). Después de 24 h de exposicion, medimos la citotoxicidad de las

combinaciones mediante el ensayo LDH.
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FIGURA 72 | Citotoxicidad observada en RAW 264.7 mediante el ensayo LDH tras el tratamiento
con compuestos inductores de apoptosis extrinseca, 24 h después de la infeccién con amastigotes
(PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas durante 3 h con 100 ng/mL
LPS (A) o con 500 ng/mL P3C (B). A continuacion, las células RAW 264.7 fueron tratadas con LCL161
(1 pM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada barra del histograma representa la
Media = SD * (p < 0.1); ** (p < 0.01); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con
respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de
Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar los
porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados y no infectados con amastigotes (PM), mediante
un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para comparaciones multiples. Los
simbolos ¢4 (p <0.01); +¢¢¢ (p <0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de RAW
264.7 infectadas y no infectadas con amastigotes (BM), mediante un analisis estadistico ANOVA de
doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

Si comparamos los resultados obtenidos en RAW 264.7 con los obtenidos en BMDM, los
porcentajes de citotoxicidad obtenidos con LCL161 y AZD5582 fueron muy similares entre
ambos tipos celulares. Sin embargo, los porcentajes de muerte obtenidos en células RAW
264.7 con 5Z-7-OZ, tanto en células primadas con LPS como con P3C, fueron mucho
mayores en RAW 264.7 (70-80%) que en BMDM (~10%). Estos resultados contrastan, con
los obtenidos por Wang y col. en 2015 que no encontraron diferencias de citotoxicidad en
células BMDM y RAW 264.7 tratadas con 5Z-7-OZ (Wang et al., 2015). En la mayoria de los
casos, las células infectadas presentan una mayor resistencia al efecto de los compuestos,
ya que presentan porcentajes de citotoxicidad menores que las células no infectadas.
Ademas, las células infectadas con amastigotes (BM) eran mas susceptibles a la muerte por

apoptosis extrinseca que las células infectadas con amastigotes (PM). No se observaron
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4. RESULTADOS Capitulo Ill: Apoptosis Extrinseca

diferencias significativas entre primar con LPS o con P3C, excepto en el caso del tratamiento

con 5Z-7-OZ, donde el pretratamiento con LPS parece ser mas efectivo que con P3C.

4.3.3. Evaluacion de la activacion de caspasas en la apoptosis
extrinseca

Los cultivos de BMDM tratados con las combinaciones de compuestos del apartado
anterior sirvieron para determinar las actividades de las caspasas 8, 9y 3/7 (FIGURA 73) en

células inducidas a la apoptosis por LPS y P3C.
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FIGURA 73 | Determinacién de las actividades caspasa 8 (A, B), caspasa 9 (C, D) y caspasas 3/7
(E, F), tras el tratamiento de BMDM con las combinaciones de inductores de apoptosis extrinseca
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alas 24 h de infeccién con L. infantum. Las células BMDM fueron pretratados durante 3 h con 100 ng/mL
de LPS (A, C, E) y 500 ng/mL de P3C (B, D, F) y, a continuacién, con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500
nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) durante 24 h. Como control positivo de apoptosis, se traté a las células
durante 24 h con 10 ng/mL CHX tras 24 h post-infeccion (hpi) con L. infantum. Cada barra del histograma
representa la Media £ SD * (p < 0,1); ** (p < 0,01); *™* (p < 0,001); **** (p < 0,0001) de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble
via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos AA (p < 0,01); AAA (p < 0,001);
AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar el incremento sobre el NT de Unidades Relativas de
Fluorescencia (ARFU) de BMDM infectados y no infectados, mediante un analisis estadistico ANOVA
de doble via y un test de Sidak's para comparaciones multiples.

Los valores de activacion de las caspasas tras el tratamiento con CHX se corresponden
a los ya citados en el apartado 4.1.3.

En las FIGURA 73C y D, se puede observar que la caspasa 9 no presentd ninguna
modificacién en los valores de activacion con respecto a los controles lo que, como era de
esperar, demuestra el escaso papel de la apoptosis intrinseca en estos ensayos. Por su parte,
el tratamiento con AZD5582, bien sea en combinaciéon con LPS o con P3C, provocé una
activacion significativa de la caspasa 8 en las células infectadas con respecto a las no
infectadas. Por otro lado, los valores de actividad observados en las caspasas 3/7 (FIGURA
73Ey F), son ligeramente mas elevados que los controles. No existieron grandes diferencias

en los valores de caspasas entre el pretratamiento de las células con LPS o P3C.

4.3.4. Evaluacién de la produccién de IL-1 en la apoptosis extrinseca

Las IAPs se encuentran bloqueando al complejo RIPK3/Caspasa-8, por lo que su
inhibicién desbloquea esta ruta celular, cuyo fin es la activacion de IL-1B y la muerte celular
(Lawlor et al., 2017). Segun Lawlor y col., la pérdida de XIAP y clAP genera una mayor
activacion de la IL-1p que la pérdida unicamente de XIAP (Lawlor et al., 2017). Por ello, se
midieron los niveles de IL-1f3 tras el tratamiento con los inhibidores de IAPs y TAK1 (FIGURA
74).
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FIGURA 74 | Niveles de IL-1B en los sobrenadantes de cultivos BMDM, infectados o no con
Leishmania, tras el tratamiento durante 24 h con las combinaciones de compuestos inductores
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de apoptosis extrinseca. Cultivos de BMDM fueron pretratados durante 3 h con 100 ng/mL de LPS (A)
y 500 ng/mL de P3C (B) y, posteriormente, con LCL161 (1 uM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM)
durante 24 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p < 0.1); **** (p < 0.0001) de los
diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un andlisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett’s para comparaciones multiples. Los simbolos A (p <0.1); AA
(p<0.01); AAAA (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados
y no infectados, mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Sidak’s para
comparaciones multiples.

Los niveles de IL-13 producidos por el compuesto LCL161 en células no infectadas fueron
mayores cuando las células se encontraban primadas con LPS (FIGURA 74A). Es importante
destacar que la concentracion de IL-18 en células infectadas era inferior en comparacion con
las células no infectadas, pero en la combinacién de LCL161 y P3C (FIGURA 74B), la

produccion de IL-1B fue superior en las células infectadas.

Si se comparan los niveles de IL-1B producidos por estos tres inhibidores, el mayor
inductor de IL-1p fue AZD5582 bajo el pretratamiento con P3C. Esto podria ser debido a que
este compuesto es capaz de inhibir las tres IAPs (XIAP, clAP1y clAP2) (Lawlor et al., 2017).
También observamos que las células infectadas producian niveles significativamente
menores de esta citoquina, observandose una vez mas la influencia del parasito sobre la

célula hospedadora.

A diferencia de LCL161 y AZD5582, el inhibidor de TAK1 no generd cantidades
significativas de IL-13 en comparacién con las células no tratadas. En estudios previos, se ha
comprobado que el inhibidor de la proteina TAK1, 5Z-7-OZ, facilitaba la transformacion de la
forma inactiva de IL-1B a la forma madura en macréfagos THP-1 (Singh et al., 2021). La
inhibicién de TAK1 por 5Z-7-OZ en macroéfagos induce una muerte celular espontanea y la
activacion de la caspasa 1, la cual se encarga de procesar la citoquina IL-1B hacia su forma
madura (Malireddi et al., 2018). Sin embargo, las concentraciones de IL-1B obtenidas con 5Z-

7-OZ fueron muy bajas en comparacion con las obtenidos con LCL-161 y AZD5582.

4.3.5. Efecto de los DAMPs producidos en la apoptosis extrinseca sobre
la viabilidad de L. donovani LV9 iRFP

4.3.5.1. DAMPs producidos durante la apoptosis extrinseca en BMDM

Como en experimentos anteriores, se evalud el papel de BMDM apoptéticos por via
extrinseca sobre la viabilidad de amastigotes intracelulares de L. donovani LV9 iRFP tanto en
ratones C57BL/6 (FIGURA 75A) como en BALB/c (FIGURA 75B). Cuando la estirpe de los
ratones infectados era C57BL/6, no se observd ninguna reduccion en la viabilidad de los

amastigotes del explante infectado, incluso bajo ciertas condiciones la viabilidad aumento,
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como fue el caso de los tratamientos con 5Z-7-OZ, inducidos tanto con LPS como con P3C.
Con respecto a los distintos tiempos de tratamiento de los macréfagos, no existieron
diferencias significativas, salvo en la combinacién de LPS y LCL-161 o AZD5582, donde el
porcentaje de parasitos vivos aumentoé con el tratamiento de 24 h (FIGURA 75A).
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FIGURA 75 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 sanos
fueron pre-estimulados con un lisado de amastigotes de L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL) y BMDM
tratados con inductores de la apoptosis extrinseca. Los BMDM fueron pre-tratados con LPS (100 ng/mL)
o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, posteriormente con LCL-161 (1 uM), AZD-5582 (500 nM) y 5Z-7-
OZ (TAK) (250 nM) durante 3 y 24 h. Los esplenocitos fueron co-cultivados con explantes infectados de
ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p < 0.1); ***
(p < 0.001); *** (p < 0.0001) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT),
mediante un andlisis estadistico ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones
multiples. Los simbolos AAA (p < 0.001); AAAA (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de
viabilidad de BMDM tratadas durante 3 h y 24 h mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via'y
un test de Sidak's para comparaciones multiples.

Seguidamente, realizamos co-cultivos de esplenocitos procedentes de ratones
C57BL/6 con BMDM apoptéticos por via extrinseca y estudiamos la viabilidad de los
amastigotes de explantes infectados con L. donovani LV9 iRFP en ratones BALB/c (FIGURA
75B). En este caso, pudimos observar que LCL161 y AZD5582 fueron los compuestos mas
efectivos reduciendo la viabilidad de los parasitos, obteniéndose valores de viabilidad
menores en las células pre-tratadas con LPS (<50%) que con P3C (~ 70%). En ambos casos,
el tratamiento durante 3 h fue mas efectivo que el de 24 h. Esto podria ser debido a lo
mencionado anteriormente con respecto al estado de muerte que podrian tener los
macréfagos en el momento previo al co-cultivo con los esplenocitos. Sin embargo, en los
resultados obtenidos con 5Z-7-OZ, tanto en la induccién con LPS como con P3C, se

obtuvieron mejores resultados en el tratamiento durante 24 h.

4.3.5.2. DAMPs producidos durante la apoptosis extrinseca en RAW 264.7

Finalmente, se realizaron experimentos conducentes a comprobar el papel de los

DAMPs procedentes de células RAW 264.7 inducidas a la ICD por compuestos que producen
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apoptosis extrinseca sobre la viabilidad de amastigotes intracelulares de L. donovani LV9
iRFP (FIGURA 76). El co-cultivo de esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6 sanos con
RAW 264.7 tratadas con inductores de la apoptosis extrinseca (LCL-161, AZD5582 y 5Z-7-
OZ) durante 3 h, produjo cambios significativos en la viabilidad de los amastigotes del
explante de ratones C57BL/6 infectados con L. donovani LV9 iRFP (FIGURA 76A). En las
células pre-tratadas con LPS, los compuestos que mayor efecto tuvieron en la reduccién de
la viabilidad fueron el AZD5582 y 5Z-7-OZ, alcanzandose reducciones en la RFU de hasta el
80%. Sin embargo, en las células pre-tratadas con P3C, el compuesto que fue mas efectivo
fue el LCL161, con valores de reduccién de la RFU del 70%.
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FIGURA 76 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de
explantes de bazo de ratones infectados. Los esplenocitos de ratones C57BL/6 sanos fueron pre-
estimulados con un lisado de amastigotes de L. donovani LV9, P3C (500 ng/mL) y células RAW 264.7
tratadas con inductores de la apoptosis extrinseca. Las células RAW 264.7 fueron pre-tratadas con LPS
(100 ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, a continuacién, con LCL-161 (1 uM), AZD-5582 (500
nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) durante 24 h. Los esplenocitos fueron co-cultivados con explantes
infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. Cada barra del histograma representa la Media + SD
*(p<0.1); ** (p <0.01) de los diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante
un analisis estadistico ANOVA de una via y un test de Dunnett’'s para comparaciones multiples.

Se realizaron experimentos semejantes conducentes a comprobar el papel de la ruta
extrinseca en RAW 264.7 apoptéticas en combinacion con esplenocitos procedentes de
ratones C57BL/6 sanos sobre la viabilidad de los amastigotes de explantes infectados de
ratones BALB/c (FIGURA 76B). En estas condiciones, fueron las células pre-tratadas con
LPS combinadas con AZD5582 y 5Z-7-OZ las que tuvieron mayor efecto en la reduccion de
la RFU emitida por los amastigotes, aunque nunca supero el 40%. Sin embargo, en las células
pre-tratadas con P3C, el compuesto mas efectivo fue el LCL161, con una reduccion del 40%
con respecto al control sin tratar.

Tras comparar todos los resultados, las combinaciones mas efectivas fueron: i) la
combinacion de células RAW 264.7 apoptéticas por via intrinseca y extrinseca, con
esplenocitos C57BL/6 co-cultivados con explante de bazo infectado procedente de ratones
C57BL/6 y ii) la combinacién de BMDM apoptéticos por via intrinseca con esplenocitos
C57BL/6 co-cultivados con explante de bazos infectados de ratones BALB/c. Esto puede ser
debido al perfil pro-inflamatorio Th1 que muestra la estirpe C57BL/6 (Heinzel et al., 1989;
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Stewart et al.,, 2002). De esta forma, los esplenocitos procedentes de ratones C57BL/6
liberarian una mayor cantidad de sefales y citoquinas pro-inflamatorias que actuarian sobre
el bazo infectado, disminuyendo la viabilidad de los pardsitos. Parece ser necesaria la
presencia de las dos estirpes de raton, ya que combinando BMDM, esplenocitos y explante
de bazo infectado procedentes de C57BL/6 no produjeron una reduccion significativa de la

viabilidad de Leishmania.
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4.4. CAPITULO IV: PRESENTACION CRUZADA DE

ANTIGENOS Y FENOTIPADO DE DCs ESPLENICAS

4.4.1. Generacion de cepas de L. infantum que producen OVA en la
superficie de la membrana plasmatica

La ovalbumina (OVA) es una proteina modelo muy utilizada en los estudios de
presentacion antigénica debido a su capacidad para inducir respuestas inmunitarias
especificas y bien caracterizadas (Yewdell & Bennink, 1999; Nair-Gupta et al., 2014).
Concretamente, varios estudios han demostrado que la OVA puede ser utilizada como un
modelo antigénico para investigar la presentacion cruzada de antigenos en la infeccion por
Leishmania, suponiendo asi una herramienta util para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas y vacunas contra esta enfermedad (Bertholet et al., 2005; Khouili et al., 2020).

El primer objetivo de este trabajo fue modificar genéticamente la cepa L. infantum
2713 para que produjera de forma estable la proteina OVA. Para ello se utilizé el vector
pLEXSY que permite, mediante recombinaciéon homadloga, la integracion de la secuencia de
ADN de interés en el locus del gen que codifica el ARN ribosémico 18S lo que permite
alcanzar niveles de expresion en todos los estadios del ciclo del parasito. La importancia del
sitio de localizacién del antigeno en los patégenos es importante para generar una respuesta

eficaz de los linfocitos.

En los estadios infectivos de Leishmania se encontré una familia de proteinas de
superficie aciladas e hidrofilicas denominadas (HASPs) que contienen sefales para la N-
miristoilacién, y la palmitoilaciéon que les permite dirigirse a la cara externa de la membrana
plasmética (Denny et al., 2000). Utilizando una secuencia de 18 aminoacidos (aa) del extremo
amino-terminal de HASPB fusionados a OVA, Bertholet et al., generaron una cepa de L. major
capaz de producir OVA anclada en la cara externa de la membrana plasmatica (Bertholet et
al., 2005). Esta localizacion es un requerimiento imprescindible para su reconocimiento por
las células T especificas para OVA (Prickett et al., 2006) y, por lo tanto, para su
inmunogenicidad, siendo un factor importante cuando se considera la posible candidatura de

antigenos vacunales para inducir inmunidad dependiente de células T.

En este trabajo, se generd el vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA (GeneCust), que
contiene la fusién de la secuencia codificante para los 18 aa del extremo amino terminal de
HASPB junto al ORF de la proteina OVA (FIGURA 77). Ademas, la proteina OVA contiene
los residuos especificos para el reconocimiento por las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo | (MHC-I) H2-kb (257-SIINFEKL-264) y de tipo Il (MHC-II)I-Ab (323-
ISQAVHAAHAEINEAGR-339) (FIGURA 77D), que pueden ser usados para el testado de la

respuesta celular especifica de antigeno T CD8 y T CD4, respectivamente.
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FIGURA 77 | Generaciéon del plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. A) Vector plasmidico
linealizado por la digestion con la enzima de restriccion Swal para la expresion de la proteina de fusion
HASPB:OVA en Leishmania. B) Vector pLEXSY-hyg2.1 conteniendo la construccién HASPB:OVA tras
el proceso de sintesis. C) Resultados de la electroforesis tras la digestion del plasmido pLEXSY-hyg2.1
con las enzimas de restriccion Kpnl/Bglll (control de calidad enviado por GeneCust). Tamafo esperado:
1224/8600 bp. D) Secuencia del gen que codifica la proteina de fusion HASPB:OVA. Rojo: HASPB (18
aa); Azul: secuencias de los péptidos derivados de OVA reconocidos por MHC-I (SIINFEKL) y MHC-II
(ISQAVHAAHAEINEAGR).
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El vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA se linearizé con Swal, generando un
fragmento de 6.971 bp que contenia el gen de interés (HASPB-OVA), el que conferia
resistencia a higromicina (HYG) y las secuencias del promotor del ARN ribosémico 18S para
su integracion en el genoma de L. infantum 2713 por recombinacion homéloga (FIGURA
77A). El fragmento de ADN fue electroporado tanto en la cepa salvaje (WT) de L. infantum
2713, como en una cepa homdloga modificada previamente que producia la proteina
fluorescente mCherry (mCh), generando respectivamente L. infantum HASPB:OVA y L.
infantum mCh-HASPB:OVA.

En primer lugar, comprobamos que la modificacion genética no alteraba el patron de
crecimiento de las cepas generadas. Para ello, los clones de ambas lineas se cultivaron in
vitro tras su primer paso por ratones BALB/c, mostrando tasas de crecimiento y perfiles de
diferenciacion equivalentes en comparacion con la cepa salvaje de L. infantum 2713 (FIGURA
78). También se analizé la virulencia de ambas lineas usando promastigotes metaciclicos
diferenciados para infectar ratones BALB/c.
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FIGURA 78 | Curvas de crecimiento de promastigotes de L. infantum 2713 transfectados con el
vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. A) L. infantum 2713 HASPB:OVA. B) L. infantum 2713 mCh-
HASPB:OVA.

La proteina de fusién producida por los promastigotes fue testada usando geles de
SDS-PAGE e inmunodeteccion usando un anticuerpo 1° frente a OVA de pollo fabricado en
ratdbn y un anticuerpo 2° frente a ratén conjugado con IRDye 800. Los promastigotes
electroporados expresaron una proteina de aproximadamente 47 kDa consistente con el
tamafio esperado de la fusion HASPB:OVA, que fue detectada en la fraccion enriquecida en
membranas, pero no en el sobrenadante (citosol), lo cual confirmé su anclaje a la membrana
plasmatica de los parasitos (FIGURA 79). Los parasitos no transfectados, no mostraron
reaccion alguna con el anticuerpo. La escasa presencia que se puede detectar en la fraccién
del sobrenadante podria corresponder a isoformas citoplasmaticas que aun no han sufrido

modificaciones post-traduccionales para su correcta translocacion a la membrana plasmatica.
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FIGURA 79 | Analisis por Western Blot de los lisados y sobrenadantes de promastigotes de las
cepas de L. infantum 2713 transfectadas con el plasmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA, usando
como control negativo las cepas L. infantum 2713 WT y L. infantum 2713 mCh. La proteina OVA
purificada fue usada como control positivo (47 kDa).

Para definir la localizacion de OVA en los parasitos, utilizamos microscopia confocal

de fluorescencia y un anticuerpo conjugado a FITC frente a OVA (FIGURA 80).
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FIGURA 80 | Imagenes representativas de microscopia confocal de las distintas cepas de
Leishmania transfectadas con el vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. A) Promastigotes de L.
infantum 2713 HASPB:OVA. B) BMDM de un ratén BALB/c infectados in vitro (MOl = 10:1) durante 72
h con L. infantum 2713 HASPB:OVA. C) Promastigotes de L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA. D)
BMDM de un ratén BALB/c infectados in vitro (MOl = 10:1) durante 72 h con L. infantum 2713 mCh-
HASPB:OVA. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para el
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marcaje de OVA, se empled el anticuerpo anti-OVA marcado con FITC (1:500); para el marcaje de los
nucleos se empled el colorante DAPI (1:1000).

La proteina de fusion pudo ser observada en los promastigotes de L. infantum
HASPB:OVA en forma de puntos verdes en la superficie de la membrana plasmatica, el
flagelo y la bolsa flagelar, correspondientes al marcaje de la OVA (FIGURA 80A). Por el
contrario, la fluorescencia emitida por la proteina mCherry en L. infantum mCh-HASPB:OVA
es citoplasmatica (FIGURA 80C).

También observamos la localizacion de estas proteinas en amastigotes intracelulares
mediante microscopia confocal en infecciones de macréfagos BMDM. Previamente, la
infectividad de las cepas de Leishmania fue recuperada mediante pase por ratén. Los
macrofagos infectados fueron fijados con 4% PFA y permeabilizados con Tween-20. Las
FIGURA 80B y C muestran que los parasitos recuperados de ratén eran infectivos, y los
amastigotes mantenian la expresiéon de la proteina de fusion HASPB:OVA como punteado

verde sobre la membrana plasmatica.

Asimismo, y tras realizar un seguimiento diario durante 7 d mediante microscopia
confocal, se pudo confirmar la presencia de OVA en amastigotes durante su proceso de

diferenciacion a partir de promastigotes (FIGURA 81).
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FIGURA 81 | Imagenes representativas de microscopia confocal de la diferenciacion de
promastigotes a amastigotes de L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA durante 7 d. Las imagenes
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fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para el marcaje de OVA, se empleo el
anticuerpo anti-OVA marcado con FITC (1:500); para el marcaje de los nucleos se empled el colorante
DAPI (1:1000).

Al igual que ocurria en los promastigotes, la proteina fluorescente mCherry presento
una distribucion citoplasmatica y la proteina OVA se observé como un punteado verde en la

membrana plasmatica del parasito.

4.4.2. Induccidn a la apoptosis por irradiaciéon UV de RAW 264.7

Uno de los primeros pasos que se llevaron a cabo para producir ICD fue tratar a los
macréfagos con UV, con el fin de provocar un proceso de muerte celular. La radiacion UV
presenta una gran variedad de efectos bioldgicos y fisioldgicos en los organismos, incluyendo
la transformacién hacia células malignas, supresién del sistema inmune y dafios en el ADN,
que provocan el inicio de una serie de mecanismos que implican la activacion de vias de
respuesta al dafio en el ADN, arresto del ciclo celular y apoptosis (Gentile, 2003; Srivastava
& de Larrea, 2008). La induccién de la apoptosis tras la irradiacion UV puede ser un
mecanismo protector importante ya que asegura la eliminacion de células dafiadas y

potencialmente cancerosas de forma irreversible (Srivastava & de Larrea, 2008).

Los valores de energia empleados para irradiar las células estaban basados en un estudio
anterior, donde los BMDM se irradiaban con energias de 10, 50 y 100 mJ/cm? y se evaluaba
la generacion de apoptosis mediante el ensayo MTT y el fraccionamiento del ADN (Srivastava
& de Larrea, 2008).

Quisimos ver si la UV era capaz de producir apoptosis en células RAW 264.7 (FIGURA
82). En la parte superior del panel de la FIGURA 82A, se encuentra representado el tamafio
(FSC) frente a la complejidad (SSC) (FSC/SSC), donde se puede apreciar la poblacién de
RAW 264.7. En el grafico de los infectados, también se observa una segunda poblacion con
un tamano y una complejidad menor, que corresponde a los promastigotes de L. infantum que
no han sido internalizados. En las siguientes filas se pueden observar los porcentajes de los
cuatro cuadrantes generados tras enfrentar el Yoduro de Propidio (IP), detectado por el canal
del PerCP-Vio770, frente a la Anexina-V, marcada con el fluorocromo FITC. Como control
negativo se emplearon células sin irradiar, donde se encontraron unos porcentajes basales
de apoptosis tardia en torno al 15%. Como control positivo, se tratd a las células con PFA al
3%, lo que generd unos porcentajes en torno al 85% de apoptosis tardia. En los dos ultimos
graficos del panel, se muestran los resultados de las irradiaciones con energias de 240 y 500
mJ/cm?. Estos valores de energias fueron los elegidos para su uso en posteriores
experimentos, ya que producian unos porcentajes intermedios de apoptosis tardia. Ademas,
la integridad de las células se mantenia, lo que facilitaba el andlisis por citometria, ya que

valores mayores de radiacion provocaban la pérdida de la integridad celular.
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En la FIGURA 82B, se muestran los porcentajes de apoptosis tardia generados por los
distintos valores de energia empleados, desde 10 mJ/cm? hasta 500 mJ/cm?, tanto en células
infectadas como no infectadas, durante 4 h de tratamiento post-UV. Se puede apreciar que
los porcentajes de apoptosis aumentaron proporcionalmente al aumento de la radiacion,
alcanzandose unos valores maximos de en torno al 45%. No se vieron diferencias
significativas entre las células infectadas y no infectadas, probablemente debido a que la
radiacion también afectd a los parasitos, y su eficiencia para retrasar la muerte en las células

hospedadoras se vio alterada (Hodgkinson & Herman, 1980; Giri et al., 2016).

En la FIGURA 82C, se muestran los porcentajes obtenidos tras el tratamiento con
distintos valores de energia, desde 100 mJ/cm? a 600 mJ/cm?, tras 4 y 24 h post-UV. Se
puede observar que los valores de apoptosis tardia a las 24 h post-tratamiento con UV fueron
superiores a los obtenidos tras 4 h post-UV. Esto puede ser debido a que, al aumentar el
tiempo transcurrido tras la irradiacion, el proceso de apoptosis se encuentre mas avanzado,
por lo que habra una mayor exposicion de fosfatidilserina, permitiendo una mayor unién de la
Anexina V, y una mayor permeabilizacién de las membranas, permitiendo una mayor entrada
de IP, dando lugar a mas células positivas a IP y Anexina V (Jo et al., 2014; Malhotra et al.,
2018).
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FIGURA 82 | Analisis del efecto de la radiacion UV en la apoptosis de macréfagos RAW 264.7. A)
Evaluacion de la apoptosis por citometria de flujo mediante la tincién con Annexin V-FITC/IP. En la parte
superior del panel se representan las graficas (FSC/SSC) de las distintas poblaciones de células, tanto
infectadas como no infectadas, y a los distintos tiempos de tratamiento. Debajo del FSC/SSC, se
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muestran las graficas representativas tras la tincion con Annexin V-FITC/IP de macréfagos RAW 264.7,
infectados o no infectados, cultivados durante 4 y 24 h tras el tratamiento con diferentes energias de
irradiacion (mJ/cm?), incluyendo el porcentaje de células apoptoticas tardias (cuadrante superior
derecho). B) Apoptosis tardia (Media + SD) obtenida en macrofagos RAW 264.7 infectados con L.
infantum 2713 HASPB:OVA tras 4 h post-tratamiento con energias crecientes de UV (mJ/cm?). C)
Apoptosis tardia (Media + SD) obtenidos en macréfagos RAW 264.7 no infectados, tras 4 y 24 h post-
tratamiento con energias crecientes de radiacién UV (mJ/cm?). Como control positivo, se traté a las
células con PFA al 3% durante 30 min en hielo. En la parte de abajo del panel, estan representadas las
gréficas de los dos valores de energia elegidos, 240 y 500 mJ/cm?. Cada barra del histograma
representa la Media £ SD *, p < 0,1 **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ***, p < 0,0001 de los diferentes
tratamientos con respecto al control No Tratado (NT), mediante un analisis estadistico ANOVA de doble
via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples. Los simbolos A, p < 0.1; AA, p < 0.01 resultan
de comparar los porcentajes de apoptosis de RAW 264.7 obtenidos tras 4 y 24 h post-UV mediante un
analisis estadistico ANOVA de doble via y un test Sidak's para comparaciones multiples.

4.4.3. Cuantificacion de la infeccion por L. infantum 2713 mCh-
HASPB:OVA en células RAW 264.7 irradiadas con UV

Tras la eleccion de la energia de 500 mJ/cm? de radiacién UV, se quiso comprobar si las
células RAW 264.7 se infectaban correctamente y, en ese caso, cuantificar la infeccion de

L.infantum mCh-HASPB-OVA mediante la fluorescencia emitida a 610 nm por mCherry.

La fluorescencia emitida por mCherry procedente de células RAW 264.7 infectadas con
L. infantum 2713 mCherry HASPB:OVA se muestra en la FIGURA 83. Si comparamos los
porcentajes de infeccion de las células sin irradiar, los valores de fluorescencia emitida por
los parasitos mCherry se redujeron de un 60% a un 40% cuando comparamos los tiempos

post-infeccion (4 y 24 h, respectivamente).

Cuando comparamos los porcentajes de infeccion entre células infectadas e irradiadas,
el valor de fluorescencia de mCherry se mantuvo cuando la medicion era realizada tras 4 h
post-UV (valores en torno al 60%) (FIGURA 83A y C), pero esto no se mantuvo en la medida
realizada tras 24 h post-UV (FIGURA 83B y D), ya que los valores de fluorescencia se
reducian de un 40 a un 20%, por lo que la radiacion parece estar afectando a la expresion de

la proteina fluorescente mCherry.
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FIGURA 83 | Cuantificacion del porcentaje de infeccion de las células RAW 264.7 tras la medicién
de la fluorescencia emitida por mCherry por citometria de flujo. Las células RAW 264.7 fueron
infectadas con la L. infantum 2713 mCherry HASPB:OVA e irradiadas con 500 mJ/cm?. La fluorescencia
emitida por mCherry fue cuantificada tras (A'y C) 4 h post-UV y (B y D) 24 h post-UV. Cada barra del
histograma representa la Media £ SD **** (p < 0,0001) de los diferentes tratamientos con respecto a su
control No Infectado (No Inf) mediante un andlisis estadistico ANOVA de una via y un test de Tukey's
para comparaciones multiples. Los simbolos NS (No Significativo); AAAA (p < 0,0001) resultan de
comparar los porcentajes de fluorescencia mCherry de RAW 264.7 irradiados o no, mediante un analisis
estadistico ANOVA de una via y un test de Tukey's para comparaciones multiples.

4.4.4. Ensayo de presentacion cruzada con células B3Z

Para evaluar la eficacia de la presentacion cruzada antigénica, se emplearon células
dendriticas (BMDC) y macréfagos BMDM como APCs y células del hibridoma B3Z como
fuente de linfocitos T CD8 (Alloatti et al., 2015, 2016). Para ello, las APCs fueron primadas
con LPS y cebadas con OVA, que se encontraba tanto adherida a bolas (bbOVA), en formato
soluble (sOVA), utilizando el péptido SIINFEKL o en células RAW 264.7 infectadas con L.
infantum 2713 HASPB:OVA e irradiadas con UV. Posteriormente, las APCs activadas y
cebadas eran co-cultivadas con las células B3Z, las cuales, al detectar la OVA cargada en el
MHC-I mediante su TCR, generaban (-galactosidasa. Esta enzima es capaz de transformar
CPRG en un producto coloreado. La medida del cambio de absorbancia que se produjo en

las diferentes condiciones nos permitié obtener los datos mostrados en la FIGURA 84.
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FIGURA 84 | Evaluacion de la eficiencia de la presentacion cruzada a través de la cuantificacion
de la absorbancia generada en la activacion del hibridoma de células T B3Z tras su co-cultivo con
(A, C, E, G) BMDC y (B, D, F) BMDM. Las células fueron incubadas durante 16 h en presencia (+ LPS)
o ausencia (J LPS) de 100 ng/mL de LPS vy, posteriormente, fueron cultivadas con (A, B) bbOVA y (C,
D) sOVA durante 4 h, con (E, F) SIINFEKL durante 30 min y con (G) células RAW 264.7 durante 24 h.
Las células RAW 264.7 fueron irradiadas con 500 mJ/cm? de UV e infectadas con L. infantum 2713
HASPB:OVA. Cada barra del histograma representa la Media + SD * (p < 0,1); **** (p < 0,0001) de los
diferentes tratamientos con respecto al control No Tratado, mediante un analisis estadistico ANOVA de
doble via y un test de Dunnett's para comparaciones muiltiples.
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En las FIGURA 84A y B, se muestran los valores de absorbancia obtenidos cuando
BMDC y BMDM, respectivamente, eran cebadas con bbOVA recubiertas con diferentes
concentraciones de OVA. Tanto en las BMDC como en las BMDM, las bbOVA eran capaces
de producir cambios significativos en la absorbancia con respecto al control. Esto ocurria tanto
en las BMDC estimuladas con LPS como en las no estimuladas. Por el contrario, en las
BMDM, solo habia un aumento significativo de la absorbancia en el caso de las células
estimuladas con LPS. Si comparamos los resultados de absorbancia obtenidos en BMDC y
BMDM, los valores son ligeramente superiores en BMDC, concretamente en la condicidn
donde las bolas estan recubiertas con el 100% de OVA (100% bbOVA).

En las FIGURA 84Cy D, se recogen los valores de absorbancia obtenidos tras el cebado
de las APCs con sOVA. En este caso no se obtuvieron diferencias significativas con respecto
al control, pero en el caso de las BMDM sin estimular con LPS, los valores eran ligeramente

superiores a los obtenidos en el control.

Cuando el cebado de BMDC y BMDM se realiz6 con el péptido SIINFEKL (FIGURA 84E
y F), no se observaron diferencias significativas con respecto al control. Si comparamos el
efecto del LPS sobre las APCs, no hubo grandes diferencias entre las células estimuladas y

las no estimuladas, pero los valores eran ligeramente mayores en las células no estimuladas.

Al haber obtenido mejores resultados en las BMDC que en las BMDM, se cebé a las DCs
con macréfagos RAW 264.7 infectados con L. infantum 2713 HASPB:OVA e irradiados con
una energia de 500 mJ/cm? de UV durante 24 h (FIGURA 84G). La radiacion UV se empled
como primera estrategia para generar DAMPs a partir de una ICD, ya que se ha visto que
este tratamiento fisico causa dafo en el ADN e inicia una serie de mecanismos que implican
la activacion de vias de respuesta frente a dafio de ADN, arresto del ciclo celular y apoptosis
(Gentile, 2003). Se quiso comprobar si la liberacion de DAMPs por parte de células RAW
264.7 irradiadas y la presencia de PAMPs y OVA asociados a Leishmania eran capaces de
promover la activacion de las DCs y, por consiguiente, realizar adecuadamente la
presentacion cruzada antigénica y la activacion de las células B3Z. Se pudo comprobar que
los valores de absorbancia obtenidos con RAW 264.7 irradiadas e infectadas eran inferiores

a los obtenidos en células RAW 264.7 no radiadas y no infectadas.

4.4.5. Evaluacioén de la activacion de BMDC

Tras la diferenciacion de BMDC mediante el cultivo con el factor FIt3L, el cual controla
la supervivencia y la expansion de las DCs uniéndose al receptor tirosina quinasa FIt3
presente en estas células (Matthews et al., 1991), se quiso cuantificar la expresion de
moléculas coestimuladoras, como CD80, CD86, y la molécula MHC-Il, cuya expresion
aumenta en el proceso de maduracion de las DCs, tras la estimulacién con LPS. En DCs

quiescentes y sin estimular, las moléculas anteriormente mencionadas son expresadas a
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bajos niveles en la superficie celular. Tras la estimulacion y la activacion de las DCs, la
expresion de CD80, CD86 y MHC-II aumenta significativamente (Sadiq et al., 2020).

En la FIGURA 85, se muestra la estrategia de citometria de flujo seguida para
caracterizar a las DCs y cuantificar la expresion de CD80, CD86 y MHC-II. En primer lugar,
se selecciond la poblacion de BMDC en funcién de su FSC/SSC, descartando la fraccion
correspondiente a restos celulares. A continuacion, enfrentando el area (FSC-A) y la altura
(FSC-H) del FSC, se seleccionan las células individualizadas (Single Cells), descartando los
agregados de células. Consecutivamente, se seleccionaron las células vivas negativas a la
tincion Zombie Yellow (Zombie Yellow-). A continuacion, se seleccionaron las células que eran
positivas a los marcadores de DCs, CD11c y CD11b, obteniéndose un porcentaje de células
CD11b* CD11c* en torno al 65%. A partir de esta poblacion, se obtuvieron los porcentajes de

expresion de cada una de las moléculas de interés: CD80, CD86 y MHC-II.
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FIGURA 85 | Estrategia de citometria de flujo seguida para cuantificar la expresiéon de las
moléculas CD80, CD86 y MHC-ll en BMDC tras el tratamiento con LPS. Se selecciond la poblacién
de células de interés mediante el FCS/SSC y, a continuacion, se tomo la poblacion viva (Zombie Yellow
) positivaa CD11cy CD11b (CD11c*/CD11b™*) y positiva a cada uno de los marcadores de interés (CD80,
CD86 y MHC-II).

En la FIGURA 86A, aparecen los histogramas de citometria de flujo y la proporcién
de CD80, CD86 y MHC-Il (FIGURA 86B) tras la estimulacion de BMDC con LPS durante 8 h.
En las BMDC no estimuladas se apreciaron ciertos niveles de expresion de estos marcadores,
que aumento tras la estimulacién con LPS. De esta manera, la proporcion de células CD80*
en células no estimuladas era del 50%, proporcion que aumentaba hasta el 73% al ahadir
LPS. Estos valores aumentaban muy significativamente en el caso de las células CD86* cuya

proporcion pasaba del 21 a casi el 75% con el tratamiento con LPS. Sin embargo, atendiendo
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a los valores de MHC-Il, no se apreciaron diferencias significativas entre las células

estimuladas y no estimuladas con LPS.
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FIGURA 86 | Resultados de la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y MHC-II
en BMDC tras su estimulacion con LPS. A) Histogramas representativos obtenidos a partir de las
BMDCs CD11b*CD11c* que muestran la expresién de las moléculas coestimuladoras CD80 (rojo),
CD86 (azul) y MHC-II (rosa) en BMDC no estimuladas (gris) frente a las BMDC estimuladas con LPS
(100 ng/mL) durante 8 h. B) Porcentaje de expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y
MHC-II en BMDC no estimuladas (9 LPS) y BMDC estimuladas con LPS (100 ng/mL) (+ LPS) durante
8 h. Cada barra del histograma representa la Media + SD ** (p < 0,01) de los porcentajes de expresién
de cada molécula coestimuladora tras la estimulacién con LPS con respecto al control no estimulado,
mediante un analisis estadistico t de Student para muestras independientes.

4.4.6. Ensayo de presentacion cruzada con células OT-I

Tras los resultados obtenidos en el experimento del co-explante, los dos tratamientos
que mejor funcionaron frente Leishmania fueron el pretratamiento con LPS combinado con
ABT-263 + AZD-5991 (FIGURA 69 y FIGURA 70), y con LCL161 (FIGURA 75y FIGURA 76).
Por esta razdén, se quiso comprobar si estos tratamientos, junto con amastigotes de L.
infantum 2713 HASPB:OVA irradiados con UV, podrian inducir una respuesta de linfocitos T
procedentes de ratones OT-l marcados con CellTrace Yellow para que su proliferacion sea
cuantificable mediante citometria de flujo. Las células OT-l son linfocitos T CD8 purificados a
partir de bazos procedentes de ratones de la estirpe OT-I, que se caracterizan por producir
un TCR transgénico disefiado para reconocer el péptido SIINFEKL en la molécula MHC-I
(Hogaquist et al., 1994; Clarke et al., 2000).

Los diferentes tratamientos fueron realizados en RAW 264.7, que sirvieron como

cargo para las DCs. La finalidad del tratamiento de las células RAW 264.7 era generar unas
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condiciones de ICD que provocaran la liberacion de DAMPs y, por consiguiente, la activacion
de las DCs (Krysko et al., 2012; Gallo & Gallucci, 2013).

En la FIGURA 88, se muestra la estrategia seguida en citometria de flujo para medir
la proliferacion de las células OT-I. En primer lugar, se enfrentdé FSC/SSC para seleccionar la
poblacién correspondiente a las células de interés, descartando la parte correspondiente a
restos celulares. Seguidamente, se enfrentaron las variables de area (FSC-A) y altura (FSC-
H) del FSC, para descartar los agregados de células y quedarnos unicamente con las células
individualizadas (Single Cells). Posteriormente, se seleccionaron las células vivas Zombie
Yellow-. Una vez seleccionadas las células vivas, se cuantificd su sefial de fluorescencia del

CellTrace Yellow.
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FIGURA 87 | Estrategia seguida en citometria de flujo para cuantificar la proliferacion de células
T CD8. Se seleccionod la poblacion de células de interés mediante el FCS/SSC vy, a continuacion, se
tomd la poblacion viva (Zombie Yellow") negativa a CellTrace Yellow (células OT-I proliferadas).

En la FIGURA 88A, se encuentran representados los resultados de fluorescencia del
CellTrace Yellow mediante citometria de flujo correspondientes a los porcentajes de
proliferacion de la FIGURA 88B. Exceptuando el control sin estimular y los controles positivos,
las DCs siempre fueron cultivadas en presencia de amastigotes de L. infantum 2713
HASPB:OVA irradiados con UV. Como control negativo se emplearon células OT-l co-
cultivadas con DCs sin cargo. Al no haber presencia de OVA, el control negativo nos permite
establecer la maxima fluorescencia emitida por el CellTrace Yellow ya que, en este caso, las
células OT-I no han proliferado y, por lo tanto, no existe dilucién del colorante. Se emplearon
dos controles positivos: los anticuerpos a-CD3/CD28 y DCs cargadas con el péptido
SIINFEKL. El control de a-CD3/CD28 sirve para la estimulacion del TCR sin necesidad de la
existencia de MHC-I cargado con SIINFEKL. Esto es debido a que estos anticuerpos actuan
como activadores de los receptores CD3 y CD28. El CD3 forma parte del complejo al que
pertenece el TCRy, al activarse, proporciona una sefial de activacion inicial. Sin embargo, la
proliferacion depende de una segunda sefial coestimuladora, llevada a cabo normalmente por
la molécula CD28 (Trickett & Kwan, 2003). Estas dos sefales enviadas por el CD3 y el CD28
corresponderian a las mismas sefales que generaria la unién del MHC-I con el TCR. En las
FIGURA 88A y B, se puede observar que el control positivo a-CD3/CD28 era capaz de
provocar la proliferacion de un 42% de las células OT-I. Por otro lado, el control de SIINFEKL
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nos permite comprobar que las DCs estan realizando una presentacién cruzada 6ptima,
observandose la proliferacion de un 56% de las células OT-I. Por lo tanto, ambos controles

positivos generan unos valores de proliferacion significativos con respecto al control no

estimulado.
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FIGURA 88 | Evaluacion de la eficiencia de la presentacion cruzada antigénica mediante la
cuantificacion de la proliferacién de células T CD8 (OT-l) mediante citometria de flujo, empleando el
ensayo de dilucion del CellTrace Yellow. Células OT-I co-cultivadas durante 48 h con DCs que habian
sido cebadas con distintos cargos: amastigotes irradiados de la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA;
RAW 264.7 sin tratamiento; RAW 264.7 irradiadas con energias de 240 o 500 mJ/cm? de radiacion UV;
RAW 264.7 pretratadas con LPS y tratadas con ABT-263 (1 uM) + AZD-5991 (10 uM), o con LCL161 (1
uM). Como control negativo se emplearon células OT-I co-cultivadas con DCs sin cargo. Como controles
positivos se emplearon los anticuerpos anti-CD3 (2 ug/mL) y anti-CD28 (0,5 ug/mL), y DCs cebadas con

159



4. RESULTADOS Capitulo 1V: Presentacion cruzada de antigenos
y Fenotipado de DCs esplénicas

LPS (100 ng/mL) + SIINFEKL (2 pM). A) Histogramas representativos que muestran la diluciéon de
CellTrace Yellow en células OT-I. B) Porcentajes de proliferacion de células OT-I basados en la dilucion
del CellTrace Yellow. Cada barra del histograma representa la Media £ SD ** (p < 0,01); *** (p < 0,001)
de los diferentes cargos con respecto al control No Estimulado, mediante un analisis estadistico ANOVA
de una via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples.

Cuando el cargo de DCs consistié unicamente en amastigotes irradiados de la cepa
L. infantum 2713 HASPB:OVA, no se produjo una proliferacion significativa de las células OT-
I (<2%). En cambio, cuando los amastigotes se combinaron con células RAW 264.7 sin tratar,
la proliferacion llegé a ser >80%, una proporcion semejante al de células OT-I DCs cebadas
con células RAW 264.7 irradiadas con una energia de 240 o 500 mJ/cm?. Finalmente, cuando
el cargo de las DCs eran células RAW 264.7 tratadas con ABT-263 + AZD-5991, no se produjo
proliferacion de las células OT-l, a diferencia de cuando las DCs fueron cebadas con
amastigotes irradiados y con células RAW 264.7 tratadas con LCL161, donde se alcanzaron

porcentajes de proliferaciéon >70%.

4.4.7. Fenotipado de DCs esplénicas en ratones infectados por L.
infantum 2713 HASPB:OVA

Se ha realizado el fenotipado del bazo de ratones sanos e infectados con L. infantum
2713 HASPB:OVA. El objetivo de estos experimentos fue comprobar si la infeccion modificaba
la frecuencia de las distintas subpoblaciones existentes de DCs en el bazo y su tasa de
infeccion. Se ha visto que Leishmania es capaz de alterar las funciones de las DCs mediante
la reduccion de la expresion de moléculas coestimuladoras presentes en las DCs, como son
el MHC-II, CD80, CD86 o el CD40 (von Stebut et al., 1998; Muraille et al., 2003; Figueiredo et
al., 2012; Feijé et al., 2016).

Para ello, ratones BALB/c fueron infectados con L. infantum 2713 HASPB:OVA y
sacrificados a distintos tiempos post-infeccion (3, 8 y 16 semanas). La estrategia para el
analisis de las poblaciones de DCs en bazos sanos se muestra en la FIGURA 89. A partir de
las células vivas, se generaron dos graficos, un primer panel para la deteccién de las DCs
convencionales (cDCs) y un segundo panel para la deteccién de las DCs plasmocitoides
(pDCs). Para definir la poblacién de cDCs, se empled una tincién doble positiva para MHC-II
y CD11c (MHC-II*CD11c*). Se obtuvo un valor de cDCs de 1,23% del total de células vivas
de un bazo sano. A partir de las cDCs, se realizé de nuevo un marcaje doble, pero en esta
ocasion para XCR1y CD11b. La poblacion XCR1*CD11b- corresponde a las cDC1, las cuales
tuvieron una frecuencia del 20%. Las células definidas por ser negativas a XCR1 y positivas
a CD11b (XCR1-CD11b*) se corresponden con las cDC2, que representaron el 77% del total
de cDCs. El segundo panel sirvioé para identificar la subpoblacion de pDCs, las cuales se
identifican por ser doble positivas a Siglec-H y CD317 (Siglec-H*CD317*) y representaron un

0,7% del total de células vivas de un bazo sano.
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FIGURA 89 | Estrategia seguida en citometria de flujo para el fenotipado de un bazo no infectado
para la determinacion de la proporcion de las distintas subpoblaciones de DCs. En el primer
grafico se muestra el FSC/SSC, seguido de la seleccion de las células individualizadas (Single Cells),
enfrentando el area (FCS-A) y la altura (FSC-H) del FSC. A continuacion, en el tercer grafico se escoge
la poblacién viva (Zombie Yellow'). A partir de las células vivas, se generan dos graficos, uno marcado
con la flecha roja y otro con la flecha verde. (=) Se enfrenta el MHC-II con el CD11c, los cuales son
marcadores para cDCs (MHC-II* CD11c"), a partir de las cuales se generan dos subpoblaciones: cDC1
(XCR1* CD11b") y cDC2 (XCR1- CD11b*). (=) Se enfrenta el Siglec-H con CD317 para seleccionar la
poblacién de pDC.

Paralelamente, se ided la estrategia para la deteccion de las distintas poblaciones de
DCs presentes en un bazo infectado mediante citometria de flujo (FIGURA 90). Asimismo, se
puede ver la estrategia seguida para determinar el porcentaje de DCs infectadas en el anélisis
por citometria de flujo de la fluorescencia emitida por FITC conjugado al anticuerpo frente a
OVA. Con la ayuda del control FMO (Fluorescence Minus One) para el anticuerpo FITC OVA,

se consiguio fijar el limite superior para la sefal de fondo del fluorocromo emitido.
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FIGURA 90 | Estrategia seguida en citometria de flujo para el fenotipado de un bazo infectado
con L. infantum 2713 HASPB:OVA para obtener la proporcion de las distintas subpoblaciones de
DCs y su porcentaje de infecciéon. A) Obtencién de la proporcion de cDC1 y cDC2 a partir de las cDC
totales en un bazo infectado, y sus porcentajes de infeccion correspondientes. B) Obtencion de la
frecuencia de las pDCs en un bazo infectado, y su porcentaje de infeccién. Los porcentajes de infeccion
fueron obtenidos tras la deteccion de la fluorescencia del anticuerpo FITC OVA. Se realiz6 el control
FMO (Fluorescence Minus One) para el anticuerpo FITC OVA para establecer el limite superior para la
sefial de fondo en el fluorocromo omitido.

En la FIGURA 91A, se encuentran recogidos los porcentajes de las diferentes
subpoblaciones de DCs presentes en bazo. Partiendo de que en un bazo no infectado las
cDCs representaban un 1,23% (FIGURA 89), se puede observar que las cDCs aumentaron
significativamente cuando el bazo procede de un ratén infectado con L. infantum 2713
HASPB:OVA (FIGURA 91A). Es a partir de la semana 8 de infecciéon cuando el aumento se
vuelve mas significativo, alcanzandose un valor de 3,4%. Sin embargo, el porcentaje de las
pDCs del bazo infectado se mantuvo practicamente invariante con respecto al bazo no
infectado (FIGURA 91A).

Dentro de la poblacion de cDCs, encontramos que las cDC1 disminuyeron su
representacion en casi la mitad en comparacion con los resultados obtenidos en el bazo sano
hasta tener un valor del 11%, a diferencia de las cDC2 que empezaron reduciendo su
representacion porcentual en la semana 3 de infeccioén, para aumentar en las semanas 8 y
16, alcanzando valores de hasta un 83% (FIGURA 91B).
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FIGURA 91 | A) Proporcién de las poblaciones de cDCs y pDCs halladas en el bazo de ratones
No Infectados (No Inf) y de ratones infectados durante 3, 8 y 16 semanas (wpi — semanas post-
infeccion) tras el analisis por citometria de flujo. B) Proporciéon de las poblaciones ¢cDC1y cDC2 a
partir de la poblacién total de cDCs. Cada barra del histograma representa la Media + SD ** (p <
0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001) de los diferentes porcentajes de células de los ratones infectados
con respecto al ratén no infectado mediante un analisis estadistico ANOVA de doble via y un test de
Dunnett's para comparaciones multiples.

En la FIGURA 92, se representan los porcentajes de infeccion de las distintas
subpoblaciones de DCs obtenidos tras la cuantificacion de la fluorescencia emitida por el
anticuerpo FITC OVA, tal y como se muestra en la FIGURA 90.
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FIGURA 92 | Porcentaje de infeccion de cada subtipo de DCs tras la deteccion de OVA por
citometria de flujo. Cada barra del histograma representa la Media + SD de los diferentes porcentajes
de células de los ratones infectados con respecto al ratén no infectado mediante un analisis estadistico
ANOVA de doble via y un test de Dunnett's para comparaciones multiples.

Las cDC1 mostraron una tasa de infeccién cercana al 65% en las semanas 3y 8 de
infeccion, pero se produjo una gran disminucién en la semana 16, con valores del 12%. Las
cDC2 presentaron porcentajes de infeccion del 35% en la semana 3, pero en la semana 8,
los valores aumentaron hasta un 60%. Sin embargo, en la semana 16 de infeccion, el
porcentaje de infeccidon cay6 hasta un valor del 28%. Cabe destacar que la tasa de infeccién

en las pDCs era mucho mas reducida con respecto a las tasas de infeccion obtenidas en las
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poblaciones de cDCs. Los porcentajes aumentaron ligeramente a medida que aumentaba el

tiempo de infeccion, alcanzando valores cercanos al 11%.

Para comprobar la infeccién de las DCs de bazo por microscopia confocal, se aislaron
PanDCs, las cuales incluyen las cDC1, cDC2 y pDC, del bazo de un ratén BALB/c infectado
con L. infantum 2713 HASPB:OVA, y se tifieron con un anticuerpo 1° frente a OVA de pollo
fabricado en rata y un anticuerpo 2° frente a rata conjugado con Alexa Fluor 647. La FIGURA
93A muestra que las células eran positivas a OVA, ya que se podia observar la fluorescencia
roja correspondiente al anticuerpo frente a OVA en el interior de las PanDCs. En las imagenes
de la parte superior, se aprecian varias DCs de las cuales no todas estaban infectadas. Las
dos filas de imagenes restantes del panel muestran una vision mas detallada de las células,
donde se puede observar un punteado en el citoplasma, correspondiente a la deteccién de
OVA expresada por los amastigotes intracelulares.

A) DAPI OVA Merge

3 Non Infected Cells
El Infected Cells

FIGURA 93 | A) Imagenes representativas de microscopia confocal de PanDCs purificadas del
bazo de un ratén BALB/c infectado con la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA. Las imagenes fueron
adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para la identificaciéon de OVA, se empled el
anticuerpo anti-OVA conjugado con Alexa Fluor 647 (4 ug/mL); para la identificacion de los nucleos se
empled DAPI (1:1000). B) Ejemplo del recuento manual de PanDCs realizado sobre una imagen de
microscopia confocal basado en el conteo de nucleos (rodeados en amarillo). C) Porcentajes de
infeccion de PanDCs obtenidos tras el recuento manual aleatorio de células infectadas y no infectadas
realizado en imagenes adquiridas por microscopia confocal.

En la FIGURA 93C, se muestran los porcentajes de PanDCs infectadas y no
infectadas tras un recuento manual (FIGURA 93B) de las células captadas en treintainueve

fotografias tomadas de forma aleatoria por microscopia confocal. De un contaje total de 248
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células, 156 de ellas (62,90%) se encontraban infectadas, ya que eran positivas a OVA
(presentaban sefal de fluorescencia emitida por el anticuerpo frente a OVA conjugado con

Alexa Fluor 647), por lo que se confirma que Leishmania es capaz de infectar DCs.
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5.1. MUERTE CELULAR INMUNOGENICA (ICD)

La necroptosis ha surgido como un nuevo mecanismo natural de resistencia frente a
patdégenos, incluyendo el caso de Leishmania (Barbosa et al., 2018). Con el fin de reproducir
las condiciones clasicas de necroptosis, inducimos un proceso de muerte celular en el que se
encontrara inhibida la caspasa 8, ya que ésta es capaz de suprimir la actividad de RIPK1 y
RIPK3, ambas implicadas en el proceso de necroptosis (Legarda & Ting, 2018). Para ello, se
pretrataron las células con el inhibidor pan-caspasa Z-VAD-FMK vy, a continuacién, con
diferentes concentraciones de LPS. Estos autores usaron BMDM una concentracion fija no
toxica de Z-VAD-FMK (25 pM) antes de estimularlos con diferentes concentraciones de LPS
como inductor de la necroptosis. En estas condiciones, la citotoxicidad del LPS, analizada por
citometria de flujo, era dependiente de la concentracion. Simultaneamente, la viabilidad
celular disminuia a medida que la concentracién de LPS aumentaba (Legarda et al., 2016;
Legarda & Ting, 2018).

El LPS es un agonista del TLR4 que, en presencia de Z-VAD-FMK, conduce a una muerte
celular necroptética en macréfagos dirigida por un complejo formado por RIPK1-RIPKS,
seguido de la activacion del receptor de TNF (TNFR) (Kaiser et al., 2013). Otros autores
también fueron capaces de inducir condiciones de necroptosis en macrofagos tras el empleo
de la combinacién de Z-VAD-FMK y LPS, confirmando que estas sefales necréticas
convergian en RIPK3 (He et al., 2011). El LPS empleado a bajas dosis (1 ng/mL) indujo la
produccion autocrina de TNF, provocando necroptosis en las células de manera dependiente
de TNF (auto-necroptosis inducida por TLR4). Por el contrario, el LPS a altas dosis (100
ng/mL) provocaba directamente necroptosis independiente de TNF y, en este caso, la
contribucion de la necroptosis inducida por TNF-autocrina quedaba enmascarada (Legarda
et al., 2016).

Un estudio reciente demostrd que existian diferencias en la respuesta producida frente a
LPS entre macrofagos primarios, como BMDM o macréfagos peritoneales, y lineas celulares
establecidas, como RAW 264.7. En estos estudios se podia observar que la cinética de
fosforilacion de NF-kB y la translocacion nuclear inducida por LPS en macréfagos primarios
era mucho mas rapida que la existente en lineas celulares de macrofagos (Bagaev et al.,
2019).

En otros estudios de necroptosis, se combinaron TNF y Z-VAD-FMK para reproducir este
tipo de muerte celular independiente de caspasas (Giampazolias et al., 2017; Alturki et al.,
2018). La complejidad de la ruta de sefalizacion TNF-TNFR1-TNFR2 es de especial
importancia en macrofagos, ya que este tipo celular no solo expresa TNFR1, sino también
TNFR2, produciendo altas cantidades de TNF tras la estimulacion de varios receptores,
incluyendo PRRs. El TNF no sélo regula las actividades proinflamatorias y de produccién de

citoquinas, sino que también media de modo autocrino la viabilidad y el estado de activacion
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de los macrofagos. Un ejemplo muy estudiado de este proceso es la muerte de macréfagos
alveolares y derivados de monocitos infectados por Mycobacterium tuberculosis. En este
caso, la muerte ha sido atribuida a la activacion de la caspasa 8 inducida por TNFR1, junto
con la activacion de la apoptosis mediada por ROS inducidas por TNFR1 (Wajant &
Siegmund, 2019).

Ademas, para comprobar que las condiciones de muerte se correspondian a un proceso
necroptético, se emplearon los inhibidores de RIPK1 y RIPK3, GSK547 y HS-1371,
respectivamente. Efectivamente, el efecto producido por la combinacion del Z-VAD-FMK con
LPS se revertia, por lo que pudimos confirmar que estaba ocurriendo un proceso necroptotico.
Giampazolias y col. emplearon el inhibidor de RIPK1 denominado Necrostatina-1 (Nec-1) para
investigar si la necroptosis estaba ocurriendo en células tratadas con TNF/Z-VAD-FMK. En
este caso, los valores de muerte celular se reducian cuando las células eran tratadas con el
inhibidor de RIPK1 (Giampazolias et al., 2017). En otro estudio donde las células eran tratadas
con LPS y Z-VAD-FMK, los valores de necroptosis se revertian tras el empleo de Nec-1 como
inhibidor de RIPK1 (McComb et al., 2014). Por su parte, Alturki y col. emplearon el inhibidor
de RIPK3, GSK872 para revertir la necroptosis inducida por LPS, o TNFa, en combinacion
con Z-VAD-FMK (Alturki et al., 2018). Todos estos resultados confirmaban que, tanto RIPK1

como RIPK3, estaban implicados en el proceso de necroptosis.

Una vez que se habian establecido las condiciones del control Z-VAD-FMK y LPS, se
quisieron generar condiciones alternativas de necroptosis mediante el uso de inhibidores de
IAPs, como el mimético de SMAC, SM-164. La proteina SMAC es una de las proteinas
mitocondriales liberadas en respuesta a estimulos apoptoticos, que actua como un inhibidor
enddgeno de varios miembros de la familia de las IAPs. Tras su liberacién al citoplasma, el
extremo N-terminal de SMAC se rompe, descubriendo una regién que se une a los dominios
BIR de XIAP. Esta interaccion interfiere con la habilidad de las caspasas de unirse eficazmente
alas IAPs, quedando las caspasas desplazadas y libres para ejecutar la apoptosis (Hennessy
et al.,, 2013). McComb y col. estudiaron el efecto de SM-164 en BMDM procedentes de
C57BL/6 a distintas concentraciones encontrando que, a partir de 1 uM, las células
comenzaban a reducir su viabilidad (McComb et al., 2012), por lo que fijamos esta

concentracion para realizar nuestros estudios.

Nuestros resultados demostraron que la combinacién de Z-VAD-FMK con SM-164 en
BMDM de C57BL/6 provocaba una reduccion de la viabilidad celular por debajo del 20%, al
igual que ocurria en otros estudios (He et al., 2011). Sin embargo, el tratamiento con los
inhibidores de RIPK1 y RIPK3 — GSK547 y HS-1371 — aumentaba la viabilidad celular en
torno al 60-80%, por lo que de nuevo se confirmaba que las condiciones de necroptosis
habian quedado establecidas. Estos resultados coincidian con otros previamente publicados,
donde al tratar a las células con TNF-a, Z-VAD-FMK 'y BV6 (inhibidor de IAPs) con el inhibidor
de RIPK1 GSK’963, se observaba el bloqueo de la necroptosis al disminuir la muerte celular
(Seo et al., 2020).
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Cada vez existen mas estudios que justifican la interrelacion de las rutas de muerte celular
(Chen et al., 2019; Legrand et al.,, 2019). Para constatar este hecho, combinamos dos
inhibidores de proteinas antiapoptoéticas, uno implicado en la apoptosis intrinseca (ABT-263)
y el otro implicado en la extrinseca (SM-164). La inhibicidon de las proteinas antiapoptéticas
BCL-2 y BCL-XL por parte del ABT-263, desencadenaria una alteracion de la permeabilizaciéon
de la membrana mitocondrial externa, liberandose SMAC al citoplasma. Al ser la proteina
SMAC un antagonista endégeno de las IAPs, el empleo de SM-164 (un mimético de SMAC)
deberia de tener una actividad potenciadora con el SMAC liberado de forma natural en la
apoptosis generada por ABT-263. En estas condiciones, y en presencia de Q-VD-OPh y Z-
VAD-FMK (inhibidores pan-caspasa), estudiamos la necroptosis en BMDM de C57BL/6 en
presencia de RIPK1 y RIPK3. Efectivamente, la presencia de GSK547 y HS-1371 previno la
muerte de BMDM, lo que justificaba el establecimiento de las condiciones de necroptosis. Sin
embargo, no podemos explicar por qué la reversion de los valores de muerte no fue tan
significativa cuando el inhibidor de caspasas usado era Z-VAD-FMK.

Los resultados obtenidos con la combinacién de Z-VAD-FMK y SM-164 confirmaban la
induccion de la necroptosis, por lo que se quiso inducir ICD empleando otros inhibidores de
las IAPs (XIAP, clAP1/2, clAP2) y de la proteina TAK1. Para ello, se emplearon los
compuestos LCL161, AZD5582 y 5Z-7-OZ. Se ha visto que los antagonistas sintéticos de IAPs
aumentan la eficacia de la quimioterapia y suprimen la supervivencia de las células tumorales
(Moon et al., 2015). LCL161 es un mimético de SMAC, capaz de inhibir conjuntamente a XIAP
y clAP1 (Arnt et al., 2002). EI mecanismo de accién de LCL161 esta relacionado con la
alteracién de la sefalizacion de supervivencia mediada por NF-kB, al inducir la degradacién
de clAP1 en presencia de TNFa, promoviendo la formaciéon de DISC y la induccion de la
apoptosis (Pemmaraju et al., 2021). Este compuesto se ha empleado para tratar células
tumorales de carcinoma hepatocelular en combinacién con paclitaxel (Tian et al., 2014), o
contra carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, en combinacidn con radioterapia
(L. Yang et al., 2019). LCL161 también se ha utilizado como un mimético oral de SMAC en
pacientes con mielofibrosis, donde se vio que era capaz de unirse y degradar clAP1 y, en
menor medida, clAP2 y XIAP (Pemmaraju et al., 2021). LCL161 mostr6 efectos variables en
la tumorigénesis dependiendo de la expresion enddégena de BCL-2 ya que células de
carcinoma hepatocelular con bajos niveles de expresién de BCL-2, fueron sensibles a
LCL161, mientras que las que las sobreproductoras eran resistentes a este compuesto (Chen
et al., 2012; Tian et al., 2014).

Se ha descrito que la administracion intravenosa de AZD5582 a ratones
xenotransplantados con células MDA-MB-231 de cancer de mama, reducia rapidamente los
niveles de clAP1 y, por consiguiente, originaba una significativa actividad antitumoral a dosis
bajas (Hennessy et al., 2013). En otro estudio en el que empleaba el inhibidor AZD5582 contra

el cancer de pancreas, se detecté una muerte celular apoptética a través de la degradacién
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de clAP1 dependiente de TNFa. Ademas, AZD5582 reprimia la expresion del gen que codifica
para la proteina MCL-1 antiapoptética de la familia BCL-2 (Moon et al., 2015).

Por su parte, TAK1 participa en rutas celulares de sefalizacién proinflamatorias,
induciendo la activacion transcripcional de NF-kB (Ninomiya-Tsuji et al., 1999). Por
consiguiente, la inhibicion de TAK1 podria ser efectiva al prevenir la inflamacién y la
destruccion de tejidos promovidos por citoquinas proinflamatorias (Ninomiya-Tsuji et al.,
2003).

La necroptosis inducida en BMDM de ratones C57BL/6 no modificé la produccion de IL-
1B con respecto a los cultivos no inducidos. Esto podria deberse a que la generacién de la
forma activa de la IL-1B es dependiente de las caspasas 1y 8 (Dhuriya & Sharma, 2018). La
interleucina IL-1B se sintetiza como un precursor citosolico que requiere ser escindido para
ser biolégicamente activo. Tras su maduracion, la IL-18 se libera al espacio extracelular para
desempenar sus funciones, proceso que depende comunmente de los complejos
macromoleculares conocidos como inflamasomas (Broz & Dixit, 2016). La activacion de
caspasa 1 se produce a través de dos vias distintas dependientes de RIPK3: una mediada
por caspasa-8 y la otra mediada por NLPR3, que conduce a la formacién de los inflamasomas.
Tras la activacion de caspasa 1, ésta es capaz de escindir la IL-1 en su forma madura (Man
et al.,, 2013). Esto demuestra que la participacién de las caspasas es necesaria para la
activacion de la IL-1B. Por lo tanto, en las condiciones de necroptosis en las que hemos
trabajado, donde todas las caspasas se encontraban inhibidas por el tratamiento con el
inhibidor de pan-caspasa Z-VAD-FMK (Smith et al., 1980; Van Noorden, 2001), no se podia
generar la forma activa de la IL-1p, justificandose asi los bajos niveles obtenidos de esta
molécula. Asimismo, otros estudios han confirmado que la necroptosis provoca el
procesamiento y la liberacion de IL-1a independientemente del procesamiento y liberacion de
IL-1B. Esto sugiere que el mecanismo a través del cual una célula muere dicta el mecanismo
inflamatorio que sigue, sirviendo esto como guia para la busqueda de tratamientos de las
enfermedades, orientando de una manera selectiva los mecanismos de muerte celular
(England et al., 2014).

La CHX fue empleada como inductor de referencia de la apoptosis. Se ha observado que
su mecanismo de accion es dependiente de las proteinas proapoptéticas BAX/BAK, ya que
es capaz de producir una reduccion en los niveles de MCL-1 (Goodall et al., 2016), proteina
implicada en la ruta intrinseca de apoptosis. Sin embargo, se ha demostrado que el
tratamiento con CHX genera la activacién de las caspasas 3 y 8 (lrisarri et al., 2000), las
cuales estan implicadas en la ruta extrinseca de apoptosis. En el estudio de Tang y col. se
demostré que el mecanismo de muerte llevado a cabo por la CHX en células T humanas era
dependiente de FADD. Ademas, demostraron que el tratamiento con CHX producia la escision
de las pro-caspasas 3 y 8 a sus formas activas (Tang et al., 1999). Estos resultados se
confirmaron en BMDM (Vince et al., 2018), pero no en células humanas HL-60 donde la CHX

inhibio la activacion de las pro-caspasas 3 y 8 (Cho et al., 2009a).
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Seguidamente, creamos una situacion de muerte por ICD implicando a la ruta intrinseca.
Para ello, se inhibieron simultaneamente las proteinas antiapoptéticas BCL-XL, mediante
ABT-263, y MCL-1, con dos inhibidores diferentes: AZD-5991 y S63845. Esto es debido a que,
en macrofagos murinos, a diferencia de otras células, como los neutréfilos o los macréfagos
humanos diferenciados de monocitos, la inhibicion de MCL-1 no es suficiente para inducir
muerte celular, y al menos se requiere una sefal adicional para disparar MOMP. Esto se vio
reflejado en estudios con macroéfagos procedentes de ratones defectivos en MCL-1, los cuales
mostraron una supervivencia normal, pero sobreproducian las proteinas BCL-2 y BCL-XL. Sin
embargo, en macréfagos y neutréfilos humanos en los cuales se habia silenciado la expresion
del gen codificante de MCL-1, se inducia la apoptosis (Dzhagalov et al., 2007). Estos
resultados fueron confirmados por Vince y col. en 2018, donde tanto MCL-1 como BCL-XL
eran requeridas para la supervivencia de los macréfagos, ya que los BMDM tratados con el
mimético del dominio BH3 ABT-737, en combinacién con LPS, no eran susceptibles a la ICD.
Sin embargo, cuando el tratamiento consistia en una combinacién de este compuesto con
inhibidores de MCL-1, como la CHX, si se producia un proceso apoptético mediado por la

activacion de caspasas (Vince et al., 2018).

Efectivamente, la inhibicién conjunta de BCL-2, BCL-XL y MCL-1 presentaba un efecto
sinérgico en cuanto a la produccion de muerte, que llegoé a alcanzar valores del 50% cuando
se administraban combinados. Lo mismo ocurria al tratar lineas celulares tumorales de
linfoma anaplasico de células grandes (Quentmeier et al., 2022) y carcinoma timico (Muller et
al., 2021), donde la combinacion del ABT-263 con el AZD-5991 producia un mayor porcentaje
de apoptosis y una mayor reduccién del crecimiento del tumor (Quentmeier et al., 2022). El
compuesto AZD-5991 también ha sido combinado con el Venetoclax, un inhibidor de BCL-2,
que tiene actividad sinérgica induciendo la apoptosis en mieloma mdultiple humano (Siu et al.,
2019). Los valores obtenidos de muerte con la combinacion de LPS, ABT-263 y S63845 fueron
similares a los obtenidos en el estudio realizado por Cheny col. donde combinaban el inhibidor
ABT-737 con S63845 (Chen et al., 2019).

Ademas de primar la ICD con LPS, los BMDM fueron inducidos a la muerte apoptética
con el lipopéptido sintético bacteriano P3C, ligando del TLR2/1 que ha sido relacionado con
Leishmania (Murray et al., 2013; Jafarzadeh et al., 2019) por su papel inmunomodulador,
semejante al que presenta la proteina SIR2RP1 derivada de L. infantum. Cuando SIR2RP1
se une al TLR2 del macréfago, induce la proliferacion de células B y aumenta la expresion del
MHC-Il y de las moléculas coestimuladoras CD40 y CD86. Asimismo, SIR2RP1 genera la
maduracion de las DCs, promoviendo la liberacion de las proteinas proinflamatorias IL-12 y
TNF-a (Silvestre et al., 2007). P3C también actia como un inmunoestimulador y, por ello, se
ha empleado como adyuvante en algunas vacunas frente Leishmania (Hewitt & Seeberger,
2001), o en combinacién con la miltefosina, buscando una eficacia mejorada del farmaco
(Shakya et al., 2012).
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Tras el tratamiento de BMDM con los inhibidores de las proteinas involucradas en la
apoptosis intrinseca, pudimos observar un aumento de la actividad de las caspasas
ejecutoras 3/7, y de las caspasas iniciadoras 8 y 9. La activacién de la caspasa 9 se debe a
que es uno de los iniciadores de la ruta intrinseca de apoptosis (Mcllwain et al., 2013). Tamaki
y col. observaron que el tratamiento con ABT-263 en células P3C de cancer de préstata
promovia la escisién de las caspasas 3, 8 y 9 (Tamaki et al., 2014), al igual que ocurria en
células de carcinomas pancreaticos (Hari et al., 2015). Tras el tratamiento de fibroblastos
pulmonares de ratén con ABT-263, se observaron niveles de caspasa 3 activa (Cooley et al.,
2023). En otros estudios, vieron que el mimético de BH3, ABT-737 provocaba una activacion
de las caspasas 3 y 7 (Giampazolias et al., 2017). En estudios con células de cancer
colorrectal, se detectaron altos niveles de caspasa 3 tras el tratamiento con ABT-263 y AZD-
5991, tanto en combinacion como de manera individualizada (Zhang et al., 2021). La
combinacion de ABT-263 y AZD-5991 produjo un aumento de la expresion de las caspasas 3,
7 y 9 en células procedentes de carcinomas timicos (Mdller et al., 2021). Asimismo, la
combinaciéon de ABT-737 y S63845 producia una escisién de la caspasa 8 en BMDM,
provocando su activacion (Vince et al., 2018), confirmando que existe una conexién entre el
MOMP (via intrinseca) y la ruta extrinseca de la apoptosis (Lawlor et al., 2017). Sin embargo,
AZD-5991 y S63845 no fueron capaces de promover de manera individual la escision de las
caspasas 3 y 8 en células de cancer colorrectal, pero si en combinacién con inhibidores de
BCL-2/BCL-XL (Tron et al., 2018; Yao et al., 2022).

Se ha propuesto que la liberacién de DAMPs mitocondriales también podrian provocar la
activacion del inflamasoma NLRP3 (Shimada et al., 2012; lyer et al., 2013). La maduracién
de IL-13 dependiente de inflamasoma es un proceso que requiere de dos senales. La primera
sirve como un paso de cebado, requerido para inducir la expresion de pro-IL-1B, y la segunda
sirve de estimulo para activar el inflamasoma (Bauernfeind et al., 2009; Juliana et al., 2012).
Ademas de la caspasa 1, se ha demostrado que otras enzimas son capaces de producir la
maduracion de IL-18 como, por ejemplo, la caspasa 8 (Maelfait et al., 2008; Afonina et al.,
2015). La activacion de la caspasa 8, a través de la formaciéon del ripoptosoma,

desencadenaria la escision de IL-1B (Vince et al., 2012; Lawlor et al., 2015).

Los valores obtenidos de IL-13 con la combinacion de LPS, ABT-263 y S63845 eran
bastante similares a los obtenidos previamente (Vince y col., 2018). Estos autores
cuantificaron la concentracion de IL-1B en el sobrenadante de BMDM primados con LPS y
tratados con una combinacién de los miméticos de BH3, ABT-737 y S63845. Combinando
ambos compuestos, se esperaba una inhibicion mayor de las proteinas antiapoptéticas y, por
consiguiente, unos niveles de apoptosis intrinseca mayores. Efectivamente, los niveles de IL-
18 producidos por la combinacion de ambos inhibidores fueron mucho mayores que los
obtenidos tras el tratamiento Unico con S63845 (Vince et al., 2018). Sin embargo, los valores
obtenidos de IL-18 por Chen y col. tras combinar ABT-737 y S63845 son ligeramente

superiores a los obtenidos por nosotros (Chen et al., 2019). Asimismo, el empleo de los
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compuestos denominados vioprolides, que son inhibidores de MCL-1 y BCL-2, terminaban
desencadenando la maduracién de IL-1f3. Esto era debido a que la induccion de MOMP
dependiente de BAX/BAK provocaba la liberacién de factores proapoptéticos que iniciaban la
apoptosis intrinseca, asi como el agotamiento de las IAPs. La falta de IAPs, a su vez, opera
aguas arriba de la formacién del ripoptosoma, lo que posteriormente da como resultado la
maduracion de IL-13 dependiente de caspasa-8. Estos resultados establecen al complejo
ripoptosoma/caspasa-8 como un punto de control pro-inflamatorio que detecta la perturbacion
de la integridad mitocondrial (Chauhan et al., 2018).

El ultimo paso fue inducir ICD por la ruta extrinseca de apoptosis mediante el empleo de
inhibidores de I1APs y TAK1. Los valores de mortalidad celular obtenidos de la combinacion
de LPS y P3C combinados con LCL161 fueron semejantes a los obtenidos por otros autores
(Lawlor et al., 2017; Chen et al., 2019). En el caso del compuesto AZD5582, Chen y col.
indujeron a la muerte cultivos de BMDM con TNF previamente al tratamiento con este
compuesto, obteniendo valores de citotoxicidad en torno al 30%. Sin embargo, con la
combinacion de LPS con el inhibidor de TAK1 se llegaron a obtener valores de muerte
cercanos al 60% (Chen et al., 2019).

Tras el tratamiento de BMDM con los compuestos inductores de apoptosis extrinseca, se
observaron mayores niveles de activacion en las caspasas ejecutoras 3/7 y la caspasa
efectora 8. Esto corresponderia a lo esperado, ya que la caspasa 8 es uno de los iniciadores
de la ruta extrinseca de apoptosis (Kominami et al., 2012). Por el contrario, no se observaron
cambios significativos en la actividad de la caspasa 9 con respecto a las células no tratadas
(Mcllwain et al., 2013). Tras administrar LCL161 a lineas celulares de pulmén, no se
generaron altos niveles de activacion de las caspasas 3 y 8 (C. Yang et al., 2016), mientras
que, en lineas tumorales de mieloma, LCL161 aumentd la actividad de las caspasas 3,8y 9
(Ramakrishnan et al., 2014). AZD5582 disparo la escision de las caspasas 8 y 9, provocando,
en consecuencia, la activacion de las caspasas 3 y 7 (Hao & Tang, 2018). Finalmente, la
inhibicion de TAK1 es capaz de aumentar la produccién de la forma activa de la caspasa 8
(Hughes et al., 2023).

Las ubiquitina-ligasas inhibidoras de apoptosis clAP1/2 y XIAP impiden la formacién del
ripoptosoma, constituido por RIPK1, FADD vy la caspasa 8. Las cascadas de sefializaciéon
mediadas por TLRs o TNFR provocan la ubiquitinacion de RIPK1 por parte de las IAPs,
permitiendo que se ancle y se active el factor de transcripcion NF-kB, impidiendo que se forme
el ripoptosoma (Feoktistova et al., 2011; Tenev et al., 2011). Sin embargo, los factores pro-
apoptoticos liberados de la mitocondria tras generarse MOMP, inician la apoptosis intrinseca
y la inhibicion de las IAPs, por lo que RIPK1 queda desubiquitinado e inicia la formacion del
ripoptosoma, capaz de activar la caspasa 8, provocandose la escision de IL-13 (Vince et al.,
2012; Lawlor et al., 2015, 2017).
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La inhibicion conjunta de XIAP y clAP genera una mayor activacion de la IL-1B que la
pérdida unica de XIAP (Lawlor et al., 2017). Esto podria explicar en parte nuestros resultados,
donde los mayores valores obtenidos de IL-1 corresponden al compuesto AZD5582, el cual
es capaz de inhibir las tres IAPs: clAP1, clAP2 y XIAP. Sin embargo, los valores de IL-1p tras
el tratamiento con LCL-161 y AZD5582 difieren bastante de los obtenidos en BMDM con el
inhibidor denominado Cp. A, que también presenta la capacidad de inhibir las tres IAPs, ya
que los valores obtenidos tras 24 h de exposicion alcanzaron los 10.000 pg/mL (Lawlor et al.,
2017).

El papel de TAK1 consiste en una sefializacién espontanea inflamatoria, promoviendo la
quiescencia y la homeostasis celular. Tras el tratamiento con el inhibidor de TAK1 5Z-7-0OZ,
se produce una activacion espontanea del inflamasoma y la secreciéon de IL-1f madura en
los sobrenadantes celulares. En nuestro trabajo, los niveles de IL-1B obtenidos tras el
tratamiento de las células con 5Z-7-OZ fueron similares a los obtenidos por otros autores
(Malireddi et al., 2018).

La liberacion de DAMPs durante la ICD sirve como mecanismo de activacion de las DCs,
asi como de la liberacion de citoquinas proinflamatorias. Basandonos en estudios anteriores
realizados con Leishmania, esperdbamos encontrar que la condicién de ICD que produjera
mayor cantidad de IL-1(3, seria la mejor candidata para destruir al parasito, ya que como
hemos comentado anteriormente, esta interleucina era capaz de controlar la infeccidon
provocada por Leishmania (Patil et al., 2018). Esto explicaria los resultados obtenidos con los
inductores de necroptosis, donde la viabilidad de los amastigotes intracelulares de bazos
infectados se mantuvo o aumentd con respecto al control, ya que los niveles de IL-1 eran
semejantes a los de las células no tratadas. Nuestros experimentos corroboraron que los
tratamientos mas eficaces en reducir la viabilidad de los amastigotes intracelulares de bazos
infectados, fue el tratamiento con los inductores de apoptosis intrinseca (ABT-263 en
combinacion con AZD-5991 o S63845) y los inductores de apoptosis extrinseca (LCL-161 y
AZD5582) tras 3 h de tratamiento, confirmando que el tratamiento durante un tiempo corto
era suficiente para inducir la muerte celular y la liberacién de IL-1B (Lawlor et al., 2017). Por
otro lado, si nos fijamos en la cantidad de IL-1( liberada por las células tratadas durante 24
h, AZD5582 produjo una mayor liberacién de IL-1B que LCL161. A la vista de los valores de
IL-18 obtenidos en los experimentos anteriores, se podria explicar porqué en el explante
infectado, en co-cultivo con bazos sanos estimulados con BMDM inducidos a ICD, la viabilidad

de los parasitos tras el tratamiento con AZD5582 durante 24 h era mayor que con LCL161.

En cuanto a los distintos comportamientos obtenidos con células de ratones C57BL/6 y
BALB/c, podrian ser atribuidas a las diferentes respuestas de los macréfagos de estas
estirpes de ratén al LPS (Mills et al., 2000; Kuroda et al., 2002; Kuroda & Yamashita, 2003),
relacionadas con sus diferentes perfiles pro-inflamatorio de tipo Th1 y anti-inflamatorio de tipo
Th2, respectivamente (Mills et al., 2000; Watanabe et al., 2004).

174



5. DISCUSION

Cabe destacar que los mejores resultados se obtuvieron con esplenocitos aislados de
ratones C57BL/6, estimulados con BMDM de ratones C57BL/6, sobre la base de esplenocitos
de BALB/c infectados con Leishmania. Esto podria explicarse en base al perfil pro-inflamatorio
de la estirpe C57BL/6, que generaria una respuesta de tipo Th1. De esta forma, la liberacién
de citoquinas proinflamatorias por parte de los esplenocitos C57BL/6, como IL-12, sobre el
bazo infectado de BALB/c, ademas de la generacion de linfocitos T CD4 capaces de producir
IFN-y, podria estar generando una respuesta frente a los parasitos. Asimismo, si la
presentacion antigénica de los PAMPs correspondientes a Leishmania esta ocurriendo de una
forma cruzada en las APCs presentes en el bazo sano, los antigenos de Leishmania se
estarian presentando en moléculas MHC-I, por lo tanto, se generarian linfocitos T CD8
citotdxicos, los cuales podrian sufrir una expansion clonal frente a los antigenos de
Leishmania presentes en el bazo infectado y generar una respuesta inmune frente a los

parasitos.

En un estudio anterior, se afirmaba que para eliminar completamente Leishmania eran
necesarias células efectoras productoras de INF-y, principalmente células T CD4, que
elaboran una respuesta inmunitaria proinflamatoria de tipo Th1 (Bajénoff et al., 2006). La
liberacion de INF-y puede generar un proceso de sefalizacién en macréfagos infectados,
capaz de inducir la expresion de enzimas productoras de NO y ROS, desencadenando la
destruccion de los parasitos intracelulares (Bogdan et al.,, 1990). Se ha comunicado que
Leishmania es capaz de bloquear la liberacion de IL-12 por parte de los macréfagos
inflamatorios (von Stebut et al., 1998), ademas de impedir la activacion de los linfocitos T CD4
virgenes y la estimulacién de los linfocitos T CD4 especificos de antigeno (Kima et al., 1996).
Sin embargo, este problema se encontraria resuelto al estar empleando esplenocitos
procedentes de bazos sanos, los cuales no han estado en contacto con la infeccion y, por lo
tanto, no estarian previamente manipulados por Leishmania. De esta manera, podrian liberar
adecuadamente estas citoquinas proinflamatorias, y los linfocitos T CD4 presentes en el bazo

sano se activarian correctamente.

Si nos fijamos en la mortalidad observada con los distintos métodos empleados, los
macrdéfagos infectados con Leishmania presentaban porcentajes de muerte menores que las
células no infectadas. Estos resultados coinciden con numerosos estudios que argumentan
que las células infectadas con Leishmania retrasan la muerte celular (Moore & Matlashewski,
1994; Chen et al., 2000; Gao & Abu Kwaik, 2000; Aga et al., 2002; Akarid et al., 2004; Lisi et
al., 2005; Song et al., 2005; Ruhland et al., 2007; Donovan et al., 2009; Giri et al., 2016) . La
primera demostracion de la capacidad de Leishmania de inhibir la apoptosis de las células
hospedadoras fue llevada a cabo por Moore y Matlashewski en 1994. Estos autores mostraron
que BMDM privados del factor de crecimiento M-CSF, no entraban en apoptosis cuando eran
infectados con promastigotes o eran incubados con sobrenadantes recogidos de células
infectadas. Estos resultados sugerian la existencia de factores solubles, como el LPG, que

eran capaces de prevenir la muerte del macréfago (Moore & Matlashewski, 1994). Mas tarde,
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Akarid y col. descubrieron que la infeccion de BMDM con L. major protegia a los macrofagos
de la apoptosis causada por el tratamiento con estaurosporina al bloquear la activacion de la
caspasa 3, la liberacion del citocromo c y la inhibicion de la ruta del NF-kB (Akarid et al.,
2004). Otro de los mecanismos empleados por Leishmania tras el tratamiento con
actinomicina D, es inhibiendo la escision de la proteina quinasa C (PKC), implicada en
procesos de regulacion de la supervivencia y muerte celular durante infecciones intracelulares
microbianas (Olivier et al., 1992; Lisi et al., 2005). Ruhland y col. observaron un aumento de
la supervivencia tanto en BMDM como en los macréfagos RAW 264.7 infectados, debido a la
sefalizacion a través de la via PI3K/Akt y a la fosforilacion e inactivacion del regulador pro-
apoptoético de la familia BCL-2, BAD (Ruhland et al., 2007). La infeccion de la linea celular
RAW 264.7 por L. major reducia la frecuencia de apoptosis, incluso tras el tratamiento con
CHX (Donovan et al., 2009). En el estudio de Giri y col., se demuestré como Leishmania era
capaz de aumentar la expresion de MCL-1 en macréfagos infectados, aumentando asi la
supervivencia de sus células hospedadoras tras el tratamiento con actinomicina D (Giri et al.,
2016).

Cabe destacar que las células infectadas tratadas con 5Z-7-OZ presentaban valores de
muerte mucho mas reducidos que las células no infectadas. Esto podria deberse a la
capacidad que presenta el parasito de disminuir los niveles de ROS mediante la inhibicion de
la proteina TAK1, promoviendo asi su supervivencia intracelular. En el estudio llevado a cabo
por Saha y col. se vio que los parasitos controlaban la respuesta proinflamatoria de la célula
hospedadora mediante la reduccién de la produccién de ROS en las células infectadas in vitro
con Leishmania mediante la supresion de la proteina TAK1, por lo que podria ser una de las
razones por las que los parasitos evaden la respuesta proinflamatoria del hospedador (Saha
et al., 2020).

Se ha demostrado que Leishmania inhibia la apoptosis inducida por CHX en macréfagos
infectados, dependiendo de la especie y la cepa del parasito. Estas diferencias podrian
deberse a variaciones en los fosfoglicanos del parasito, concretamente del LPG, ya que
juegan un papel vital en el establecimiento de la infeccion de Leishmania (Donovan et al.,
2009). Asimismo, la produccion de proteinas antiapoptoticas, como BCL-XL, esta aumentada
en las infecciones por Leishmania. Esto es debido a que Leishmania activa la expresion de
NF-kB y, consecuentemente, se sobrepdroducen BCL-2 y BCL-XL, que impiden la liberacion
de citocromo c, previniéndose el proceso apoptético (Chen et al., 2000; Song et al., 2005;
Ruhland et al., 2007). Tras obtener los resultados al tratar BMDM con CHX, pudimos ver que

los niveles de apoptosis en las células infectadas eran menores que en las no infectadas.

Aunque los macréfagos son considerados las principales células hospedadoras de
Leishmania, el parasito también puede invadir otras células y manipular sus rutas de muerte,
ya que su supervivencia en el interior de éstas tiene una importante repercusion en su ciclo
biolégico. Los neutréfilos son las primeras células que fagocitan a los promastigotes de

Leishmania, por lo que constituyen un importante refugio en los primeros momentos de la
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infeccion. Leishmania es capaz de prolongar la vida media de neutréfilos infectados, tanto in
vitro como in vivo, mediante un proceso relacionado con la reduccién de la caspasa 3 (Aga et
al., 2002). L. mexicana también tiene la capacidad inhibir la apoptosis de DCs (Valdés-Reyes
et al., 2009).

No solo Leishmania tiene la capacidad de alterar los procesos de muerte de sus células
hospedadoras, sino que otros patégenos también pueden modular los componentes de las
rutas apoptéticas al presentar una gran variedad de estrategias para tomar el control de la
célula hospedadora (Gao & Abu Kwaik, 2000). Las bacterias intracelulares Salmonella y
Shigella secretan factores al citoplasma que activan la caspasa 1, provocando la liberacién
de la forma activa de IL-1f (Hilbi et al., 1998; Hersh et al., 1999). Yersinia secreta proteinas
solubles al citoplasma de la célula hospedadora que se unen a la proteina MAPKK,
blogueando la activacion de la ruta de supervivencia de NF-kB (Schesser et al., 1998; Orth et
al., 1999). Mycobacterium tuberculosis causa una reduccion de la expresion de BCL-2,
induciendo la apoptosis dependiente de caspasa 1 (Keane et al., 1997; Klingler et al., 1997).
Chlamydia trachomatis, causante de infecciones de transmision sexual, secreta unas
proteinas que bloquean la liberacién del citocromo ¢ desde la mitocondria y la activacion de
la caspasa 3, inhibiendo la apoptosis (Fan et al., 1998; Bastidas et al., 2013). Otras bacterias,
como Coxiella burnetti (Lihrmann & Roy, 2007; Voth et al, 2007), Anaplasma
phagocytophilum (Scaife et al., 2003; Alberdi et al., 2016), Rickettsia rickettsii (Clifton et al.,
1998; Bechelli et al., 2009) y Legionella (Shin & Roy, 2008; Isberg et al., 2009), también
presentan la capacidad de inhibir la apoptosis de sus células hospedadoras, como

macrofagos y neutrofilos.

Es importante destacar que, en la mayoria de los tratamientos realizados, las
concentraciones de IL-1f halladas eran mucho menores en las células infectadas con
Leishmania con respecto a las no infectadas. En varios estudios, se ha comunicado que la
produccion de IL-13 podria estar involucrada en la proteccién del hospedador y la reduccién
de la carga parasitaria (Hatzigeorgiou et al., 1996; von Stebut et al., 2003; Voronov et al.,
2010; Kautz-Neu et al., 2011; Karam et al., 2013; Gupta et al., 2017; Hartley et al., 2018; Saha
et al., 2019).

Leishmania inhibe la expresién del inflamasoma NLRP3 y, en consecuencia, la maduracion
de IL-18 mediada por caspasa 1 (Gupta et al., 2017; Hartley et al., 2018). Gupta y col.
cuantificaron los niveles de IL-1B tras la infeccion de células RAW 264.7 y BMDM con L.
donovani, y pudieron comprobar que la infeccion disminuia la produccién de esta citoquina al
inhibir la activacion de la caspasa 1. Asimismo, L. donovani era capaz de aumentar la
produccion de A20, una proteina inhibidora del factor de transcripcion NF-kB. De esta forma,
el bloqueo de NF-kB impedia la formacién del inflamasoma NLRP3 y, en consecuencia, de la
pro-forma de IL-1B. Ademas, L. donovani indujo la proteina UCP2, encargada de inhibir el
procesamiento de IL-1B mediante ROS, disminuyendo asi todos los niveles de IL-13 (Gupta

et al.,, 2017). Otra especie que ha sido descrita como manipuladora de la activacién del
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inflamasoma y como inhibidora de la produccién de IL-1B es L. guyanensis, a la que se
atribuye la sobreexpresion del gen codificante de la proteina A20 (Hartley et al., 2018). La
generacion de IL-1B puede ser inhibida por el LPG de Leishmania, entre cuyas funciones esta
disminuir la produccion de IL-1B inducida por LPS al reducir la estabilidad de su ARNm. Estos
resultados proporcionan una explicacién para la desactivacion de los macréfagos y el defecto

de respuesta de células T en pacientes con leishmaniasis (Hatzigeorgiou et al., 1996).

Sin embargo, aunque la activacion del inflamasoma pueda servir como un mecanismo de
defensa frente Leishmania, cuando las células del sistema inmune fallan en la eliminacién del
parasito de los tejidos, la activaciéon mantenida del inflamasoma promueve una produccién
descontrolada de IL-1[3, con una fuerte infiltracion de neutrdfilos, los cuales son una fuente de
IL-1B, lo que podria conllevar a una destruccion de los tejidos y un empeoramiento de la
enfermedad (Zamboni & Sacks, 2019). En varios estudios con L. major, la activacion del
inflamasoma puede contribuir indirectamente al aumento de la carga parasitaria y la
persistencia de la infeccion, debido a la capacidad del eje inflamasoma/IL-13 de promover
una respuesta inmune del tipo Th2 (Anderson et al., 2005; Ben-Sasson et al., 2009; Charmoy
et al., 2016). De hecho, en los pacientes de leishmaniasis cutanea causada por L. mexicana,
la alta produccion de IL-1B ha sido relacionada con la gravedad de la enfermedad (Fernandez-

Figueroa et al., 2012).
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5.2. PRESENTACION CRUZADA DE ANTIGENOS Y

FENOTIPADO DE DCS ESPLENICAS

Estudios preliminares en infecciones de Leishmania, donde se utiliza la OVA como
proteina modelo de estudios de presentaciéon antigénica, mostraron que cuando las APC,
concretamente las DCs, estaban infectadas con una cepa de Leishmania modificada
genéticamente para producir OVA secretada al exterior celular, se generaba una respuesta
de células T CD8+ especifica frente al parasito, capaz de permitir la proliferacion de linfocitos
T y la liberacion de IFN-y. Sin embargo, la respuesta de células T CD8+ era menor cuando

OVA no era secretada al exterior (Bertholet et al., 2005).

Se han utilizado cepas de L. major modificadas para producir OVA anclada a la membrana
plasmatica para infectar DCs aisladas de bazos de ratones C57BL/6, que eran reconocidas
por células T CD4 y CD8 especificas de OVA, tanto in vitro como in vivo (Bertholet et al.,
2005). En un estudio posterior, DCs esplénicas eran capaces de hacer la presentacion
antigénica a células T especificas de OVA cuando ésta se localizaba en la membrana del
parasito, pero no cuando ésta se encontraba en la fraccion citosdlica (Prickett et al., 2006).
La localizacién celular de OVA fusionada con HASPB en cepas sobreproductoras de L.
infantum fue confirmada mediante inmunodeteccion y microscopia confocal, en forma de un
punteado fluorescente en la superficie del parasito (Prickett et al., 2006). Para evaluar el
fitness de los parasitos modificados, la tasa de crecimiento de los cultivos fue medida
diariamente y comparada con las cepas salvajes. Se pudo comprobar que la tasa de
crecimiento de los parasitos era semejante tanto en las cepas modificadas como en las cepas

salvajes, de la misma manera que han descrito otros autores (Vacchina & Morales, 2014).

La radiacion UV puede desencadenar una amplia variedad de efectos biolégicos y
fisioldgicos en los organismos al provocar la activacién de determinadas vias de sefializacion
intracelular en respuesta al dafo del ADN (Gentile, 2003; Srivastava & de Larrea, 2008). En
una primera aproximacion, queriamos conocer la energia UV necesaria para producir
apoptosis en RAW 264.7. Tras probar energias de radiacién UV crecientes, de 10 a 600
mJ/cm? se observd que los valores de apoptosis aumentaban proporcionalmente con la
radiacion. Los valores elegidos para provocar la apoptosis en las células RAW 264.7 tras 24
h de exposicion fueron 240 y 500 mJ/cm?, responsables de valores de apoptosis del 50 y
80%, respectivamente. Estos valores de radiacion son mayores a los descritos por otros
autores, en los que la irradiacion de BMDM con 50 mJ/cm? originaban un 35% de células
apoptoéticas tras 12 h de incubacién post-radiacion (Srivastava & de Larrea, 2008). Otros
autores evaluaron el efecto de 1 pulso de 100 J en células Jurkat tras 4 h de incubacién. La
apoptosis fue cuantificada mediante citometria de flujo con 7AAD/Anexina, en el que

obtuvieron una media del 40% de apoptosis (Dalboni et al., 2021). Ademas de apoptosis, la
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radiacion UV de BMDM de ratones C57BL/6 puede generar piroptosis mediada por

inflamasoma (Liu et al., 2017).

Cuando evaluamos la apoptosis producida por radiacion UV en macréfagos RAW 264.7
infectados con L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA, encontramos que cuando las células se
exponian a tiempos de irradiacion cortos (4 h), no habia diferencias significativas con las
células no irradiadas, pero cuando el tiempo de irradiacion aumentaba (24 h), la sefal de
fluorescencia emitida por mCherry disminuia significativamente en comparaciéon con las
células no irradiadas. Estos resultados son congruentes con los encontrados por Hodgkinson
& Herman en 1980, que observaron que la carga parasitaria del higado de un ratén infectado
con amastigotes irradiados con UV disminuia en comparacion con la carga parasitaria del
higado de un raton infectado con parasitos no irradiados. Esto se debia a que la mayoria de
los parasitos irradiados estaban muertos y no tenian capacidad de establecer una infeccién
(Hodgkinson & Herman, 1980).

La eficiencia de la presentacion cruzada se puede evaluar mediante el uso de células T
CD8+ especificas de antigeno, como el hibridoma B3Z (Karttunen et al., 1992), o las células
OT-l, analizando su activacion por el marcador CD69 o evaluando su proliferacion (Alloatti et
al., 2015; Sadiq et al., 2020). Cuando las células B3Z se cocultivan con APCs cargadas con
OVA, o directamente con el dominio de OVA que contiene el péptido SIINFEKL, las células
B3Z se activan y producen B-galactosidasa, capaz de transformar su sustrato en un producto
coloreado (Karttunen et al., 1992). De esta manera, se puede cuantificar el nivel de activacion
de estas células y, por consiguiente, evaluar la eficiencia de presentacion cruzada antigénica.
La eficiencia de la presentacion cruzada resulté ser mejor en BMDC que en BMDM. Esto
puede ser debido a que las DCs son las APCs por excelencia, ya que tienen una mayor
capacidad de captar antigenos, de procesarlos y de presentarlos a las células T (Balan et al.,
2019). Sin embargo, se sabe que los macrofagos también son capaces de llevar a cabo la

presentacion cruzada (Muntjewerff et al., 2020).

Cuando las APCs fueron cebadas con bbOVA — bolas de vidrio recubiertas con OVA —
hubo una sefal de activacion de las células B3Z en comparacion con el control de bolas sin
recubrir, aunque independientemente de la carga de antigeno. Por el contrario, no hubo una
activacion de la B-galactosidasa cuando las APCs se cebaron con sOVA — OVA soluble — o
SIINFEKL, y en ningln caso hubo diferencias significativas entre las APCs estimuladas con
LPS y las no estimuladas. Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Alloati y col.
al estudiar la presentacion cruzada en BMDC estimuladas con LPS y cebadas con SIINFEKL,
sOVA y bbOVA. Las absorbancias obtenidas tras la activaciéon de las B3Z mostraban un
aumento gradual de la actividad [-galactosidasa a medida que aumentaban las
concentraciones de SIINFEKL (Alloatti et al., 2015, 2016). En este caso, el péptido SIINFEKL
fue presentando con la misma eficiencia en células estimuladas con LPS y las no estimuladas.
Sin embargo, en las BMDC que habian sido cebadas con sOVA y bbOVA, si existieron

diferencias en la eficiencia de la presentacion cruzada entre las células tratadas y las no
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tratadas con LPS, siendo mayor en las células tratadas en comparacién con las no tratadas.
Al igual que ocurria con los tratamientos anteriores, la estimulacion de las B3Z aumentaba a
medida que aumentaba la concentracién de OVA (Alloatti et al., 2015). En otro experimento
de presentacion cruzada en células BMDC incubadas con SIINFEKL y OVA como controles
positivos, se analiz6 la capacidad antigénica de una cepa de L. amazonensis fotoinactivada
que producia OVA, demostrandose que los parasitos modificados activaban a las células B3Z
a los mismos niveles que los controles positivos (Dutta et al., 2011).

Sin embargo, cuando estudiamos si las BMDCs cebadas con RAW 264.7 infectadas con
L. infantum 2713 HASPB:OVA e irradiadas con UV eran capaces de realizar una presentacion
cruzada eficiente a las células B3Z, no obtuvimos resultados positivos. El fin de este
experimento era la generaciéon de DAMPs tras la induccion de ICD mediante la energia UV,
ya que la liberacion de DAMPs, y su unién a PRRs presentes en DCs, era capaz de generar
una cascada celular que, finalmente, resultd en la activaciéon de la respuesta inmune, tanto
innata como adaptativa (Paludan et al., 2019; Gong et al., 2020). Una explicacion es que la
presentacion cruzada de antigenos derivados de células que sufren ICD permite que las DCs
presenten proteinas exégenas en moléculas MHC-I a células T CD8. Asimismo, las células
en camino de la muerte también proporcionan sefnales inflamatorias e inmunogénicas que

determinan la eficiencia de la presentacion cruzada (Yatim et al., 2017).

Se ha demostrado que las APCs activadas poseen una mayor actividad como
presentadoras de antigenos. Asi, en experimentos con Toxoplasma gondii se observé que los
esplenocitos infectados poseian una mayor capacidad para activar la respuesta de las células
B3Z con respecto a los no infectados (Gubbels et al., 2005). La presentacion cruzada también
ha sido evaluada empleando como APCs BMDCs Yy fibroblastos infectados con Toxoplasma
gondii que expresaba la OVA secretada. Las células infectadas presentaban los antigenos en
la molécula MHC-I de una forma mas efectiva que las células no infectadas (Dzierszinski et
al., 2007).

A continuacién, realizamos experimentos de presentacion antigénica para comprobar si
el mecanismo de accién era debido a una presentacion cruzada y una proliferacion de
linfocitos T CD8. Como paso previo, se realizé el estudio de los marcadores de activacion de
las DCs que iban a ser empleadas en el experimento. Las DCs inmaduras se caracterizan por
una actividad endocitica alta y una baja expresién de moléculas coestimuladoras y citoquinas
(Mellman & Steinman, 2001). Sin embargo, cuando las DCs entran en contacto con PAMPs o
DAMPs, se activan y se desencadena una cascada de sefializacion que finaliza con su
maduracion (Mellman & Steinman, 2001; Fang et al., 2014). El estado de maduracién de las
DCs afecta negativamente a su capacidad de realizar la presentacion cruzada, ya que su
capacidad fagocitica se ve disminuida (Blander, 2018). Sin embargo, las DCs maduras
pueden estimular la inmunidad adaptativa de una manera mas efectiva que las DCs
inmaduras. Estas propiedades han inspirado el disefio de varios adyuvantes empleados en

vacunas basados en una eficiente activacion y una maduracién funcional de las DCs
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(Upchurch et al., 2015; Fu et al., 2016; X. Liu et al., 2016b). Por este motivo, cuando se
establece un sistema de presentacidén cruzada es importante realizar un estudio del estado
de maduracioén de las DCs previo a su uso en experimentos de presentacion cruzada. Existen
varios métodos para caracterizar el estado de activacién de las DCs. Uno de ellos es la
cuantificacion de las citoquinas pro-inflamatorias, como IL-12, IL-6 y TNF-q, o bien, se puede
cuantificar la expresion de marcadores fenotipicos, como pueden ser las moléculas MHC-II,
o las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 (Dudek et al., 2013).

En primer lugar, para activar las rutas de sefializacion intracelulares necesarias para la
activacion y maduracion de las DCs, realizamos una estimulacion de los TLRs, incubando las
DCs con LPS para estimular su maduracién y aumentar la expresion de CD80, CD86 y MHC-
Il. Los resultados se analizaron mediante citometria de flujo donde, tras seleccionar la
poblacién doblemente positiva CD11c*/CD11b*, se encontré una mayor expresion de
moléculas coestimuladoras en las células que habian sido tratadas con LPS, con una
diferencia muy significativa en el marcador CD86, en comparacion con las células no
estimuladas. En un estudio llevado a cabo por Healy y col., se realizé el fenotipado de las
DCs tras ser estimuladas con LPS y TNF-a, donde se analizaron los marcadores de superficie
MHC-II, CD40, CD80 y CD86, y las citoquinas IL-12 e IL-10. Afirmaron que las sefales
producidas a través de TNF-a y LPS difieren en su habilidad de estimular la expresién de
moléculas de superficie y la produccién de citoquinas por parte de las DCs. La exposicion a
LPS da como resultado la activacion completa de las DCs, viéndose reflejado en los altos
niveles de MHC-Il, CD80 y CD86 y la produccién de IL-12. Por el contrario, las DC que fueron
tratadas con TNF-a no aumentaron los niveles de CD40 y CD80 de la superficie celular ni
produjeron IL-12 (Healy et al., 2009). En estudios mas recientes, se encontré que, tras haber
estimulado las DCs con LPS, los marcadores MHC-II, CD80, CD86 y CD40 aumentaban su
expresion, especialmente CD40, seguido de CD80 (Sadiq et al., 2020).

Tras la caracterizacion del estado de activacion de las DCs, se realizaron los
experimentos de presentacion cruzada, con el fin de comprobar si los tratamientos que habian
sido mas efectivos en reducir la viabilidad de los parasitos de Leishmania en el experimento
del coexplante, eran capaces de estimular la proliferacion de linfocitos T. Los tratamientos
elegidos pretendian reproducir condiciones de ICD que fueran capaces de estimular a las
DCs, mediante la liberacién de DAMPs y citoquinas proinflamatorias (Krysko et al., 2012;
Gallo & Gallucci, 2013). De esta forma, las DCs se activarian y comenzarian a aumentar la
expresion de moléculas coestimuladoras y la liberacion de citoquinas proinflamatorias (Dudek
et al., 2013). Para las condiciones de ICD en macréfagos RAW 264.7, se utilizaron tanto
inhibidores de la ruta intrinseca (ABT-263 en combinacion con AZD-5991) como de la ruta
extrinseca (LCL161).

Los parasitos irradiados de la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA fueron sometidos a 300
mJ/cm? de radiacion UV para provocar su apoptosis y anular su virulencia (Hodgkinson &

Herman, 1980). Estos servirian como fuente de PAMPs, para activar las DCs, junto con los
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DAMPs liberados por las células RAW 264.7. Las DCs finalmente empleadas procedian del
bazo de ratones a los que se les habia implantado células de un tumor de melanoma B16
capaces de secretar FIt3L. Las células tumorales de estos ratones secretan FIt3L de una
manera sistémica y continua en el tiempo, estimulando la propagacion de todas las
subpoblaciones de DCs al bazo del ratén (Arora & Porcelli, 2016). Concretamente, la
subpoblacion de DCs empleada fue de cDC1, que esta especializada en realizar la
presentacion cruzada antigénica, ya que presenta una capacidad superior de captacién de
antigenos extracelulares, concretamente los procedentes de células en camino de la muerte
(Albert et al., 1998; Sancho et al., 2008, 2009; Cancel et al., 2019). Las células T empleadas
fueron linfocitos T CD8 esplénicos purificados a partir de bazos procedentes de ratones OT-I
(células OT-l), y para medir su proliferacién se utilizé citometria de flujo y la tinciéon CellTrace

Yellow (Tempany et al., 2018).

Para que ocurra la proliferacion de las células OT-l, se requiere la presentaciéon del
péptido SIINFEKL en la molécula MHC-I presente en las DCs, y el reconocimiento de este
complejo por parte del TCR especifico de OVA presente en las células OT-I. El TCR se
encuentra asociado con una molécula coestimuladora denominada CD3, la cual proporciona
la capacidad de transduccion de sefales transmembrana (Weiss & Littman, 1994). Ademas,
se requiere una segunda sefal estimuladora procedente de la interaccion entre las moléculas
coestimuladoras presentes en las DCs y en las células T. La molécula coestimuladora mejor
caracterizada de las células T es CD28, una glicoproteina transmembrana que se une a dos
ligandos expresados en las APCs: CD80 y CD86. La interaccidon del CD28 no es suficiente,
pero junto con las sefales producidas por el TCR, la activacion de las células T aumenta (L.
Chen & Flies, 2013; Peterson & Maltzman, 2019). Por esta razén, se emplearon anticuerpos
frente a CD28 y CD3, ya que son capaces de estimular ambos receptores presentes en las
células T, sirviendo como control positivo de proliferacion (Sadiq et al., 2020). Otro de los
controles empleados fue la incubacion de las DCs con LPS y SIINFEKL (Alloatti et al., 2016).

Nuestros resultados demuestran que las células T fueron capaces de proliferar tras la
estimulacién con los controles positivos a-CD3/CD28 y la combinacion del LPS y el péptido
SIINFEKL. Sin embargo, con los amastigotes de la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA, la
proliferacion de las células T no fue significativa con respecto al control no estimulado. El
tratamiento de LPS con ABT-263 y AZD-5991 no fue capaz de generar proliferacion en los
linfocitos T. Sin embargo, el tratamiento con LCL-161 aumentd significativamente la
proliferacion de los linfocitos T, generando incluso porcentajes superiores a los de los
controles positivos. En un experimento similar, empleando distintas cepas de L. major
sobreproductoras de OVA secretada y no secretada, se observé que la OVA secretada por los
parasitos en DCs infectadas era una fuente de péptidos para inducir la formacion de células
T CD8 especificas del parasito (Bertholet et al., 2005). La localizaciéon de OVA en la membrana
es de singular importancia en la respuesta proliferativa de las células T, ya que se ha

comunicado que una cepa de L. major que presentaba la proteina de fusién HASPB:OVA en
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la superficie de la membrana del parasito originaba una mayor proliferacion que una cepa
mutada incapaz de modificar post-traduccionalmente dicha proteina, impidiendo su
exposicion exterior. Se concluyé que la localizacion de esta proteina en la cara externa de la
membrana plasmatica podria suponer una ventaja en términos de una mayor accesibilidad
para las proteasas endosomales responsables del procesamiento de antigenos (Prickett et
al., 2006). Los experimentos de presentaciéon cruzada in vivo, utilizando cepas de E. coli,
sobreproductoras de OVA, demostraron la proliferacion de células OT-I (Blander & Medzhitov,
2006; Sadiq et al., 2020). Por otra parte, se probé la capacidad de proliferacion de células T
CD4 especificas de OVA (células OT-Il) tras el co-cultivo con BMDC que habian fagocitado
células B de la linea celular A20 apoptdticas e infectadas con una cepa de Listeria que
expresaba OVA (Campisi, 2017).

Para el fenotipado de DCs infectadas con Leishmania el método de eleccion fue la
citometria de flujo. Para ello, las poblaciones de DCs se seleccionaron en funcion de sus
receptores de membrana. Las células que eran positivas a CD11c* y MHC-II*, se clasificaron
como cDCs. A partir de esta poblacion doble positiva, se diferenciaron las cDC1 y las cDC2,
siendo XCR1*/CD11b-y XCR1-/CD11b*, respectivamente. Para caracterizar a la poblacion de
pDCs, se selecciond la poblacién que era positiva para los marcadores Siglec-H y CD317
(Siglec-H*/CD317*) (Miltenyi Biotec, 2023).

Arora y Porcelli se encargaron de realizar un método para aislar las diferentes
subpoblaciones de DCs, a partir bazos de ratones en los que se habia implantado el
melanoma B16-FIt3L con el fin de producir una expansién del nimero de DCs en érganos
linfoides periféricos. Estos autores caracterizaron 3 subtipos diferentes de DCs:
plasmocitoides, CD8aPos y CD8aNes, correspondiendo estas dos ultimas a ¢cDC1 y cDC2,
respectivamente. Las pCDs fueron seleccionadas empleando los marcadores B220 y CD11c
(B220*/CD11c*) (Arora & Porcelli, 2016). Las cDCs fueron caracterizadas como
CD11c*/CD11b-y, a partir de esta poblacion, se obtuvieron las cDC1 (CD11c*/CD8a*) y cDC2
(CD11c*/CD8ar) (Arora & Porcelli, 2016; Cunningham et al., 2016). Por su parte, las DCs se
enmarcaban bajo el fenotipo CD15CD19-HLA-DR*-CD14-CD11c*, representando apenas el
0,7% del total de células mononucleadas en esplenocitos humanos (Mcllroy et al., 2001;
Gualdron-Lopez et al., 2021).

En la revision realizada por Baldwin et al., se describen los marcadores que caracterizan
a cada una de las subpoblaciones de DCs. Las pDCs podrian caracterizarse con los
siguientes receptores de superficie: MHC-Il, CD45RA/B220, Ly6C/GR-1y Siglec-H. Las cDC1
podrian seleccionarse como CD8a* y CD103*. En cambio, cDC2 serian positivas a la
expresion de CD11b y CD172/SIRPa (Baldwin et al., 2004).

En los esplenocitos de bazos infectados con Leishmania, el porcentaje de células de tipo
¢DC1 disminuy6 con respecto al bazo no infectado. Sin embargo, a partir de la semana 8 de
infeccion, la subpoblacion identificada como ¢cDC2 aumenté significativamente. Las células

pDCs no sufrieron ninguna variacion con respecto al bazo de ratones no infectados. La
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disminucién de la frecuencia de las cDC1 puede ser debido a que estas células son las
principales encargadas de la presentacion cruzada antigénica (Albert et al., 1998; Sancho et
al., 2008, 2009; Cancel et al., 2019) y, como se ha visto en numerosos estudios, Leishmania
es capaz de manipular este proceso (Antoine et al., 2004; Ghosh & Bandyopadhyay, 2004;
Martinez-Lépez et al., 2018; Khouili et al., 2020). De esta manera, al reducir el numero de
cDC1, podrian estar disminuyendo indirectamente la tasa de funcionamiento de la
presentacion antigénica, pudiendo suponer un mecanismo de evasién del sistema inmune por

parte de Leishmania.

Las subpoblaciones de DCs son diferencialmente permisivas frente a Leishmania.
Nuestros experimentos mostraron que las células cDC1 estaban altamente infectadas en las
primeras semanas, pero a partir de la semana 16 de infeccion, la tasa de infeccién disminuyo6
significativamente. En el caso de las cDC2, la infeccion se mantuvo constante, excepto en la
semana 8 de infeccion, que se elevd ligeramente. Las pDCs, sin embargo, no sufrieron
variaciones en el porcentaje de infecciéon. En otros trabajos se ha demostrado que las DCs
CD8a* son menos permisivas a los amastigotes de L. major en comparacién con las DCs
CD8a- (Henri et al., 2002; Baldwin et al., 2004; Akbari et al., 2014). Feij6 y col. cuantificaron
las cargas parasitarias en células de ganglios linfaticos y en poblaciones de DCs aisladas de
ganglios linfaticos de drenaje de ratones infectados con L. major. Se encontraron hasta cinco
poblaciones diferentes de DCs después de la infeccion, incluyendo las pDCs y cDCs. Aunque
las cargas parasitarias parecian ser similares para todas las poblaciones, las pDC continuaron
albergando parasitos a lo largo del tiempo. Eran la Unica poblacion de DCs que contenia
parasitos en los ratones C57BL/6J en la semana 9 de infeccién, en un momento en que las
lesiones habian comenzado a curarse. Tanto las pDC como las cDC podian infectarse in vitro,

pero las cDC eran mas susceptibles a la infeccidon que las pDC (Feij6 et al., 2016).
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. Tras establecer condiciones de necroptosis, apoptosis intrinseca y apoptosis extrinseca
en macrofagos murinos mediante el uso de inhibidores de proteinas antiapoptéticas, se

observo:

a. Que la infeccion con L. infantum 2713 retraso el proceso de muerte celular de
macréfagos murinos inducidos a la ICD por necroptosis, apoptosis intrinseca o

apoptosis extrinseca mediante inhibidores de proteinas antiapoptoticas.

b. Que el empleo de esplenocitos de ratones C57BL/6 estimulados con macréfagos
inducidos a la ICD, redujo la viabilidad de amastigotes intracelulares procedentes
de ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con L. donovani LV9 iRFP.

Il. La exposicion de células RAW 264.7 a radiaciéon UV generd un incremento porcentual de

la apoptosis proporcional a la cantidad de energia empleada.

a. La radiacion UV en células RAW 264.7 infectadas con L. infantum 2713 mCh-
HASPB:OVA, que presenta OVA en la cara externa de su membrana plasmatica,

disminuye la expresién de la proteina mCherry fluorescente.

II. El empleo de RAW 264.7 infectadas con L. infanfum 2713 HASPB:OVA y tratadas con

radiacion UV como cargo de las APC no genero6 activacion de las células B3Z.

V. Células RAW 264.7 a las que se indujo ICD, junto con un lisado de amastigotes de L.
infantum 2713 HASPB:OVA, fueron capaces de promover un proceso de presentacion

cruzada antigénica en cDC1 que promovié la proliferacion de células OT-I.

V. La infeccion de ratones BALB/c con L. infantum 2713 HASPB:OVA modifico las
proporciones de las distintas subpoblaciones de DCs esplénicas.
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Cribado de productos naturales marinos para la busqueda de
nuevos farmacos dirigidos contra los tripanosomatidos y la
malaria

Las Enfermedades Tropicales Desatendidas (NTD) representan una grave amenaza
para los humanos, especialmente para aquellos que viven en paises pobres o en vias de
desarrollo. Casi una sexta parte de la poblacion mundial esta en riesgo de padecer estas
enfermedades y muchos miles mueren a causa de las NTD, a lo que hay que sumar las
cuestiones sanitarias, laborales y sociales que lastran el desarrollo econdémico de estos
paises. Las enfermedades transmitidas por protozoos son responsables de mas de un millén
de muertes cada afo. La leishmaniasis visceral, la enfermedad de Chagas o la enfermedad
del suefio se encuentran entre las NTD mas letales. A pesar de no ser considerada una NTD
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la malaria debe agregarse a este siniestro
grupo. La malaria, causada por el parasito Plasmodium falciparum, es responsable de miles
de muertes cada afo. El tratamiento de esta enfermedad ha ido perdiendo eficacia afio tras
afio. Muchos de los medicamentos empleados actualmente estan obsoletos debido a su
pérdida progresiva de eficacia, a su toxicidad intrinseca, a la aparicion de
farmacorresistencias o a la falta de adherencia al tratamiento. Por lo tanto, existe una
necesidad urgente y global de nuevos medicamentos. A pesar de ello, el escaso interés
mostrado por la industria farmacéutica hace que nuestro arsenal terapéutico actual sea
escaso, y hasta hace poco no se habia abordado con seriedad la busqueda de nuevos

farmacos.

Las fuentes de nuevos farmacos para estas y otras patologias incluyen productos
naturales, moléculas sintéticas o farmacos de reutilizacion. Las fuentes mas frecuentes de
productos naturales son los microorganismos, por ejemplo, bacterias, hongos, levaduras,
algas y plantas, que son capaces de sintetizar muchos farmacos que estan en uso
actualmente (por ejemplo, antimicrobianos, antitumorales, inmunosupresores, etc.). El
ambiente marino es otra fuente bien establecida de productos naturales bioactivos, con
aplicaciones recientes contra parasitos, bacterias y otros patdégenos que afectan a humanos
y animales. Las técnicas para el descubrimiento de farmacos han avanzado rapidamente
desde el comienzo del milenio. La combinacion de técnicas novedosas, que incluyen la
modificacion genética de patégenos, la bioimagen y la robdtica, ha dado lugar a la
estandarizacion de las plataformas de cribado de alto rendimiento (High-Performance
Screening) en el descubrimiento de farmacos. Estos avances han acelerado el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas con efectos antiparasitarios. Esta revision

representa las novedades existentes con respecto al uso del cribado de alto rendimiento
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(HTS, por sus siglas en inglés) en el descubrimiento de medicamentos para los defectos del
tubo neural transmitidos por protozoos, incluida la malaria, y su aplicacion en el

descubrimiento de nuevos farmacos de origen marino.
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