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FIGURA 69 | Viabilidad (% RFU) de amastigotes de L. donovani LV9 iRFP procedentes de 
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ng/mL) y BMDM tratados con inductores de apoptosis intrínseca. 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 µM) en 
combinación con AZD-5991 (10 µM) o S63845 (10 µM) 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 análisis estadístico 
ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples. Los símbolos ΔΔ (p < 
0.01); ΔΔΔ (p < 0.001); ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de 
BMDM tratadas durante 3 h y 24 h mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test 
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esplenocitos fueron co-cultivados con explantes infectados de ratones (A) C57BL/6 o (B) BALB/c. 
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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 µM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (250 nM) durante 24 h. Cada 
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tratadas con LCL161 (1 µM), 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 
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inductores de apoptosis extrínseca. 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 µM), 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones 
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FIGURA 82 | Análisis del efecto de la radiación UV en la apoptosis de macrófagos RAW 264.7. 
A) Evaluación de la apoptosis por citometría de flujo mediante la tinción con Annexin V-FITC/IP. En 
la parte superior del panel se representan las gráficas (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 gráficas representativas tras la tinción con Annexin V-FITC/IP de 
macrófagos RAW 264.7, infectados o no infectados, cultivados durante 4 y 24 h tras el tratamiento 
con diferentes energías de irradiación (mJ/cm2), incluyendo el porcentaje de células apoptóticas 
tardías (cuadrante superior derecho). B) Apoptosis tardía (Media ± SD) obtenida en macrófagos 
RAW 264.7 infectados con L. infantum 2713 HASPB:OVA tras 4 h post-tratamiento con energías 
crecientes de UV (mJ/cm2). C) Apoptosis tardía (Media ± SD) obtenidos en macrófagos RAW 264.7 
no infectados, tras 4 y 24 h post-tratamiento con energías crecientes de radiación UV (mJ/cm2). 
Como control positivo, se trató a las células con PFA al 3% durante 30 min en hielo. En la parte de 
abajo del panel, están representadas las gráficas de los dos valores de energía elegidos, 240 y 500 
mJ/cm2. 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 
análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los 
símbolos Δ, p < 0.1; ΔΔ, p < 0.01 resultan de comparar los porcentajes de apoptosis de RAW 264.7 
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el ensayo de dilución del CellTrace Yellow. Células OT-I co-cultivadas durante 48 h con DCs que 
habían 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 energías de 240 o 500 mJ/cm2 
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(0,5 µg/mL), y DCs cebadas con LPS (100 ng/mL) + SIINFEKL (2 µM). A) Histogramas 
representativos que muestran la dilución de CellTrace Yellow en células OT-I. B) Porcentajes de 
proliferación de células OT-I basados en la dilución 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 
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RESUMEN 

 

La leishmaniasis incluye un grupo de enfermedades tropicales desatendidas 

causadas por protozoos del género Leishmania. Este parásito intracelular ha desarrollado 

la capacidad de sobrevivir en el interior de las células inmunes del hospedador, evitando 

así su exposición al sistema inmune. Los tratamientos farmacológicos actuales presentan 

numerosos efectos adversos y son proclives a generar resistencias, por lo que urge la 

búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas. En los últimos años, la muerte celular 

inmunogénica (ICD) ha surgido como una terapia prometedora frente a ciertas 

enfermedades, entre las que destaca el cáncer. Basándonos en esta hipótesis, 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 parásitos intracelulares de Leishmania mediante la activación del sistema 

inmunitario. 

La apoptosis es una ruta celular programada dependiente de caspasas que 

produce la formación de cuerpos apoptóticos que engloban el contenido celular, sin 

provocar una respuesta inmunológica. La necroptosis presenta características 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. 

Basándonos en esto, hemos inducido distintos tipos de ICD en macrófagos murinos 

infectados con Leishmania infantum, por irradiación UV o mediante inhibidores de 

proteínas involucradas en estos procesos. Nuestros resultados mostraron que la viabilidad 

de los macrófagos a los que se les había inducido ICD era mayor en los que se 

encontraban infectados con respecto a las células no infectadas. Los patrones moleculares 

asociados a daño (DAMPs) generados por macrófagos a los que se les había 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 logró reducir la viabilidad de los amastigotes de los explantes infectados cuando las 

vías inducidas en macrófagos murinos eran la apoptosis intrínseca y la extrínseca. Sin 

embargo, el proceso necroptótico no generó ninguna respuesta frente a la infección. 

El proceso de presentación cruzada ha surgido como un mecanismo para combatir 

inmunológicamente tumores y patógenos intracelulares, como virus o parásitos. Sin 

embargo, se han descrito diversos mecanismos de evasión de la respuesta inmune por 

parte de Leishmania, entre los que destaca la alteración de la ruta de presentación cruzada 

antigénica. Con tal fin, se quiso evaluar el efecto de los DAMPs en la activación de las 

células dendríticas (DCs) involucradas en el proceso de presentación antigénica y en la 

proliferación de células T, mediante experimentos de presentación cruzada. Para ello, se 

crearon las cepas L. infantum 2713 HASPB:OVA y L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA, 



 
 

2 
 

las cuales expresan la proteína OVA anclada a la cara externa de su membrana 

plasmática. De esta forma, la estimulación de las DCs por parte de los DAMPs procedentes 

de células RAW 264.7 inducidas a ICD, junto con la presentación en moléculas MHC-I de 

antígenos de Leishmania procedentes de lisados de amastigotes de L. infantum 2713 

HASPB:OVA, y su co-cultivo con células T específicas de OVA (el hibridoma B3Z o células 

OT-I), proporciona un método de evaluación de la presentación cruzada al cuantificar la 

proliferación de células T. Con ello, obtuvimos que los DAMPs generados tras el 

tratamiento de las células con radiación UV y compuestos que inhiben proteínas 

antiapoptóticas implicadas en la ruta extrínseca de apoptosis eran capaces de promover 

un proceso de presentación cruzada antigénica. Tras la realización del fenotipado de 

bazos infectados con L. infantum 2713 HASPB:OVA, se comprobó que el parásito es capaz 

de infectar las distintas subpoblaciones de DCs y, además, modificar su frecuencia con 

respecto a bazos de ratones no infectados. 

 

 

Palabras clave: Leishmania; necroptosis; apoptosis intrínseca; apoptosis extrínseca; 

piroptosis; muerte celular inmunogénica (ICD); presentación cruzada antigénica; células 

dendríticas. 
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1.1. LEISHMANIASIS 

 

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida causada por un parásito 

protozoario intracelular perteneciente a más de veinte especies del género Leishmania. Estos 

parásitos 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 Organización 

Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis es una de las siete enfermedades tropicales más 

importantes y representa un serio problema de salud mundial, ya que se la considera 

endémica en más de noventa países de Asia, África, América Central y del Sur, sin olvidar su 

presencia en los países de Europa del Sur. La leishmaniasis es una enfermedad grave con 

un amplio espectro de manifestaciones clínicas 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 GÉNERO Leishmania 

Los parásitos del género Leishmania son protozoos que pertenecen a la clase 

Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae (FIGURA 1), y se han llegado a caracterizar más de 

veinte especies dentro de este género. 

 

FIGURA 1 | Esquema de la clasificación taxonómica jerárquica del género Leishmania. 
Información obtenida de la base de datos de Schoch et al., 2020. 

 

1.1.2. CICLO BIOLÓGICO DE Leishmania 

El ciclo biológico de Leishmania es digenético, empleando dos hospedadores: uno 

definitivo (un mamífero, humanos y cánidos, domésticos y silvestres) y un insecto vector 

(Sasidharan & Saudagar, 2021). Son parásitos intracelulares obligados que se transmiten a 
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través de, aproximadamente, setenta tipos diferentes de flebótomos 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, África y Europa del Sur) 

(FIGURA 2) (Torres-Guerrero et al., 2017; Mann et al., 2021). 

 

FIGURA 2 | Esquema de la clasificación taxonómica jerárquica de los géneros Phlebotomus y 
Lutzomyia. Información 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 procíclicos (formas unicelulares alargadas y móviles gracias a la existencia 

de un flagelo funcional) (FIGURA 3A). El flagelo no sólo da movilidad al parásito, sino que 

también le permite fijarse al intestino de la mosca. La forma procíclica 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 

transformándose en las formas leptomonadas. Finalmente, los leptomonas se transforman en 

promastigotes metacíclicos y se mueven desde el intestino hasta las glándulas 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 metacíclicos entran en el torrente sanguíneo del mamífero, reclutan neutrófilos 

y son fagocitados por éstos o por otras células del sistema inmune, como células dendríticas 

dérmicas y macrófagos residentes, los cuales comienzan un proceso fagocítico. Dentro del 

fagolisosoma de los macrófagos, los promastigotes se diferencian a amastigotes, y 

comienzan a multiplicarse. Cuando el macrófago se rompe, los amastigotes maduros se 

liberan al exterior celular y están listos para infectar otras células del sistema inmunitario del 

hospedador, generando las manifestaciones clínicas iniciales de la enfermedad. El ciclo 

biológico se completa cuando otro flebótomo succiona sangre de la persona infectada (Lodge 

& Descoteaux, 2008; Beattie & Kaye, 2011; Sasidharan & Saudagar, 2021). 
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FIGURA 3 | Representación esquemática de la arquitectura celular y subcelular de Leishmania. 
A) Promastigote. B) Amastigote intracelular. C) Amastigotes infectando la vacuola parasitófora dentro 
de un fagocito de mamífero (Aebischer & Mrva, 2016). 

 

 

FIGURA 4 | Ciclo biológico de parásitos de Leishmania. Cuando un flebótomo se encuentra infectado 
con promastigotes y pica a un hospedador mamífero, los promastigotes son liberados al torrente 
sanguíneo, donde son fagocitados por macrófagos. En el interior de estas células, los promastigotes se 
transforman en amastigotes, los cuales se multiplican hasta que el macrófago se rompe, son liberados 
de nuevo al torrente sanguíneo y pueden infectar otros macrófagos cercanos. Los amastigotes pueden 
ser tomados por otros flebótomos 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 glándulas 
salivares, ya listos para infectar un nuevo hospedador.  
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1.1.3. EPIDEMIOLOGÍA 

La leishmaniasis es una enfermedad con una distribución mundial, encontrándose en 

todos los continentes, excepto en Oceanía, afectando a más de ochenta y ocho países en 

todo el mundo (Torres-Guerrero et al., 2017; Volpedo et al., 2021). Es endémica en Asia, 

África, América y en la región Mediterránea (Torres-Guerrero et al., 2017). Entre 12 y 25 

millones de personas en el mundo están infectadas, 350 millones se encuentran en riesgo de 

adquirir la enfermedad al encontrarse en regiones endémicas de leishmaniasis, estimándose 

que cada año hay entre 700.000 y 1 millón de nuevos casos (Torres-Guerrero et al., 2017; 

WHO, 2021). Los factores de riesgo para la leishmaniasis incluyen la pobreza, la migración, 

la malnutrición, 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 más grave, ya que casi siempre es mortal si no se administra 

tratamiento; leishmaniasis cutánea, siendo ésta la más común, caracterizada por causar 

úlceras en la piel; y leishmaniasis mucocutánea, 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 más grave de leishmaniasis, 

donde los órganos internos, como el timo, bazo, hígado y la médula ósea, aparecen dañados 

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 años 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 

disminución significativa en comparación con estimaciones previas que estaban en torno a 

400,000 casos (CDC, 2020). Más de 600,000 personas se encuentran en riesgo de adquirir 

esta enfermedad, la cual provocó 5,710 muertes en 2019 (DNDi, 2021b). Según la OMS, más 

de un 95% de los casos fueron reportados en Brasil, China, Etiopía, India, Kenia, Somalia y 

Sudán (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 Asiático, en particular India, Bangladesh y 

Nepal, y África oriental, especialmente Sudán, Etiopía, Kenia y Somalia (Burza et al., 2018; 

van Griensven & Diro, 2019; Pacheco-Fernández et al., 2021). Para la supervivencia de L. 

donovani, el reservorio es el humano infectado, por lo que en la región asiática y africana la 

transmisión ocurre antroponóticamente (Pace, 2014; Safavi et al., 2021). Por su parte L. 

infantum causa LV en el área mediterránea, Oriente Medio, Afganistán, Irán, Pakistán y Brasil 

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

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

 

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

 

Los síntomas clínicos de la LV incluyen fiebre, pérdida de peso, anemia, hiper-

gammaglobulinemia, pancitopenia, elevación de las enzimas hepáticas, 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 mayoría de los casos son asintomáticos en las fases iniciales de la infección, los 

síntomas se pueden desarrollar varios años después, debido al desarrollo de 

inmunodeficiencia de los pacientes (Ready, 2014; Aronson et al., 2017; Kimberlin et al., 2018). 

Los niños presentan un mayor riesgo de desarrollar LV debido a la inmadurez de su sistema 

inmunitario por la falta de exposición al patógeno (Kimberlin et al., 2018). Entre las 

complicaciones de la enfermedad, señalamos la coagulación intravascular diseminada (DIC) 

y la linfohistiocitosis hemofagocítica (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 condición relacionada con la activación incontrolada de linfocitos T citotóxicos 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 máculas, maculopápulas 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 conexión con el tratamiento parece deberse a una patogénesis inmunológica ya que, 

durante la LV, las células mononucleares de la sangre periférica no producen interferón 
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gamma (IFNγ), pero comienzan a liberarlo tras el tratamiento, causando una inflamación en 

la piel que resulta en las lesiones características (Zijlstra et al., 2020). Estudios recientes 

asocian PKDL con una respuesta inmune de tipo Th1, especialmente por la producción de 

IFNγ, 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 disfunción 

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

 

1.1.3.2. Leishmaniasis cutánea (LC) 

Es la forma más común de leishmaniasis. A diferencia de la LV, es más leve y, por lo 

general, se cura por sí sola. Esta enfermedad es endémica en 90 países, presentando un 

rango de incidencia entre 600,000 a 1 millón de casos por año, aunque solo 200,000 casos 

son notificados (DNDi, 2021a). Cerca del 95% de los casos ocurren en América, la cuenca 

Mediterránea, Oriente Medio y Asia Central (FIGURA 6) (WHO, 2021), concretamente en 

Afganistán, Pakistán, Siria, Arabia Saudí, Argelia, Irán, Brasil y Perú (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). 

 

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

 

La LC puede ser tanto antroponótica (L. tropica) como zoonótica (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 áreas boscosas son factores de riesgo para la 

transmisión 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 

cosmética, estigmatización social y efectos psicológicos (Yanik et al., 2004; Bennis et al., 

2017). Las manifestaciones clínicas incluyen úlceras crónicas en el lugar de la picadura, 

dejando cicatrices de por vida. Esto es debido a que las pápulas aumentan de tamaño creando 

nódulos que se ulceran lentamente durante los siguientes meses de infección (Fikre et al., 

2017). La gravedad de la enfermedad y la capacidad curativa dependerá de la especie de 

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

 

1.1.3.3. Leishmaniasis mucocutánea (LMC) 

Es una variante rara y grave de LC causada por L. braziliensis, L. amazonensis y L. 

mexicana en el Nuevo Mundo. Más del 90% de los casos se dan en Bolivia, Brasil, Etiopía y 

el Perú (WHO, 2021; Gupta et al., 2022). La LMC se caracteriza por lesiones ulcerosas en las 

mucosas, provocando una destrucción parcial o total de las mismas y del cartílago 

orofaríngeo, labios y paladar, afectando ocasionalmente a la laringe y provocando neumonía 

(Burza et al., 2018; Abadías-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 años 

atrás (Marsden, 1986; Bennis et al., 2017; Zijlstra et al., 2020). Estos síntomas se pueden 

atribuir a una fuerte respuesta inmunopatológica del hospedador, que produce la destrucción 

de sus propios tejidos (Cincurá et al., 2017; Gupta et al., 2022). El tratamiento es esencial 

para controlar la infección (Abadías-Granado et al., 2021). 

 

1.2. TRATAMIENTOS FRENTE Leishmania 

 

Actualmente, el tratamiento más efectivo contra la leishmaniasis se basa en fármacos 

antimoniales. Se ha observado un rechazo del tratamiento por parte de la población, debido 

a su alta toxicidad y efectos secundarios. Estos factores reducen la adherencia al tratamiento, 

generándose así cepas resistentes del parásito (Imbert et al., 2014; Rezvan et al., 2014; Roatt 

et al., 2020). La formulación de la anfotericina B desoxicolato en liposomas ha reducido estos 

efectos secundarios, sin embargo, su elevado coste y la falta de recursos en los países 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 fármacos, como la miltefosina, inducen 

rápidamente resistencias, y la respuesta a este tratamiento varía en función de la especie del 

parásito 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 vacunación con 
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inmunidad duradera es el objetivo fundamental para el control de la leishmaniasis. Además, 

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 (SbV) 

Estos compuestos se han empleado durante casi siete décadas como el tratamiento de 

primera línea frente a la leishmaniasis. Las dos formulaciones principales son antimoniato de 

meglumina (MA) y estibogluconato de sodio (SSG) (FIGURA 7). Los derivados del SbV se 

comportan como porfármacos que tienen que reducirse dentro del organismo a su forma 

activa (SbIII), la cual presenta una alta afinidad hacia ligandos que contienen nitrógeno y 

grupos sulfhidrilo (Frézard et al., 2009). Aunque son efectivos, el uso de estos compuestos 

está limitado por el requerimiento de una administración parenteral diaria, alta toxicidad y 

efectos secundarios. Para el tratamiento de la LC, los SbV se administran mediante infiltración 

intralesional. Los efectos secundarios incluyen irritación local, alteraciones hepáticas y 

cardiacas, anorexia, náuseas y vómitos (Sundar & Chakravarty, 2015). Con la aparición de 

resistencias, ha surgido una nueva estrategia de tratamiento que consiste en la combinación 

de fármacos. En el este de África, la combinación de SSG y paromomicina ha sido empleada 

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

 

FIGURA 7 | Estructura química de los derivados de SbV (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 fármaco es un macrólido poliénico con actividad antifúngica 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 línea para la LV. Este 

compuesto se une a los esteroles presentes en la membrana plasmática de los parásitos, más 

eficazmente al ergosterol, formando canales iónicos 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 única formulación aprobada por la FDA (del inglés, Food 

and Drug Administration) (Sundar et al., 2007b). 

 

FIGURA 8 | Estructura química de la anfotericina B (Angiolella et al., 2017). 

 

1.2.1.3. Miltefosina 

Este fármaco ha sido empleado como antineoplásico, hasta que en la década de 1980 

fue identificado como una nueva terapia frente la leishmaniasis, siendo el único 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 acción consiste en 

alterar las rutas de señalización células y la síntesis de la membrana celular, provocando un 

proceso apoptótico (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 

combinación con otros fármacos (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). 

 

FIGURA 9 | Estructura química de la Miltefosina (Saint-Pierre-Chazalet et al., 2009). 

 

1.2.1.4. Paromomicina 

Es un antibiótico aminoglicósido que interfiere en la síntesis proteica e inhibe la 

respiración mitocondrial, pero además se ha demostrado que es un agente leishmanicida 

efectivo. La paromomicina (FIGURA 10) es administrado de manera tópica y sistémica, 

dependiendo de las especies etiológicas o las características de la lesión (Sundar & 

Chakravarty, 2008; Jhingran et al., 2009). La paromomicina ha mostrado una baja efectividad 

como monoterapia, por lo que se suele emplear en combinación con otros fármacos (Hailu et 



INTRODUCCIÓN 1.2. Tratamientos frente Leishmania 

13 
 

al., 2010; Musa et al., 2012). Presenta efectos secundarios, entre los que se incluyen dolor y 

quemazón en la zona de aplicación, hepatotoxicidad y ototoxicidad (Sundar et al., 2007a). 

 

FIGURA 10 | Estructura química de la Paromomicina (Carneiro et al., 2010). 

 

1.2.2. VACUNAS frente Leishmania 

El estado de la quimioterapia frente Leishmania está fuertemente comprometido por 

la aparición de fenotipos resistentes a los fármacos. Por ello, otra de las estrategias de 

tratamiento de la leishmaniasis se basa en el desarrollo de vacunas (FIGURA 11). 

 

FIGURA 11 | Estrategias de vacunación 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 parásitos muertos o vivos 
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atenuados, proteínas recombinantes o vacunas de ADN, con el objetivo de generar una 

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

 

1.2.2.1. Vacunas de primera generación 

Utilizan antígenos procedentes de Leishmania, tanto en forma de parásitos muertos o 

vivos atenuados (Volpedo et al., 2021). Este tipo de vacunas son las únicas vacunas 

candidatas que han progresado para la evaluación en un ensayo clínico de Fase III (Vélez et 

al., 2000). En 1939, se desarrolló una vacuna que consistía en parásitos completos muertos 

de Leishmania, pero no proporcionaba la suficiente protección frente al parásito, suponiendo 

que no era una buena vacuna candidata (Noazin et al., 2008). La leishmanización (FIGURA 

12), que consiste en la inoculación de parásitos 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 día, es el único 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 

leishmanización sugiere que una amplia variedad de antígenos de Leishmania, así como la 

persistencia de bajos niveles de parásitos, podría ser necesaria para proporcionar una 

inmunidad de larga duración y una alta efectividad de la vacuna (Saljoughian et al., 2014; 

Mendonça, 2016). 

El siguiente paso fue generar vacunas con parásitos vivos atenuados (FIGURA 12), 

con el fin de crear inmunidad a largo plazo, pero con menos efectos secundarios. Éstos son 

capaces de inducir una respuesta inmune, como si se tratase de una infección natural, pero 

sin el riesgo de producir la enfermedad, ya que el parásito es liberado y procesado de la 

misma manera que en la ruta de infección natural, y todos los antígenos del parásito se 

expresan para su presentación antigénica al sistema inmune del hospedador. Esto supone el 

desarrollo de células efectoras específicas de antígeno y una inmunidad protectora a largo 

plazo contra la reinfección (Pandey et al., 2020). Los primeros procesos se fundaban en la 

atenuación del parásito mediante cultivos prolongados in vitro (Mitchell et al., 1984), cultivos 

sometidos a presión farmacológica (Daneshvar et al., 2003), radiaciones gamma (Rivier et al., 

1993), temperaturas extremas (Gorczynski, 1985) o mutagénesis química (Kimsey et al., 

1993). Estos parásitos atenuados, a pesar de ser menos virulentos, no eran lo suficientemente 

seguros ya que cabía la posibilidad de que los parásitos revirtieran a una forma virulenta 

(Coutinho De Oliveira et al., 2020). 
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FIGURA 12 | Estrategias de vacunación. 1) Leishmanización. Promastigotes vivos causan lesiones en 
la piel. 2) Parásitos vivos atenuados son inyectados intradérmicamente a través de la piel, sin generar 
riesgo de infección ni lesiones en la piel. 3) Los promastigotes se transforman en amastigotes y son 
internalizados por células dendríticas (DCs), las cuales viajan a los ganglios linfáticos para realizar la 
presentación antigénica a las células T. 4) Diferentes poblaciones de células T efectoras y de memoria 
generadas tras la presentación antigénica. 5) Debida a la baja parasitemia, estas poblaciones de células 
T persisten en el cuerpo, proporcionando protección a largo plazo contra la picadura del vector que 
contiene parásitos de Leishmania virulentos. Imagen modificada de (Pacheco-Fernandez et al., 2021). 

 

1.2.2.2. Vacunas de segunda generación 

Se basan en la atenuación genética de los parásitos, eliminando la presencia de factores 

de virulencia o proteínas 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 parásitos vivos avirulentos, como L. tarentolae (Breton et al., 2005), suponiendo 

una opción más segura, pudiendo albergar en su genoma antígenos candidatos mediante 

manipulación genética, y creando un gran potencial para controlar a Leishmania como 

parásito intracelular (Mizbani et al., 2009; Saljoughian et al., 2013). Las vacunas de segunda 

generación también se centran en los antígenos del patógeno, incluyendo fracciones de 

proteínas purificadas, proteínas recombinantes o sintéticas, o virus y bacterias recombinantes 

que contienen la información genética del antígeno (Nagill & Kaur, 2011). Varias vacunas de 

segunda generación han inducido protección en un proceso de reinfección, siendo más 

eficaces que sus predecesoras procedentes de parásitos muertos. LEISH-F1 fue la primera 

vacuna que progresó a ensayos clínicos, donde mostró seguridad e inmunogenicidad frente 

L. major y L. infantum (Gillespie et al., 2016). Sin embargo, las vacunas basadas en proteínas 

puras producían una respuesta inmune celular débil, por lo que se requería el uso de 

adyuvantes y dosis múltiples para mejorar su eficacia (Raman et al., 2012). Sin embargo, 

presentaban la ventaja de no contener parásitos vivos, por lo que no suponían riesgo de 

infección y eran adecuados para individuos inmunocomprometidos (Volpedo et al., 2021). 
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1.2.2.3. Vacunas de tercera generación 

Son aquellas basadas en la administración de ADN o ARNm, que codifique para ciertas 

proteínas de interés de Leishmania y generar así una respuesta inmune frente a ellas 

(Domínguez-Bernal et al., 2015). La primera vacuna de tercera generación desarrollada 

consistía en un gen que codificaba para la proteína gp63 capaz de inducir una respuesta 

inmune de tipo Th1 y proteger frente la infección 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 producción, su estabilidad y su seguridad, así como la posibilidad de fusionar 

múltiples genes de antígenos en un solo plásmido. La expresión del antígeno codificado 

ocurre después de varios días, permitiendo la inducción 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 clínica (Hobernik & 

Bros, 2018). 

En los últimos años, ciertos estudios se han centrado en las vacunas basadas en células 

dendríticas (DCs). Éstas poseen un fuerte potencial como tratamiento frente a patógenos, e 

incluso cáncer, ya que dirigir los antígenos de la vacuna a las DCs ha demostrado ser una 

forma eficaz de inducir linfocitos T citotóxicos 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 antígenos para presentárselos a las células T e inducir una respuesta inmune. 

De esta forma, las DCs pueden estimular la producción de altas cantidades de citoquinas 

proinflamatorias, como IL-12 e IFN-γ, con el fin de desarrollar una respuesta inflamatoria del 

tipo Th1, la cual tiene un efecto preventivo en la progresión de la infección por Leishmania 

(Bagirova et al., 2016). Asimismo, existe una urgente necesidad de explotar la ruta de 

presentación antigénica exclusiva presente en DCs, conocida como presentación cruzada, 

como mecanismo de desarrollar vacunas de células T contra enfermedades infecciosas y 

cáncer (Fehres et al., 2014). 

 

FIGURA 13 | Dogma central de la vacunación. Las células T protectoras del huésped generadas en 
el proceso de inmunización crean un estado de protección del hospedador frente al desarrollo de 
enfermedades tras la exposición al patógeno (Zutshi et al., 2019).  
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En los últimos años, la muerte celular inmunogénica (ICD) se ha empleado como una 

terapia potencial frente al cáncer, debido a su capacidad para activar el sistema inmunológico 

basada en la presentación antigénica. La participación 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 activación de las DCs en el microambiente tumoral (Lamberti et al., 2020). Apoyándonos 

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 activación de DCs contra el parásito 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 infección, y tras la inoculación de los promastigotes 

por parte del vector, los parásitos comienzan inmediatamente su batalla para sobrevivir frente 

a las defensas del hospedador por medio de su interacción con los componentes del sistema 

inmune innato. Los parásitos de Leishmania entran en contacto con un amplio rango de 

poblaciones de células fagocíticas, entre las que se incluyen neutrófilos, DCs, y monocitos. 

Las primeras células fagocíticas reclutadas en el sitio de la infección son neutrófilos y 

macrófagos (Courret et al., 2002), sin embargo, la célula hospedadora de elección por parte 

de Leishmania es el macrófago. Estas células fagocitan los promastigotes liberados por el 

vector y facilitan su diferenciación en amastigotes, así como su replicación dentro de los 

fagolisosomas (Real et al., 2014). Los parásitos son capaces de sobrevivir y replicarse en el 

interior de los macrófagos al manipular su actividad antimicrobiana (Arango Duque & 

Descoteaux, 2015). Asimismo, bloquean la apoptosis de la célula infectada para permitir la 

dispersión de amastigotes a células nuevas a través de extrusiones en la membrana, las 

cuales atraen y son internalizadas por macrófagos cercanos no infectados (Real et al., 2014). 

Esta colonización de los macrófagos ocurre más fuertemente en médula ósea, bazo, hígado 

y ganglios linfáticos 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 eliminación de parásitos por parte de los macrófagos depende de la activación 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 liberación de 

quimiocinas y citocinas necesarias para activar las células T. Gracias a la presentación de 

antígenos por parte de los macrófagos infectados, las células T CD4+ se diferencian hacia un 
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perfil Th1, liberando IFN-γ, el cual activa a los macrófagos para que produzcan especies 

reactivas de oxígeno (ROS), óxido nítrico (NO) y aumenten la fusión de los fagolisosomas, 

para llevar a cabo los mecanismos de defensa contra el parásito (Muller et al., 1989; Qadoumi 

et al., 2002; Glennie et al., 2017; Elmahallawy et al., 2021). Por el contrario, la respuesta 

inmune Th2 está caracterizada por la liberación de IL-4, IL-13 y la producción de anticuerpos, 

pudiendo ser contraproducente para la eliminación de los parásitos responsables de la LC 

(Gabriel et al., 2019; Bhor et al., 2021). Sin embargo, la producción de IL-4 puede ser 

requerida en la eliminación de la infección 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 eliminación de los parásitos, ya que Leishmania se esconde en el interior de los 

fagolisosomas, protegiéndose así 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 parásito 

(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 transmisión (FIGURA 14). 

 

FIGURA 14 | Impacto de la infección por Leishmania en las células del sistema inmune (Costa-
Da-silva et al., 2022).  
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1.3.1. Neutrófilos 

Los neutrófilos son las primeras células inmunitarias reclutadas en el lugar de la infección 

ya que pueden contribuir a la eliminación de los parásitos gracias a un estallido oxidativo y a 

la secreción de gránulos citotóxicos (Ribeiro-Gomes & Sacks, 2012, Kolaczkowska & Kubes, 

2013). Por otro lado, los neutrófilos se encargan de producir ciertas citoquinas y quimiocinas, 

la liberación de defensinas, la activación de diferentes tipos de células del sistema inmune, 

como las DCs, la regulación de la proliferación de las células T, el cambio de clase de las 

células B, la producción 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). 

 

FIGURA 15 | Actividad pro- o anti-inflamatoria de los neutrófilos. Entre sus funciones destacan: la 
liberación de citoquinas proinflamatorias, quimiocinas, NETs, liberación de ROS, presentación de 
antígenos y supresión de la respuesta inmune. Imagen modificada de Chan et al., 2022. 

 

Sin embargo, aunque los neutrófilos puedan servir para la eliminación de los parásitos 

pueden también ayudar a su dispersión y replicación (Regli et al., 2017). La liberación de la 

quimiocina CCL3 por parte de los neutrófilos permite reclutar otras células del sistema 

inmune, las cuales servirán como nuevas células hospedadoras de los parásitos, facilitándose 

su dispersión (Charmoy et al., 2010). Los neutrófilos pueden influir en el desarrollo de una 

respuesta protectora del tipo Th1 frente Leishmania mediante la liberación de IL-12 (Charmoy 

et al., 2007; Hurrell et al., 2016), que es la principal citoquina encargada de la polarización de 

las células T CD4 hacia un perfil Th1, generándose así IFN-γ (Heinzel et al., 1989). Sin 

embargo, el vector puede liberar PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patógenos) en 

el momento de la inoculación de los promastigotes, e incluso liberar moléculas (existe un 

papel importante de la saliva del flebótomo) que puedan tener efectos inmunomoduladores 

en la defensa del hospedador (Oliveira et al., 2013). 
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Otro de los mecanismos de los neutrófilos para acabar con los parásitos es la liberación 

de NETs (del inglés, Neutrophil Extracellular Traps) que consisten en una mezcla de proteínas 

y cromatina responsables de la formación de unas fibras extracelulares capaces de matar al 

parásito. Sin embargo, L. donovani es capaz de neutralizar su acción mediante el LPG 

(lipofosfoglicano) de la superficie del promastigote, o mediante la liberación de exonucleasas 

(Gabriel et al., 2010). Leishmania también es capaz de inhibir el estallido oxidativo llevado a 

cabo por los neutrófilos una vez que han sido fagocitados. Esto es debido a que el LPG inhibe 

la maduración de los fagosomas (Gueirard et al., 2008). Otro de los mecanismos llevados a 

cabo por Leishmania para promover su infección es el aumento de la vida media de los 

neutrófilos, aumentando la expresión de proteínas anti-apoptóticas, como BCL-2 (Sarkar et 

al., 2013). 

 

1.3.2. Macrófagos 

Los macrófagos son las principales células hospedadoras de Leishmania y las principales 

células efectoras para su eliminación. Hay dos fenotipos de macrófagos: el fenotipo M1 que 

es un subtipo pro-inflamatorio con propiedades antimicrobianas, y el fenotipo M2, asociado 

con la reparación de tejidos y la resolución de la inflamación. La diferenciación hacia el perfil 

M1 está mediado por los productos procedentes de las células Th1 y NK, mientras que la 

diferenciación hacia M2 depende de las citoquinas liberadas por las células Th2 (FIGURA 16). 

Los macrófagos M1 frenan la progresión de la enfermedad provocada por Leishmania, 

mientras que la polarización hacia M2 revierte los mecanismos microbicidas y la respuesta 

inmune, contribuyendo a la proliferación del parásito (Sarantis & Grinstein, 2012; Tomiotto-

Pellissier et al., 2018; Loría-Cervera & Andrade-Narvaez, 2020). El equilibrio entre un fenotipo 

M1 o M2 en las primeras etapas de la infección es clave para el desarrollo de la enfermedad 

(Mills, 2015; Tomiotto-Pellissier et al., 2018). 

La vía clásica que conduce hacia la activación de los macrófagos M1 implica al IFN-γ y 

otras citoquinas inflamatorias, como IL-1 (Interleucina-1), TNF-α (del inglés, Tumor Necrosis 

Factor-α), IFN-α (Interferón-α) e INF-β. Estas moléculas se encargan de estimular a los 

macrófagos para que produzcan ROS y RNS (del inglés, Reactive Nitrogen Species), como 

NO, a partir de arginina. Sin embargo, el parásito 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 macrófagos 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 

biosíntesis de poliaminas, las cuales favorecen la supervivencia de los parásitos en el interior 

de los macrófagos al aumentar la expresión de la arginasa (Kropf et al., 2005; Balaña-Fouce 

et al., 2012; Pessenda & da Silva, 2020). 
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FIGURA 16 | Polarización de los macrófagos hacia el perfil M1 y M2 en la infección por Leishmania 
y su implicación en la patogénesis de la enfermedad. La vía clásica de polarización de los macrófagos 
se produce en presencia de IFN-γ, generándose macrófagos con fenotipo M1, los cuales son capaces 
de producir citoquinas pro-inflamatorias, ROS y RNS que promueven la eliminación de Leishmania. La 
vía alternativa de polarización de los macrófagos se produce en presencia de IL-4 e IL-13, generándose 
macrófagos con fenotipo M2 anti-inflamatorio, los cuales permiten la supervivencia de los amastigotes 
(Zutshi et al., 2019). 

 

Los macrófagos se infectan directamente con parásitos liberados del interior de los 

neutrófilos o por fagocitar a neutrófilos apoptóticos infectados (Peters et al., 2008). Estos 

neutrófilos apoptóticos también podrían estar actuando como “caballos de Troya” para 

transferir los parásitos a los macrófagos, promoviendo la producción de TGF-β (del inglés, 

Transforming Growth Factor-β) e IL-10, ayudando a establecerse la infección (Laskay et al., 

2003; van Zandbergen et al., 2004; Gueirard et al., 2008). La exposición de fosfolípidos 

análogos a la fosfatidilserina, una de las clásicas señales “cómeme” empleadas por células 

apoptóticas, es otro de los mecanismos llevados a cabo por Leishmania para favorecer su 

dispersión, siendo fagocitados de una manera “silenciosa” (Weingärtner et al., 2012). Una vez 

en el interior de los macrófagos, los amastigotes se multiplican y son capaces de interferir en 

el proceso de maduración de los fagosomas, y neutralizar la acción de ROS y enzimas 

lisosómicas del ambiente ácido del interior de los fagolisosomas (Wilson et al., 2005; De 

Menezes et al., 2016). De esta manera, Leishmania impide que los macrófagos actúen como 

células presentadoras de antígeno, alterando la respuesta inmune adaptativa (De Menezes 

et al., 2016). 

Leishmania también es capaz de suprimir la generación de ROS mitocondriales 

(FIGURA 17), aumentando la expresión de UCP2 (del inglés, Uncoupling Protein 2), 

encargada de regular negativamente la formación de ROS mitocondriales (Basu Ball et al., 

2011; Toda & Diano, 2014). Asimismo, Leishmania aumenta la expresión de genes 
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antioxidantes del hospedador, como los que codifican las enzimas hemo oxidasa 1 (HO-1) y 

superóxido dismutasa 1 (SOD-1) (Khouri et al., 2009). Para suprimir la producción de NO, el 

parásito utiliza las proteínas tirosín-fosfatasas (PTP) del hospedador, como SHP-1 (del inglés, 

Src-Homology 2 domain containing Phosphatase-1), por medio de los factores de virulencia 

EF-1α y GP63. Gracias a la sobreexpresión de SHP-1, se bloquea la activación de JNK (del 

inglés, c-Jun N-terminal Kinases) y ERK (del inglés, Extracelular Regulated protein Kinase), 

implicadas en la producción de NO (Khouili et al., 2020). SHP-1 también es capaz de bloquear 

la ruta de MyD88, inhibiendo así la expresión de genes inflamatorios a través de NF-κB (del 

inglés, Nucleo Factor-κB), 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 parásito es 

capaz de aumentar la actividad arginasa del hospedador (FIGURA 17), favoreciendo así la 

síntesis de poliaminas y disminuyendo la producción de NO, el cual se produce también a 

partir de la arginina mediante la enzima óxido nítrico sintasa 2 (NOSII) (Rogers et al., 2009; 

Pessenda & da Silva, 2020). Otra manera de evasión es la producción de antioxidantes, como 

el tripanotión, que neutraliza ROS, permitiendo a los amastigotes sobrevivir dentro de los 

fagolisosomas (Colotti & Ilari, 2011). 

 

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

 

Para una correcta eliminación de Leishmania, se requiere de células efectoras 

productoras de INF-γ, que elaboren una respuesta inmune proinflamatoria de tipo Th1 

(Bajénoff et al., 2006). Asimismo, la citoquina inflamatoria TNF-α también podría activar los 

macrófagos infectados de una manera autocrina, produciendo NO (Bronte & Zanovello, 2005). 

Sin embargo, se ha observado que Leishmania podría actuar promoviendo la diferenciación 

de los macrófagos hacia un perfil anti-inflamatorio (Ruhland & Kima, 2009). La infección de 
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los macrófagos por Leishmania aumenta la producción de citoquinas inmunorreguladoras, 

como IL-10 y TFG-β, las cuales desactivan las funciones de los macrófagos (von der Weid et 

al., 1996; Kane & Mosser, 2000; Pessenda & da Silva, 2020). Leishmania inhibe la liberación 

de IL-12 por parte de los macrófagos inflamatorios (Von Stebut et al., 1998), e impide la 

activación de los linfocitos T CD4 vírgenes y la estimulación de los linfocitos T CD4 específicos 

de antígeno (Kima et al., 1996). Esto puede ser debido a que Leishmania puede interferir en 

la señalización por TLRs (del inglés, Toll-Like Receptors), impidiendo la liberación de IL-12 e 

incrementando la producción de IL-10 (Chandra & Naik, 2008; Faria et al., 2012). Por otra 

parte, GP63 puede inhibir la respuesta inflamatoria de los macrófagos bloqueando la ruta de 

señalización mTOR, la cual regula el eje IL-12/IL-10 (Jaramillo et al., 2011; Cheekatla et al., 

2012). 

Además, Leishmania es capaz de aumentar la supervivencia de la célula 

hospedadora. L. donovani previene la ruta intrínseca de la apoptosis, aumentando la 

expresión de la proteína antiapoptótica MCL-1 e impidiendo la homodimerización de BAK y la 

liberación de citocromo c al citoplasma (Giri et al., 2016). Otro estudio reciente observó que 

el aumento de la expresión de BCL-2 inducido por L. donovani favorecía la supervivencia del 

parásito ya que, cuando BCL-2 se encontraba inhibida, se generaba un aumento de la 

eliminación de los parásitos mediado por NO (Pandey et al., 2016). Finalmente, se ha 

relacionado a GP63 en la degradación del complejo inflamasoma NLRP3, el cual es clave 

para destruir la carga parasitaria intracelular de amastigotes. De esta manera Leishmania 

previene la activación de IL-1β, tanto en infecciones humanas como en murinas (Guo et al., 

2015; Shio et al., 2015). 

 

1.3.3. Células dendríticas (DCs) 

Las DCs son una familia de células presentadoras de antígeno (APC) que residen en 

todos los tejidos periféricos en un estado inmaduro, capaces de captar antígenos y 

procesarlos. Tras el contacto con microorganismos, o sustancias asociadas con infección o 

inflamación, las DCs comienzan un proceso de maduración y migración hacia las áreas de 

células T existentes en los órganos linfoides. El proceso de maduración consiste en el 

aumento de la expresión del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo II (MHC-II), y de 

moléculas coestimuladoras, como CD40, CD80, CD86 y CD54; disminuir la capacidad de 

fagocitar antígenos; aumentar la secreción de citoquinas; y generar diferentes patrones de 

producción de citoquinas y de expresión de sus receptores (Moll, 2003; Sundquist et al., 

2004). En los órganos y ganglios linfoides, las DCs realizan una presentación antigénica a 

células T vírgenes y modulan sus respuestas mediante la secreción de citoquinas (Reis E 

Sousa, 2004; Bajénoff et al., 2006). Asimismo, las DCs activadas que llegan a los ganglios 

linfáticos, interactúan con neutrófilos residentes y éstos, a su vez, desencadenan una 

activación de las células NK, que generan citotoxicidad celular y producen IFN-γ (Bajénoff et 

al., 2006). 
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Dada la importancia de este tipo celular en esta tesis doctoral, esta sección será 

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 diferenciación altamente 

coordinado. Las células T expresan receptores de superficie exclusivos, denominados TCR 

(del inglés, T-Cell Receptor), que reconocen los antígenos cargados en las moléculas MHC 

presentes en la superficie de las APCs (FIGURA 18) (Jawed et al., 2019). 

 

FIGURA 18 | Interacción entre DCs y células T. Las DCs proporcionan tres señales clave para activar 
las células T vírgenes e iniciar la respuesta inmune adaptativa. Primeramente, los complejos MHC 
cargados con el antígeno son reconocidos por los TCRs de las células T. Una segunda señal 
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 señal inhibitoria para la 
activación de la célula T. Finalmente, una tercera señal que depende de las citoquinas liberadas por 
parte de las DCs, que inducirán el desarrollo hacia un fenotipo concreto de células T efectora. Imagen 
modificada de Filley & Dey, 2017. 

 

Las células T vírgenes comienzan a generar una red de vías de señalización 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 proliferación y diferenciación de células vírgenes en células efectoras 

específicas. La principal molécula coestimuladora presente en las células T es CD28, el cual 

se expresa en todas las células vírgenes. Los ligandos de CD28 son el CD80 y CD86, los 

cuales se localizan en las DCs y aumentan su expresión tras la activación de las DCs 

(Sansom, 2000; Greenwald et al., 2005; Luckheeram et al., 2012). Las moléculas CD80/CD86 

también pueden unirse a otra proteína presente en los linfocitos T, la proteína CTLA4, 

inhibiendo sus funciones efectoras (Filley & Dey, 2017). Esta estimulación inicial se ve 
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aumentada por la liberación de citoquinas paracrinas por parte de las APCs, como IL-12 o IFN 

de tipo I, y la señalización paracrina y autocrina de IL-2 (Díaz-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 diferenciación y división (Gett & Hodgkin, 2000). 

Las células T activadas se someten a una remodelación epigenética para permitir la 

transcripción 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 

proteínas del interior de los gránulos citotóxicos, la proteína formadora de poros o perforina y 

las proteasas denominadas granzimas, junto con citoquinas efectoras como TNF-α e IFN-γ 

(Brehm et al., 2005; Matsushita et al., 2015). TNF-α promueve la supervivencia y la 

proliferación de células T (Tam et al., 2019). IFN-γ presenta muchas funciones, entre las que 

se incluyen la inducción de IL-12 por las APCs, la mejora del proceso fagocítico y el 

reconocimiento de células T mediante la regulación positiva de MHC-I y II (Castro et al., 2018). 

Las células T efectoras tienen la capacidad de migrar desde órganos linfoides secundarios a 

áreas de inflamación, matar células diana, reprogramar células mieloides residentes en tejidos 

locales y producir mediadores quimiotácticos que reclutan más células T en un área de 

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

La secreción 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 I (Th1) o de Tipo II 

(Th2) (FIGURA 14) (Zhu & Paul, 2008; Luckheeram et al., 2012; Jawed et al., 2019). La 

diferenciación específica del linaje depende de las citoquinas del microambiente, así como de 

la concentración de antígenos, 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 activación de los 

macrófagos infectados, impidiendo el desarrollo de la infección (Sharma & Singh, 2009; Nylen 

& Gautam, 2010). Las células efectoras principales de la inmunidad Th1 son los macrófagos, 

células T CD8, células B productoras de IgG B y células T CD4 productoras de IFN-γ (Zhu & 

Paul, 2008; Sharma & Singh, 2009; Nylen & Gautam, 2010; Luckheeram et al., 2012). La 

diferenciación hacia la subpoblación de células Th1 se ve potenciada por la secreción de IL-

12 e IL-2, y se caracteriza por la liberación de citoquinas proinflamatorias como INF-γ y TNF-

α (Novais & Scott, 2015). Posteriormente, las células Th1 activan a los macrófagos infectados 

liberando TNF-α, 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 destrucción de parásitos 

extracelulares y secretan citoquinas antiinflamatorias, como IL-4, que se relacionan con la 

producción de anticuerpos y la curación de heridas provocadas por la infección (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 eosinófilos, basófilos, 

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 Th1 y 

favorecen la progresión de la infección por Leishmania (Belkaid et al., 2002a; Kropf et al., 

2005). 

En las últimas 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 antígenos propios (Pennock et al., 2013). 

Las células T CD8+ tienen un papel crucial en el desarrollo de la enfermedad y las 

manifestaciones clínicas causadas por Leishmania (Stäger & Rafati, 2012). El papel de las 

células T CD8 va a depender de la especie de Leishmania responsable de la infección, por lo 

que en algunos casos tendrán un papel protector, ayudando a la eliminación de los parásitos 

a través de la producción de IFN-γ (Stäger & Rafati, 2012; Kaushal et al., 2014), y en otros 

casos ayudarán a la diseminación de la infección, por la liberación de IL-10 (Joshi et al., 2009; 

Rossi & Fasel, 2018). En resumen, las células inmunes adaptativas juegan un papel doble 

durante la infección de Leishmania, pudiendo generar una respuesta inmune frente al 

parásito, ayudando a su eliminación, o pueden favorecer la progresión de la infección, 

participando en algunos casos en la patogénesis de la enfermedad. 

 

1.3.5. TLRS 

Las APCs son capaces de tomar antígenos 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 interacción entre el ligando y su receptor permite a 

las APCs reconocer un amplio rango de estímulos 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 ratón (TLR1-TLR9, TLR11 y TLR13) (TABLA 1) 

(Kawasaki & Kawai, 2014). Estos receptores se expresan, principalmente, en la membrana 

plasmática 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, 5 y 6), y TLRs localizados de endosomas (TLR3, 7, 8 y 9). Estos 
receptores forman homodímeros o heterodímeros y tienen sus respectivos ligandos para ser activados. 
Después de la unión del ligando a los TLRs, los TLR se dimerizan y experimentan un cambio 
conformacional para reclutar proteínas adaptadoras aguas abajo para mediar en las vías de señalización 
celular. Imagen tomada de Noh et al., 2020. 

 

Cuando el ligando se une, los TLRs sufren un proceso de dimerización que activa una 

serie de rutas celulares que finalizan con la transcripción de ciertos genes inflamatorios. Esto 

es gracias a la localización nuclear de NF-κB, que promueve la producción de citoquinas 

proinflamatorias e IFN de tipo I en macrófagos y DCs (Blasius & Beutler, 2010; Chauhan et 

al., 2017). NF-κB es un factor de transcripción que induce la expresión de varios genes pro-

inflamatorios, incluyendo citoquinas y quimiocinas. Asimismo, NF-κB es un factor clave para 

regular la supervivencia, activación y diferenciación 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 infección con Leishmania (Brubaker et al., 2015; Sacramento et al., 

2017). Varios estudios sugieren la implicación de varias moléculas de Leishmania en la 

activación de los TLRs, específicamente TLR2, TLR4 y TLR9 (Komai-Koma et al., 2014). El 

TLR2 es capaz de reconocer al LPG presente en la superficie del parásito (Becker et al., 

2003). La activación del TLR2 y del TLR9 parece contribuir a un estado de respuesta inmune 

de tipo Th1 ya que aumenta la expresión de MHC-II y CD86 en DCs, así como la secreción 

de IL-12 e IFN-γ 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 interactúa con el TLR2 para disminuir la expresión 

de TLR9 para favorecer su propia supervivencia (Srivastava et al., 2013; Weinkopff et al., 

2013). Sin embargo, la respuesta frente al parásito depende de la especie de Leishmania 

implicada. En el caso de L. major, L. mexicana y L. aethiopica, la señalización por medio de 

TLR2 aumenta la producción de ROS y NO, por lo que se genera una respuesta inmune 
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protectora frente al parásito (Becker et al., 2003; de Veer et al., 2003; Bhattacharya et al., 

2010). En cambio, la activación del TLR2 favorece la persistencia de la infección 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 activación de 

DCs, macrófagos, neutrófilos y células T CD8, favoreciendo la respuesta inmune del 

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

 

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

 

Por otro lado, TLR4 también es capaz de detectar el LPG del parásito y estimular una 

señalización intracelular inflamatoria, promoviendo su eliminación (Karmakar et al., 2012). La 

activación de TLR4 provoca la activación de una cascada de señales que incluye al complejo 

del señalosoma, constituido por MyD88, TRAF6, IRAK1/4 y ubiquitina-ligasas que, finalmente, 

culmina en la activación de la ruta del NF-κB (Wesche et al., 1997; Suzuki et al., 2002). Sin 

embargo, Leishmania es capaz de interrumpir el ensamblaje del señalosoma (Gupta et al., 

2014), y de inhibir la ruta del NF-κB mediante el aumento de expresión de la desubiquitinasa 

A20 (FIGURA 20), la cual desubiquitina a TRAF6 y dificulta su asociación con TAK1, 

bloqueando así la activación de NF-κB (Gupta et al., 2017; Srivastav et al., 2012). 
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FIGURA 20 | Inhibición de la ruta de señalización de NF-κB debido al aumento de la expresión de 
A20 provocada por Leishmania, disminuyendo el proceso inflamatorio y la producción de IL-1β. 
Imagen modificada de Gupta et al., 2017. 

 

Tras el reconocimiento de los ligandos de NLRs (del inglés, NOD-Like Receptor) y 

CLRs, la activación del inflamasoma, y la consiguiente producción de IL-1β, proporciona 

protección frente a la infección provocada por L. amazonensis y L. braziliensis (Lima-Junior 

et al., 2013). No obstante, L. donovani es capaz de suprimir la formación del inflamasoma 

NLRP3 al aumentar la expresión de A20, la cual inhibe la vía del NF-κB y la producción de 

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

 

1.4. CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

Las DCs son APCs profesionales, de las cuales depende la iniciación y la regulación 

de la respuesta inmune, actuando como puente entre la inmunidad innata y la inmunidad 

adaptativa. Entre sus funciones destacan: capturar antígenos, procesarlos y presentarlos a 

las células efectoras e iniciar la respuesta inmune. Son las únicas células capaces de educar 

a linfocitos T y B vírgenes, así como de regular la respuesta inmune adaptativa de una manera 

dependiente de antígeno. Su heterogeneidad supone una especialización funcional crítica 

para proteger al organismo de gran variedad de patógenos, proporcionando también 

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

Las DCs son una población 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 

Macrófagos), ya que era un elemento clave para la supervivencia y el correcto funcionamiento 

de las DCs. Se demostró que ratones deficientes en el receptor del GM-CSF (GMCSF-R) 

presentaban una reducción de hasta tres veces de DCs quiescentes, y la sobreexpresión de 

GM-CSF aumentaba su frecuencia en órganos linfoides (Vremec et al., 1997). El 

descubrimiento del efecto que tenía 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 ósea (Witmer-

Pack et al., 1987). 

 

FIGURA 21 | Esquema de la diferenciación de DCs a partir de células madre hematopoyéticas de 
médula ósea y un precursor mieloide común. 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. 

 

Años más tarde, se descubrió que la diferenciación de las DCs dependía, 

principalmente, de la citoquina Flt3L (del inglés, FMS-like tyrosine kinase 3 Ligand). Tanto es 

así, que ratones KO (del inglés, knock out) en el gen Flt3L (McKenna et al., 2000), o 

deficientes en el receptor Flt3R (Waskow et al., 2008), mostraban ausencia de poblaciones 

de ciertos subtipos de DCs. De forma similar, la administración de Flt3L exógeno 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-II (Steinman & Witmer, 

1978) y de la integrina de superficie celular CD11c (Metlay et al., 1990), y por no expresar los 

marcadores clásicos 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 

interactúa con su ligando (CD40L) presente en células T, activa la expresión de CD80 y CD86, 

produciendo un fenotipo maduro en las DCs que comienza a expresar la glicoproteína CD83, 

siendo ésta el marcador por excelencia de la maduración de las DCs (Li et al., 2019). Esto 

desencadena la liberación de citoquinas por parte de las DCs, provocando que las células T 

vírgenes se diferencien hacia un perfil efector u otro (Lechmann et al., 2002; O’Sullivan & 

Thomas, 2003). 

 

FIGURA 22 | Moléculas coestimuladoras y sus ligandos. La modulación de la activación de las 
células T está mediada por una interacción de diferentes moléculas coestimuladoras expresadas en 
DCs que tienen función inmunogénica o tolerogénica. La imagen muestra una descripción general de 
los receptores expresados en DC y sus ligandos de unión en las células T. Imagen modificada de Hubo 
et al., 2013. 

 

1.4.2. Tipos de DCs: 

Las DCs se clasificaron inicialmente en dos subgrupos basados en la expresión de 

los marcadores clásicos CD4 y CD8 de células T (Vremec et al., 2000; Shortman & Heath, 

2010). Posteriormente, se encontró una tercera subpoblación 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 subpoblación con funciones y fenotipo de DCs, pero con un 

origen embrionario y presentan la capacidad de proliferar por sí mismas, sin necesidad de 

estímulos 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 basándose en su localización corporal, su 

fenotipo de superficie celular y sus funciones. Por ello, las cDCs están diferenciadas en dos 

subpoblaciones: cDC1 y cDC2. 

 

A. cDC1: CD11c+MHCII+CD8α+CD103+ 

Estas células se las conoce como DC CD8+ residentes en órganos linfoides y representan 

un 20% de las DCs totales de bazo (Shortman & Heath, 2010). cDC1s tienen un papel 

importante en la inducción de respuestas inmunes frente infecciones por patógenos, 

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 único, 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 interacción entre cDC1 y 

células T CD8+ (Dorner et al., 2009; Crozat et al., 2010). Asimismo, expresan MHC II, CD11c, 

CD8α, CD103, CD36, CD24 y CADM1, pero no expresan CD11b ni SIRPα. La expresión de 

CD11c puede variar entre los diferentes tejidos y órganos (Guilliams et al., 2016). CD8α 

generalmente se expresa en DCs linfoides residentes, las cuales se localizan en bazo u otros 

órganos 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 linfáticos, 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) (Tibúrcio et al., 2019a), e IL-15, la principal citoquina necesaria 

para la activación 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 más 
característicos. A) cDC1. B) cDC2. C) pDC. 

 

La principal función de cDC1 es combatir microorganismos y tumores. Las cDC1 se 

encargan de reconocer PAMPs a través de los TLRs, generando un perfil inflamatorio 

característico 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 estimulación de los TLRs 9, 11 o 13, las 

cDC1 son las principales productoras de IL-12p70, citoquina responsable de la generación de 

una respuesta Th1 (Hochrein et al., 2001). Al expresar TLR4, pueden producir citoquinas 

inflamatorias en respuesta a su activación 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 crítico en el proceso de infección (Yarovinsky et al., 

2005). Las cDC1 expresan altos niveles de TLR3, produciendo IFN de tipo III (IFN-λ) tras su 

estimulación con el ligando sintético Poly I:C, o por la estimulación con su ligando natural, el 

ARN de doble cadena de origen vírico (Lauterbach et al., 2010). La liberación de IFN-λ es 

capaz de activar a pDCs, ya que son las células inmunes que presentan mayores niveles del 

receptor para IFN-λ, convirtiéndose así en las principales encargadas en combatir infecciones 

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

Las cDC1 son capaces de internalizar antígenos exógenos y procesarlos para 

presentarlos en las moléculas MHC-II 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 señales 

de supervivencia emitidas por parte de las cDC1 (Rizzitelli et al., 2006). Sin embargo, las 

cDC1 son conocidas por hacer presentación cruzada, presentando antígenos exógenos en 

moléculas MHC-I a células T CD8, tal y como veremos más adelante en el apartado 1.5.3. 

Esto es debido a que presentan una capacidad superior de toma de antígenos 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 actúa como receptor que une células muertas (Albert et al., 1998; Sancho et 

al., 2008, 2009; Cancel et al., 2019). En 2002, se estableció por primera vez que las cDC1 

presentaban esta vía única del MHC-I (Schulz & Reis E Sousa, 2002). Las cDC1 poseen una 

maquinaria específica que les permite hacer este tipo de presentación antigénica, llevando a 

cabo un correcto procesamiento de los antígenos y su correcta presentación a las células T 

CD8 (Delamarre et al., 2005). Esta maquinaria consiste, entre otras cosas, en un pH 

endosomal favorable que evita una proteólisis lisosomal excesiva de los antígenos, y altos 

niveles de proteínas Rab, implicadas en el tráfico de vesículas 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 activación tanto de linfocitos T CD8 como linfocitos T CD4, así 

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 tímicas están 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+Sirpα+ 

Las cDC2 representan un 80% de las DCs esplénicas (Shortman & Heath, 2010). Estas 

células se caracterizan por expresar altos niveles de MHC II, CD11c, CD11b y SIRPα 

(FIGURA 23B). En ocasiones pueden expresar marcadores adicionales como CD26, CD4, 

CD103 y CADM3, aunque la expresión de estos dos últimos es dependiente de tejido, 

expresándose en intestino y bazo, respectivamente (Lewis et al., 2011; Balan et al., 2019). 

SIRPα es el marcador más característico, encontrándose involucrado en la activación y la 

migración de las DCs (Liu et al., 2016a; Balan et al., 2019). La diferenciación de cDC2 

depende del receptor Notch 2 (Balan et al., 2019). 

Las cDC2 expresan una variedad de sensores citosólicos de ácidos nucleicos (RIG-I, 

MDA-5) y receptores de tipo Nod (NOD1, NLRX1), que les permiten detectar ácidos nucleicos 

en el citoplasma y desencadenar una respuesta inflamatoria (Macri et al., 2018). Las cDC2 

tienen un perfil específico de expresión de TLRs dependiendo de las localizaciones 

anatómicas. Cabe destacar que las cDC2 son el único 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 señales 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, 

así como IFN de tipo I, particularmente IFN-α, y TNF-α (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 quimioatracción (Proietto et al., 2004). También son inductoras de la respuesta inmune 

mediada por Th17, así como de la regulación de la inducción de las células T (Balan et al., 

2019). Las cDC2 del timo contribuyen a la deleción de las células T CD4 autorreactivas 

(Proietto et al., 2008). 

Las cDC2 son capaces de presentar antígenos a células T CD4 y promover su activación. 

Son eficientes en la presentación de antígenos solubles y péptidos largos, pero son menos 

eficientes en la presentación de antígenos 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 población total de DCs. Se 

caracterizan por tener una morfología de célula secretora, ya que disponen de altos niveles 

de retículo endoplásmico rugoso, y no presentan la forma estrellada característica del resto 

de DCs. Se diferencian en dos grupos en función de su expresión 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 activación de TLRs (O’Keeffe et 

al., 2002). Las pDC expresan altas cantidades de moléculas MHC II, 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 

regulación de la producción de IFN de tipo I (Blasius et al., 2006). CD317 es una proteína 

integral de membrana que ha sido asociada con respuestas mediadas por IFN contra 

infecciones víricas (Douglas et al., 2010). La expresión 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 expresión de CD8 disminuye 

(O’Keeffe et al., 2002). Pueden presentar un fenotipo productor de IFN o un fenotipo de célula 

presentadora de antígenos, el cual le permite interactuar con células T CD8 (Balan et al., 

2019). 

Su papel es clave en las primeras etapas de la infección vírica, pero lo es también en las 

últimas fases de la inmunidad adaptativa, donde tienen un importante papel controlando la 

infección (Swiecki & Colonna, 2015). Esto es gracias a que son las únicas células capaces de 

producir altas cantidades de IFN de tipo I, tanto IFN-α como IFN-β, y de tipo III (IFN-λ). 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 expresión 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-α (Reizis, 2019), y quimiocinas que atraen a otras células inmunes al 

sitio de la infección (Bauer et al., 2016). 
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Las pDC no son especialistas en realizar presentación antigénica a células T, pero se 

encargan de la tolerancia periférica, liberando antígenos en los ganglios linfáticos, generando 

células Treg, produciendo IL-10 y TGF-β, o induciendo la deleción 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 podrían tener 

un origen linfoide (Sathe et al., 2013; Reizis, 2019). Su diferenciación, al igual que el resto de 

las subpoblaciones de DCs, es dependiente de Flt3L, y se ha observado que el IFN de tipo I 

aumenta la expresión de Flt3R en los progenitores linfoides comunes, ayudando a la 

diferenciación hacia pDC (Chen et al., 2013). 

 

1.4.3. Leishmania y su interacción con las DCs 

Aunque los macrófagos y los neutrófilos sean las primeras células hospedadoras para 

Leishmania, las DCs son un elemento clave en la interacción temprana con el patógeno, ya 

que las complejas interacciones que ocurren entre éstos pueden ser decisivas para el 

establecimiento de la infección o la generación de una respuesta inmune frente al parásito 

(Liu & Uzonna, 2012). 

Entre los mecanismos provocados por Leishmania, dirigidos a la evasión del sistema 

inmune del hospedador, se incluyen la manipulación de diferentes receptores y vías de 

señalización presentes en DCs. Por otro lado, Leishmania es capaz de inhibir la activación 

de las DCs y su maduración (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 alteración de la activación de las DCs está asociada 

directamente con el aumento de la supervivencia de los parásitos y la persistencia en el 

hospedador (Tibúrcio et al., 2019b). Estudios recientes confirman una disminución en la 

expresión 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; Feijó 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 reducción en la tasa de 

migración de las DCs a ganglios linfáticos, al disminuir la expresión de receptores de 

quimiocinas o moléculas de adhesión, como CCR7 y JAM-C, respectivamente (Ato et al., 

2006; Ballet et al., 2014). 

El principal papel de las DCs como APC en la infección por Leishmania es la 

producción de TNF-α, que podría tener un papel protector frente al parásito (Von Stebut & 

Udey, 2004; Ritter et al., 2008; Ashok & Acha-Orbea, 2014; Tibúrcio 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), iniciándose así una respuesta Th1 que 

promueve la protección inmunitaria frente al parásito (Liese et al., 2007; Schleicher et al., 
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2007; Rivera-Fernández et al., 2019; Rossi & Fasel, 2018). Sin embargo, en ratones 

infectados por Leishmania, se ha observado una disminución 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 

producían 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 parásito. Por ejemplo, las cDC1 son claves para 

controlar la infección de L. major, ya que son capaces de seguir llevando a cabo el proceso 

de presentación antigénica aun en presencia de los parásitos (Ashok et al., 2014; Martínez-

López et al., 2015). Las pDCs pueden ser detectadas en la piel infectada, aunque no 

presentan una alta capacidad de endocitosis de los parásitos. Sin embargo, las pDCs sí 

pueden activarse por la liberación de ADN genómico de Leishmania, produciendo altas 

cantidades de IFN-α, IFN-β e IL-12 de una manera dependiente de TLR9 (Schleicher et al., 

2007). 

 

1.5. PRESENTACIÓN ANTIGÉNICA 

 

La presentación antigénica es un proceso que consiste en la expresión de antígenos 

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 presentación de antígenos, para su posterior reconocimiento por parte de 

las células T, promoviendo el inicio de la respuesta inmune celular adaptativa. Las APCs 

clásicas incluyen DCs, macrófagos, células de Lagerhans y células B (Shimoda et al., 2022). 

La presentación de antígenos se lleva a cabo a través de las moléculas de los MHC-

I y MHC-II (Blum et al., 2013). Los linfocitos T CD8 reconocen péptidos derivados de proteínas 

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 región 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 mayoría de las cepas 

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

Las moléculas del MHC-I son glicoproteínas polimórficas expresadas en la superficie 

celular de todas las células nucleadas. Su función es unir péptidos cortos de ocho a diez 

aminoácidos y presentarlos a las células T CD8, que presentan TCRs con especificidad para 

el péptido presentado (Bjorkman, 1997). Una molécula del MHC I consta de una cadena ligera 

constante, llamada β2-microglobulina, que se encuentra unida no covalentemente a una 

cadena α (cadena pesada) compuesta por tres dominios: α1, α2 y α3 (FIGURA 24A) (Blum et 

al., 2013). Los dominios α1 y α2 constituyen el surco de unión al péptido (Bjorkman et al., 

1987b, 1987a). Por su parte, las moléculas del MHC-II son heterodímeros compuestos de una 
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cadena α y una cadena β que, normalmente, unen péptidos de doce a veinticinco aminoácidos 

en su surco de unión, formado por los dominios distales de las cadenas α y β (α1 y β1) 

(FIGURA 24B) (Schafer et al., 1995; Wu et al., 2021). 

 

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

 

Existen dos sistemas proteolíticos principales que operan dentro de la célula y se 

encargan de llevar a cabo el procesamiento de las proteínas para generar péptidos. En el 

citosol, la mayor parte de la proteólisis esta mediada por el proteasoma, un complejo en 

forma de barril que consta de cuatro anillos apilados de siete subunidades cada uno. Posee 

un núcleo 20S, y dos subunidades 19S en los extremos, que reconocen las proteínas que se 

encuentran ubiquitinadas destinadas a la degradación. El componente 19S presenta actividad 

desubiquitinasa y es capaz de desplegar las proteínas, permitiendo que las proteínas diana 

pasen al interior de la subunidad central y la proteólisis sea llevada a cabo (Maupin-Furlow, 

2012). El segundo sistema de proteólisis se encuentra en los lisosomas. En este caso, las 

proteínas diana son aquellas que han sido internalizadas desde el exterior celular por un 

proceso de endocitosis. Las proteínas internalizadas por este proceso entran en una ruta 

vesicular que consiste en compartimentos que, progresivamente, se van volviendo más 

ácidos y más activos proteolíticamente, denominados como endosomas tempranos, 

endosomas tardíos y lisosomas (Huotari & Helenius, 2011). Existe otro proceso de 

internalización mediante fagocitosis, donde las partículas internalizadas terminan en 

fagolisosomas, que se forman por la fusión 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 óptimo ácido (Watts, 2004). Estas proteasas realizan un 

proceso de proteólisis que resulta en la formación de péptidos que serán 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 proteólisis proteasómica. Las moléculas del MHC-II generalmente se unen a péptidos que 

proceden de la proteólisis 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 proteínas exógenas. Este proceso en el que MHC-I une péptidos exógenos internalizados 

por endocitosis o fagocitosis se denomina presentación cruzada. Ciertos tipos de DCs, 

concretamente cDC1, presentan una ruta MHC-I única especializada en mediar este 

mecanismo, el cual es clave para la iniciación de la respuesta primaria de células T CD8 

vírgenes en un proceso denominado cebado-cruzado (Bachem et al., 2010; Blum et al., 2013). 

Fue en el año 2002 cuando se estableció el papel de las cDC1 en la presentación cruzada de 

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

 

1.5.1. Vía clásica de presentación del MHC-I  

Los péptidos generados en el citosol, bien derivados de la proteólisis llevada a cabo por 

el proteasoma o derivados de proteínas víricas, son translocados al RE por el transportador 

asociado con el procesamiento de antígenos (TAP), un miembro de la familia de 

transportadores ABC (del inglés, ATP Binding Cassette transporters) (Oancea et al., 2009) 

(FIGURA 25). TAP es un heterodímero formado por dos subunidades (TAP1 y TAP2) que se 

asocia con otras proteínas para formar el complejo de carga de péptidos (PLC). La 

tapasina es el primer integrante del PLC y actúa como puente reclutando dímeros de MHC-

I-β2microglobulina 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 únicamente 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 interacción directa con la tapasina, pero en el momento en el que el 

péptido se une, esta interacción 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 II actúa eliminando el residuo de glucosa. Si la afinidad 

del péptido es lo suficientemente alta, la molécula del MHC-I se transportará desde el RE al 

aparato de Golgi y, 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 quedará transitoriamente vacía hasta 

que se le vuelva a agregar el residuo de glucosa por medio de la UGT1, lo que hará que la 

CRT vuelva a tener afinidad por él y la molécula del MHC-I volverá a formar parte del PLC, 

donde será sujeto a más rondas de unión a péptidos (Ruddock & Molinari, 2006). Otra proteína 

clave en el lumen del RE para la correcta formación de los complejos péptido-MHC-I es la 

aminopeptidasa de RE asociada con el procesamiento de antígenos (ERAAP). Esta 

proteína se encarga de recortar los péptidos hasta un tamaño de ocho a diez aminoácidos 

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 plasmática para que sean reconocidas 

por las células T CD8 (Blander, 2018). 

 

FIGURA 25 | Vía clásica de presentación antigénica en moléculas del MHC-I (Blum et al., 2013). 

 

1.5.2. Vía de presentación del MHC II 

Las moléculas del MHC-II se ensamblan en el interior del RE (FIGURA 26), seguidas de 

una maduración funcional en endosomas ricos en péptidos antigénicos. Tras la translocación 

en el RE, las subunidades α y β 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 unión al péptido del MHC-II y dirige las moléculas del MHC-II hacia los endosomas 

tardíos 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 ácidos, se 

produce la proteólisis de la cadena invariable, quedando un péptido de unos veinte 

aminoácidos denominado CLIP (péptido de cadena invariable asociado a MHC-II), que se 

encuentra asociado al surco de unión del MHC-II (Sette et al., 1992). La liberación de CLIP 

del MHC-II es llevada a cabo por una proteína heterodimérica, DM, la cual genera un cambio 

conformacional en la molécula del MHC-II, permitiendo la disociación de CLIP y la unión 
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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). 

 

FIGURA 26 | Vía de presentación antigénica en moléculas MHC-II (Blum et al., 2013). 

 

1.5.3. Presentación cruzada 

La presentación cruzada se refiere a la presentación de péptidos derivados desde una 

fuente extracelular de proteínas, la cual puede incluir derivados de proteínas internalizadas, 

microorganismos o células en camino de la muerte (Blander, 2018). La presentación cruzada 

es llevada a cabo, entre otras, por las cDC1 (Segura & Villadangos, 2009). Durante la 

presentación cruzada, las proteínas 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 internalización 

del antígeno, pueden potenciar la presentación cruzada (Burgdorf & Kurts, 2008). Ciertos 

estudios revelaron que la presentación cruzada se favorece cuando los receptores 

endocíticos dirigen el antígeno a endosomas tempranos o tardíos y no a lisosomas 

degradativos. El antígeno ovalbúmina (OVA) ha servido para identificar al receptor para 
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proteínas manosiladas, que es dirigido específicamente a un endosoma temprano, facilitando 

así el cebado cruzado de células T CD8 específicas de antígeno (Burgdorf et al., 2006, 2007; 

Rauen et al., 2014). Varios estudios han demostrado que, además de inducir la expresión 

superficial de moléculas coestimuladoras de células T, las señales procedentes de TLRs 

pueden controlar múltiples facetas del ensamblaje y la distribución en superficie de complejos 

péptido-MHC-I presentados de forma cruzada. Asimismo, la internalización de antígenos 

microbianos por parte de las DCs involucra la señalización por TLRs, aumentando la 

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

Una vez internalizados, los antígenos se encuentran en el interior de endosomas o 

fagosomas, encontrándose así 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 presentación cruzada puede ser llevada a cabo a través de dos vías principales de 

procesamiento de antígenos: la vacuolar y la citosólica (FIGURA 27). 

La vía vacuolar (FIGURA 27A) ocurre cuando las proteínas internalizadas por 

endocitosis o fagocitosis son degradadas por enzimas endosómicas o fagosomales, 

respectivamente, y los péptidos resultantes se cargan en moléculas del MHC-I, 

independientemente de la proteólisis proteasómica y la proteína TAP (Rock & Shen, 2005). 

Entre estas enzimas destaca la catepsina S por su funcionalidad a un pH ligeramente más 

alcalino que el resto de proteasas vacuolares (Blander, 2018). En las DCs se mantiene un pH 

intravacuolar de 7-7,3, favoreciendo la presentación cruzada, ya que se previene la 

degradación excesiva de la proteínas por parte de las proteasas lisosomales hasta el 

momento en que las DCs encuentran células T específicas de antígeno en los ganglios 

linfáticos (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 ácido 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 citosólica V1, responsable de su actividad ATPasa, 

y su subunidad integral de membrana V0, el canal de protones (Cotter et al., 2015; Blander, 

2018). 

La vía citosólica (FIGURA 27B) implica que las proteínas internalizadas en endosomas 

o fagosomas se translocan al citoplasma mediante el retrotraslocón Sec61 para su 

ubiquitinación por las ligasas E1, E2 y E3 y su degradación proteasomal. Los péptidos 

generados tras la proteólisis 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 vía de tráfico vesicular ERGIC (Compartimento 

Intermedio entre el RE y el aparato de Golgi) (FIGURA 28A). El reclutamiento de estas dos 

proteínas 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-glucosilación 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 actúa en las vacuolas de una manera 

similar a como lo hace ERAP1 en el RE (Saveanu et al., 2009; Weimershaus et al., 2013). 

 

FIGURA 27 | Vía de presentación cruzada antigénica. A) Vía vacuolar. B) Vía citosólica (Blander, 
2018). 

 

Como proceso final, común a ambas vías, el PLC MHC-I se entrega a los fagosomas 

o endosomas mediante el tráfico vesicular desde el ERGIC mediante Sec22b-sintaxina 4 

(McNew et al., 2000; Cebrian et al., 2011). Asimismo, existe la vía de tráfico vesicular ERC 

(Compartimento de Reciclaje Endocítico) (FIGURA 28B), la cual actúa como reservorio de 

moléculas del MHC-I recicladas, procedentes principalmente de la membrana plasmática. En 

lugar de ensamblar nuevas moléculas del MHC-I en el RE, el ERC contiene moléculas del 

MHC-I preensambladas que pueden reclutarse fácilmente por fagosomas que contengan 

carga microbiana, bajo la guía de señales TLR. De esta forma, las moléculas del MHC-I 

procedentes de ERC se transportan más 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 señales 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-κB, una subunidad de IκB quinasa (IKK). Seguidamente, IKK2 fosforila a 

SNAP23 fagosomal, creando un sitio de reclutamiento en la membrana fagosomal de 

SNAREs procedentes de ERC. Cuando SNAP23 está fosforilado (p-SNAP23) estabiliza la 

unión con los SNAREs, produciendo la fusión 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 VAMP8 presentes en ERC (Husebye et al., 2010). 

Otra ruta de transporte del MHC-I a los endolisosomas es mediante la formación de un 

complejo con la cadena invariante (también llamada CD74), participante en la ruta del MHC-

II, en un compartimento pre-Golgi (Greenfield & High, 1999; Basha et al., 2012). 

Una última vía 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 p22phox. Esta ruta 

depende de la GTPasa Rab27a y de la formación de un complejo SNARE estable que 

comprende VAMP8, SNAP23 y sintaxina-7 (Blander, 2018). 

 

FIGURA 28 | Vías de transporte vesicular. A) Vía ERGIC. B) Vía ERC. C) Vía LRO. Imagen modificada 
de Blander, 2018. 

 

Se ha descrito una vía similar de transporte retrógrado en la que un antígeno exógeno 

soluble y no particulado puede acceder al RE específicamente durante la presentación 

cruzada en DCs (Ackerman et al., 2005). Estas vías podrían utilizar la misma maquinaria que 

utilizan las proteínas, los lípidos, ciertos virus y las toxinas bacterianas en el transporte 
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retrógrado 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 está definido (Lawand et al., 2016). 

 

1.5.4. Leishmania y la presentación cruzada antigénica 

La presentación cruzada es la base de la sensibilización y la expansión de las células 

T CD8 frente a antígenos derivados de patógenos intracelulares, como Leishmania, que 

residen en compartimentos citosólicos diferentes de los fagosomas. Se ha demostrado que 

existe una respuesta protectora de las células T CD8 frente a los antígenos de Leishmania 

cuando son presentados de forma cruzada (Belkaid et al., 2002b). Aun así, Leishmania es 

capaz de inhibir la presentación cruzada para evadir la respuesta inmunitaria del hospedador 

al generar un procesamiento antigénico y una presentación 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 antígenos de Leishmania ocurre por la ruta intrafagosomal 

independiente de TAP, que es menos eficiente y requiere una mayor cantidad de antígenos 

segregados, en comparación 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 presentación cruzada consiste en interferir en la formación y 

maduración de los fagosomas. Gracias a la capa de LPG presente en su membrana, se 

impide la fusión de la vacuola parasitófora y los lisosomas (Desjardins & Descoteaux, 1997; 

Lodge & Descoteaux, 2005). Además, el LPG impide la expresión de marcadores de 

endosomas tardíos, como Rab7 y LAMP-1, como ocurre con L. donovani (FIGURA 29) 

(Scianimanico et al., 1999; Séguin & Descoteaux, 2016). Otra de las proteínas que participan 

en este proceso es su metaloproteasa de superficie GP63, que es capaz de escindir e 

inactivar ciertas proteínas implicadas en la presentación antigénica, como Rab5a y VAMP8 

(Matheoud et al., 2013; Verma et al., 2017), la cual se encarga de la fusión entre fagosomas 

y otros orgánulos intracelulares, como los lisosomas (Stow et al., 2006). La inactivación de 

VAMP8 previene el ensamblaje de NADPH oxidasa, enzima clave en la acidificación de los 

compartimentos implicados en la presentación cruzada (Matheoud et al., 2013). Otra de las 

acciones del LPG de L. donovani y L. major es inhibir la activación de la Proteín Kinasa C 

(PKC), impidiendo el ensamblaje del complejo NADPH oxidasa, provocando un bloqueo de 

la producción 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 presentación de antígenos de Leishmania en la 

molécula del MHC-I y se generan células T CD8 disfuncionales, que terminan muriendo 

durante el proceso de infección (Joshi et al., 2009; Matheoud et al., 2013).  
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Otro de los mecanismos llevados a cabo por Leishmania es la alteración de las 

moléculas del MHC, reduciendo la expresión de las moléculas de los MHC I y II en macrófagos 

(Reiner et al., 1987). Asimismo, Leishmania también interfiere en la interacción entre el 

complejo formado por la molécula del MHC cargada con el péptido y el TCR (Meier et al., 

2003), probablemente por una alteración del contenido lipídico de la membrana, alterando los 

niveles de colesterol (Roy et al., 2016; Semini et al., 2017). 

 

FIGURA 29 | Papel de los factores de virulencia de Leishmania en la entrada al hospedador y su 
diferenciación 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 inmunológica a largo 

plazo (Lin et al., 2021). La ICD representa un patrón de respuesta que comprende la inducción 

de estrés organelar y celular, y culmina con la muerte celular acompañada por la exposición, 

secreción activa o liberación pasiva de numerosos DAMPs (Patrones Moleculares 

Asociados a Daño) (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 proteínas de choque térmico, que se encuentran expuestas en 

la superficie celular, HMGB1 (del inglés, High Mobility Group-Box 1), la proteína citoplasmática 

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

2019). 

La liberación definida de DAMPs durante el transcurso de la ICD, y su unión a PRRs 

expresados en DCs, inicia una cascada celular que, finalmente, resulta en la activación de la 

respuesta inmune, tanto innata como adaptativa (FIGURA 30) (Paludan et al., 2019; Gong et 

al., 2020). La presentación cruzada de antígenos derivados de células moribundas permite 

que las DCs presenten proteínas exógenas en moléculas del MHC-I. Asimismo, las células 

en camino de la muerte, además de antígenos, también proporcionan señales inflamatorias e 

inmunogénicas que determinan la eficiencia del cebado cruzado de las células T CD8 (Yatim 

et al., 2017). 

 

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 últimos años, la ICD se ha empleado como una terapia potencial frente al 

cáncer. La participación 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 

activación 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 daño 

externo, como hipoxia o inflamación (Elmore, 2007). En ocasiones, este proceso puede 

implicar la sobreexpresión de ciertas proteínas y moléculas pro-inflamatorios, como el NF-κB, 

resultando en la ruptura de la membrana celular y la liberación del contenido celular a las 
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zonas subyacentes, desencadenando una cascada de inflamación y daño tisular (D’Arcy, 

2019). En general, se considera que la necrosis es un proceso pasivo que no requiere la 

síntesis de nuevas proteínas, solo tiene requisitos mínimos de energía y no está regulada por 

ningún mecanismo homeostático. La muerte celular necrótica ocurre generalmente en 

respuesta a cambios severos en las condiciones fisiológicas, incluyendo hipoxia, radiación, 

cambios extremos de temperatura, privación de nutrientes o exposición a tóxicos (Walker et 

al., 1988; Nicotera et al., 1999; Fink & Cookson, 2005). La célula normalmente responde con 

un proceso de hinchazón conocido como oncosis, ya que es incapaz de mantener la 

homeostasis con su entorno (D’Arcy, 2019). También se produce la hinchazón de varios 

orgánulos celulares, la agregación y degradación aleatoria de ADN nuclear, ruptura extensa 

de la membrana plasmática y degradación del contenido celular (FIGURA 31) (Ferri & 

Kroemer, 2001). 

 

FIGURA 31 | Esquema de la ruta necrótica frente a la apoptótica (Naruka, 2023). 

 

La necrosis se observa normalmente como una situación 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 apoptóticas tardías, cuyos cuerpos 

apoptóticos han perdido su integridad. In vivo, estos cuerpos apoptóticos serian fagocitados 

por las células fagocíticas del sistema inmune; sin embargo, en cultivos celulares, esto no 

ocurre, lo que puede confundir el diagnóstico del mecanismo exacto de muerte celular (D’Arcy, 

2019). Por lo tanto, la ausencia de fagocitosis de los cuerpos apoptóticos 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 división, entrando en un proceso que, en última 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 activación de una serie de cisteín-aspártico proteasas, conocidas como 

caspasas, encargadas de la degradación de la célula desde su interior. Según su papel en el 

proceso apoptótico, existen dos categorías de caspasas, las iniciadoras y las ejecutoras 

(Elmore, 2007). Una vez detectado el daño celular, las caspasas iniciadoras (caspasas 8 y 

9) son activadas desde sus correspondientes procaspasas inactivas que, a su vez, activarán 

a las caspasas ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7). La activación de las caspasas ejecutoras 

inicia una cascada de eventos que incluye la fragmentación del ADN por la activación de 

endonucleasas, la destrucción de proteínas nucleares y del citoesqueleto, expresión de 

ligandos destinados al reconocimiento por células fagocíticas y la formación de cuerpos 

apoptóticos (Martinvalet et al., 2005; Poon et al., 2014). Los cuerpos apoptóticos que 

contienen los restos de la célula muerta pueden ser fagocitados por las células del entorno, 

como macrófagos (D’Arcy, 2019). 

La apoptosis puede ser iniciada cuando la propia célula detecta daño mediante sensores 

intracelulares; este mecanismo es conocido como ruta intrínseca. Alternativamente, puede 

surgir a partir de la interacción entre una célula del sistema inmune y una célula dañada, lo 

que es conocido como ruta extrínseca (Sica et al., 1990; Oppenheim et al., 2001). Tanto la 

ruta intrínseca como la extrínseca, 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 Intrínseca 

La ruta intrínseca de la apoptosis, también conocida como la ruta apoptótica mitocondrial 

(Igney & Krammer, 2002), incluye una variedad de estímulos que actúan sobre múltiples 

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 señales negativas o positivas. 

Señales negativas como la ausencia de citoquinas, hormonas y factores de crecimiento en el 

entorno de la célula, promueven la activación de moléculas pro-apoptóticas dentro de la 

célula, iniciando la apoptosis. Las señales positivas que pueden desencadenar esta ruta 

apoptótica son la hipoxia, toxinas, radiación, ROS, virus y una gran variedad de agentes 

tóxicos (Brenner & Mak, 2009). 

La caspasa iniciadora que controla la ruta intrínseca es la caspasa 9 (FIGURA 32), la cual es 

capaz de unirse a la proteína APAF-1 (del inglés, Apoptosis Protease-Activating Factor-1) 

después de la exposición de su dominio CARD (del inglés, Caspase Activation and 
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Recruitment Domains). En una célula sana no apoptótica, APAF-1 y la procaspasa 9 

presentan su dominio CARD bloqueado y son incapaces de unirse entre sí. Cuando la 

apoptosis es inducida por ciertos estímulos, se producen cambios en la permeabilización de 

la membrana externa mitocondrial (MOMP) llevados a cabo por miembros de la familia de 

proteínas BCL-2 (del inglés, B-Cell Lymphoma-2) pro-apoptóticas (Cain et al., 2002; Tait et 

al., 2010; Kalkavan & Green, 2018; Riley et al., 2018). Los miembros pro-apoptóticos 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 liberación al citoplasma de señales de peligro mitocondriales, como el 

citocromo c y SMAC (del inglés, Second Mitochondrial Activator of Caspases) (Cain et al., 

2002; Kalkavan & Green, 2018). Por el contrario, esta actividad pro-apoptótica es 

contrarrestada por las proteínas antiapoptóticas BCL-2, por lo que el equilibrio entre los 

efectores de la familia BCL-2 pro- y anti-apoptóticos dicta el umbral de muerte celular 

(Kalkavan & Green, 2018). Existen fármacos contra el cáncer, como el ABT-263 (Tse et al., 

2008), que se dirigen a las proteínas anti-apoptóticas al imitar a sus antagonistas naturales, 

como los miméticos de las proteínas BH3 homólogas a BCL-2 (Cory et al., 2016). 

 

FIGURA 32 | Esquema de la ruta intrínseca de apoptosis. Imagen modificada de Ichim & Tait, 2016. 
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El citocromo c induce la apoptosis intrínseca (FIGURA 32) uniéndose a un dominio 

presente en los monómeros de APAF-1, lo que resulta en un cambio conformacional de APAF-

1, exponiéndose su dominio de unión a nucleótidos, siendo capaz de unir dATP (desoxi-ATP). 

Esta unión induce un cambio conformacional adicional en APAF-1, exponiendo tanto su 

dominio CARD como el de oligomerización, 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 intrínseca inhibiendo a 

las IAPs (del inglés, Inhibitors of Apoptosis Proteins), pero es imprescindible la liberación de 

citocromo c para iniciar la apoptosis (Ekert & Vaux, 2005). Sin embargo, si la actividad de la 

caspasa se bloquea después de MOMP, todavía se puede producir muerte celular, pero este 

tipo de muerte ahora se acompaña de una respuesta de IFN de tipo I y NF-κB, que activan al 

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

 

1.6.2.2. Apoptosis Extrínseca 

La ruta extrínseca de la apoptosis, también denominada ruta apoptótica del receptor de 

muerte (DR) (Igney & Krammer, 2002), es iniciada por estímulos procedentes del medio 

ambiente, células vecinas o del sistema inmunitario, como células NK o macrófagos. 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 activación de la procaspasa 8 (Kim 

et al., 2004; Galluzzi et al., 2018). Los DRs forman parte de las proteínas 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 monómeros de procaspasa 8 al DED 

(del inglés, Death Effector Domain) presente en DISC (del inglés, Death-Inducing Signaling 

Complex), localizado en el dominio citoplasmático de DR al que se ha unido el ligando. DISC 

puede estar formado por las proteínas 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 interacción de la procaspasa 8 con 

DISC (Kim et al., 2004; Galluzzi et al., 2018). El reclutamiento de varios monómeros de 

procaspasa 8 a DISC resulta en la dimerización y activación 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 I o ripoptosoma, el cual es un complejo molecular 
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transitorio asociado con el dominio intracelular de TNFR1, constituido por TRADD, TRAF2, 

cIAP1/2, 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 señal de muerte inducida por TNF 

(Annibaldi & Meier, 2018). De esta forma, RIPK1 se libera del complejo I y forma un nuevo 

complejo citosólico II con FADD, caspasa 8 y cFLIP. Dependiendo de los niveles de cFLIP, 

el complejo II se degrada rápidamente 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 unión a TRAIL (del inglés, TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand), TRAIL-

R1 y TRAIL-R2, no es la muerte, sino la señalización de NF-κB, una vía crucial para la 

inflamación y la respuesta antipatógena (Annibaldi & Meier, 2018). 

 

FIGURA 33 | Esquema de la ruta extrínseca de apoptosis. Imagen modificada de Ichim & Tait, 2016. 

 

Después de la activación de caspasa 8, pueden producirse dos sub-rutas celulares, 

dependiendo de si las células sean de tipo I o tipo II (Samraj et al., 2006). En las células de 

tipo I, como los linfocitos, la caspasa 8 escinde directamente las caspasas ejecutoras 3 y 7 e 

inicia la apoptosis. En las células de tipo II, como los hepatocitos, es necesario un bucle de 

amplificación a través de MOMP para que se produzca muerte celular, lo que destaca la 

importancia de la intercomunicación entre la ruta extrínseca y la ruta intrínseca (Kalkavan & 

Green, 2018). Esto es debido a que las IAPs inhiben la activación de las caspasas ejecutoras 

mediada por caspasa 8, a no ser que las IAPs estén inhibidas por proteínas liberadas desde 
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la mitocondria, como SMAC (Spencer et al., 2009). La caspasa 8 escinde la proteína 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 patógenos son las respuestas inflamatorias causadas por 

vías de señalización como la de NK-κB (Rahman & McFadden, 2011) e IFN de tipo I 

(Schneider et al., 2014). Sin embargo, debido a que los patógenos han desarrollado 

mecanismos para inhibir estas vías 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 más rutas de muerte que ayudan a combatir 

frente a virus, parásitos 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 características 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, 

así como por una variedad de estímulos extracelulares e intracelulares que inducen la 

expresión y/o activación 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 activación de los DR por la unión de sus ligandos recluta y activa a la caspasa 8 a 

través del dominio de muerte y de las proteínas adaptadoras de los DED, disparando el 

proceso de apoptosis en ausencia de la ruta de supervivencia del NF-κB (Thorburn, 2004). 

Es decir, cuando un ligando se une al TNFR1, este receptor se trimeriza e inicia el ensamblaje 

del complejo I o ripoptosoma (FIGURA 34) (Seo et al., 2021). 

En el complejo I, RIPK1 se modifica rápidamente por múltiples formas de ubiquitinación, 

tanto de forma lineal como en forma de poliubiquitinas por la acción de ubiquitina-ligasas E3 

y cIAP1, respectivamente. Cuando RIPK1 se encuentra ubiquitinado, funciona como una 

estructura para el reclutamiento de NEMO y TAK1 (del inglés, Transforming growth factor β-

Activated Kinase 1), los cuales son los intermediarios críticos para la activación mediante TNF 

de las rutas del NF-κB y MAP quinasa, respectivamente. Estas dos vías se encargan de 
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mantener bajo control la activación de la caspasa 8 y promueven la supervivencia celular 

(Christofferson et al., 2014). 

 

FIGURA 34 | Mecanismo molecular de la necroptosis. La unión de TNF induce la formación del 
complejo I o ripoptosoma, dando como resultado de la activación de la ruta de señalización de NF-κB. 
Si esta vía se encuentra inhibida, se activa el complejo IIa, donde la caspasa 8 induce la apoptosis. Si 
RIPK1 se encuentra desubiquitinado o se ha inhibido su fosforilación, se genera el complejo IIb, 
induciéndose de nuevo apoptosis. Si la caspasa 8 se encuentra inhibida, RIPK1 y RIPK3 forman el 
complejo denominado necrosoma, resultando en la activación de MLKL a través de una cascada de 
fosforilación. MLKL fosforilado sufre un proceso de oligomerización y migra a la membrana plasmática, 
iniciando la formación de poros. Asimismo, los ligandos de muerte, como FasL o TRAIL, y el LPS pueden 
activar la necroptosis mediante la formación 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 

sí solo, pero facilita la muerte celular mediada por TNFR1 al promover la degradación de 

TRAF2, el cual es un mediador clave en la ubiquitinación de RIPK1 por parte de las ligasas 

E3 y cIAP1 (Zhou & Yuan, 2014). En el complejo I, RIPK1 se encuentra poliubiquitinado en el 

residuo Lys63. Cuando RIPK1 se desubiquitina por la acción de CYLD (del inglés, Ubiquitin 

Carboxyl-terminal Hydrolase), enzima clave para la activación de la necroptosis, se forman 

los complejos IIa y IIb (Moquin et al., 2013; D’Arcy, 2019). Sin embargo, cuando RIPK1 se 

desubiquitina por la acción de la enzima A20, y se ubiquitina en el residuo Lys48, queda 

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

El complejo IIa 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 IIb (necrosoma), constituido por RIPK1, RIPK3 y MLKLb que activa 

la necroptosis (D’Arcy, 2019). Para iniciar la necroptosis a través del complejo IIb, RIPK1 

recluta a RIPK3 e induce su auto- y trans-fosforilación, provocando la oligomerización 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 oligomerización 

de MLKL y su migración a la membrana plasmática desde el citoplasma de la célula. Esto 

resulta en la permeabilización de la membrana celular, posiblemente por su unión a residuos 

lipídicos 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). El FADD y la caspasa 

8 también podrían ser detectados en el complejo IIb, pero la caspasa 8 debe permanecer 

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

La ubiquitinación de RIPK1 juega un importante papel en la regulación de su actividad 

quinasa. Esto fue demostrado al bloquear la ubiquitinación de RIPK1 mediante un antagonista 

de cIAP1/2, sensibilizando a las células hacia la inducción 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 

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

La necroptosis también puede ser disparada tras la estimulación por IFN de tipo I y de 

tipo II, en ausencia de RIPK1 (Dillon et al., 2014; Lin et al., 2016; Newton et al., 2016). Esto 

es debido a una proteína 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 unión de 

PAMPs. Estas vías de señalización dependen de RIPK1, de ZBP1 o de TRIF (del inglés, TIR-

domain-containing adapter-Inducing interFeron-β) para reclutar RIPK3 (He et al., 2011; Kaiser 

et al., 2013). Por ello, la necroptosis se puede considerar como una segunda línea de defensa 

frente a patógenos, como virus o bacterias, ya que puede ser desencadenada por IFN y 

PAMPs. De esta manera, la existencia de necroptosis asegura que se envíe 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 macrófagos infectados con Salmonella 

o Shigella (Zychlinsky et al., 1992; Hersh et al., 1999; Boise & Collins, 2001). Originalmente, 

se la consideraba como un proceso apoptótico genuino, ya que compartía algunas de sus 

características, como la mediación por caspasas, el tipo de daño producido al ADN y la 

condensación 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 lítica que culmina con la perforación de la membrana 

plasmática y la liberación del contenido celular (Galluzzi et al., 2018). 



INTRODUCCIÓN 1.6. Rutas de muerte celular 

56 
 

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 

escisión 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 3 y 8 (FIGURA 35) (Wang et al., 2017; Sarhan et al., 2018). Una vez procesadas, 

las gasderminas forman grandes poros en la membrana plasmática, lo que conlleva a la 

muerte celular (Ding et al., 2016). 

La piroptosis puede ocurrir a través de una ruta canónica (FIGURA 35A) y, 

alternativamente, por la denominada ruta no canónica. La ruta canónica está mediada por 

el ensamblaje del inflamasoma, el cual es acompañado por la escisión de GSDMD y la 

liberación de IL-1β e IL-18 (Cookson & Brennan, 2001). Los inflamasomas son unas 

plataformas de señalización 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 vía canónica 

(Barton & Medzhitov, 2003; Lamkanfi, 2011). El inflamasoma NLRP3 es el más común, 

aunque presenta una baja especificidad, ya que detecta una gran variedad de PAMPs, 

DAMPs, toxinas, ADN mitocondrial, AMP cíclico 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 proteínas 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 activación de 

los PRRs tras reconocer PAMPs y DAMPs (Strowig et al., 2012; Liston & Masters, 2017). La 

activación de PRRs desencadena una ruta de señalización y causa la generación de IFN de 

tipo I y la liberación de citoquinas pro-inflamatorias (Martinon et al., 2002; Lamkanfi & Dixit, 

2014; He et al., 2016; Rathinam & Fitzgerald, 2016; Place & Kanneganti, 2018). A 

continuación, los PRRs se agrupan junto con la procaspasa 1 y el ASC para formar los 

inflamasomas tras la estimulación de las células por moléculas de señalización 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 plasmática para perforarla, generando poros 

que permiten el flujo de iones entre el medio intracelular y extracelular, rompiendo el equilibrio 

del gradiente iónico habitual, generando finalmente hinchazón 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 sí existe condensación nuclear (Hersh et al., 1999). Por otra parte, la caspasa 1 

es capaz de escindir los precursores de IL-1β 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) Vía canónica: mediada por inflamasoma, 
caspasa 1 y GSDMD. B) Vía no canónica: desencadenada en ausencia de inflamasoma, y mediada por 
caspasa 11 y GSDMD. Ambas vías concluyen con la liberación de IL-1β e IL-18 a través de los poros 
generados por GSDMD. 

 

En la ruta no canónica 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 está 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-1β ni a pro-IL-18, pero puede mediar en la maduración y secreción de 

estas citoquinas a través del inflamasoma NLRP3 y la caspasa 1 (Shi et al., 2017). Además, 

la escisión de GSDMD por parte de la caspasa 11 produce la salida de K+, induciendo la 

formación del inflamasoma (Rühl & 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 está 
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involucrado en la vía del inflamasoma NLRP3, ya que el LPS induce la asociación NLRP3 con 

FADD y caspasa 8, lo que sugiere una posible relación directa en la regulación entre el 

ripoptosoma y el inflamasoma NLRP3 (Kang et al., 2013). Estas condiciones se producen en 

ausencia de cIAP1/2 o XIAP, donde la estimulación del TLR4 conduce a la formación de 

inflamasomas y produce IL-1β en macrófagos y DCs (Vince et al., 2012; Yabal et al., 2014). 

Estos datos confirman cada vez más que las rutas celulares de muerte no son rutas aisladas, 

sino que existe una interconexión entre ellas. 

 

FIGURA 36 | Participación de la caspasa 3 y RIPK3 en el proceso de formación del inflamasoma 
y la escisión de GSDM (Chen et al., 2019). 

 

En resumen, la piroptosis se caracteriza por una cinética de muerte rápida y su naturaleza 

hiperinflamatoria, derivada de la secreción de IL-1β y la liberación de DAMPs. Por ello, 

compromete en ciertas ocasiones la supervivencia de los parásitos y, en ciertas 

enfermedades, la secreción de IL-1β puede llegar a ser contraproducente (Mantovani et al., 

2019; Van Gorp & Lamkanfi, 2019). 
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I. Establecer condiciones de muerte celular inmunogénica (ICD) mediante la inducción de 

necroptosis, apoptosis intrínseca y apoptosis extrínseca empleando inhibidores de 

proteínas antiapoptóticas de la familia BCL-2 e IAPs en macrófagos murinos derivados 

de médula ósea (BMDM) y macrófagos 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 parámetros se ven alterados por el proceso de infección. 

b. Cuantificar la activación 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 concentración de IL-1β mediante ELISA en BMDM infectadas y no 

infectadas tras el tratamiento con inductores de ICD. 

d. Puesta a punto de un método de evaluación 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 macrófagos en los que se ha inducido ICD. 

II. Generar cepas de L. infantum 2713 HASPB:OVA y L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA 

para que produzcan ovalbúmina (OVA) anclada a la cara externa de la membrana 

plasmática del parásito. 

a. Evaluar la producción de OVA mediante Western blot y microscopía confocal de 

las cepas generadas. 

III. Generar ICD mediante radiación UV en células RAW 264.7 no infectadas e infectadas 

con L. infantum 2713 HASPB:OVA y evaluar el porcentaje de células apoptóticas 

mediante la cuantificación de Anexina-V y yoduro de propidio por citometría de flujo. 

a. Cuantificar el porcentaje de infección de células RAW 264.7 irradiadas con UV e 

infectadas con L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA mediante la cuantificación de 

la proteína mCherry por citometría de flujo. 

IV. Evaluar la presentación 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 dendríticas derivadas de médula ósea). 

V. Determinar el estado de activación de BMDM evaluando la expresión de moléculas MHC-

II y las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 mediante citometría de flujo. 

VI. Evaluar la presentación cruzada antigénica mediante la cuantificación por citometría de 

flujo de la proliferación de células OT-I, empleando cDC1 cargadas con amastigotes de 

la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA, células RAW 264.7 irradiadas con UV con 

diferentes energías 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 infección provoca cambios en sus 

proporciones. 
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3.1. MATERIALES 

 

3.1.1. LÍNEAS CELULARES 

BMDM (Bone Marrow Derived Macrophage). 
Los macrófagos obtenidos a partir de 
precursores de médula ósea 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 ósea fueron aisladas de ratones 
C57BL/6 y se diferenciaron mediante GM-CSF 
(apartado 3.2.6.1) y mediante el ligando Flt3 
(apartado 3.2.7.1). 

RAW 264.7. La línea celular de macrófagos 
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 5x105 células/mL en Medio 
RAW 264.7 hasta alcanzar el 80% de 
confluencia. 

L929. La línea celular L929 se corresponde con 
células murinas procedentes de tejido 
conectivo subcutáneo, tejido adiposo y tejido 
areolar. Esta línea celular fue cedida por la Dra. 
Celia Fernández Rubio del Instituto de Salud 
Tropical (ISTUN), Departamento de 
Microbiología y Parasitología 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, 
realizándose pases cada 3-4 días cuando 
alcanzaban el 80% de confluencia. El 
sobrenadante del cultivo de esta línea celular 
fue empleado como fuente del Factor M-CSF 
(Factor Estimulante de Colonias de 
Macrófagos) para la diferenciación de los 
precursores de médula ósea hacia un perfil 
macrofágico (Heap et al., 2021). 

B3Z. El hibridoma B3Z representa un clon de 
células T citotóxicas específicas de OVA/Kb 
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-I y es 
reconocido por el TCR, conduce a la activación 
transcripcional de estos elementos promotores, 
que dan como resultado la producción de la 
enzima β-galactosidasa (FIGURA 47). Esta 
línea celular fue cedida por el Dr. Salvador 
Iborra Martín, Departamento de Inmunología, 

Oftalmología y ORL de la Universidad 
Complutense de Madrid. Las células fueron 
cultivadas en Medio B3Z partiendo de una 
densidad de 106 células/mL hasta alcanzar una 
confluencia del 80%. 

B16-Flt3L. La línea celular B16-Flt3L procede 
de un melanoma de un ratón C57BL/6 y fue 
cedida igualmente por el Dr. Salvador Iborra 
Martín. Estas células fueron cultivadas 
partiendo de una densidad de 5x105 células/mL 
en Medio B16-Flt3L hasta alcanzar una 
confluencia del 80%. El sobrenadante del 
cultivo de esta línea celular fue empleado como 
fuente del ligando Flt3 para la diferenciación de 
células precursoras de médula ósea hacia DCs 
(Brasel et al., 2000). 

 

3.1.2. PARÁSITOS 

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 parásitos que 
expresaran OVA en la cara externa de su 
membrana plasmática. 

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 proteína 
fluorescente mCherry, además de expresar 
OVA en la cara externa de su membrana 
plasmática. 

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

Las distintas cepas de parásitos fueron 
cultivadas como promastigotes a una densidad 
de 106 células/mL a 26ºC en Medio M199. Los 
pases fueron realizados cada 3-4 d hasta 
alcanzar su fase exponencial. Para la infección 
en ratones, los parásitos se cultivaron durante 
5-7 d en Medio Schneider hasta su fase 
estacionaria. 

Para la diferenciación de amastigotes a partir 
de promastigotes, los parásitos fueron 
cultivados en Medio Amastigote pH 5.5 a 37ºC 
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durante 5-7 d, partiendo de una densidad inicial 
de 1,5x106 parásitos/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 León. 

BALB/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 León. 

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

Todos los ratones se estabularon en las 
instalaciones del Animalario de la Universidad 
de León en condiciones de estabulación 
estándar con libre acceso a pienso y agua. Los 
protocolos de manejo de animales utilizados en 
este estudio cumplen con la Ley Española (RD 
53/2013) inspirada en la Legislación de la Unión 
Europea (2010/63/UE) y fueron aprobados por 
la Junta de Castilla y León bajo el OEBA JMJ/bb 
y 2113.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. MÉTODOS 

 

3.2.1. INDUCCIÓN DE MUERTE 
CELULAR INMUNOGÉNICA (ICD) 

 

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

 

3.2.1.1. Obtención de células 
progenitoras de médula ósea 

1. Eutanasiar al ratón con CO2. 

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

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

4. Con material quirúrgico estéril, cortar el 
fémur en la epífisis proximal y en la 
articulación de la rodilla. Usando una aguja 
de 25G y una jeringa de 10 mL, enjuagar el 
fémur con HBSS sobre una malla de 70 µm 
colocada sobre un tubo de 50 mL para 
individualizar las células y crear una 
suspensión 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 ósea. 

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

En el caso de querer congelar las células 
extraídas, resuspender el pellet en Medio 
de Congelación y congelar 107 células/vial. 
Almacenar a -80ºC durante 24-48 h y 
transferir a N2 líquido. 

 

A. Diferenciación 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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L929 en una placa de Petri de 60 mm 
tratada para cultivo celular. Incubar a 37ºC 
en una atmósfera de 5% de CO2 hasta el día 
siguiente. De esta forma, se permite que los 
fibroblastos se adhieran a la placa, mientras 
que las células precursoras de la médula 
ósea (no adherentes) se queden 
suspendidas en el medio de cultivo. 

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

4. Incubar a 37ºC en una atmósfera de 5% de 
CO2. 

5. Al tercer día de diferenciación, añadir 5 mL 
de Medio BMDM con un 30% del 
sobrenadante L929 fresco. 

6. Tras 7 d de diferenciación, aspirar el medio 
de cultivo y añadir 3 mL de Tripsina-EDTA. 

7. Incubar a 37ºC durante 5 min. 

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

9. Transferir las células a un tubo y centrifugar 
a 2.500 rpm, 10 min. 

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

2. 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 infección. 
La infección fue realizada con la cepa L. 
donovani LV9 iRFP PAC (puromicina) 
(FIGURA 37) con un Ratio de Infección 
(MOI, del inglés, Multiplicity Of Infection) 
(10:1). Tras 2 h de infección, se realizaron 
tres lavados con PBS para retirar los 
parásitos no internalizados. 

3. Incubar 16 h a 37ºC en una atmósfera de 
CO2 al 5%. 

4. Realizar un pre-tratamiento de 3 h con 100 
µL de los compuestos preparados al 2X en 

Medio BMDM al 10% del sobrenadante 
L929 / Medio RAW 264.7. Los compuestos 
y sus concentraciones se indican en la 
FIGURA 38. 

Al añadirse sobre las células, donde ya 
había 100 µL de Medio BMDM / RAW 264.7 
(Vfinal = 200 µL/pocillo), estos compuestos 
se preparan al doble de concentración en el 
medio de cultivo correspondiente. 

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

5. Incubar a 37ºC en una atmósfera de 5% de 
CO2. 

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

7. Incubar durante 24 h a 37ºC en una 
atmósfera de 5% de CO2. 

8. Estas células están listas para llevar a cabo 
los distintos ensayos que permitan evaluar 
la citotoxicidad, la viabilidad, IL-1β 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 evaluó la 
viabilidad celular mediante alamarBlue 
Invitrogen (FIGURA 40A) (Voytik-Harbin et al., 
1998). 

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

2. Incubar a 37ºC en una atmósfera del 5% 
de CO2 durante 4-5 h. 

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

4. Calcular el % de Viabilidad: 
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3.2.1.4. Ensayo de citotoxicidad 
mediante Lactato Deshidrogenasa 
(LDH) 

Tras el tratamiento de las células con los 
compuestos que producen ICD, se evaluó 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 Tampón de Lisis y la Solución de 
Parada a temperatura ambiente (RT). 

- Preparar la Solución del Sustrato: añadir 11,4 
mL de diH2O al Contenido de la Mezcla de 
Sustrato y mezclar hasta disolverlo. 

- Preparar la Solución del Tampón de Ensayo: 
descongelar el Tampón de Ensayo a RT y 
proteger de la luz. 

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

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

1. Preparar los controles del experimento: 

 Preparar los Controles de Actividad Máxima 
de LDH, añadiendo 10 µL del Tampón de 
Lisis (10X) y mezclar. Incubar la placa 
durante 45 min a 37ºC en una atmósfera de 
5% de CO2. 

 Preparar los Controles de Actividad 
Espontánea de LDH, añadiendo 10 µL de 
diH2O y estéril. 

2. Transferir 50 µL de medio de cada muestra 
a una placa de 96 pocillos. 

3. Añadir 50 µL/pocillo de la Mezcla de 
Reactivos y mezclar bien. 

4. Incubar la placa durante 30 min a RT 
protegida de la luz. 

5. Añadir 50 µL/pocillo de la Solución de 
Parada y mezclar bien. 

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

7. 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. 

8. El % de citotoxicidad se calcula mediante la 
fórmula: 

 

 

 

 

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

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

1. Preparación de reactivos: 

 Solución de Trabajo de Actividad de 
Caspasa Individual: preparar la Solución de 
Trabajo de las Caspasas 3/7, 8 y 9 
añadiendo 50 µL del sustrato (componentes 
A, B o C) en 10 mL del Tampón de Ensayo 
(componente D) y mezclar bien. 

 Solución de Trabajo de Actividad Tri-
Caspasa: añadir 50 µL de cada sustrato de 
caspasa de interés (componente A+B+C) 
en los 10 mL del Tampón de Ensayo 
(componente D). 

2. Plaquear 100.000 BMDM/pocillo y tratar con 
los compuestos de interés durante 24 h, a 
37ºC y en una atmósfera con CO2 al 5%. 

3. Añadir 100 µL/pocillo de la Solución de 
Trabajo de Actividad Tri-Caspasa. 

4. Incubar la placa a RT entre 30 y 60 min, 
protegida de la luz. 

5. 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. 

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

 

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

Caspasa Fluorescencia Excitación Emisión 

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. Detección de IL-1β 
mediante ELISA 

Tras el cultivo de las células en presencia de los 
inhibidores que inducen ICD, se cuantificó la 
concentración de IL-1β presente en el 
sobrenadante de las células tratadas mediante 
el Kit Mouse IL-1β Uncoated ELISA Invitrogen, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Preparación de Reactivos: 

 Tampón de Recubrimiento (1X): hacer una 
dilución 1:10 de PBS 10X en diH2O. 

 Anticuerpo de Captura: diluir el Anticuerpo 
de Captura (250X) 1:250 con Tampón de 
Recubrimiento (1X). 

 Solución 5X ELISA/ELISPOT: diluir el 
reactivo concentrado (5X) 1:5 en diH2O. 

 Estándar: reconstituir el estándar de ratón 
de IL-1β añadiendo diH2O. El volumen de 
reconstitución está fijado en la etiqueta del 
vial del estándar. Permitir que el estándar 
se reconstituya durante 10-30 min. Mezclar 
vigorosamente para asegurar una 
solubilización completa y homogénea. El 
estándar tiene una concentración de 1.000 
pg/mL. 

 Anticuerpo de Detección: diluir el 
Anticuerpo de Detección (250X) 1:250 en la 
Solución ELISA/ELISPOT (1X). 

 Estreptavidina-HRP: diluir el concentrado 
de HRP (Peroxidasa de Rábano Picante) 
(100X) 1:100 en la Solución 
ELISA/ELISPOT (1X). 

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

 Solución de Parada: H2SO4, 2 N. 

 

1. Recubrir una placa de 96 pocillos con 100 
µL/pocillo del Anticuerpo de Captura 
preparado en el Tampón de Recubrimiento. 
Sellar la placa e incubar en agitación hasta 
el día siguiente a 4ºC. 

2. Aspirar los pocillos y lavar tres veces con 
>250 µL/pocillo de Tampón 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 tampón 
residual. 

3. Bloquear los pocillos con 200 µL/pocillo de 
la Solución ELISA/ELISPOT (1X). Incubar 1 
h en agitación a RT. 

4. Preparar la curva estándar. 

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

6. Realizar diluciones seriadas (1:2) a partir 
del estándar (1.000 pg/mL) para hacer una 
curva de estándares con un total de ocho 
puntos. Para ello, añadir 100 µL/pocillo de 
la Solución ELISA/ELISPOT (1X) dejando 
los primeros pocillos vacíos. Añadir 200 
µL/pocillo del estándar (1.000 pg/mL) de IL-
1β a los primeros pocillos vacíos A1/A2. 
Transferir 100 µL de los pocillos A1/A2 a los 
pocillos B1/B2. Mezclar bien y pasar 100 µL 
a los pocillos C1/C2. No rascar la superficie 
de los pocillos con las puntas. Repetir este 
procedimiento cinco veces más. 

7. Añadir 100 µL/pocillo de los sobrenadantes 
de las muestras a los pocillos 
correspondientes. 
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8. Añadir 100 µL/pocillo de Solución 
ELISA/ELISPOT (1X) al pocillo destinado 
para hacer el BLANCO. 

9. Sellar la placa e incubar en agitación a RT 
durante 2 h (o durante toda la noche en 
agitación a 4ºC para una mayor 
sensibilidad). 

10. Preparar el Anticuerpo de Detección. 

11. 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 
tampón. 

12. Añadir 100 µL/pocillo del Anticuerpo de 
Detección (1X) a todos los pocillos. 

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

14. Preparar la Estreptavidina-HRP. 

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

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

16. Añadir 100 µL/pocillo de Estreptavidina-
HRP (1X). 

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

18. 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. 

19. Añadir 100 µL/pocillo de la Solución de TMB 
(1X). 

20. Incubar en agitación a RT durante 15 min. 

21. Añadir 100 µL/pocillo de la Solución de 
Parada. 

22. Leer la placa a 450 nm. Si la sustracción 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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3.2.1.7. ANEXO I. 

 

FIGURA 37 | Vector pLEXSY-pac iRFP. 

 

 

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 proteínas implicadas 
en rutas de muerte celular. 
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FIGURA 40 | A) Esquema del mecanismo de la reducción de resazurina a resorufina en el ensayo del alamarBlue 

(Ligasová & Koberna, 2021). B) Esquema del mecanismo del ensayo de citotoxicidad LDH (Tribioscience, 2019). 

 

 

TABLA 3 | Reactivos. 

 Distribuidor Referencia Protocolo 

Kits comerciales 

CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay Invitrogen C20301 Ensayo LDH 

Mouse IL-1 beta Uncoated ELISA Kit Invitrogen 88-7013-22 ELISA IL-1β 

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

AAT Bioquest 22820 Caspasas 

Inhibidores 

Z-VAD-FMK MedChemExpress HY-16658B Muerte celular 

Q-VD-OPh MedChemExpress HY-12305 Muerte celular 

GSK547 MedChemExpress HY-114492 Muerte celular 

HS-1371 MedChemExpress HY-114349 Muerte celular 

Pam3CSK4 (P3C) InvivoGen TLRL-PMS Muerte celular 

SM-164 MedChemExpress HY-15989 Muerte celular 

LCL161 MedChemExpress HY-15518 Muerte celular 

AZD5582 MedChemExpress HY-12600 Muerte celular 

5Z-7-Oxozeaenol (5Z-7-OZ) MedChemExpress HY-12686 Muerte celular 

ABT-263 (Navitoclax) MedChemExpress HY-10087 Muerte celular 

AZD-5991 MedChemExpress HY-101533 Muerte celular 

S63845 MedChemExpress HY-100741 Muerte celular 

Reactivos 

AlamarBlue HS Cell Viability Reagent  Invitrogen A50101 AlamarBlue 

Equipos 

Varioskan LUX Plate Reader Thermo Scientific 

AlamarBlue 
LDH 
IL-1β 
Caspasas 
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TABLA 4 | Medios de cultivo. 

HBSS (pH 7.2) 1 Litro 

NaCl 8 g 

KCl 0,4 g 

KH2PO4 0,06 g 

Glucosa 1 g 

Na2HPO4·2H2O 0,06 g 

MgSO4·7H2O 0,20 g 

CaCl2·2H2O 0,185 g 

NaHCO3 0,35 g 

Medio BMDM (pH 7.2) 1 Litro 

RPMI 1640 10,43 g 

NaHCO3 24 mM 

L-Glutamina 2 mM 

Mezcla de Antibióticos* 5 mL 

HEPES 25 mM 

1x RPMI AA 20 mL 

C3H3NaO3 10 mL 

FBS 10% (v/v) 

Sobrenadante L929 10% (v/v) 

Medio RAW 264.7 1 Litro 

RPMI 1640 10,43 g 

NaHCO3 24 mM 

HEPES 25 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

L-Glutamina 2 mM 

FBS 10% (v/v) 

Medio L929 

DMEM/F-12, HEPES DMEM/F-12, HEPES 

Mezcla de Antibióticos 2,5 mL 

FBS 10% (v/v) 

  

  

  

  

  

  

  

*50 U/mL Penicilina / 50 µg/mL Estreptomicina   
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3.2.2. CO-EXPLANTE 

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

 

3.2.2.1. Preparación del cargo 

A. Células apoptóticas: 

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 µL/pocillo. 

3. Recoger las células tratadas tras 3 y 24 h. 
Para ello, se recogió 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, 
añadir 200 µL/pocillo de Tripsina-EDTA 
(0,25%) e incubar durante 5 min a 37ºC. 
Neutralizar la tripsina con PBS y recoger 
las células al mismo tubo donde se había 
recogido el sobrenadante. Centrifugar 
durante 10 min a 2.500 rpm a 4ºC. 

4. Resuspender el pellet de células en 187,5 
µL en Medio Esplenocito (1,6x106 
células/mL) y conservar hasta su uso (25 
µL/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 logarítmica. 
Se centrifugan 30x106 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 (1,5x106 
promastigotes/mL) y se incuba durante 5-

7 d a 37ºC con una atmósfera del 5% de 
CO2 (De Muylder et al., 2011). 

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

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

4. Realizar siete ciclos de 
congelación/descongelación en N2 líquido 
y conservar durante 24 h en N2 líquido. 
Almacenar a 4ºC. 

 

3.2.2.2. Preparación del explante 
de bazo: 

1. Se eutanasia al ratón en una atmósfera de 
CO2. 

2. Esterilizar el abdomen del ratón 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 µL de 
colagenasa D (20 mg/mL) empleando una 
jeringuilla de 1 mL y una aguja de 25G. 
Los bazos se cortan en piezas pequeñas 
y se añaden 5 mL de Tampón de 
Colagenasa que se inyecta en los 
diferentes trozos.  

Con los bazos de los ratones infectados 
con L. donovani LV9 iRFP PAC, añadir 20 
µM de biliverdina a los 5 mL del Tampón 
de Colagenasa. De esta manera, se 
potencia la síntesis de iFRP, debido a que 
esta proteína emplea la biliverdina como 
cromóforo – un intermediario del 
metabolismo del grupo hemo – que hace 
que aumente la señal fluorescente, 
facilitando su detección in vitro e in vivo 
(Shcherbakova & Verkhusha, 2013). 

5. Incubar a 37ºC durante 20 min. 

6. Pasar todo el material a través de una 
malla de 100 µm 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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8. Resuspender el pellet en 4 mL de Tampón 
de Lisis e incubar en hielo durante 4 min. 
Agitar cada minuto. 

9. Diluir el Tampón de Lisis con PBS hasta 
50 mL. 

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

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

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

13. Resuspender las células en Medio 
Esplenocito. Contar células. 

14. Bazo infectado. Realizar una curva de 
volúmenes del explante infectado en una 
placa de 96 pocillos tratada para cultivo 
celular de fondo óptico plano y paredes 
negras. De esta manera, se puede 
calcular el número de Unidades 
Relativas de Fluorescencia (RFU)/µL. 
Incubar durante 2 h a 37ºC en una 
atmósfera 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 µL/pocillo de Medio 
Esplenocito. 

15. Bazo sano (esplenocitos). Sabiendo que, 
aproximadamente, el 2% de las células 
totales de un bazo sano son DCs, 
sembrar 20.000 DC/pocillo (106 células 
totales de bazo sano/pocillo) en 50 µL de 
Medio Esplenocito. 

16. 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). 

17. Añadir P3C a partir de una concentración 
de 1 mg/mL para conseguir una 
concentración final de 500 ng/mL de 
P3C/pocillo. 

18. Añadir 40.000 células/pocillo de células 
apoptóticas (RAW 264.7/BMDM) en 25 
µL de Medio Esplenocito (2 células 
apoptóticas : 1 DC; 40.000 células 
apoptóticas : 20.000 DC). 

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

20. Incubar el explante sano con el cargo 
durante 2 h a 37ºC, 5% de CO2. De esta 
forma, se pretende que las DCs del 
explante sano se activen por la presencia 
de DAMPs y PAMPs, procedentes de las 
células apoptóticas y del lisado de 
amastigotes, respectivamente. 

21. Añadir 600.000 RFU/pocillo del explante 
de bazo infectado en 100 µL de Medio 
Esplenocito sobre el explante de bazo 
sano activado. 

22. Incubar a 37ºC en una atmósfera del 5% 
de CO2 durante 5-6 d. 

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

22. Calcular % viabilidad mediante la 
fórmula:  
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3.2.2.3. ANEXO II. 

 

 

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

 

 

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

 

 

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. 

 Distribuidor Referencia 

Reactivos 

Collagenase D Roche 11088866001 

Pam3CSK4 InvivoGen TLRL-PMS 

Equipos 

Odyssey M Imaging System LI-COR 

 

 

TABLA 6 | Medios de cultivo. 

Tampón de Colagenasa (pH 7.4) 

HEPES pH 7.4 10 mM 

NaCl 150 mM 

KCl 5 mM 

MgCl2 1 mM 

CaCl2 1,8 mM 

Tampón de Lisis (pH 7.2) 1 Litro 

NH4Cl 8,025 g 

KHCO3 0,1 g 

EDTA 0,037 g 

Medio Amastigote (pH 5.5) 

KCl 15 mM 

KH2PO4 136 mM 

K2HPO4·3H2O 10 mM 

MgSO4·7H2O 0,5 mM 

NaHCO3 24 mM 

Glucosa 22 mM 

Glutamina 1 mM 

RPMI 1640 Vitamin Mix 1X 

Ácido Fólico 10 µM 

Adenosina 100 µM 

RPMI Amino Acid Mix 1X 

Hemina 5 µg/mL 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

MES 25 mM 

FBS 20% (v/v) 

Medio Esplenocito (pH 7.2) 1 Litro 

RPMI 1640 10,43 g 

NaHCO3 24 mM 

L-Glutamina 2 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

HEPES 25 mM 

1x RPMI AA 20 mL 

C3H3NaO3 10 mL 

FBS 20% (v/v) 
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3.2.3. DISEÑO DE LA CEPA L. 
infantum 2713 HASPB:OVA 

La transfección es la internalización de ADN en 
el núcleo de células vivas (Keller et al., 2019). 
Recientemente, los protozoos han surgido 
como organismos de interés para la expresión 
heteróloga de proteínas eucariotas con sus 
correspondientes modificaciones post-
traduccionales (Breitling et al., 2002; Basile & 
Peticca, 2009; Niimi, 2012; Jones, 2015; 
Legastelois et al., 2017). La evolución de los 
métodos de cultivo y la manipulación genética, 
así como el desarrollo de las técnicas de 
transfección ha hecho capaz la creación de un 
sistema de expresión denominado LEXSY (L. 
expression system, Jena Bioscience) (Basile & 
Peticca, 2009; Taheri et al., 2016). 

Nuestro objetivo fue la transfección del 
protozoo unicelular L. infantum con el plásmido 
pLEXSY-hyg2.1 (FIGURA 44) sintetizado por la 
empresa GeneCust, el cual contiene la 
secuencia de la proteína de fusión HAPSB:OVA 
y la higromicina como antibiótico de selección.  

 

3.2.3.1. Generación 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 
bacteriófago podía ser transfectado dentro de 
células eucariotas (Mandel & Higa, 1970). La 
transfección ocurre cuando células y ADN son 
combinados en presencia de Ca2+ a 0ºC, 
seguido de una rampa ascendente de 
temperaturas (de 37 a 42ºC) (Hanahan, 1983). 

El método empleado está 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 transformación (hasta 5x108 
transformantes/µg de ADN). 

La temperatura y agitación a las cuales crece el 
cultivo es de 18ºC y 200 rpm. La aireación del 
cultivo debe mantenerse siempre con una 
relación 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 preinóculo 
en medio SOC a 37ºC. 

3. Inocular 1% de preinóculo en medio SOC 
(0,5 mL para 50 mL de medio SOC en un 
matraz de 500 mL). Crecer en agitación 
(200 rpm) a 18ºC. 

4. Una vez que el cultivo alcanza una OD600 de 
0.2 (24-27 h), colocar el matraz en hielo 
durante 10 min. A partir de este momento 
trabajar en cámara fría, manteniendo las 
células siempre a una temperatura de 4ºC. 

5. Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 min a 
4ºC. 

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

7. Centrifugar 10 min a 3.000 rpm a 4ºC. 

8. Eliminar el medio y resuspender 
suavemente (sin agitación) en 20 mL de TB 
frío. Añadir 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 
líquido. Almacenar los viales con las células 
competentes a -80ºC. 

 

3.2.3.2. Transformación de E. coli 
con el plásmido pLEXSY-hyg2.1 
HASPB:OVA 

Las condiciones anteriores proporcionan la 
inducción de un estado de competencia para la 
toma de ADN (Hanahan, 1983), haciendo así 
posible su aplicación en la transformación 
genética de las bacterias E. coli. 

1. Añadir 2 µL de ADN (plásmido) + 150 µL de 
E. coli competentes. 

2. Incubar en hielo 15-20 min. 

3. Colocar las células a 42ºC durante 45 s. 

4. Colocar 2 min en hielo. 

5. Añadir 800 µL de Medio SOC precalentado 
a 37ºC. 

6. Incubar 1 h a 37ºC. 

7. Centrifugar 5 min a 10.000 rpm. 

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

9. Resuspender el pellet y añadir todo el 
contenido del tubo a una placa de LB + 
ampicilina precalentada a 37ºC. 
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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 
condensación. 

12. Incubar a 37ºC durante toda la noche. 

 

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

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

1. Añadir 3 mL de Medio LB + 60 µg/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 día siguiente en agitación a 
200 rpm, 37ºC. 

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

5. Incubar hasta el día siguiente en agitación a 
200 rpm, 37ºC. 

6. Llevar a cabo el aislamiento del plásmido 
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 y 
centrifugarlas a 6.000 x g durante 15 min 
a 4ºC. 

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

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

6.4. Añadir 10 mL del tampón P3 preenfriado 
a 4ºC, mezclar vigorosamente invirtiendo 
el tubo de cuatro a seis veces. Incubar en 
hielo durante 20 min. Al usar el reactivo 
LyseBlue, al mezclar la solución quedará 
sin color. 

6.5. Centrifugar a ≥20.000 x g durante 30 min 
a 4ºC. Volver a centrifugar el 
sobrenadante a ≥20.000 x g durante 15 
min a 4ºC. 

6.6. Equilibrar la columna QIAGEN-tip 500 
añadiendo 10 mL de tampón QBT y 
permitir que la columna se vacíe por 
gravedad. 

6.7. Añadir 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 tampón QC. Permitir que el 
tampón se mueva a través de la columna 
por gravedad. 

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

6.10. Precipitar el ADN añadiendo 10,5 mL (0,7 
vol.) de Isopropanol al ADN eluido y 
mezclar. Centrifugar a ≥15.000 x g 
durante 30 min a 4ºC. Decantar el 
sobrenadante con cuidado. 

6.11. Lavar el pellet de ADN con 5 mL de etanol 
al 70% y centrifugar a ≥15.000 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 tampón. 

7. Cuantificación del ADN extraído. 

 

3.2.3.4. Linearización del plásmido 
pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA 

Para que el plásmido pueda ser insertado en el 
genoma de Leishmania, es necesario 
linealizarlo mediante una digestión enzimática 
empleando enzimas de restricción: 

1. Mezclar 60 µg de ADN plasmídico con 
Tampón Fast Digest 10X y ajustar el 
volumen añadiendo H2O hasta alcanzar un 
volumen final de 250 µL. 

2. Añadir 1,5 µL de la enzima de restricción 
Swa I (Smi I). 

3. Incubar a 37ºC durante 20 min. 

4. Añadir de nuevo 1,5 µL de Swa I. 

5. Incubar de nuevo a 37ºC durante 20 min. 
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6. Incubar durante 15 min a 65ºC para detener 
la reacción. 

7. Realizar una electroforesis en gel de 
agarosa del 0,7% (p/v) en H2O para poder 
extraer la banda de interés correspondiente 
al fragmento de plásmido linealizado. Tras 
el tratamiento con la enzima Smi I, el 
plásmido pLEXSY tendrá un tamaño 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. Añadir 3 vol. de tampón PS por cada 100 
mg de agar. Incubar a 37ºC hasta que el 
agar se haya disuelto. 

8.3. Atemperar a RT durante 20 min. 

8.4. Equilibrar la columna con 500 µL de 
tampón 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. Añadir el ADN a la columna en fracciones 
de 700 µL. Hacer pasar cada muestra de 
700 µL dos veces por la columna. 

8.6. Una vez que hemos centrifugado toda la 
muestra, añadimos 700 µL de tampón 
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. Añadir 500 µL de tampón 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 rpm y 
descartar el tubo. 

8.11. Colocar la columna sobre un tubo nuevo y 
eluir el ADN con 30 µL de H2O. 

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. 

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

8.15. Repetir el Paso 8.13 y 8.14. 

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

 

3.2.3.5. Transfección de cepas de 
Leishmania con el plásmido 
pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA 

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

1. Realizar cultivos de promastigotes 
rutinariamente hasta conseguir que, tras 24 
h de incubación a 26ºC, el cultivo alcance 
5x106 parásitos/mL a partir de 106 
parásitos/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 utilizará en un paso posterior. 

3. Lavar dos veces con tampón 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 µL de Cytomix. 

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

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

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

9. Incubar durante 24 h a 26ºC en agitación. 

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

11. Incubar a 26ºC en agitación hasta que el 
cultivo progrese. 
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12. Realizar pases cada 2-3 d añadiendo de 
nuevo el antibiótico de selección para que 
los parásitos con los que se va a trabajar 
sean únicamente aquellos que hayan 
incorporado este ADN en su genoma. 

 

3.2.3.6. Microscopía confocal para 
la detección de la proteína OVA 

Si partimos de una muestra de parásitos: 

1. Tratar los LabTek Thermo Scientific con 
poli-lisina (1:5 en H2O) durante 5 min, RT. 

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

3. Sembrar 4x106 parásitos/pocillo en LabTek 
Thermo Scientific en 300 µL de PBS. 

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

5. Retirar PBS. 

*Para la diferenciación de promastigotes a 
amastigotes, se siguió 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 µL 
de medio y esperar 3-4 h a que se adhieran 
a los cubres. 

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

5. Centrifugar la placa a 330 x g, 5 min. 

6. Incubar durante 2 h a 37ºC, 5% CO2. 

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

8. Añadir 1 mL de medio/pocillo y dejar 
incubando durante 48-72 h a 37ºC, 5% CO2. 

 

Una vez que se ha preparado la muestra, el 
proceso es el siguiente: 

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 macrófagos 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 caseína al 0,1% (p/v) en PBS 
(solución de bloqueo) durante 20 min, RT. 

8. Retirar la caseína. 

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

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

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

11. Teñir con DAPI (1:1000 en diH2O) 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 
fotografías con el microscopio confocal 
LSM800 Zeiss. 

 

3.2.3.7. Western blot de 
fluorescencia de extractos de 
Leishmania 

Para comprobar la expresión de la proteína 
OVA en la cepa L. infantum transfectada con el 
plásmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA, se 
llevó a cabo su inmunodetección mediante la 
técnica de Western blot. 

 

A. Preparación de lisados de Leishmania 

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

3. Centrifugar a 6.000 x g durante 10 min. 

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

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

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

5.2. Pipetear 25 µL/pocillo de cada dilución 
estándar y de la muestra desconocida en 
una placa de 96 pocillos (rango de trabajo 
= 20-2.000 µg/mL). Si el tamaño de 
muestra es limitado, pueden usarse 10 
µL/pocillo de las diluciones estándar y de 
la muestra (Rango de trabajo = 125-2.000 
µg/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. Añadir 200 µL/pocillo del WR y mezclar en 
un agitador de placas durante 30 s. 

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

5.6. Dejar que la placa se enfríe 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 -20ºC hasta su uso. 

 

B. Electroforesis en gel 

1. Preparar las muestras añadiendo 20 ng de 
proteína procedente del sobrenadante y del 
lisado de promastigotes, tampón de carga 
4X y H2O hasta obtener un volumen final de 
20 µL. Como control positivo, se añadió 1 
µg de OVA. 

2. Hervir las muestras 5 min a 95ºC. 

3. Cargar las muestras en un gel de agarosa 
del 12% (p/v) en H2O y 3 µL de la escalera 
PageRuler Prestained NIR Protein Ladder. 

4. Realizar la electroforesis del gel a 200 V 
durante, aproximadamente, 30 min. 

 

C. Transferencia gel-membrana 

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

2. Equilibrar la membrana, el gel, las esponjas 
y los papeles en el Tampón de 
Transferencia. 

3. Preparar el cassette y colocarlo en la cubeta 
donde se lleva a cabo la transferencia y 
rellenar con el Tampón de Transferencia. 

4. Realizar la transferencia a 12 V, durante 18 
h, a 4ºC. 

 

D. Bloqueo e incubación con anticuerpos 

1. Sumergir la membrana en PBS durante 5 
min, RT, en agitación. 

2. Retirar el PBS y añadir 25 mL de la Solución 
de Bloqueo durante 1 h, RT, en agitación. 

3. Preparar el anticuerpo 1º Anti-OVA Mouse 
Anti-Chicken (1:500) en la Solución de 
Bloqueo e incubar durante 1 h, RT, en 
agitación. 

4. Retirar el anticuerpo 1º y realizar un primer 
lavado con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v) 
durante 15 min. 

5. Realizar dos lavados más de 5 min cada 
uno con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v). 

6. Preparar el anticuerpo 2º anti-Mouse IRDye 
800 (1:15.000) en la Solución de Bloqueo e 
incubar durante 1 h a RT, en agitación. 

7. Retirar el anticuerpo 2º y realizar un primer 
lavado con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v) 
durante 15 min. 

8. Realizar dos lavados más de 5 min cada 
uno con PBS + Tween20 al 0,1% (v/v). 

E. Inmunodetección 

1. Revelado de la membrana con el sistema 
de imagen Odyssey LI-COR. 
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3.2.3.8. ANEXO III. 

 

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

 

 

FIGURA 45 | Proceso de transfección de Leishmania con el vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. Imagen 
modificada de (Chang et al., 2022). 
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TABLA 7 | Reactivos. 

 Distribuidor Referencia Protocolo 

Antibióticos 

Ampicilina Sigma Aldrich A9518-25G 
Células competentes de E. coli 
Transformación de E. coli 

Higromicina B  Corning 30-240-CR Transfección de Leishmania 

Kits comerciales 

Plasmid Maxi Kit Qiagen 12162 
Aislamiento pLEXSY-hyg2.1 
HASPB:OVA 

Extract Me DNA Clean-Up & Gel-Out Blirt EM26.1-250 
Aislamiento pLEXSY-hyg2.1 
HASPB:OVA 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific 23225 Western Blot 

Anticuerpos 

Anti-OVA Host: Rat; Reactivity: 
Chicken 

Antibodies-online ABIN400507 Microscopía confocal 

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

Invitrogen A18916 Microscopía confocal 

Monoclonal Anti-OVA antibody 
produced in mouse 

Sigma Aldrich SAB5300165 Western Blot 

IRDye 800CW Goat anti-Mouse IgG 
Secondary Antibody 

LI-COR 926-32210 Western Blot 

Reactivos 

Fast Digest Smi I Thermo Scientific FD1244 
Aislamiento pLEXSY-hyg2.1 
HASPB:OVA 

10X Fast Digest Buffer Thermo Scientific FD1244 
Aislamiento pLEXSY-hyg2.1 
HASPB:OVA 

Schneider’s Insect Media Sigma Aldrich S9895 Diferenciación Amastigotes 

Poly-L-lysine solution Sigma Aldrich 25988-63-0 Microscopía confocal 

Inside Stain Kit (Inside Fix) Miltenyi Biotec 130-090-477 Microscopía confocal 

Inside Stain Kit (Inside Perm) Miltenyi Biotec 130-090-477 Microscopía confocal 

ProLong Diamond Antifade Mountant Invitrogen P36961 Microscopía confocal 

PageRuler™ Prestained NIR Protein 
Ladder 

Thermo Scientific 26635 Western Blot 

Fungible 

Sistema dNunc Lab-Tek II Chamber 
Slide 

Thermo Scientific 16260661 Microscopía confocal 

Equipos 

Microscopio Confocal LSM800 ZEISS Microscopía confocal 

Sonicador U50 Control IKA LaborTechnik Western Blot 

Varioskan LUX Plate Reader Thermo Scientific Western Blot 

Odyssey M Imaging System LI-COR Western Blot 
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TABLA 8 | Medios de cultivo.

Medio LB (pH 7) 

Triptona 10 g/L 

Extracto de levadura 5 g/L 

NaCl 10 g/L 

Agar 15 g/L 

Medio SOC (pH 7) 1 Litro 

Triptona   20 g 

Extracto de levadura 5 g 

NaCl 0.5 g 

Glucosa 50% 88 mL 

MgCl2 2 M 

KCl 250 mM 

Tampón TB (pH 6.7): 

PIPES 10 mM 

CaCI2 15 mM 

KCI 250 mM 

KOH 1 M 

MnCI2·4H2O 10,9 g/L 

Medio M199 (pH 6.9) 1 Litro 

5X Medium 199 M3274 200 mL 

HEPES 1 M 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

Glutamina 100X 200 mM 

RPMI 1649 Vitamin Mix 10 mL 

Ácido Fólico 10 mg/mL 

Adenosine 250 25 mM 

Hemina 1000X 5 mg/mL 

FBS 100 mL 

Milli-Q  640 mL 

Tampón Cytomix (pH 7.6) 

KCl 120 mM 

CaCl2 0.15 mM 

K2HPO4 10 mM 

HEPES 25 mM 

EDTA 2 mM 

MgCl2 5 mM 

PBS (pH 7.2) 

NaCl 8 g/L 

KCl 0,2 g/L 

Na2HPO4 1,42 g/L 

KH2PO4 0,27 g/L 

Medio Schneider (pH 7) 1 Litro 

Schneider Medium 24.5 g 

Bicarbonato Sódico 0.4 g 

Cloruro Cálcico 0.6 g 

FBS 20% (v/v) 

Medio Amastigote (pH 5.5) 

KCl 15 mM 

KH2PO4 136 mM 

K2HPO4·3H2O 10 mM 

MgSO4·7H2O 0,5 mM 

NaHCO3 24 mM 

Glucosa 22 mM 

Glutamina 1 mM 

RPMI 1640 Vitamin Mix 1X 

Ácido Fólico 10 µM 

Adenosina 100 µM 

RPMI Amino Acid Mix 1X 

Hemina 5 µg/mL 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

MES 25 mM 

FBS 20% (v/v) 

Tampón de Transferencia 

Glicina 192 mM 

Tris 20 mM 

Metanol 10% (v/v) 

Solución de Bloqueo 1 Litro 

PBS 1X 50 mL 

H2O 50 mL 

Caseína 0,1 g/L 
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3.2.4. MEDICIÓN DE LA 
APOPTOSIS EN CÉLULAS RAW 
264.7 TRAS EL TRATAMIENTO 
CON RADIACIÓN UV 

 

Un método muy utilizado para medir la muerte 
celular en una población de células es el uso 
conjunto de la unión de la Anexina-V, junto con 
la captación de yoduro de propidio (IP) y la 
citometría de flujo. La Anexina-V es una 
proteína 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 únicamente en 
las células muertas. IP es impermeable a las 
células con la membrana plasmática intacta, 
pero cuando la integridad de la membrana se 
ve comprometida, es capaz de difundir al 
interior del núcleo y unirse al ADN, 
traduciéndose en un núcleo altamente 
fluorescente. La citometría de flujo nos permite 
analizar las poblaciones de células en función 
de su unión a Anexina-V y IP. Combinando 
estas técnicas, nos permite llevar a cabo la 
detección y cuantificación simultáneas de 
células apoptóticas y necróticas 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 
energía necesaria de radiación ultravioleta (UV) 
para producir apoptosis en macrófagos murinos 
RAW 264.7. El siguiente objetivo se basó en 
determinar si la infección de RAW 264.7 con L. 
infantum 2713 HASPB:OVA retrasa la 
apoptosis, en comparación con macrófagos sin 
infectar. 

 

3.2.4.1. Cultivo e infección de 
macrófagos 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 condición. 

- Preparar una placa diferente para cada 
valor de energía. 

2. Incubar durante 24 h a 37ºC, 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, añadir los parásitos con un 
MOI = 10:1 (3x106 parásitos/pocillo) e 
incubar durante 2 h a 37ºC, 5% CO2. Retirar 
la infección realizando tres lavados con 
PBS para eliminar los parásitos que no 
hayan sido internalizados, añadir 1 
mL/pocillo de Medio RAW 264.7 e incubar 
durante 24 h a 37ºC, 5% CO2. 

 

3.2.4.2. Irradiación de macrófagos 
RAW 264.7 con UV 

Esterilizar previamente el UV Crosslinker Model 
UVC500 Hoefer con el máximo de energía 
posible para que esté estéril a la hora de 
introducir las placas con nuestras células. 

Una de las placas no será sometida a radiación 
y se reservará para usarse como control 
negativo. 

Para las placas que van a ser tratadas con 
radiación 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 radiación UV. 

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

4. Irradiar cada placa con la energía 
correspondiente (mJ/cm2). 

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

6. Incubar a 37ºC, 5% CO2 durante 4 o 24 h. 

 

3.2.4.3. Citometría de flujo 

1. Retirar el medio de cultivo de los pocillos. 

2. Añadir 500 µL/pocillo de PBS-EDTA 10 mM 
e incubar durante 7 min a 37ºC, para liberar 
las células de la superficie del cultivo. 

3. Recoger los 500 µL 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 añadirlo al tubo 
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correspondiente, junto con los 500 µL del 
paso previo (Volumen final = 1,5 mL). 

5. Centrifugar 10 min, 3.400 rpm, 4ºC. 

6. Retirar el sobrenadante. 

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

8. Resuspender el pellet en 1 mL de PBS. 

9. Centrifugar 10 min, 3.400 rpm, 4ºC. Retirar 
el sobrenadante. 

10. Resuspender el pellet en 1 mL de Binding 
Buffer. 

11. Centrifugar 10 min, 3.400 rpm, 4ºC. Retirar 
el sobrenadante. 

12. Resuspender el pellet en 100 µL de Binding 
Buffer todos los tubos. En el caso del control 
negativo, se resuspende en 400 µL de 
Binding Buffer, ya que se debe repartir 100 
µL en 4 tubos: 

 1 tubo Sin Teñir (para fijar 
Tamaño/Complejidad) 

 1 tubo teñido únicamente con Anexina-V 

 1 tubo teñido únicamente con Yoduro de 
Propidio (IP) 

 1 tubo teñido con Anexina-V e IP (control 
negativo) 

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

14. Añadir 5 µL de Anexina V-FITC. 

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

16. Incubar a RT durante 15 min. 

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

18. Analizar las muestras empleando el 
citómetro de flujo MACSQuant Analyzer 10 
Miltenyi Biotec.  
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3.2.4.4. ANEXO IV. 

 

FIGURA 46 | Esquema de las diferentes poblaciones que pueden ser detectadas tras la tinción con IP y 
Anexina-V, mostrándose los sitios de unión 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 Citometría de flujo 

FITC Annexin V BD Pharmingen 51-65874X Citometría de flujo 

Equipos 

UV Crosslinker Model UVC500  Hoefer Scientific Radiación UV RAW 264.7 

MACSQuant Analyzer 10 Flow Cytometer Miltenyi Biotec Citometría de flujo 

 

 

TABLA 10 | Medios de cultivo.

Medio RAW 264.7 1 Litro 

RPMI 1640 10,43 g 

NaHCO3 24 mM 

HEPES 25 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

L-Glutamina 2 mM 

FBS 10% (v/v) 

1X Binding Buffer: 1 Litro 

HEPES/NaOH, pH 7.4 10 mM 

NaCl 140 mM 

CaCl2 2,5 mM 
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3.2.5. CUANTIFICACIÓN DE LA 
INFECCIÓN DE RAW 264.7 
IRRADIADAS CON UV 

 

Una vez que las células RAW 264.7 eran 
irradiadas con UV, se llevó a cabo la 
cuantificación del porcentaje de infección. 

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 37ºC, 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, añadir 
los parásitos con un MOI = 10:1 (3x106 
parásitos/pocillo) e incubar durante 2 h a 
37ºC, 5% CO2. Retirar la infección 
realizando tres lavados con PBS para 
eliminar los parásitos que no hayan sido 
internalizados, añadir 1 mL/pocillo de Medio 
RAW 264.7 e incubar durante 24 h a 37ºC, 
5% CO2. 

3. Realizar la irradiación UV de las células. 
Esterilizar el UV Crosslinker Model UVC500 
Hoefer con el máximo de energía posible 
para que esté estéril a la hora de introducir 
las placas con nuestras células. Una de las 
placas no será sometida a radiación y se 

reservará para usarse como control 
negativo. 

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 radiación UV. 

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

7. Irradiar cada placa con 500 mJ/cm2. 

8. Añadir 900 µL de Medio RAW 264.7. 

9. Incubar a 37ºC, 5% CO2 durante 4 o 24 h. 

10. Retirar el medio de cultivo de los pocillos y 
añadir 500 µL/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 37ºC. 

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, 4ºC, retirar 
el sobrenadante y resuspender el pellet en 
400 µL de PBS. 

13. Analizar las muestras empleando el 
citómetro 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 Radiación UV de macrófagos RAW 264.7 

MACSQuant Analyzer 10 Flow Cytometer Miltenyi Biotec Citometría de flujo 

 

 

TABLA 12 | Medios de cultivo.

Medio RAW 264.7 1 Litro 

RPMI 1640 10,43 g 

NaHCO3 24 mM 

HEPES 25 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

L-Glutamina 2 mM 

FBS 10% (v/v) 

 

  



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

89 
 

3.2.6. PRESENTACIÓN 
CRUZADA CON CÉLULAS B3Z 

 

Para evaluar la presentación de péptidos 
derivados de la OVA en el MHC I in vitro, se 
empleó el hibridoma de células T citotóxicas 
B3Z específico de OVA (FIGURA 47), cuya 
actividad β-galactosidasa se correlaciona con 
la presentación de péptidos derivados de OVA 
tras medir la absorbancia de los pocillos tras 
realizar la lisis celular y la adición de su 
sustrato, el clorofenol rojo-β-D-
galactopiranósido (CPRG) (Karttunen et al., 
1992). Este experimento se realizó tanto con 
DCs (BMDC) como con macrófagos (BMDM) 
derivados de médula ósea (FIGURA 48). 

 

3.2.6.1. Diferenciación de BMDC 
con GM-CSF: 

1. Obtención de progenitores de médula ósea 
(apartado 3.2.1.1). 

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

3. Sembrar 2x106 células totales en 10 mL en 
una placa de Petri de 90 mm. 

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

5. Incubar a 37ºC en una atmósfera de 5% de 
CO2. 

6. En el día 3, añadir 10 mL de Medio B3Z y 
20 ng/mL de GM-CSF, sobre los 10 mL que 
ya teníamos. 

7. En el día 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 día 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 día 8, recoger tanto las células no 
adherentes como las adheridas débilmente. 

10. Centrifugar 300 x g, 5 min, RT. 
Resuspender en Medio B3Z. Contar 
células. 

 

3.2.6.2. Estimulación de las BMDC 
con LPS 

1. Preparar las BMDC a una densidad de 
2x106 células/mL resuspendidas en Medio 
B3Z. 

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

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

4. Incubar durante 16 h a 37ºC en una 
atmósfera de 5% de CO2. 

 

3.2.6.3. Preparación de RAW 264.7 
infectadas e irradiadas con UV 

1. Para la infección y radiación de los 
macrófagos 264.7, se llevó a cabo el 
método descrito en los apartados 3.2.4.1 y 
3.2.4.2. 

2. Para realizar la infección de células RAW 
264.7 (MOI 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 energía de 500 mJ/cm2. 

4. Incubar durante 24 h a 37ºC, en una 
atmósfera de 5% de CO2. 

 

3.2.6.4. Co-cultivo de BMDC con 
RAW 264.7 

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

2. Centrifugar 3.400 rpm, 10 min, 4ºC. 
Descartar el sobrenadante, excepto 50 µL, 
que se emplearán para resuspender el 
pellet de células. 

3. Añadir los 50 µL sobre los pocillos 
correspondientes que contienen las BMDC. 

4. Incubar durante 24 h a 37ºC, en una 
atmósfera de 5% de CO2.  
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3.2.6.5. Preparación 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 µL de bolas se pueden 
colocar hasta 750 µL de mezcla de 
proteínas (3X). Calcular el número de bolas 
que se van a necesitar para el experimento, 
sabiendo que se colocan 10 µL de 
bolas/pocillo. 

2. Preparar tantos tubos como condiciones. 
Se trabajará con una concentración total de 
10 mg/mL de mezcla de proteínas por cada 
condición. 

3. Añadir el volumen de bolas necesario a 
cada tubo y añadir 1,5 mL de Tampón 
Acetato para lavar las bolas. 

4. Mezclar con vortex. 

5. Centrifugar a 5.000 x g, 5 min, 4ºC. 

6. Retirar el sobrenadante y añadir 1,5 mL de 
Tampón Acetato. 

7. Resuspender las bolas con vortex. 

8. Centrifugar a 5.000 x g, 5 min, 4ºC. 

9. Retirar el sobrenadante y añadir la mezcla 
de proteínas OVA/BSA correspondiente. 

10. Incubar las bolas con la mezcla de 
proteínas durante toda la noche a 4ºC en 
agitación. 

 

3.2.6.6. Sub-cultivo de células B3Z 

1. Tras alcanzar una confluencia del 80%, 
realizar un pase de células, sembrándolas 
a una densidad de 106 células/mL en 
Medio B3Z. 

2. Incubar durante 24 h a 37ºC, en una 
atmósfera de 5% de CO2. 

 

3.2.6.7. Lavar bbOVA 

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

2. Resuspender las bbOVA en Medio B3Z, de 
tal forma que las bolas queden diluidas 1:5 
(por ejemplo, si habíamos colocado 50 µL 
de bolas/tubo, se añadirán 250 µL de 
medio/tubo). 

3. Añadir 50 µL/pocillo de bbOVA sobre las 
BMDC 4 h antes de añadir las células B3Z, 
e incubar a 37ºC en una atmósfera de 5% 
de CO2. 

 

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

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

2. Añadir 50 µL/pocillo de sOVA sobre las 
BMDC 4 h antes de añadir las células B3Z, 
e incubar a 37ºC en una atmósfera de 5% 
de CO2. 

 

3.2.6.9. Preparación de las 
diluciones del péptido SIINFEKL 

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

2. Añadir 50 µL/pocillo de SIINFEKL sobre las 
BMDC 30 min antes de añadir las células 
B3Z, e incubar a 37ºC en una atmósfera de 
5% de CO2. 

 

3.2.6.10. Lavar y fijar BMDC 

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

2. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4ºC. Retirar 
el sobrenadante dándole la vuelta a la 
placa. 

3. Hacer dos lavados más. 

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

5. Añadir 50 µL/pocillo de 0,4 M de glicina en 
PBS sobre los 50 µL de PBS-GTA. 

6. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4ºC. Retirar 
el sobrenadante dándole la vuelta a la 
placa. 

7. Añadir 100 µL/pocillo de 0,2 M de glicina en 
PBS. 

8. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4ºC. Retirar 
el sobrenadante dándole la vuelta a la 
placa. 
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9. Lavar con 200 µL/pocillo de Medio B3Z. 

10. Centrifugar a 800 x g, 2 min, a 4ºC. Retirar 
el sobrenadante dándole la vuelta a la 
placa. 

11. Hacer un lavado más con Medio B3Z. 

12. Resuspender las células fijadas en 100 
µL/pocillo de Medio B3Z. 

 

3.2.6.11. Co-cultivo de BMDC y B3Z 

1. Añadir 100.000 B3Z/pocillo (relación 1 
BMDC : 1 B3Z) en 100 µL/pocillo de Medio 
B3Z. 

2. Incubar durante 16 h a 37ºC en una 
atmósfera de 5% de CO2. 

 

3.2.6.12. Revelar el ensayo 

1. Centrifugar la placa a 800 x g, 2 min, a 4ºC. 

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

3. Centrifugar la placa a 800 x g, 2 min, a 4ºC. 
Retirar el sobrenadante dándole la vuelta a 
la placa. 

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

5. Añadir 20 µL/pocillo de Tampón de Lisis. 
Asimismo, preparar unos pocillos que sirvan 
como blanco del experimento.  

6. Para ello, añadir 20 µL/pocillo de Tampón 
de Lisis en un par de pocillos vacíos que no 
contengan células. 

7. Preparar una alícuota de 30 mg de CPRG. 
Preparar una solución CPRG 25X, 
añadiendo 1 mL de Tampón A al vial de 30 
mg de CPRG. Mezclar por inversión. 

8. Preparar una solución de CPRG 1X (5 
mmol/L), añadiendo 1 parte del CPRG 25X 
a 24 partes de Tampón A (1:25). 

9. Añadir 130 µL/pocillo de CPRG 1X. 

10. Incubar la reacción durante 30 min o más 
(hasta 72 h) a 37ºC hasta que la muestra 
cambie a un color rojo oscuro. 

11. Parar la reacción añadiendo 80 µL/pocillo 
de Solución de Parada. Una vez añadida, el 
CPRG comienza a oxidarse, por lo que 
debe medirse dentro de las 2 h siguientes. 

12. Medir la absorbancia a 575 nm con un lector 
de placas Varioskan LUX Thermo Scientific 
cada 30-60 min hasta que la reacción 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 VI. 

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

 

 

FIGURA 48 | Esquema de la placa de trabajo empleada en el experimento de presentación 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 preparación de las bbOVA. 
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TABLA 14 | Reactivos. 

 Distribuidor Referencia 

Reactivos 

Polybead Polystyrene 3.0 Micron Microspheres 3.00 µm 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 

NaCl 8 g 

KCl 0,4 g 

KH2PO4 0,06 g 

Glucosa 1 g 

Na2HPO4·2H2O 0,06 g 

MgSO4·7H2O 0,20 g 

CaCl2·2H2O 0,185 g 

NaHCO3 0,35 g 

Medio B3Z (pH 7.2) 

RPMI 1640 10,43 g/L 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

Glutamina 2 mM 

β-mercaptoethanol 50 µM 

MEM NEAA 1X 

Piruvato Sódico 100 mM 

FBS 10% (v/v) 

Medio BMDM (pH 7.2) 1 Litro 

RPMI 1640 10,43 g 

NaHCO3 24 mM 

L-Glutamina 2 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

HEPES 25 mM 

1x RPMI AA 20 mL 

C3H3NaO3 10 mL 

FBS 10% (v/v) 

Sobrenadante L929 10/30% (v/v) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tampón A (pH 7.5) 

MOPS [3-(N-Morpholino) 
propanesulfonic acid] 

25 mM 

NaCl 100 mM 

MgCl2 10 mM 

Tampón Lisis (pH 7.4) 

Tris 0.25 M 

NP-40 0,25% (v/v) 

EDTA 2.5 mM 

Solución de Parada 

Na2CO3 0.5 M 

Tampón Acetato 

Ácido Acético 0.1 M 

Acetato Sódico 0.1 M 

Medio de Congelación 

FBS 90% (v/v) 

DMSO 10% (v/v) 
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3.2.7. CUANTIFICACIÓN DE LA 
ACTIVACIÓN DE BMDC 

 

3.2.7.1. Diferenciación de BMDC 
mediante el ligando Flt3L 

1. Sacrificar un ratón C57BL/6 con CO2. 

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

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

4. Con material quirúrgico estéril, cortar el 
fémur y la tibia en la epífisis proximal y en la 
articulación 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 ósea. 

5. Centrifugar 5 min, a 4ºC, 1.800 rpm. 

6. Añadir 1 mL de Tampón de Lisis RBC e 
incubar durante 1 min a RT. Tras la 
incubación, añadir 20 mL de HBSS + FBS 
al 2% (v/v) para neutralizar la solución de 
lisis. 

7. Centrifugar 5 min, a 4ºC, 1.800 rpm. 

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

9. Pasar la suspensión celular a través de una 
malla de 70 µm para individualizar las 
células y contar. 

10. Sembrar 2x106 células/pocillo en 2 
mL/pocillo de Medio BMDC-Flt3L en una 
placa de 24 pocillos tratada para cultivo 
celular. 

11. En el día 3 de diferenciación, retirar 1 mL de 
cada pocillo y añadir 1 mL de Medio BMDC-
Flt3L fresco. 

12. En el día 7 de diferenciación, añadir 100 
ng/mL de LPS a los pocillos 
correspondientes e incubar durante 8 h a 
37ºC en una atmósfera del 5% de CO2. 

 

 

3.2.7.2. Citometría de flujo 

1. Recoger las células de los pocillos, 
recogiendo también el sobrenadante a un 
tubo, ya que hay células en suspensión, y 
añadir 500 µL/pocillo de Tripsina-EDTA e 
incubar durante 5 min a 37ºC. Neutralizar la 
tripsina con PBS y recoger las células al 
mismo tubo donde se había recogido el 
sobrenadante. Contar las células y 
comenzar con la tinción para el análisis por 
citometría de flujo. 

2. Tinción de viabilidad con Zombie Yellow 
(1:500) en 100 µL/pocillo de PBS. Este 
colorante fluorescente reacciona con las 
aminas presentes en las proteínas 
(FIGURA 49). No es permeable en las 
células vivas, pero sí lo es en las células 
muertas que presentan daños en la 
membrana. En las células sanas, este 
colorante sólo puede unirse a las aminas de 
la superficie celular. Sin embargo, las 
células dañadas se vuelven permeables a 
este tinte, el cual puede unirse a las 
proteínas citoplasmáticas. El número 
significativamente mayor de proteínas 
intracelulares en comparación con las de 
superficie celular da como resultado una 
mayor fluorescencia en las células muertas 
(Nordic BioSite, 2019). 

3. Incubar durante 15 min a RT en oscuridad. 

4. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 

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

6. Incubar durante 10 min en hielo y en 
oscuridad. 

7. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 

8. Tinción con anticuerpos (TABLA 16). 

9. Incubar durante 15 min en hielo dentro de 
una nevera a 4ºC en oscuridad. 

10. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 

11. Realizar dos lavados con 200 µL/pocillo de 
FACs. 

12. Fijación con PFA al 2% (v/v) en FACs. Para 
ello, resuspenderemos el pellet de células 
con 100 µL/pocillo de FACs y, 
seguidamente, añadir 100 µL/pocillo de 
PFA al 4% (quedará diluido a una 
concentración del 2%). 

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

15. Resuspender en PBS. 

16. Analizar por citometría de flujo con el 
citómetro espectral Aurora Cytek 
Biosciences. 
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3.2.7.3. ANEXO VII. 

 

FIGURA 49 | Representación esquemática de la tinción con colorantes de viabilidad de unión a aminas (Nordic 
BioSite, 2019). 

 

TABLA 16 | Anticuerpos empleados para la cuantificación del estado de activación de BMDC. 

Marcador Fluorocromo Concentración 

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 Citometría de flujo 

CD11c Antibody anti-mouse APC-Vio770 Miltenyi Biotec 130-122-016 Citometría de flujo 

CD11b Antibody anti-mouse, VioBlue Miltenyi Biotec 130-113-810 Citometría de flujo 

AlexFluor 488 anti-mouse CD80 BioLegend 104716 Citometría de flujo 

PerCP/Cyanine5.5 anti-mouse CD86 BioLegend 105028 Citometría de flujo 

PerCP/Cyanine5.5 MHC-II anti-mouse I-A/I-E 
Antibody 

BioLegend 107625 Citometría de flujo 

Reactivos 

Zombie Yellow Fixable Viability Kit BioLegend 423103 Citometría de flujo 

IC Fixation Buffer Invitrogen FB001 Citometría de flujo 

Equipos 

Citómetro de flujo espectral Aurora Cytek Biosciences Citometría de flujo 
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TABLA 18 | Medios de cultivo.

HBSS (pH 7.2) 1 Litro 

NaCl 8 g 

KCl 0,4 g 

KH2PO4 0,06 g 

Glucosa 1 g 

Na2HPO4·2H2O 0,06 g 

MgSO4·7H2O 0,20 g 

CaCl2·2H2O 0,185 g 

NaHCO3 0,35 g 

Tampón de Lisis RBC 1 Litro 

NaCl 8.3 g 

Tris-HCl buffer 0.01 M 

 

 

 

Medio BMDC-Flt3L 1 Litro 

RPMI 1640 medium 10,43 g 

L-Glutamina 2 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

HEPES 10 mM 

1x RPMI non-essential amino 
acid solution 

20 mL 

Piruvato Sódico 1 mM 

FBS 5% (v/v) 

2-mercaptoethanol 55 µM 

Flt3L 50 ng/mL 

Tampón FACs 

PBS 1X 

BSA 0,5% (p/v) 

EDTA 2 mM 
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3.2.8. PRESENTACIÓN 
CRUZADA ANTIGÉNICA CON 
CÉLULAS OT-I 

 

Se llevó a cabo la evaluación de la presentación 
cruzada antigénica tras la cuantificación de la 
proliferación de células OT-I (FIGURA 50) tras 
su co-cultivo con DCs estimuladas con 
macrófagos 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 implantó el tumor B16-Flt3L. 

 

3.2.8.1. Expansión de cDC1 in vivo 
para su uso en experimentos ex 
vivo 

1. Cultivar células B16-Flt3L en Medio B16-
Flt3L en un flask T75 hasta que alcancen 
una confluencia del 80%. 

2. Recoger las células. Aspirar el medio de 
cultivo, añadir 3 mL de Tripsina-EDTA e 
incubar 5 min a 37ºC. Añadir 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 concentración de 5x108 células/mL 

5. Colocar 100 µL de la suspensión celular en 
una jeringuilla con una aguja de 25G. 

6. Implantación subcutánea de 5x106 células 
B16-Flt3L en los flancos izquierdo y 
derecho de un ratón C57BL/6. Esperar 
entre 7 y 11 d a que el tumor alcance un 
diámetro entre 2 y 10 mm y sea 
visiblemente palpable. 

7. Extraer el bazo y colocarlo sobre una placa 
de Petri de 60 mm. Inyectar 500 µL de 
colagenasa (20 mg/mL) en el tejido y añadir 
5 mL de Tampón de Colagenasa. Incubar 
durante 20 min a 37ºC. 

8. Procesar el bazo haciéndolo pasar a través 
de una malla de 100 µm situada sobre un 
falcon de 50 mL. Ir añadiendo PBS para 
conseguir una suspensión celular. 

9. Centrifugar 7 min a 2.500 rpm a 4ºC. 

10. Descartar el sobrenadante y resuspender el 
pellet en 4 mL de Tampón de Lisis. Incubar 
en hielo durante 4 min, agitando 
cuidadosamente la suspensión celular cada 
minuto. 

11. Centrifugar 7 min a 2.500 rpm a 4ºC. 

12. Descartar el sobrenadante y hacer tres 
lavados con PBS frío. 

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 empleó 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 µL 
de Tampón FACs. Añadir 50 µL de Biotin 
Antibody Cocktail. Mezclar bien. Incubar 10 
min en hielo. 

2. Añadir 150 µL de Tampón FACs. Añadir 100 
µL de Anti-Biotin MicroBeads. Mezclar bien. 
Incubar 15 min en hielo. 

3. Lavar las células añadiendo 5-10 mL de 
Tampón FACs. Centrifugar a 1.000 x g, 7 
min en frío. Retirar el sobrenadante 
completamente. Resuspender el pellet en 
800 µL de Tampón FACs. 

 

B. Separación magnética: Depleción de 
células T, B y NK. 

1. Colocar la columna LS en el soporte 
magnético y activarla añadiendo 3 mL de 
Tampón FACs. 

2. Añadir la suspensión 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 Tampón FACs. 

5. Recoger el total eluido (fracción de células 
no marcada). 

6. Proceder con el aislamiento de las DCs 
CD8+. 
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C. Marcado magnético de las células 
dendríticas CD8+. 

1. Centrifugar la suspensión celular a 1.000 x 
g, 7 min. Descartar el sobrenadante por 
completo. 

2. Resuspender el pellet de células en 400 µL 
de Tampón FACs. Añadir 100 µL de CD8a 
(Ly-2) MicroBeads. Mezclar bien. Incubar 
30 min en hielo. Mezclar al menos una vez 
durante el tiempo de incubación. 

3. Lavar con 5-10 mL de Tampón FACs. 
Centrifugar a 1.000 x g, 10 min, 2-8ºC. 
Aspirar el sobrenadante por completo. 
Resuspender las células en 800 µL de 
Tampón FACs. 

 

D. Separación magnética: Selección 
Positiva de células dendríticas CD8+. 

1. Colocar la columna MS en el soporte 
magnético y activarla con 500 µL de 
Tampón FACs. 

2. Añadir la suspensión celular en la columna. 

3. Recoger las células sin marcar que salen de 
la columna. 

4. Lavar la columna por tres veces con 500 µL 
de Tampón FACs. 

5. Recoger la fracción eluida por la columna 
(fracción celular sin marcar; no es la 
fracción de interés). 

6. Retirar la columna del soporte magnético, 
colocarla sobre un tubo colector y añadir 1 
mL de Tampón FACs a la columna. Empujar 
el émbolo en la columna para sacar las 
células marcadas magnéticamente 
(fracción de interés) y recogerlas en el tubo 
colector. 

7. Contar las células y resuspenderlas en 
Medio RPMI suplementado a una 
concentración de 5x105 células/mL.  

8. Colocar 100 µL/pocillo de células 
dendríticas (50.000 células/pocillo) en una 
placa de 96 pocillos con fondo en “U” 
tratadas para cultivo celular. 

 

3.2.8.3. Preparación del cargo 

 

A. Lisado de amastigotes irradiados: 

1. Diferenciación de promastigotes a 
amastigotes en Medio Amastigote 
(apartado 3.2.2.1). 

2. 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 irradiación. 

3. Colocar la placa de Petri sin tapa en el 
interior del Stratalinker. Seleccionar la 
cantidad de energía de 300 mJ/cm2 e 
irradiar los parásitos con UV. 

4. 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 106 amastigotes/µL. 

5. Colocar 1,25x106 amastigotes/pocillo en 50 
µL/pocillo de Medio RPMI Suplementado 
sobre los pocillos que contienen DCs 
(amastigotes:DC; 25:1). 

 

B. Muerte celular de macrófagos RAW 
264.7: 

1. Cultivar la línea celular en un flask T75 
hasta que alcance un 80% de confluencia. 

2. Retirar el medio de cultivo y añadir 3 mL de 
Tripsina-EDTA. Incubar 5 min a 37ºC. 
Neutralizar la tripsina con 9 mL de PBS y 
recoger las células a un tubo. 

3. 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. 

4. Sembrar las células en una placa de 24 
pocillos tratada para cultivo celular a una 
densidad de 300.000 células/pocillo en 300 
µL de Medio RAW 264.7. 

5. Realizar un pretratamiento con 300 µL de 
LPS a las siguientes concentraciones: 

a. Apoptosis intrínseca: LPS (50 ng/mL) 

b. Apoptosis extrínseca: LPS (100 ng/mL) 

6. Incubar durante 3 h a 37ºC en una 
atmósfera del 5% de CO2. 

7. Tratar las células con los inhibidores de 
interés: 

a. Apoptosis intrínseca: 1 µM ABT-263 + 1 
µM AZD-5991 
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b. Apoptosis extrínseca: 1 µM LCL-161 

8. Preparar las células RAW 264.7 irradiadas 
con UV a 240 y 500 mJ/cm2 como en el 
apartado 3.2.4.2. 

9. Incubar las células durante 3 h a 37ºC. 

10. Recoger las células de los pocillos y 
resuspenderlas en 150 µL de Medio RPMI 
Suplementado (2x106 células/mL). De esta 
forma, podremos tener tres réplicas de cada 
tratamiento ya que se añaden 50 µL/pocillo 
sobre las DC, colocando así 100.000 
células/pocillo (RAW 264.7:DC; 2:1). 

11. Añadir 50 µL/pocillo (100.000 
células/pocillo) sobre los pocillos que 
contienen DCs. 

 

3.2.8.4. Estimulación de cDC1 

1. Una vez añadido el cargo, centrifugar 300 x 
g, 2 min e incubar hasta el día siguiente a 
37ºC, en una atmósfera del 5% de CO2. 

2. Realizar el recubrimiento de la placa con α-
CD3 (50 µg/mL), el cual será empleado 
como control positivo, e incubar hasta el día 
siguiente a 4ºC. 

3. Tras incubar las DCs con el cargo durante 
toda la noche, tratar las DCs 
correspondientes con LPS (100 ng/mL) y 
SIINFEKL (2 µM) durante 30 min antes de 
comenzar con la fijación de las células. Será 
empleado como control positivo. 

4. Centrifugar 800 x g, 5 min. Retirar y 
desechar el sobrenadante con cuidado, 
utilizando una pipeta P200. 

5. Lavar dos veces con 200 µL/pocillo de PBS. 

6. Centrifugar y descartar los sobrenadantes, 
como antes. 

 

3.2.8.5. Fijación de las DCs 

1. Fijar las DCs añadiendo 100 μL/pocillo de 
PFA al 0,05 % (v/v) en PBS a cada pocillo. 

2. Incubar las células 5 min a RT. 

3. Lavar una vez añadiendo 100 μL/pocillo de 
PBS a cada pocillo que contenga PFA. 

4. Centrifugar a RT. Desechar el 
sobrenadante con cuidado, como antes. 

5. Lavar de nuevo con 200 μL/pocillo de PBS. 

6. Centrifugar y desechar el sobrenadante, 
como antes. 

7. Parar la fijación de PFA agregando 100 
μL/pocillo de glicina 0,5 M en RPMI sin 
suero e incubar 5 min a RT. 

8. Centrifugar a RT y desechar el 
sobrenadante, como antes. 

9. Lavar cuatro veces en PBS, centrifugar y 
desechar el sobrenadante, como antes. 

10. Añadir 200 μL/pocillo de medio RPMI 
Suplementado e incubar 20 min a 37°C. 
Esto sirve para permitir la liberación del 
exceso de PFA de las DCs. 

11. Centrifugar y desechar el sobrenadante 
como antes. 

12. Realizar dos lavados más con 200 
µL/pocillo de PBS. 

13. Resuspender el pellet de células en 50 
µL/pocillo de Medio RPMI Suplementado 
hasta que se añadan los linfocitos T CD8+. 

 

3.2.8.6. Aislamiento de linfocitos T 
CD8+ 

Como célula T se emplearon linfocitos 
esplénicos de ratones OT-I aislados mediante 
el kit CD8a+ T Cell Isolation Miltenyi Biotec, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 

1. Sacrificar un ratón OT-I de entre 7 y 11 
semanas de edad. 

2. Extracción y procesamiento del bazo. No se 
realiza un proceso de digestión con 
colagenasa. Pasar todo el material a través 
de una malla de 70 µm. Ayudarse del 
émbolo de la jeringuilla. Ir añadiendo PBS 
para ir limpiando la malla. 

3. Centrifugar 7 min, 1.000 x g. Descartar el 
sobrenadante. 

4. Resuspender el pellet en 1 mL de Tampón 
de Lisis RBC e incubar durante 1 min a RT. 
Añadir PBS para neutralizar la lisis. 

5. Centrifugar 7 min, 500 x g. Contar las 
células. 

 

A. Aislamiento por columna. Marcaje 
magnético: 
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1. Resuspender el pellet en 40 µL de Tampón 
FACs para un total de 107 células. Añadir 10 
µL de Biotin-Antibody Cocktail para 107 
células totales. Mezclar bien e incubar 10 
min a 4ºC. 

2. Añadir 30 µL de Tampón FACs para 107 
células totales. Añadir 20 µL de Anti-Biotin 
MicroBeads para 107 células totales. 
Mezclar bien e incubar 10 min a 4ºC. 

3. Añadir 800 µL de Tampón FACs. 

 

B. Separación magnética de células 

1. Colocar la columna LS en el soporte 
magnético y activarla con 3 mL del Tampón 
FACs y dejar que se vacíe por completo. 

2. Añadir la suspensión de células a la 
columna. 

3. Recoger las células sin marcar que salen de 
la columna, ya que representan la fracción 
enriquecida en células T CD8+. 

4. Lavar la columna por dos veces con 3 mL 
de Tampón 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 
concentración de: 

a. 500.000 células/mL para células sin 
teñir. 

b. 2x106 células/mL para células que van a 
ser teñidas con CellTrace Yellow. 

 

3.2.8.7. Tinción de células T CD8+ 
con CellTrace Yellow 

El colorante CellTrace Yellow se incorpora tanto 
en el citoplasma como en el núcleo de las 
células, y se retiene bien dentro de las células 
teñidas (FIGURA 51). Cuando las células 
teñidas se dividen, este colorante se distribuye 
uniformemente entre las células hijas, lo que 
resulta en la dilución de este colorante a la 
mitad en cada división celular consecutiva, 
generando distintos picos de fluorescencia 
cuando una población que ha proliferado es 
observada como un histograma tras el análisis 
por citometría de flujo (Lyons & Parish, 1994). 

 

1. Añadir 40 µL de DMSO a un vial de solución 
de tinción CellTrace Yellow (Stock = 5 mM). 

2. Preparar una solución 2X de CellTrace 
Yellow (2 µM) en 500 µL de PBS por cada 
106 células. (Concentración de uso = 1 µM 
por cada 106 células). 

3. Mezclar las células T CD8+ (106 células / 
500 µL) + 500 µL del CellTrace 2X. 

4. Incubar 20 min a RT en oscuridad. Agitar la 
muestra cada 2 min. 

5. Añadir 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 concentración 
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 había realizado el 
recubrimiento con α-CD3 antes de añadir 
las células T CD8+. 

2. Añadir 200 µL/pocillo (100.000 células) de 
la suspensión de células T CD8+ a los 
pocillos que contenían las DCs fijadas. 

3. Para los pocillos destinados para el control 
positivo: 

a. α-CD3 (50 µg/mL): colocado 24 h antes a 
4ºC. 

b. α-CD28 (5 µg/mL). 

4. Incubar a 37ºC en una atmósfera del 5% de 
CO2 durante 48 h. 

 

3.2.8.9. Citometría 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 µL/pocillo de PBS. 

3. Centrifugar la placa de células 800 x g, 5 
min. Retirar el sobrenadante con cuidado. 

4. Añadir 100 µL/pocillo de una dilución 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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6. Realizar dos lavados con 200 µL/pocillo de 
FACs. 

7. Fijar las células con 200 µL/pocillo de PFA 
al 2% (v/v) en FACs. Incubar 15 min a RT 
en oscuridad. 

8. Centrifugar la placa de células 800 x g, 5 
min. Retirar el sobrenadante con cuidado 
con una pipeta P200. 

9. Resuspender las células en 250 µL de PBS. 

10. Analizar por citometría de flujo con el 
citómetro espectral Aurora Cytek 
Biosciences. 
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3.2.8.10. ANEXO VIII. 

 

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

 

 

FIGURA 51 | Principio de los ensayos de dilución de los colorantes empleados para la cuantificación de la 
proliferación celular. Las células parentales se tiñen con CellTrace Yellow el día 0. Cuando las células se dividen, 
el colorante se va diluyendo en las células hijas. El análisis por citometría de flujo permite revelar la presencia de 
picos más tenues, que corresponderían a las diferentes generaciones de células generadas a partir de la célula 
parental. Imagen modificada de Sanquin, 2021. 

 

 

FIGURA 52 | Esquema de la placa de trabajo empleada en el experimento de presentación cruzada con 
células OT-I.  
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TABLA 19 | Reactivos. 

 Distribuidor Referencia Protocolo 

Kits comerciales 

CD8+ Dendritic Cell Isolation Kit, mouse 
 CD8+ Dendritic Cell Biotin-Antibody 

Cocktail, mouse 
 Anti-Biotin MicroBeads 
 CD8a (Ly-2) MicroBeads 

Miltenyi Biotec 130-091-169 Aislamiento cDC1 

CD8a+ T Cell Isolation Kit, mouse 
 CD8a+ T Cell Biotin-Antibody 

Cocktail, mouse 
 Anti-Biotin MicroBeads 

Miltenyi Biotec 130-104-075 Aislamiento células T CD8 

Anticuerpos 

Ultra-LEAF Purified anti-mouse CD3 BioLegend 100238 Estimulación células T CD8 

Ultra-LEAF Purified anti-mouse CD28 BioLegend 102116 Estimulación células T CD8 

Inhibidores 

ABT-263 (Navitoclax) MedChemExpress HY-10087 Muerte celular RAW 264.7 

AZD-5991 MedChemExpress HY-101533 Muerte celular RAW 264.7 

LCL161 MedChemExpress HY-15518 Muerte celular RAW 264.7 

Reactivos 

Collagenase D Roche 11088866001 Aislamiento células T CD8 

Ova Peptide (257-264) GenScript RP10611 Cargo DCs 

16% Formaldehyde Solution (v/v), 
Methanol-free 

Thermo Scientific 28906 Fijación DC 

Zombie Yellow™ Fixable Viability Kit BioLegend 423103 Citometría de flujo 

CellTrace Yellow Cell Proliferation Kit Invitrogen C34567 Citometría de flujo 

DMEM/F-12, HEPES Gibco 11574546 Células B16-Flt3L 

Fungible 

LS Columns Miltenyi Biotec 130-042-401 
Aislamiento cDC1 
Aislamiento células T CD8 

MS Columns Miltenyi Biotec 130-042-201 Aislamiento células T CD8 

MidiMACS Separator Miltenyi Biotec 130-042-302 
Aislamiento cDC1 
Aislamiento células T CD8 

MiniMACS™ Separator Miltenyi Biotec 130-042-102 Aislamiento cDC1 

Equipos 

Citómetro de flujo espectral Aurora Cytek Biosciences Citometría de flujo 
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TABLA 20 | Medios de cultivo. 

Medio B16-Flt3L 

DMEM/F-12, HEPES 0.5 L 

Mezcla de Antibióticos 2,5 mL 

FBS 10% (v/v) 

Tampón de Colagenasa (pH 7.4) 

HEPES pH 7.4 10 mM 

NaCl 150 mM 

KCl 5 mM 

MgCl2 1 mM 

CaCl2 1,8 mM 

Tampón de Lisis (pH 7.2) 1 Litro 

NH4Cl 8,025 g 

KHCO3 0,1 g 

EDTA 0,037 g 

Tampón FACs 

PBS 1X 

BSA 0,5% (p/v) 

EDTA 2 mM 

Medio RPMI Suplementado 

RPMI 1640 Medium  

NaHCO3 23.81 mM 

L-Glutamina 2 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

Piruvato Sódico 1 mM 

HEPES Buffer 10 mM 

Solución de Aminoácidos 
No Esenciales 

1X 

β-Mercaptoetanol 0.055 mM 

FBS 5% (v/v) 

Medio Amastigote (pH 5.5) 

KCl 15 mM 

KH2PO4 136 mM 

K2HPO4·3H2O 10 mM 

MgSO4·7H2O 0,5 mM 

NaHCO3 24 mM 

Glucosa 22 mM 

Glutamina 1 mM 

RPMI 1640 Vitamin Mix 1X 

Ácido Fólico 10 µM 

Adenosina 100 µM 

RPMI Amino Acid Mix 1X 

Hemina 5 µg/mL 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

MES 25 mM 

FBS 20% (v/v) 

Medio RAW 264.7 1 Litro 

RPMI 1640 10,43 g 

NaHCO3 24 mM 

HEPES 25 mM 

Mezcla de Antibióticos 5 mL 

L-Glutamina 2 mM 

FBS 10% (v/v) 

Tampón de Lisis RBC 1 Litro 

NaCl 8.3 g 

Tris-HCl buffer 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 ratón y colocarlo en una 
placa de Petri de 60 mm. 

2. Inyectar en el bazo del ratón 500 µL de 
colagenasa D (20 mg/mL) empleando una 
jeringuilla de 1 mL y una aguja de 25G. 
Cortar el bazo en pequeñas piezas, añadir 
5 mL de Tampón de Colagenasa e 
inyectarlo en los diferentes trozos. 

3. Incubar a 37ºC durante 20 min. 

4. Pasar todo el material a través de una malla 
de 70 µm 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 Tampón 
de Lisis e incubar en hielo durante 4 min. 
Agitar cada minuto. 

7. Diluir el Tampón 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. Citometría 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. Tinción de viabilidad con Zombie Yellow 
(1:500) en 100 µL/pocillo de PBS. 

5. Incubar durante 15 min a RT en oscuridad. 

6. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 

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

8. Incubar durante 10 min en hielo en 
oscuridad. 

9. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 

10. Tinción con anticuerpos (TABLA 21). 

11. Incubar durante 15 min en hielo dentro de 
una nevera a 4ºC en oscuridad. 

12. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 

13. Realizar dos lavados con 200 µL/pocillo de 
FACs. 

14. Fijación con PFA al 2% (v/v) en FACs. Para 
ello, resuspenderemos el pellet de células 
con 100 µL/pocillo de FACs y, 
seguidamente, añadir 100 µL/pocillo de 
PFA al 4% (quedará diluido a una 
concentración 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 µL/pocillo de 
Tampón Permeabilizador. 

18. Centrifugar 1.000 x g, 5 min. 

19. Tinción con el anticuerpo frente a OVA 
(1:25) conjugado con FITC preparado en 
100 µL/pocillo en Tampón Permeabilizador. 

20. Incubar durante 10 min a RT en oscuridad. 

21. Añadir 100 µL/pocillo de Tampón 
Permeabilizador. 

22. Centrifugar 1000 x g, 5 min. 

23. Resuspender en PBS. 

24. Analizar por citometría de flujo con el 
citómetro espectral Aurora Cytek 
Biosciences. 

 

3.2.9.3. Aislamiento de Pan-DCs 

Para cuantificar el porcentaje de infección de 
pan-DCs procedentes de bazos infectados con 
L. infantum HASPB:OVA, se empleó el kit Pan 
Dendritic Cell Isolation Miltenyi Biotec, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 

1. Infectar a un ratón BALB/c con 1,5x109 
promastigotes metacíclicos de la cepa L. 
infantum 2713 HASPB:OVA (cultivo de 
promastigotes en estado estacionario; de 5 



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

107 
 

a 7 d). Inocular los parásitos por vía 
intraperitoneal en 200 µL de PBS. 

2. Tras 3, 8 y 16 semanas post-infección, 
extraer el bazo del ratón y colocarlo en una 
placa de Petri de 60 mm, en condiciones 
estériles. 

3. Procesamiento del bazo (apartado 3.2.2.2). 

4. Resuspender el pellet en Tampón FACs y 
contar las células. 

 

A. Marcado Magnético 

Trabajar rápido y en hielo. Usar soluciones pre-
enfriadas. 

1. Centrifugar la suspensión celular a 300 x g 
durante 10 min. Aspirar el sobrenadante 
completamente. Resuspender el pellet de 
células en 350 µL de Tampón FACs para un 
total de 108 células. 

2. Añadir 50 µL del Reactivo de Bloqueo de 
FcR para un total de 108 células. Añadir 100 
µL del Cóctel de anticuerpos conjugados 
con Biotina de Células PanDendríticas para 
un total de 108 células. Mezclar bien e 
incubar durante 10 min a 4ºC. 

3. Lavar las células añadiendo 10 mL por cada 
108 células del Tampón FACs y centrifugar 
a 300 x g durante 10 min. Aspirar el 
sobrenadante. Resuspender el pellet de 
células en 800 µL de Tampón FACs. 

4. Añadir 200 µL de MicroBeads Anti-Biotina 
para un total de 108 células. Mezclar bien e 
incubar durante 10 min a 4ºC. 

 

B. Separación Magnética con Columnas LS 

1. Colocar la columna en el imán y activarla 
con 3 mL del Tampón FACs. 

2. Aplicar la suspensión celular en la columna, 
permitir que las células pasen a través y 
recoger la fracción de células sin marcar 
(fracción celular enriquecida en PanDCs). 

3. Lavar la columna por dos veces con 3 mL 
de Tampón FACs. Añadir el tampón sólo 
cuando todo el reservorio de la columna 
esté vacío. Recoger el eluyente completo 
en el mismo tubo que en el paso anterior. 

 

3.2.9.4. Microscopía confocal 

1. Fijar con PFA al 4% (v/v) durante 20 min a 
RT. Retirar el PFA y lavar una vez con PBS. 

2. Permeabilizar las células con Inside Perm 
del Kit Inside Stain Miltenyi Biotec durante 
10 min, RT. Retirar Permeabilizador y lavar 
una vez con PBS. 

3. 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. 

4. Bloquear con caseína al 0,1% (p/v) en PBS 
(solución de bloqueo) durante 20 min, RT. 
Retirar caseína. 

5. Incubar con el anticuerpo 1º preparado en 
solución de bloqueo durante 1h, RT. 

a. Anti-OVA Rat Anti-Chicken (1:500). 

6. Retirar el anticuerpo 1º y lavar dos veces 
con PBS. 

7. Incubar con el anticuerpo 2º Anti-Rat Alexa 
Fluor 647 (4 µg/mL) durante 1 h, RT. 

8. Lavar tres veces con PBS. 

9. Teñir con DAPI (1:1000 en diH2O) durante 
5 min, RT. 

10. Lavar una vez con PBS. 

11. Dejar secar los LabTek Thermo Scientific. 

12. Montaje de LabTek Thermo Scientific 
(grosor de #1) con el medio de montaje 
Antifade. 

13. Dejar secar toda la noche a RT y tomar las 
fotografías con el microscopio confocal 
LSM800 Zeiss.  
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3.2.9.5. ANEXO IX. 
 

TABLA 21 | Anticuerpos empleados para el fenotipado de bazo murino. 

Marcador Fluorocromo Concentración 

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 
 Pan Dendritic Cell Biotin-Antibody 

Cocktail, mouse 

 Anti-Biotin MicroBeads 

Miltenyi Biotec 130-100-875 Aislamiento Pan-DCs 

Anticuerpos 

Purified anti-mouse CD16/32 BioLegend 101302 Citometría de flujo 

CD11c Antibody anti-mouse APC-Vio770 Miltenyi Biotec 130-122-016 Citometría de flujo 

PerCP/Cyanine5.5 MHC-II anti-mouse I-A/I-E 
Antibody 

BioLegend 107625 Citometría de flujo 

CD11b Antibody anti-mouse, VioBlue Miltenyi Biotec 130-113-810 Citometría de flujo 

PE anti-mouse/rat XCR1 BioLegend 148203 Citometría de flujo 

BV605 Rat Anti-mouse Siglec-H BD Biosciences 747673 Citometría de flujo 

CD317 (PDCA-1) Antibody, anti-mouse, PE-
Vio770 

Miltenyi Biotec 130-112-222 Citometría de flujo 

Anti-OVALBUMIN (Rabbit) Antibody 
Fluorescein Conjugated 

Rockland 200-4233-0100 Citometría de flujo 

Anti-OVA Host: Rat; Reactivity: Chicken Antibodies-online ABIN400507 Microscopía confocal 

Alexa Fluor 647 goat anti-rat IgG (H+L) Invitrogen A21247 Microscopía confocal 

Reactivos 

Collagenase D Roche 11088866001 Citometría de flujo 

Zombie Yellow Fixable Viability Kit BioLegend 423103 Citometría de flujo 

IC Fixation Buffer Invitrogen FB001 Citometría de flujo 

Inside Stain Kit (Inside Perm) Miltenyi Biotec 130-090-477 Citometría de flujo 

ProLong Diamond Antifade Mountant Invitrogen P36961 Microscopía confocal 

Fungible 

MidiMACS™ Separator Miltenyi Biotec 130-042-302 Aislamiento Pan-DCs 

MACS® MultiStand Miltenyi Biotec 130-042-303 Aislamiento Pan-DCs 

LS Columns Miltenyi Biotec 130-042-401 Aislamiento Pan-DCs 

Sistema dNunc Lab-Tek II Chamber Slide Thermo Scientific 16260661 Microscopía confocal 

Equipos 

Citómetro de flujo espectral Aurora Cytek Biosciences Citometría de flujo 

Microscopio Confocal LSM800 ZEISS Microscopía confocal 
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TABLA 23 | Medios de cultivo.

Tampón de Colagenasa (pH 7.4) 

HEPES pH 7.4 10 mM 

NaCl 150 mM 

KCl 5 mM 

MgCl2 1 mM 

CaCl2 1,8 mM 

Tampón de Lisis (pH 7.2) 1 Litro 

NH4Cl 8,025 g 

KHCO3 0,1 g 

EDTA 0,037 g 

Tampón FACs 

PBS 1X 

BSA 0,5% (p/v) 

EDTA 2 mM 

 

 

 

 



 

110 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 

 

 



4. RESULTADOS Capítulo I: Necroptosis 

111 
 

4.1. CAPÍTULO I: NECROPTOSIS. 

 

4.1.1. Inducción a la necroptosis en cultivos primarios BMDM 

La necroptosis es un proceso de muerte celular programada independiente de la 

activación de caspasas que puede ser inducido por diferentes estímulos extracelulares (TLR1 

y TLR4) e intracelulares (inhibición de proteínas inhibidoras de apoptosis, entre otros). A 

diferencia de la apoptosis, la necroptosis es un proceso inflamatorio que supone la formación 

de poros en la membrana plasmática, por los que se van a eliminar citoquinas y quimiocinas 

inflamatorias. Como los procesos que desencadenan la apoptosis y la necroptosis están 

íntimamente relacionados, una forma de diferenciarlos es añadir 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-α 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 iniciación de la muerte mediante la estimulación de receptores 

TLR4 con lipopolisacárido (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 exposición a estos compuestos, puede medirse por procedimientos estándar como la 

tinción con alamarBlue (FIGURA 53-FIGURA 56), o la liberación de lactato deshidrogenasa 

(LDH) (FIGURA 57), respectivamente.  

Los experimentos se realizaron en cultivos primarios de macrófagos de médula ósea 

(BMDM) procedentes de ratones C57BL/6, infectados o no con amastigotes de L. infantum a 

las 24 h y 72 h post-infección, con el fin de ver el papel que juega el patógeno en la viabilidad 

o muerte de los macrófagos. En una primera instancia, se comprobó que los compuestos 

utilizados no eran tóxicos 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 µM cada uno. De esta forma, 

pudimos comprobar que estos compuestos, por sí mismos, no son capaces de producir 

muerte celular en BMDM a las concentraciones indicadas, que son las que se utilizaron para 

experimentos posteriores. 
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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 µM), GSK547 (5 µM) y HS-1371 (5 µM) 
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 análisis estadístico 
ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. 

 

4.1.1.1. Inducción a la necroptosis por LPS 

La inducción de la necroptosis por LPS en presencia de Z-VAD-FMK produjo una 

reducción del 75% en la viabilidad de BMDM, independientemente de la concentración de 

LPS añadido al medio; 1 ng/mL (FIGURA 54A) o 50 ng/mL (FIGURA 54C) a las 24 h de 

incubación. Este porcentaje se redujo hasta el 45-50% a los 6 d de infección con L. infantum. 

Sí fue significativo el papel jugado por los amastigotes de L. infantum que estaban infectando 

los macrófagos 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 patógeno sobre la célula hospedadora no se mantuvo tras 6 d de infección. Dado 

que no hubo diferencias importantes entre las dos concentraciones de LPS, se optó por utilizar 

la de 1 ng/mL en el resto de la memoria. 

Independientemente de la ruta de iniciación de la necroptosis, los receptores RIPK1 y 

RIPK3 juegan un papel indispensable en la activación de MLKL – la proteína responsable de 

perforar la membrana plasmática de las células que mueren por necroptosis. Para comprobar 

que la combinación Z-VAD-FMK/LPS provocaba realmente una condición de necroptosis en 

las células tratadas, se añadieron previamente a los cultivos de BMDM estimulados con 1 

ng/mL LPS, dos inhibidores específicos de estas proteínas (McComb et al., 2014; Alturki et 

al., 2018): GSK547, inhibidor específico de RIPK1 (Wang et al., 2018), y HS-1371, inhibidor 

específico 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 incubación (FIGURA 54A), independientemente de la concentración de LPS (FIGURA 
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54C), disminuyendo ligeramente a los 6 d (FIGURA 54B y D). En cualquier caso, la reversión 

con el inhibidor de RIPK1 fue siempre superior a la producida por el inhibidor de RIPK3. 

 

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-infección (24 hpi) y (B, D) 6 d post-infección (6 dpi) con L. infantum. Las células fueron pre-tratadas 
con Z-VAD-FMK (25 µM), GSK547 (5 µM) y HS-1371 (2,5 µM) 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de 
Dunnett's para comparaciones múltiples. Los símbolos Δ (p < 0,1); ΔΔ (p < 0,01); ΔΔΔ (p < 0,001); ΔΔΔΔ 
(p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM infectados y no infectados, 
mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

Para ver si Leishmania afectaba a la viabilidad celular de los macrófagos 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 RIPK3, 

respectivamente. Igual que en los experimentos anteriores, la viabilidad de los macrófagos 

infectados se midió a las 24 h (FIGURA 54A y C) o tras 6 d post-infección (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-infección. 
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Asimismo, si comparamos la viabilidad de las células no infectadas respecto a las infectadas 

a las 24 h, estas últimas tenían 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 disminuían a los 6 d de incubación, aunque 

seguían siendo elevados (FIGURA 54B y D). 

Este hecho podría 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. donovani y 

tratarlas con actinomicina D, el porcentaje de células apoptóticas se reducía progresivamente 

a medida que el tiempo de infección aumentaba (Giri et al., 2016). 

 

4.1.1.2. Inducción 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 inhibición de proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs) en presencia de Z-

VAD-FMK. En estudios anteriores, se provocó 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 proteína XIAP, un miembro importante de 

la familia IAP, (Lu et al., 2008). XIAP tiene como función prevenir la formación del ripoptosoma 

e inhibir la activación de la caspasa 8 (Yabal et al., 2014; Lawlor et al., 2015, 2017), por lo 

tanto, la deficiencia o inhibición enzimática de XIAP provoca muerte celular apoptótica 

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 disminuyó > 85%, tanto a las 24 h como a los 6 d post-infección, 

en comparación con las células control o las tratadas únicamente con SM-164. Para 

comprobar si la condición 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 prevención producida por 

GSK547 – casi el 100 % – de manera semejante a lo que había 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 patógeno 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-infección (24 hpi) y (B) 6 d post-infección (6 dpi) con L. infantum. Las células fueron pre-tratadas 
con Z-VAD-FMK (25 µM), GSK547 (5 µM) y HS-1371 (2,5 µM) durante 1 h y, posteriormente con SM-
164 (1 µM) 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 análisis 
estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los símbolos ΔΔ 
(p < 0,01); ΔΔΔΔ (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM infectados 
o no, mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones 
múltiples. 

 

Para demostrar que las rutas intrínseca y extrínseca de la muerte celular por 

apoptosis se encuentran interrelacionadas (Chen et al., 2019), realizamos experimentos de 

combinación de compuestos que inhibieran proteínas 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 proteínas antiapoptóticas 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 únicamente con Z-VAD-FMK y SM-164. Parte de los 

niveles de SMAC procederían de la mitocondria tras la inducción del MOMP mediante el 

tratamiento de las células con ABT-263; la otra parte se estaría aportando mediante el 

mimético químico SM-164. Con estas combinaciones, se esperaría que el SMAC procedente 

de ambas vías tuviera una acción sinérgica que fuera más potente frente a la acción protectora 

de Leishmania. 

La muerte por necroptosis se indujo añadiendo los inhibidores de caspasas Q-VD-

OPh (FIGURA 56A y B) y Z-VAD-FMK (FIGURA 56C y D) a una concentración de 30 y 25 

µM, respectivamente, antes de la adición del resto de inhibidores al cultivo de células BMDM. 

Q-VD-OPh es un inhibidor pan-caspasa de amplio espectro con actividad antiapoptótica que 

previene la escisión y activación 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 µM Q-VD-OPh fue de apenas el 20%, pudiendo ser prevenida tras el 

tratamiento con los inhibidores de RIPK1 y RIPK3. Al igual que ocurría 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 patógeno retrasaba los procesos de 

muerte celular (FIGURA 56A y B) (Giri et al., 2016). 

 

 
 

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-infección (24 hpi) y (B, D) 6 d post-infección (6 dpi) con L. infantum. (A-B) Las células fueron pre-
tratadas con Q-VD-OPh (30 µM), GSK547 (5 µM) y HS-1371 (2,5 µM) durante 1 h y, posteriormente, las 
células fueron tratadas con SM-164 (1 µM) y ABT-263 (10 µM) durante 24 h. (C-D) Las células fueron 
pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 µM), GSK547 (5 µM) y HS-1371 (2,5 µM) durante 1 h y, posteriormente 
con SM-164 (1 µM) y ABT-263 (10 µM) 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para 
comparaciones múltiples. Los símbolos Δ (p < 0, 1); ΔΔΔΔ (p < 0,0001) resultan de comparar los 
porcentajes de viabilidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un análisis estadístico ANOVA 
de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

Debido a que Q-VD-OPh y Z-VAD-FMK presentan la misma función como inhibidores 

pan-caspasa, se esperaban resultados similares con ambos. Sin embargo, no fue así 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 necroptótica. Tampoco era una muerte celular apoptótica ya que las 

caspasas, necesarias para la muerte por apoptosis, se encontraban inhibidas por Z-VAD-

FMK, por lo que se puede concluir que se está produciendo otro tipo de muerte celular, de 

mecanismo desconocido (FIGURA 56C y D). 

Es importante señalar 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 así el objetivo de combatir la acción del parásito 

(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 inducción de la necroptosis, empleando el 

ensayo de LDH (Weidmann et al., 1995). Basándonos en los resultados de viabilidad 

obtenidos anteriormente, y viendo que la combinación del inhibidor de XIAP SM-164 con Z-

VAD-FMK generaba condiciones de necroptosis en células BMDM, quisimos centrar la 

atención 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 

administración in vivo de SM-164 en ratones knockdown para RIPK1 y RIPK3 infectados con 

Listeria monocytogenes. En este estudio se observó una muerte necroptótica específica de 

macrófagos, pero se vio comprometido el control de la infección, aumentando la carga 

parasitaria en bazo y peritoneo, con respecto a los animales tratados con el vehículo 

(McComb et al., 2012). De acuerdo con Lawlor y col. en 2017, la pérdida simultánea de las 

IAPs generaba mayores niveles de necroptosis. Esto podría ser explicado como que la falta 

de estas proteínas antiapoptóticas disparaba una muerte celular dependiente de RIPK3 

y caspasa 8 (Lawlor et al., 2017). 

Otra de las proteínas que podrían estar implicadas en la inmunosupresión 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 actúa como mediador 

de la señal a TGF-β. Se ha demostrado que TAK1 es capaz de activarse por diferentes 

estímulos, para después fosforilar a otras proteínas, generando así diferentes señales de 

transducción y respuestas celulares (Xu & Lei, 2021). Se ha demostrado que los inhibidores 

de TAK1, así 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 

combinación de compuestos que producen necroptosis tras 24 h (FIGURA 57A) y 72 h 

(FIGURA 57B) de infección. 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). Además, se utilizó el 5Z-7-Oxozeaenol (5Z-7-OZ) como inhibidor de TAK1 

(Ninomiya-Tsuji et al., 2003). Todos estos compuestos se combinaron con 25 M Z-VAD-FMK 

para seleccionar la muerte por necroptosis. Las diferentes combinaciones de compuestos 

fueron citotóxicas (p < 0.0001) en comparación con las células no tratadas, aunque el efecto 
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fue menor con 5Z-7-OZ. Además, las células infectadas mostraron unos porcentajes de 

citotoxicidad significativamente menores a las no infectadas, sobre todo en la combinación Z-

VAD-FMK/5Z-7-OZ, lo que supondría 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 podría explicarse como que AZD5582 está inhibiendo tres 

proteínas IAPs (XIAP, clAP1 y clAP2) mientras que LCL161 sólo dos (XIAP y clAP1). 

 

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 infección 
con amastigotes de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 µM) durante 3 h y, 
posteriormente, los BMDM fueron tratados con los inhibidores LCL161 (1 µM), 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 análisis estadístico 
ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los símbolos ∆ (p < 0.01); 
∆∆ (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no 
infectados, mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para 
comparaciones múltiples. 

 

4.1.2.  Inducción a la necroptosis en cultivos de macrófagos RAW 264.7 

Los experimentos de muerte celular por necroptosis se llevaron a cabo también en 

cultivos celulares RAW 264.7, una línea celular macrofágica de ratón 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 orígenes: amastigotes diferenciados a partir de promastigotes 

(PM), incubados a 37ºC en un medio de cultivo a pH 5,5 durante 5 d (De Muylder et al., 2011), 

o bien amastigotes extraídos de medula ósea de un ratón infectado (BM). 

De la misma manera que en los experimentos realizados en BMDM, los macrófagos RAW 

264.7 fueron tratados con 25 M Z-VAD-FMK en combinación con el inhibidor de XIAP y 

cIAP1, LCL161 (Pemmaraju et al., 2021), de XIAP, cIAP1 y cIAP2, AZD5582 (Moon et al., 

2015) y de TAK1, 5Z-7-OZ (Ninomiya-Tsuji 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 infección con 
amastigotes (PM) o amastigotes (BM) de L. infantum. Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK 
(25 µM) durante 3 h y, posteriormente, con LCL161 (1 µM), 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los 
símbolos ΔΔ (p < 0.01); ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de 
RAW 264.7 infectadas o no con amastigotes (PM), mediante un análisis estadístico ANOVA de doble 
vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. Los símbolos ♦♦♦ (p < 0.001) resultan de 
comparar los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas o no con amastigotes (BM), 
mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

Tras evaluar el efecto de estos tratamientos en RAW 264.7 mediante el ensayo de 

liberación 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 ocurría 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. Evaluación de la activación de caspasas en necroptosis 

Para conocer el posible papel de las caspasas durante la necroptosis, se determinó la 

actividad enzimática relativa tanto de las caspasas iniciadoras (caspasas 8 y 9) como de las 

ejecutoras (caspasas 3/7). Como control positivo de activación de caspasas, se empleó 

cicloheximida (CHX) a una concentración de 10 µg/mL (Tang et al., 1999). En la FIGURA 59 

se puede observar que únicamente las caspasas 3 y 7 (FIGURA 59C) se indujeron 

significativamente por el tratamiento de la CHX, pero no por los inhibidores de IAPs, 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, sí se observó una inducción significativa de caspasa 
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8 y caspasas 3 y 7 en las células infectadas y tratadas con CHX, por lo que se podría concluir 

que la CHX desencadenaría la ruta extrínseca de la apoptosis. 

 

FIGURA 59 | Determinación 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 infección con L. infantum. 
Las células fueron pre-tratadas con Z-VAD-FMK (25 µM) durante 3 h y, posteriormente, los BMDM 
fueron tratados con los inhibidores LCL161 (1 µM), AZD5582 (500 nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) 
durante 24 h. Como control positivo de apoptosis, se trató a las células durante 24 h con CHX (10 µg/mL) 
tras 24 h post-infección 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los 
símbolos ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de comparar el incremento sobre el NT de Unidades Relativas de 
Fluorescencia (ΔRFU) de BMDM infectados y no infectados, mediante un análisis estadístico ANOVA 
de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

4.1.4. Evaluación de la producción de IL-1β 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-1β tras el 

tratamiento con los compuestos inductores de necroptosis. Los resultados obtenidos tras la 

cuantificación mediante ELISA mostraron valores muy similares de IL-1β entre los grupos 

tratados y el control NT (FIGURA 60). Estos valores eran esperables, ya que el procesamiento 

de la forma inmadura de IL-1β, requiere de la intervención de caspasas que estaban siendo 

inhibidas por Z-VAD-FMK. 

 

FIGURA 60 | Niveles de IL-1β en los sobrenadantes de los cultivos de células BMDM infectados 
o 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 µM) durante 3 h y, posteriormente con los 
inhibidores LCL161 (1 µM), 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's 
para comparaciones múltiples. Los símbolos Δ (p < 0.1); ΔΔΔ (p < 0.001); ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan 
de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un análisis 
estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

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 características de la ICD es que está 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 activación del sistema inmune innato y adaptativo 

(Green et al., 2009; Krysko et al., 2012; Catanzaro et al., 2022). 

Mientras la muerte celular fisiológica no es inmunógena, la muerte celular inducida por 

patógenos puede ser inmunogénica y, por lo tanto, es susceptible de desencadenar una 

respuesta inmunitaria contra los antígenos que se derivan de células en camino de la muerte 

y ser presentados por las DCs. Por lo tanto, ciertos patógenos intracelulares obligados 

podrían 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 cáncer. Fundamentándonos 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 

macrófagos tratados con inhibidores de proteínas antiapoptóticas, como algunos integrantes 

de la familia BCL-2 o las IAPs, con el fin de desencadenar en ellos ICD, provocando la 

liberación de DAMPs y de citoquinas pro-inflamatorias.  

Tras conseguir distintas condiciones de muerte en los macrófagos, tanto en BMDM como 

en RAW 264.7, quisimos saber si había 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 ratón: C57BL/6 y BALB/c. Estas estirpes se emplean comúnmente para estudios de 

inmunorregulación en varios modelos de enfermedades ya que, en los ratones C57BL/6, la 

respuesta inmunitaria Th1 y la producción de IFN-γ son dominantes, y en los ratones BALB/c 

existe una polarización de citoquinas de tipo Th2 (Heinzel et al., 1989; Stewart et al., 2002). 
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Además de sus distintas respuestas de células T, los macrófagos de estos ratones ejercen 

diferentes reacciones en respuesta a diferentes estímulos. La evidencia reciente indica que 

el equilibrio entre los macrófagos M1/M2 y los linfocitos Th1/Th2 es crucial para la resolución 

de muchas enfermedades infecciosas, incluida la leishmaniasis (Mills et al., 2000). 

La modificación genética introducida en Leishmania para que exprese la proteína iRFP 

nos permitió medir la fluorescencia infrarroja emitida por el explante infectado, 

proporcionándonos así los datos necesarios para el cálculo de la viabilidad de los parásitos. 

 

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 intramacrofágicos 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 añadieron 

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 ningún cambio significativo con respecto al 

control. 

 
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 µM) durante 3 h y, posteriormente con LCL161 (1 µM), 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 análisis estadístico ANOVA de una 
vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples. 

 

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 estímulo 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 BALB/c, 

infectados con L. donovani LV9 iRFP, y se midió la fluorescencia infrarroja como medida de 

la viabilidad del patógeno. 

 

En la FIGURA 62A, se muestra que los DAMPs proporcionados por RAW 264.7 

añadidos 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. 

 

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 µM) durante 3 h y, posteriormente con LCL161 (1 µM), 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 análisis estadístico 
ANOVA de una vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples. 
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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 añadidos a esplenocitos 

procedentes de ratones C57BL/6 sanos, no se producían cambios en la viabilidad de los 

amastigotes intracelulares de L. donovani LV9 iRPF presentes en esplenocitos de ratones 

BALB/c, medidos por la emisión de fluorescencia infrarroja. 
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4.2. CAPÍTULO II: APOPTOSIS INTRÍNSECA. 

 

Según el estudio de Vince y col. en 2018, las proteínas antiapoptóticas BCL-XL y MCL-1 

restringen la activación pro-inflamatoria de IL-1β inducida por BAX/BAK (Vince et al., 2018). 

BAX/BAK son proteínas que forman parte de la familia BCL-2 y son uno de los reguladores 

principales de la ruta intrínseca de la apoptosis. Tras un estímulo apoptótico, BAX y BAK son 

activadas y se oligomerizan en la membrana mitocondrial externa para mediar su 

permeabilización, la cual es considerada uno de los pasos clave en la apoptosis (Peña‐Blanco 

& García‐Sáez, 2018). Por consiguiente, si BCL-XL y MCL-1 se encuentran inhibidas, 

BAX/BAK pueden desencadenar un proceso apoptótico intrínseco mediado por caspasa 8, la 

cual escinde y activa a IL-1β (Vince et al., 2018). 

 

4.2.1. Inducción a la apoptosis intrínseca por CHX en BMDM 

La CHX (Actidiona) es un antibiótico producido por Streptomyces griseus (Baliga et al., 

1969). Su efecto fue estudiado por primera vez por Kerridge en 1958, que demostró que la 

CHX inhibía la síntesis de proteínas en levaduras (Kerridge, 1958). La CHX se usó como 

inductor de referencia de la apoptosis, tanto en combinación con TNF-α, o por sí sola, 

mediante un mecanismo dependiente de FADD (Tang et al., 1999). Se ha observado además 

que la muerte producida por CHX es dependiente de las proteínas proapoptóticas BAX/BAK, 

ya que es capaz de producir una reducción 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 infección. Se observó que 

las células infectadas a 0 h eran sensibles a la actinomicina D, pero se volvían resistentes a 

las 2 h (Giri et al., 2016). Por ello, BMDM fueron tratadas con CHX tras 0 y 24 h de infección 

(FIGURA 63). 

 

FIGURA 63 | Citotoxicidad producida por el tratamiento de BMDM con CHX (10 µg/mL) mediante 
el ensayo LDH. Las células fueron tratadas durante 24 h, tras 0 y 24 h de infección 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 análisis estadístico ANOVA de doble 
vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples.  Los símbolos ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de 
comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante un análisis 
estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

A las 24 h, las células infectadas mostraban una mayor resistencia a la muerte, 

presentando valores de citotoxicidad próximos al control negativo. Tras 0 h de infección, se 

vio que la muerte celular era mayor que a las 24 h post-infección, por lo que la presencia del 

parásito podría estar retrasando la muerte del macrófago, confirmándose así lo establecido 

en el estudio anterior (Giri et al., 2016). 

 

4.2.2.  Inducción a la apoptosis intrínseca por CHX en RAW 264.7 

De la misma manera que con cultivos BMDM, se indujo la apoptosis por exposición a CHX 

en las mismas condiciones y tiempos que en el cultivo primario. La FIGURA 64 muestra que 

tras añadir a un cultivo de células RAW 264.7 10 µg/mL de CHX se produjeron unos valores 

de citotoxicidad significativos en comparación con las células no tratadas. Sin embargo, se 

observó que la citotoxicidad tras el tratamiento a las 0 h de infección no varió sustancialmente 

con respecto al de las 24 h post-infección. Asimismo, cabe destacar que los macrófagos 

infectados con amastigotes (BM) eran más susceptibles a la muerte que los infectados con 

amastigotes (PM). 

 

FIGURA 64 | Citotoxicidad producida por el tratamiento de RAW 264.7 con CHX (10 µg/mL) 
mediante el ensayo LDH. Las células fueron tratadas durante 24 h tras 0 y 24 h de infección 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones 
múltiples. Se compararon los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados y no infectados con 
amastigotes (PM), mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak’s para 
comparaciones múltiples. Los símbolos ♦♦ (p < 0.01) resultan de comparar los porcentajes de 
citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas y no infectadas con amastigotes (BM), mediante un análisis 
estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 
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En comparación con los resultados obtenidos en células primarias (20%) (FIGURA 63), 

la línea celular RAW 264.7 presentó valores citotoxicidad >40% tras el tratamiento con CHX. 

 

4.2.3. Inducción a la apoptosis intrínseca por inhibidores en BMDM 

En el caso de macrófagos murinos, a diferencia de otras células como los neutrófilos y 

los macrófagos humanos diferenciados de monocitos, la inhibición de MCL-1 no es suficiente 

para inducir muerte celular, y al menos se requiere una señal adicional para disparar MOMP. 

Esto se vio reflejado en estudios con macrófagos procedentes de ratones que presentaban 

una deficiencia en la expresión de la proteína MCL-1, los cuales mostraron una supervivencia 

normal, además de un aumento de la expresión de las proteínas BCL-2 y BCL-XL. Sin 

embargo, en macrófagos y neutrófilos humanos en los que se había inhibido la expresión de 

MCL-1 mediante oligonucleótidos antisentido, se inducía 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 macrófagos, ya que BMDM tratados con 

el mimético BH3 ABT-737 no eran susceptibles a la muerte. Sin embargo, cuando el 

tratamiento consistía en una combinación de este compuesto con inhibidores de MCL-1, como 

CHX, sí se producía un proceso apoptótico mediado por la activación de caspasas (Vince et 

al., 2018). 

Por lo tanto, para inducir apoptosis intrínseca en BMDM, se combinó un inhibidor de la 

proteína 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 

macrófagos. 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 infección y el reclutamiento de ciertos intermediarios 

de señalización puede generar una respuesta protectora del hospedador o generar una 

exacerbación de la enfermedad. Concretamente, TLR2 parece mostrar una función protectora 

contra la expansión de L. infantum en los órganos diana infectados (Jafarzadeh et al., 2019). 



4. RESULTADOS Capítulo II: Apoptosis Intrínseca 

128 
 

 

FIGURA 65 | Citotoxicidad observada en cultivos BMDM mediante el ensayo LDH tras el 
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis intrínseca, 24 h (A, C) y 72 h (B, D) después 
de la infección 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 µM) en combinación con AZD-5991 (10 µM) o S63845 (10 µM) 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 análisis estadístico 
ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples. Los símbolos Δ (p < 0.1); ΔΔ 
(p < 0.01); ΔΔΔΔ (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados 
y no infectados, mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak’s para 
comparaciones múltiples. 

 

Las combinaciones de tratamientos se probaron en células BMDM infectadas durante 24 

h (FIGURA 65A y C) y 72 h (FIGURA 65B y D). Los porcentajes de citotoxicidad – medida 

como liberación de LDH – en las células infectadas durante 72 h eran ligeramente más bajos 

que en las células infectadas durante 24 h y, como ocurría anteriormente, las células 

infectadas presentaban valores de citotoxicidad menores que las células no infectadas. Estas 

dos variables nos hacen suponer que la infección por L. infantum genera más resistencia al 

efecto citotóxico de los compuestos.  
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4.2.4. Inducción a la apoptosis intrínseca por inhibidores en RAW 264.7 

Para estudiar la apoptosis intrínseca, los macrófagos RAW 264.7 fueron tratados con 

ABT-263 (Tse et al., 2008) en combinación 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 sí cabe destacar que las células infectadas con los 

amastigotes (BM) presentaron valores más 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 combinó con el S63845. No se observaron 

diferencias significativas al primar los macrófagos con LPS o con P3C. 

 

FIGURA 66 | Citotoxicidad observada en cultivos RAW 264.7 mediante el ensayo de LDH tras el 
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis intrínseca, 24 h después de la infección 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 µM) combinado 
con AZD-5991 (10 µM) o S63845 (10 µM) 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones 
múltiples. Se compararon los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados o no, mediante un 
análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak’s para comparaciones múltiples. Los 
símbolos ♦ (p < 0,1) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectadas o 
no con amastigotes (BM), mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's 
para comparaciones múltiples. 

 

4.2.5. Evaluación de la activación de caspasas en la apoptosis intrínseca 

Tras realizar los diferentes tratamientos para generar apoptosis intrínseca en macrófagos 

BMDM, se midió la actividad de las caspasas iniciadoras y ejecutoras (FIGURA 67). 
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FIGURA 67 | Determinación 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 intrínseca 
a las 24 h de infección 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 añadió el inhibidor ABT-263 (1 µM) en 
combinación con AZD-5991 (10 µM) o S63845 (10 µM) durante 24 h. Como control positivo de apoptosis, 
se trataron las células con 10 µg/mL CHX durante 24 h a las 24 h post-infección 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 análisis estadístico 
ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los símbolos Δ (p < 0.1); ΔΔ 
(p < 0.01); ΔΔΔ (p < 0.001); ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de comparar el incremento sobre el NT de 
Unidades Relativas de Fluorescencia (ΔRFU) de BMDM infectados y no infectados, mediante un análisis 
estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples.  
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En general, se pudo observar una inducción 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 combinación de ABT-263 con AZD-5991, pero no con 

S63845. Sin embargo, el pretratamiento con P3C (FIGURA 67B), generó siempre valores 

significativamente mayores con respecto al control. No hubo grandes diferencias entre las 

células infectadas y las no infectadas, salvo en la combinación de LPS, ABT-263 y S63845, 

ya que las células infectadas producen una activación de la caspasa 8 mayor que las células 

no infectadas. 

En las FIGURA 67C y D se observa cómo la actividad de la caspasa 9 aumentó 

significativamente con respecto al control no tratado, confirmándose así su papel en la vía 

intrínseca 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 infección parece bloquear la activación de 

la caspasa 9. 

La activación 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 activación de las caspasas en comparación con las células no 

infectadas, pero no suponían diferencias significativas. 

 

4.2.6.  Evaluación de la producción de IL-1β en la apoptosis intrínseca 

La apoptosis está considerada como un tipo de muerte celular inmunológicamente 

silenciosa (Poon et al., 2014). Sin embargo, varias investigaciones han indicado que la 

apoptosis puede ser un potente mediador de la inflamación, tanto in vitro como in vivo (Faouzi 

et al., 2001; Bossaller et al., 2012). Existen varios estudios que confirman que la apoptosis 

intrínseca puede disparar la señalización pro-inflamatoria a través de la maduración de IL-1β 

(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 producción de IL-1β a través de las proteínas pro-apoptóticas BAX/BAK. 

BAX/BAK son capaces de activar las caspasas 3 y 7 y éstas, a su vez, pueden llevar a cabo 

la escisión de la caspasa 8, provocando su activación. Además, la caspasa 8 es la proteasa 

principal para catalizar la maduración de IL-1β durante la apoptosis intrínseca (England et al., 

2014; Chauhan et al., 2018; Vince et al., 2018). 

 

Los niveles de IL-1β obtenidos tras generar condiciones de apoptosis intrínseca se 

recogen en la FIGURA 68. La concentración de IL-1β obtenida con la combinación 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-1β significativamente 

inferiores a los de las células no infectadas, excepto en la combinación de LPS, ABT-263 y 

AZD-5991, donde los valores son similares al control. 

 

FIGURA 68 | Niveles de IL-1β 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 intrínseca. 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 añadió ABT-263 (1 µM) en combinación con AZD-
5991 (10 µM) o S63845 (10 µM) 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples. Los 
símbolos Δ (p < 0.1) ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM 
infectados y no infectados, mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak’s 
para comparaciones múltiples. 

 

4.2.7.  Efecto de los DAMPs producidos en el proceso de apoptosis 
intrínseca sobre la viabilidad de L. donovani LV9 iRFP 

 

4.2.7.1. DAMPs producidos durante la apoptosis intrínseca en BMDM 

Siguiendo una aproximación semejante, se ha estudiado el efecto de los DAMPs 

procedentes de BMDM inducidos a la apoptosis intrínseca sobre la viabilidad de amastigotes 

intracelulares de L. donovani LV9 iRFP (FIGURA 69). De la misma manera que en los 

experimentos anteriores, la apoptosis intrínseca en BMDM se indujo con LPS o P3C en 

presencia de ABT-263 y AZD-5991 o S63845, durante un periodo de 3 o 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 había inducido ICD era la misma que la estirpe receptora 

infectada con Leishmania (C57BL/6). Sí se observaron ciertas diferencias significativas entre 

los distintos tiempos de tratamiento, excepto en la combinación de LPS, ABT-263 y S63845, 

en la que no se observó alteración alguna en la mortalidad de los parásitos, sino más bien al 

contrario, su viabilidad estaba incrementada con respecto al control No Tratado (NT). 

 

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 intrínseca. 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 µM) en combinación con 
AZD-5991 (10 µM) o S63845 (10 µM) 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de 
Dunnett’s para comparaciones múltiples. Los símbolos ΔΔ (p < 0.01); ΔΔΔ (p < 0.001); ΔΔΔΔ (p < 
0.0001) resultan de comparar los porcentajes de viabilidad de BMDM tratadas durante 3 h y 24 h 
mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

Sin embargo, si los esplenocitos de C57BL/6 estimulados con BMDM apoptóticos por 

vía intrínseca eran cocultivados con explantes infectados procedentes de ratones BALB/c, se 

producían cambios importantes en la viabilidad de los amastigotes (FIGURA 69B). En 

general, las células pre-tratadas con LPS, produjeron una mayor reducción de la fluorescencia 

emitida por los explantes que las células pre-tratadas con P3C. El tiempo de incubación 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 reducía en más 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 podría ser 

debido a que las células tratadas durante 24 h estarían 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 justificaría porqué el tratamiento de 3 h era más efectivo, ya 
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que las células se encontrarían en un proceso de muerte menos avanzado y aún estarían a 

tiempo de liberar gran cantidad de DAMPs y citoquinas al medio extracelular, donde podrían 

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 combinación más eficaz (ABT-263 + AZD-

5991) que produjo una reducción de la viabilidad <50% a las 3 h. 

 

4.2.7.2. DAMPs producidos durante la apoptosis intrínseca 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 intrínseca 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 intrínseca 

por LPS o P3C en presencia de ABT-263 en combinación con AZD-5991 o S63845, a las 

concentraciones y tiempos indicados. Los esplenocitos sanos procedentes de ratones 

C57BL/6, estimulados con macrófagos RAW 264.7 apoptóticos, 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 producían una disminución 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), alcanzándose valores de viabilidad de apenas el 30% en la combinación de ABT-263 y 

S63845. 

 

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 intrínseca. 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 µM) 
en combinación con AZD-5991 (10 µM) o S63845 (10 µM) 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 análisis estadístico ANOVA de una vía y un test de Dunnett’s para 
comparaciones múltiples. 

 

Sin embargo, cuando los macrófagos 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). 

 

 



4. RESULTADOS Capítulo III: Apoptosis Extrínseca 

136 
 

4.3. CAPÍTULO III: APOPTOSIS EXTRÍNSECA 

 

4.3.1. Inducción a la apoptosis extrínseca en BMDM 

Según 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 activación del inflamasoma 

NLRP3 (Lawlor et al., 2017). Asimismo, los miméticos de SMAC y 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). Además, la pérdida conjunta de XIAP y 

cIAP generaba mayor activación de IL-1β que si se inhibía la acción de cada uno de ellos de 

forma individual. Esto era debido a que la falta de estas proteínas antiapoptóticas disparaba 

una muerte celular dependiente de RIPK3 y caspasa 8, produciendo la activación de IL-1β, 

de manera directa o a través de su escisión por la caspasa 1 (FIGURA 36) (Lawlor et al., 

2017). Asimismo, la inhibición de cIAP1/2 y XIAP en células cancerígenas podría conducir a 

mecanismos de muerte celular por necroptosis dependiente de RIPK1/RIPK3 (Wang et al., 

2018). 

La producción de IL-1β podría estar involucrada en la infección de Leishmania. Los 

resultados de varios grupos de investigación han revelado que Leishmania es capaz de 

bloquear la expresión del inflamasoma, inhibiéndose así la maduración de IL-1β 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 

macrófagos infectados por L. donovani, se demostró que el parásito era capaz de disminuir 

los niveles de activación de la caspasa 1. La inhibición de la maduración de la caspasa 1 tenía 

como consecuencia la disminución de los niveles de las formas maduras de IL-1β e IL-18, 

aumentando de esta manera el índice de infección de los macrófagos (Saha et al., 2019). En 

un ensayo clínico en pacientes con leishmaniasis visceral aguda, en el cual se administraban 

diferentes regímenes terapéuticos, se demostró el importante papel que presenta IL-1β en la 

resolución de la enfermedad. Se observó que la producción in vitro de IL-1β, y de TNF-α, se 

recuperaba como consecuencia de la curación de los pacientes tras recibir una terapia frente 

a la leishmaniasis aguda (Ho et al., 1992). Por lo tanto, la producción de IL-1β es clave para 

generar una respuesta inmune protectora contra Leishmania. Basándonos en estos trabajos, 

la generación de una muerte celular que produjera IL-1β en última instancia, podría suponer 

un posible mecanismo para reducir la carga parasitaria. 

Basándonos en los estudios que habíamos 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 71C y D), y 

tratados con LCL161, AZD5582 y 5Z-7-OZ (Lawlor et al., 2017; Chen et al., 2019). Mientras 

que la combinación de LCL161 con LPS o P3C no generó valores significativos de 

citotoxicidad con respecto al control, el empleo de los inhibidores AZD5582 y 5Z-7-OZ sí 
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produjo valores de muerte significativos en las células tratadas. Cabe señalar la protección 

producida por los amastigotes de Leishmania a la muerte, tanto en células primadas con LPS 

como con P3C. 

 

FIGURA 71 | Citotoxicidad observada en cultivos BMDM mediante el ensayo LDH tras el 
tratamiento con compuestos inductores de apoptosis extrínseca, 24 h después de la infección con 
amastigotes (A, C) o 72 h (B, D) de infección 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 µM), 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 símbolos ΔΔ (p < 0.01); ΔΔΔΔ (p < 0.0001) 
resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados y no infectados, mediante 
un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak’s para comparaciones múltiples. 

 

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 más 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 infección retrasa la muerte de sus células hospedadoras. 

Igualmente pudo observarse que el efecto citotóxico de AZD5582 era superior al de LCL161, 

probablemente debido a su capacidad de inhibir simultáneamente tres IAPs. 
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4.3.2.  Inducción a la apoptosis extrínseca en RAW 264.7 

Para producir apoptosis extrínseca, la línea celular RAW 264.7 fue primada con 100 

ng/mL LPS (FIGURA 72A) o con 500 ng/mL P3C (FIGURA 72B) y, a continuación, 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 exposición, medimos la citotoxicidad de las 

combinaciones mediante el ensayo LDH. 

 

FIGURA 72 | Citotoxicidad observada en RAW 264.7 mediante el ensayo LDH tras el tratamiento 
con compuestos inductores de apoptosis extrínseca, 24 h después de la infección 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 continuación, las células RAW 264.7 fueron tratadas con LCL161 
(1 µM), 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de 
Dunnett’s para comparaciones múltiples. Los símbolos ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de comparar los 
porcentajes de citotoxicidad de RAW 264.7 infectados y no infectados con amastigotes (PM), mediante 
un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak’s para comparaciones múltiples. Los 
símbolos ♦♦ (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 análisis estadístico ANOVA de 
doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

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 mayoría 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. 

Además, las células infectadas con amastigotes (BM) eran más susceptibles a la muerte por 

apoptosis extrínseca que las células infectadas con amastigotes (PM). No se observaron 
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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 más efectivo que con P3C. 

 

4.3.3.  Evaluación de la activación de caspasas en la apoptosis 
extrínseca 

Los cultivos de BMDM tratados con las combinaciones de compuestos del apartado 

anterior sirvieron para determinar las actividades de las caspasas 8, 9 y 3/7 (FIGURA 73) en 

células inducidas a la apoptosis por LPS y P3C. 

 

FIGURA 73 | Determinación 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 extrínseca 
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a las 24 h de infección 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 continuación, con LCL161 (1 µM), AZD5582 (500 
nM) y 5Z-7-OZ (TAK) (250 nM) durante 24 h. Como control positivo de apoptosis, se trató a las células 

durante 24 h con 10 g/mL CHX tras 24 h post-infección (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 análisis estadístico ANOVA de doble 
vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los símbolos ΔΔ (p < 0,01); ΔΔΔ (p < 0,001); 
ΔΔΔΔ (p < 0,0001) resultan de comparar el incremento sobre el NT de Unidades Relativas de 
Fluorescencia (ΔRFU) de BMDM infectados y no infectados, mediante un análisis estadístico ANOVA 
de doble vía y un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

Los valores de activación 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 presentó ninguna 

modificación en los valores de activación con respecto a los controles lo que, como era de 

esperar, demuestra el escaso papel de la apoptosis intrínseca en estos ensayos. Por su parte, 

el tratamiento con AZD5582, bien sea en combinación con LPS o con P3C, provocó una 

activación 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 

73E y F), son ligeramente más 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. Evaluación de la producción de IL-1β en la apoptosis extrínseca 

Las IAPs se encuentran bloqueando al complejo RIPK3/Caspasa-8, por lo que su 

inhibición desbloquea esta ruta celular, cuyo fin es la activación de IL-1β y la muerte celular 

(Lawlor et al., 2017). Según Lawlor y col., la pérdida de XIAP y cIAP genera una mayor 

activación de la IL-1β que la pérdida únicamente de XIAP (Lawlor et al., 2017). Por ello, se 

midieron los niveles de IL-1β tras el tratamiento con los inhibidores de IAPs y TAK1 (FIGURA 

74). 

 

FIGURA 74 | Niveles de IL-1β 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 extrínseca. 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 µM), 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 análisis estadístico 
ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples. Los símbolos Δ (p < 0.1); ΔΔ 
(p < 0.01); ΔΔΔΔ (p < 0,0001) resultan de comparar los porcentajes de citotoxicidad de BMDM infectados 
y no infectados, mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Sidak’s para 
comparaciones múltiples. 

 

Los niveles de IL-1β 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 concentración de IL-1β en células infectadas era inferior en comparación con 

las células no infectadas, pero en la combinación de LCL161 y P3C (FIGURA 74B), la 

producción de IL-1β fue superior en las células infectadas. 

Si se comparan los niveles de IL-1β producidos por estos tres inhibidores, el mayor 

inductor de IL-1β fue AZD5582 bajo el pretratamiento con P3C. Esto podría ser debido a que 

este compuesto es capaz de inhibir las tres IAPs (XIAP, cIAP1 y cIAP2) (Lawlor et al., 2017). 

También observamos que las células infectadas producían niveles significativamente 

menores de esta citoquina, observándose una vez más la influencia del parásito sobre la 

célula hospedadora. 

A diferencia de LCL161 y AZD5582, el inhibidor de TAK1 no generó cantidades 

significativas de IL-1β en comparación con las células no tratadas. En estudios previos, se ha 

comprobado que el inhibidor de la proteína TAK1, 5Z-7-OZ, facilitaba la transformación de la 

forma inactiva de IL-1β a la forma madura en macrófagos THP-1 (Singh et al., 2021). La 

inhibición de TAK1 por 5Z-7-OZ en macrófagos induce una muerte celular espontánea y la 

activación de la caspasa 1, la cual se encarga de procesar la citoquina IL-1β hacia su forma 

madura (Malireddi et al., 2018). Sin embargo, las concentraciones de IL-1β obtenidas con 5Z-

7-OZ fueron muy bajas en comparación con las obtenidos con LCL-161 y AZD5582. 

 

4.3.5.  Efecto de los DAMPs producidos en la apoptosis extrínseca sobre 
la viabilidad de L. donovani LV9 iRFP 

 

4.3.5.1. DAMPs producidos durante la apoptosis extrínseca en BMDM 

Como en experimentos anteriores, se evaluó el papel de BMDM apoptóticos por vía 

extrínseca 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 observó ninguna reducción en la viabilidad de los 

amastigotes del explante infectado, incluso bajo ciertas condiciones la viabilidad aumentó, 
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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 macrófagos, no existieron 

diferencias significativas, salvo en la combinación de LPS y LCL-161 o AZD5582, donde el 

porcentaje de parásitos vivos aumentó con el tratamiento de 24 h (FIGURA 75A). 

 

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 extrínseca. 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 µM), 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 análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de Dunnett’s para comparaciones 
múltiples. Los símbolos ΔΔΔ (p < 0.001); ΔΔΔΔ (p < 0.0001) resultan de comparar los porcentajes de 
viabilidad de BMDM tratadas durante 3 h y 24 h mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y 
un test de Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

Seguidamente, realizamos co-cultivos de esplenocitos procedentes de ratones 

C57BL/6 con BMDM apoptóticos por vía extrínseca 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 más 

efectivos reduciendo la viabilidad de los parásitos, 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 más efectivo que el de 24 h. Esto podría ser debido a lo 

mencionado anteriormente con respecto al estado de muerte que podrían tener los 

macrófagos en el momento previo al co-cultivo con los esplenocitos. Sin embargo, en los 

resultados obtenidos con 5Z-7-OZ, tanto en la inducción con LPS como con P3C, se 

obtuvieron mejores resultados en el tratamiento durante 24 h. 

 

4.3.5.2. DAMPs producidos durante la apoptosis extrínseca 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 extrínseca 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 extrínseca (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 reducción de 

la viabilidad fueron el AZD5582 y 5Z-7-OZ, alcanzándose reducciones en la RFU de hasta el 

80%. Sin embargo, en las células pre-tratadas con P3C, el compuesto que fue más efectivo 

fue el LCL161, con valores de reducción de la RFU del 70%. 

 

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 extrínseca. Las células RAW 264.7 fueron pre-tratadas con LPS 
(100 ng/mL) o con P3C (500 ng/mL) durante 3 h y, a continuación, con LCL-161 (1 µM), 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 análisis estadístico ANOVA de una vía y un test de Dunnett’s para comparaciones múltiples. 

 

Se realizaron experimentos semejantes conducentes a comprobar el papel de la ruta 

extrínseca en RAW 264.7 apoptóticas en combinación 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 reducción de 

la RFU emitida por los amastigotes, aunque nunca superó el 40%. Sin embargo, en las células 

pre-tratadas con P3C, el compuesto más efectivo fue el LCL161, con una reducción del 40% 

con respecto al control sin tratar. 

Tras comparar todos los resultados, las combinaciones más efectivas fueron: i) la 

combinación de células RAW 264.7 apoptóticas por vía intrínseca y extrínseca, con 

esplenocitos C57BL/6 co-cultivados con explante de bazo infectado procedente de ratones 

C57BL/6 y ii) la combinación de BMDM apoptóticos por vía intrínseca 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 

liberarían una mayor cantidad de señales y citoquinas pro-inflamatorias que actuarían sobre 

el bazo infectado, disminuyendo la viabilidad de los parásitos. Parece ser necesaria la 

presencia de las dos estirpes de ratón, ya que combinando BMDM, esplenocitos y explante 

de bazo infectado procedentes de C57BL/6 no produjeron una reducción significativa de la 

viabilidad de Leishmania. 
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4.4. CAPÍTULO IV: PRESENTACIÓN CRUZADA DE 
ANTÍGENOS Y FENOTIPADO DE DCs ESPLÉNICAS 

 

4.4.1. Generación de cepas de L. infantum que producen OVA en la 
superficie de la membrana plasmática 

La ovalbúmina (OVA) es una proteína modelo muy utilizada en los estudios de 

presentación antigénica debido a su capacidad para inducir respuestas inmunitarias 

específicas 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 presentación cruzada de antígenos en la infección por 

Leishmania, suponiendo así una herramienta útil 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 proteína OVA. Para ello se utilizó el vector 

pLEXSY que permite, mediante recombinación homóloga, la integración de la secuencia de 

ADN de interés en el locus del gen que codifica el ARN ribosómico 18S lo que permite 

alcanzar niveles de expresión en todos los estadios del ciclo del parásito. La importancia del 

sitio de localización del antígeno en los patógenos es importante para generar una respuesta 

eficaz de los linfocitos.  

En los estadíos infectivos de Leishmania se encontró una familia de proteínas de 

superficie aciladas e hidrofílicas denominadas (HASPs) que contienen señales para la N-

miristoilación, y la palmitoilación que les permite dirigirse a la cara externa de la membrana 

plasmática (Denny et al., 2000). Utilizando una secuencia de 18 aminoácidos (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 plasmática (Bertholet et 

al., 2005). Esta localización es un requerimiento imprescindible para su reconocimiento por 

las células T específicas para OVA (Prickett et al., 2006) y, por lo tanto, para su 

inmunogenicidad, siendo un factor importante cuando se considera la posible candidatura de 

antígenos vacunales para inducir inmunidad dependiente de células T. 

En este trabajo, se generó el vector pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA (GeneCust), que 

contiene la fusión de la secuencia codificante para los 18 aa del extremo amino terminal de 

HASPB junto al ORF de la proteína OVA (FIGURA 77). Además, la proteína OVA contiene 

los residuos específicos para el reconocimiento por las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo I (MHC-I) H2-kb (257-SIINFEKL-264) y de tipo II (MHC-II)I-Ab (323-

ISQAVHAAHAEINEAGR-339) (FIGURA 77D), que pueden ser usados para el testado de la 

respuesta celular específica de antígeno T CD8 y T CD4, respectivamente. 
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FIGURA 77 | Generación del plásmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA. A) Vector plasmídico 
linealizado por la digestión con la enzima de restricción SwaI para la expresión de la proteína de fusión 
HASPB:OVA en Leishmania. B) Vector pLEXSY-hyg2.1 conteniendo la construcción HASPB:OVA tras 
el proceso de síntesis. C) Resultados de la electroforesis tras la digestión del plásmido pLEXSY-hyg2.1 
con las enzimas de restricción KpnI/BglII (control de calidad enviado por GeneCust). Tamaño esperado: 
1224/8600 bp. D) Secuencia del gen que codifica la proteína de fusión 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 linearizó con SwaI, generando un 

fragmento de 6.971 bp que contenía el gen de interés (HASPB-OVA), el que confería 

resistencia a higromicina (HYG) y las secuencias del promotor del ARN ribosómico 18S para 

su integración en el genoma de L. infantum 2713 por recombinación homóloga (FIGURA 

77A). El fragmento de ADN fue electroporado tanto en la cepa salvaje (WT) de L. infantum 

2713, como en una cepa homóloga modificada previamente que producía la proteína 

fluorescente mCherry (mCh), generando respectivamente L. infantum HASPB:OVA y L. 

infantum mCh-HASPB:OVA. 

En primer lugar, comprobamos que la modificación genética no alteraba el patrón de 

crecimiento de las cepas generadas. Para ello, los clones de ambas líneas se cultivaron in 

vitro tras su primer paso por ratones BALB/c, mostrando tasas de crecimiento y perfiles de 

diferenciación equivalentes en comparación con la cepa salvaje de L. infantum 2713 (FIGURA 

78). También se analizó la virulencia de ambas líneas usando promastigotes metacíclicos 

diferenciados para infectar ratones BALB/c. 

 

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 proteína de fusión producida por los promastigotes fue testada usando geles de 

SDS-PAGE e inmunodetección usando un anticuerpo 1º frente a OVA de pollo fabricado en 

ratón y un anticuerpo 2º frente a ratón conjugado con IRDye 800. Los promastigotes 

electroporados expresaron una proteína de aproximadamente 47 kDa consistente con el 

tamaño esperado de la fusión HASPB:OVA, que fue detectada en la fracción enriquecida en 

membranas, pero no en el sobrenadante (citosol), lo cual confirmó su anclaje a la membrana 

plasmática de los parásitos (FIGURA 79). Los parásitos no transfectados, no mostraron 

reacción alguna con el anticuerpo. La escasa presencia que se puede detectar en la fracción 

del sobrenadante podría corresponder a isoformas citoplasmáticas que aún no han sufrido 

modificaciones post-traduccionales para su correcta translocación a la membrana plasmática. 
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FIGURA 79 | Análisis por Western Blot de los lisados y sobrenadantes de promastigotes de las 
cepas de L. infantum 2713 transfectadas con el plásmido pLEXSY-hyg2.1 HASPB:OVA, usando 
como control negativo las cepas L. infantum 2713 WT y L. infantum 2713 mCh. La proteína OVA 
purificada fue usada como control positivo (47 kDa). 

 

Para definir la localización de OVA en los parásitos, utilizamos microscopía confocal 

de fluorescencia y un anticuerpo conjugado a FITC frente a OVA (FIGURA 80). 

 

FIGURA 80 | Imágenes representativas de microscopía 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 ratón BALB/c infectados in vitro (MOI = 10:1) durante 72 
h con L. infantum 2713 HASPB:OVA. C) Promastigotes de L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA. D) 
BMDM de un ratón BALB/c infectados in vitro (MOI = 10:1) durante 72 h con L. infantum 2713 mCh-
HASPB:OVA. Las imágenes fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para el 
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marcaje de OVA, se empleó el anticuerpo anti-OVA marcado con FITC (1:500); para el marcaje de los 
núcleos se empleó el colorante DAPI (1:1000). 

 

La proteína de fusión pudo ser observada en los promastigotes de L. infantum 

HASPB:OVA en forma de puntos verdes en la superficie de la membrana plasmática, el 

flagelo y la bolsa flagelar, correspondientes al marcaje de la OVA (FIGURA 80A). Por el 

contrario, la fluorescencia emitida por la proteína mCherry en L. infantum mCh-HASPB:OVA 

es citoplasmática (FIGURA 80C). 

También observamos la localización de estas proteínas en amastigotes intracelulares 

mediante microscopía confocal en infecciones de macrófagos BMDM. Previamente, la 

infectividad de las cepas de Leishmania fue recuperada mediante pase por ratón. Los 

macrófagos infectados fueron fijados con 4% PFA y permeabilizados con Tween-20. Las 

FIGURA 80B y C muestran que los parásitos recuperados de ratón eran infectivos, y los 

amastigotes mantenían la expresión de la proteína de fusión HASPB:OVA como punteado 

verde sobre la membrana plasmática. 

Asimismo, y tras realizar un seguimiento diario durante 7 d mediante microscopía 

confocal, se pudo confirmar la presencia de OVA en amastigotes durante su proceso de 

diferenciación a partir de promastigotes (FIGURA 81). 

 

FIGURA 81 | Imágenes representativas de microscopía confocal de la diferenciación de 
promastigotes a amastigotes de L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA durante 7 d. Las imágenes 
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fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para el marcaje de OVA, se empleó el 
anticuerpo anti-OVA marcado con FITC (1:500); para el marcaje de los núcleos se empleó el colorante 
DAPI (1:1000). 

 

Al igual que ocurría en los promastigotes, la proteína fluorescente mCherry presentó 

una distribución citoplasmática y la proteína OVA se observó como un punteado verde en la 

membrana plasmática del parásito. 

 

4.4.2.  Inducción a la apoptosis por irradiación UV de RAW 264.7 

Uno de los primeros pasos que se llevaron a cabo para producir ICD fue tratar a los 

macrófagos con UV, con el fin de provocar un proceso de muerte celular. La radiación UV 

presenta una gran variedad de efectos biológicos y fisiológicos en los organismos, incluyendo 

la transformación hacia células malignas, supresión del sistema inmune y daños en el ADN, 

que provocan el inicio de una serie de mecanismos que implican la activación de vías de 

respuesta al daño en el ADN, arresto del ciclo celular y apoptosis (Gentile, 2003; Srivastava 

& de Larrea, 2008). La inducción de la apoptosis tras la irradiación UV puede ser un 

mecanismo protector importante ya que asegura la eliminación de células dañadas y 

potencialmente cancerosas de forma irreversible (Srivastava & de Larrea, 2008). 

Los valores de energía empleados para irradiar las células estaban basados en un estudio 

anterior, donde los BMDM se irradiaban con energías de 10, 50 y 100 mJ/cm2 y se evaluaba 

la generación 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 tamaño 

(FSC) frente a la complejidad (SSC) (FSC/SSC), donde se puede apreciar la población de 

RAW 264.7. En el gráfico de los infectados, también se observa una segunda población con 

un tamaño 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 tardía en torno al 15%. Como control positivo, se trató a las células con PFA al 

3%, lo que generó unos porcentajes en torno al 85% de apoptosis tardía. En los dos últimos 

gráficos del panel, se muestran los resultados de las irradiaciones con energías de 240 y 500 

mJ/cm2. Estos valores de energías fueron los elegidos para su uso en posteriores 

experimentos, ya que producían unos porcentajes intermedios de apoptosis tardía. Además, 

la integridad de las células se mantenía, lo que facilitaba el análisis por citometría, ya que 

valores mayores de radiación provocaban la pérdida de la integridad celular. 



4. RESULTADOS Capítulo IV: Presentación cruzada de antígenos 
 y Fenotipado de DCs esplénicas 

151 
 

En la FIGURA 82B, se muestran los porcentajes de apoptosis tardía generados por los 

distintos valores de energía empleados, desde 10 mJ/cm2 hasta 500 mJ/cm2, 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 radiación, 

alcanzándose unos valores máximos de en torno al 45%. No se vieron diferencias 

significativas entre las células infectadas y no infectadas, probablemente debido a que la 

radiación también afectó a los parásitos, 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 energía, desde 100 mJ/cm2 a 600 mJ/cm2, tras 4 y 24 h post-UV. Se 

puede observar que los valores de apoptosis tardía 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 irradiación, el proceso de apoptosis se encuentre más avanzado, 

por lo que habrá una mayor exposición de fosfatidilserina, permitiendo una mayor unión de la 

Anexina V, y una mayor permeabilización de las membranas, permitiendo una mayor entrada 

de IP, dando lugar a más células positivas a IP y Anexina V (Jo et al., 2014; Malhotra et al., 

2018). 

 

FIGURA 82 | Análisis del efecto de la radiación UV en la apoptosis de macrófagos RAW 264.7. A) 
Evaluación de la apoptosis por citometría de flujo mediante la tinción con Annexin V-FITC/IP. En la parte 
superior del panel se representan las gráficas (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 gráficas representativas tras la tinción con Annexin V-FITC/IP de macrófagos RAW 264.7, 
infectados o no infectados, cultivados durante 4 y 24 h tras el tratamiento con diferentes energías de 
irradiación (mJ/cm2), incluyendo el porcentaje de células apoptóticas tardías (cuadrante superior 
derecho). B) Apoptosis tardía (Media ± SD) obtenida en macrófagos RAW 264.7 infectados con L. 
infantum 2713 HASPB:OVA tras 4 h post-tratamiento con energías crecientes de UV (mJ/cm2). C) 
Apoptosis tardía (Media ± SD) obtenidos en macrófagos RAW 264.7 no infectados, tras 4 y 24 h post-
tratamiento con energías crecientes de radiación UV (mJ/cm2). Como control positivo, se trató a las 
células con PFA al 3% durante 30 min en hielo. En la parte de abajo del panel, están representadas las 
gráficas de los dos valores de energía elegidos, 240 y 500 mJ/cm2. 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 análisis estadístico ANOVA de doble 
vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. Los símbolos Δ, p < 0.1; ΔΔ, p < 0.01 resultan 
de comparar los porcentajes de apoptosis de RAW 264.7 obtenidos tras 4 y 24 h post-UV mediante un 
análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test Sidak's para comparaciones múltiples. 

 

4.4.3.  Cuantificación de la infección por L. infantum 2713 mCh-
HASPB:OVA en células RAW 264.7 irradiadas con UV  

Tras la elección de la energía de 500 mJ/cm2 de radiación UV, se quiso comprobar si las 

células RAW 264.7 se infectaban correctamente y, en ese caso, cuantificar la infección 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 infección de las células sin irradiar, los valores de fluorescencia emitida por 

los parásitos mCherry se redujeron de un 60% a un 40% cuando comparamos los tiempos 

post-infección (4 y 24 h, respectivamente). 

Cuando comparamos los porcentajes de infección entre células infectadas e irradiadas, 

el valor de fluorescencia de mCherry se mantuvo cuando la medición 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 

reducían de un 40 a un 20%, por lo que la radiación parece estar afectando a la expresión de 

la proteína fluorescente mCherry. 
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FIGURA 83 | Cuantificación del porcentaje de infección de las células RAW 264.7 tras la medición 
de la fluorescencia emitida por mCherry por citometría de flujo. Las células RAW 264.7 fueron 
infectadas con la L. infantum 2713 mCherry HASPB:OVA e irradiadas con 500 mJ/cm2. 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 análisis estadístico ANOVA de una vía y un test de Tukey's 
para comparaciones múltiples. Los símbolos NS (No Significativo); ΔΔΔΔ (p < 0,0001) resultan de 
comparar los porcentajes de fluorescencia mCherry de RAW 264.7 irradiados o no, mediante un análisis 
estadístico ANOVA de una vía y un test de Tukey's para comparaciones múltiples. 

 

4.4.4.  Ensayo de presentación cruzada con células B3Z 

Para evaluar la eficacia de la presentación cruzada antigénica, se emplearon células 

dendríticas (BMDC) y macrófagos 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 β-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 permitió obtener los datos mostrados en la FIGURA 84. 
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FIGURA 84 | Evaluación de la eficiencia de la presentación cruzada a través de la cuantificación 
de la absorbancia generada en la activación 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 (Ø LPS) de 100 ng/mL de LPS y, 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/cm2 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 análisis estadístico ANOVA de 
doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. 
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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 ocurría tanto 

en las BMDC estimuladas con LPS como en las no estimuladas. Por el contrario, en las 

BMDM, solo había 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 condición 

donde las bolas están recubiertas con el 100% de OVA (100% bbOVA). 

En las FIGURA 84C y 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 realizó 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 cebó a las DCs 

con macrófagos RAW 264.7 infectados con L. infantum 2713 HASPB:OVA e irradiados con 

una energía de 500 mJ/cm2 de UV durante 24 h (FIGURA 84G). La radiación UV se empleó 

como primera estrategia para generar DAMPs a partir de una ICD, ya que se ha visto que 

este tratamiento físico causa daño en el ADN e inicia una serie de mecanismos que implican 

la activación de vías de respuesta frente a daño de ADN, arresto del ciclo celular y apoptosis 

(Gentile, 2003). Se quiso comprobar si la liberación 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 activación de las DCs y, por consiguiente, realizar adecuadamente la 

presentación cruzada antigénica y la activación 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.  Evaluación de la activación de BMDC 

Tras la diferenciación de BMDC mediante el cultivo con el factor Flt3L, el cual controla 

la supervivencia y la expansión de las DCs uniéndose al receptor tirosina quinasa Flt3 

presente en estas células (Matthews et al., 1991), se quiso cuantificar la expresión de 

moléculas coestimuladoras, como CD80, CD86, y la molécula MHC-II, cuya expresión 

aumenta en el proceso de maduración de las DCs, tras la estimulación 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 estimulación y la activación de las DCs, la 

expresión de CD80, CD86 y MHC-II aumenta significativamente (Sadiq et al., 2020). 

En la FIGURA 85, se muestra la estrategia de citometría de flujo seguida para 

caracterizar a las DCs y cuantificar la expresión de CD80, CD86 y MHC-II. En primer lugar, 

se seleccionó la población de BMDC en función de su FSC/SSC, descartando la fracción 

correspondiente a restos celulares. A continuación, enfrentando el área (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 

tinción Zombie Yellow (Zombie Yellow-). A continuación, 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 población, se obtuvieron los porcentajes de 

expresión de cada una de las moléculas de interés: CD80, CD86 y MHC-II. 

 

FIGURA 85 | Estrategia de citometría de flujo seguida para cuantificar la expresión de las 
moléculas CD80, CD86 y MHC-II en BMDC tras el tratamiento con LPS. Se seleccionó la población 
de células de interés mediante el FCS/SSC y, a continuación, se tomó la población viva (Zombie Yellow-

) positiva a CD11c y 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 citometría de flujo y la proporción 

de CD80, CD86 y MHC-II (FIGURA 86B) tras la estimulación de BMDC con LPS durante 8 h. 

En las BMDC no estimuladas se apreciaron ciertos niveles de expresión de estos marcadores, 

que aumentó tras la estimulación con LPS. De esta manera, la proporción de células CD80+ 

en células no estimuladas era del 50%, proporción que aumentaba hasta el 73% al añadir 

LPS. Estos valores aumentaban muy significativamente en el caso de las células CD86+ cuya 

proporción pasaba del 21 a casi el 75% con el tratamiento con LPS. Sin embargo, atendiendo 
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a los valores de MHC-II, no se apreciaron diferencias significativas entre las células 

estimuladas y no estimuladas con LPS. 

 

FIGURA 86 | Resultados de la expresión de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y MHC-II 
en BMDC tras su estimulación con LPS. A) Histogramas representativos obtenidos a partir de las 
BMDCs CD11b+CD11c+ que muestran la expresión 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 expresión de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y 
MHC-II en BMDC no estimuladas (Ø 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 expresión 
de cada molécula coestimuladora tras la estimulación con LPS con respecto al control no estimulado, 
mediante un análisis estadístico t de Student para muestras independientes. 

 

4.4.6.  Ensayo de presentación 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 75 y FIGURA 76). 

Por esta razón, se quiso comprobar si estos tratamientos, junto con amastigotes de L. 

infantum 2713 HASPB:OVA irradiados con UV, podrían inducir una respuesta de linfocitos T 

procedentes de ratones OT-I marcados con CellTrace Yellow para que su proliferación sea 

cuantificable mediante citometría de flujo. Las células OT-I 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 diseñado para reconocer el péptido SIINFEKL en la molécula MHC-I 

(Hogquist 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 liberación de DAMPs y, por consiguiente, la activación 

de las DCs (Krysko et al., 2012; Gallo & Gallucci, 2013). 

En la FIGURA 88, se muestra la estrategia seguida en citometría de flujo para medir 

la proliferación de las células OT-I. En primer lugar, se enfrentó FSC/SSC para seleccionar la 

población correspondiente a las células de interés, descartando la parte correspondiente a 

restos celulares. Seguidamente, se enfrentaron las variables de área (FSC-A) y altura (FSC-

H) del FSC, para descartar los agregados de células y quedarnos únicamente con las células 

individualizadas (Single Cells). Posteriormente, se seleccionaron las células vivas Zombie 

Yellow-. Una vez seleccionadas las células vivas, se cuantificó su señal de fluorescencia del 

CellTrace Yellow. 

 

FIGURA 87 | Estrategia seguida en citometría de flujo para cuantificar la proliferación de células 
T CD8. Se seleccionó la población de células de interés mediante el FCS/SSC y, a continuación, se 
tomó la población 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 citometría de flujo correspondientes a los porcentajes de 

proliferación 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-I co-

cultivadas con DCs sin cargo. Al no haber presencia de OVA, el control negativo nos permite 

establecer la máxima fluorescencia emitida por el CellTrace Yellow ya que, en este caso, las 

células OT-I no han proliferado y, por lo tanto, no existe dilución del colorante. Se emplearon 

dos controles positivos: los anticuerpos α-CD3/CD28 y DCs cargadas con el péptido 

SIINFEKL. El control de α-CD3/CD28 sirve para la estimulación del TCR sin necesidad de la 

existencia de MHC-I cargado con SIINFEKL. Esto es debido a que estos anticuerpos actúan 

como activadores de los receptores CD3 y CD28. El CD3 forma parte del complejo al que 

pertenece el TCR y, al activarse, proporciona una señal de activación inicial. Sin embargo, la 

proliferación depende de una segunda señal coestimuladora, llevada a cabo normalmente por 

la molécula CD28 (Trickett & Kwan, 2003). Estas dos señales enviadas por el CD3 y el CD28 

corresponderían a las mismas señales que generaría la unión del MHC-I con el TCR. En las 

FIGURA 88A y B, se puede observar que el control positivo α-CD3/CD28 era capaz de 

provocar la proliferación 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 están realizando una presentación cruzada óptima, 

observándose la proliferación de un 56% de las células OT-I. Por lo tanto, ambos controles 

positivos generan unos valores de proliferación significativos con respecto al control no 

estimulado. 

 

FIGURA 88 | Evaluación de la eficiencia de la presentación cruzada antigénica mediante la 
cuantificación de la proliferación de células T CD8 (OT-I) mediante citometría de flujo, empleando el 
ensayo de dilución del CellTrace Yellow. Células OT-I co-cultivadas durante 48 h con DCs que habían 
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 energías de 240 o 500 mJ/cm2 de radiación UV; 
RAW 264.7 pretratadas con LPS y tratadas con ABT-263 (1 µM) + AZD-5991 (10 µM), o con LCL161 (1 
µM). Como control negativo se emplearon células OT-I co-cultivadas con DCs sin cargo. Como controles 
positivos se emplearon los anticuerpos anti-CD3 (2 µg/mL) y anti-CD28 (0,5 µg/mL), y DCs cebadas con 
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LPS (100 ng/mL) + SIINFEKL (2 µM). A) Histogramas representativos que muestran la dilución de 
CellTrace Yellow en células OT-I. B) Porcentajes de proliferación de células OT-I basados en la dilución 
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 análisis estadístico ANOVA 
de una vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. 

 

Cuando el cargo de DCs consistió únicamente en amastigotes irradiados de la cepa 

L. infantum 2713 HASPB:OVA, no se produjo una proliferación significativa de las células OT-

I (<2%). En cambio, cuando los amastigotes se combinaron con células RAW 264.7 sin tratar, 

la proliferación llegó a ser >80%, una proporción semejante al de células OT-I DCs cebadas 

con células RAW 264.7 irradiadas con una energía de 240 o 500 mJ/cm2. Finalmente, cuando 

el cargo de las DCs eran células RAW 264.7 tratadas con ABT-263 + AZD-5991, no se produjo 

proliferación de las células OT-I, 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 proliferación >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 infección modificaba 

la frecuencia de las distintas subpoblaciones existentes de DCs en el bazo y su tasa de 

infección. Se ha visto que Leishmania es capaz de alterar las funciones de las DCs mediante 

la reducción de la expresión 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; Feijó et al., 2016). 

Para ello, ratones BALB/c fueron infectados con L. infantum 2713 HASPB:OVA y 

sacrificados a distintos tiempos post-infección (3, 8 y 16 semanas). La estrategia para el 

análisis de las poblaciones de DCs en bazos sanos se muestra en la FIGURA 89. A partir de 

las células vivas, se generaron dos gráficos, un primer panel para la detección de las DCs 

convencionales (cDCs) y un segundo panel para la detección de las DCs plasmocitoides 

(pDCs). Para definir la población de cDCs, se empleó una tinción 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 realizó de nuevo un marcaje doble, pero en esta 

ocasión para XCR1 y CD11b. La población 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 sirvió para identificar la subpoblación 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 citometría de flujo para el fenotipado de un bazo no infectado 
para la determinación de la proporción de las distintas subpoblaciones de DCs. En el primer 
gráfico se muestra el FSC/SSC, seguido de la selección de las células individualizadas (Single Cells), 
enfrentando el área (FCS-A) y la altura (FSC-H) del FSC. A continuación, en el tercer gráfico se escoge 
la población viva (Zombie Yellow-). A partir de las células vivas, se generan dos gráficos, 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 
población de pDC. 

 

Paralelamente, se ideó la estrategia para la detección de las distintas poblaciones de 

DCs presentes en un bazo infectado mediante citometría de flujo (FIGURA 90). Asimismo, se 

puede ver la estrategia seguida para determinar el porcentaje de DCs infectadas en el análisis 

por citometría 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 consiguió fijar el límite superior para la señal de fondo del fluorocromo emitido. 
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FIGURA 90 | Estrategia seguida en citometría de flujo para el fenotipado de un bazo infectado 
con L. infantum 2713 HASPB:OVA para obtener la proporción de las distintas subpoblaciones de 
DCs y su porcentaje de infección. A) Obtención de la proporción de cDC1 y cDC2 a partir de las cDC 
totales en un bazo infectado, y sus porcentajes de infección correspondientes. B) Obtención de la 
frecuencia de las pDCs en un bazo infectado, y su porcentaje de infección. Los porcentajes de infección 
fueron obtenidos tras la detección de la fluorescencia del anticuerpo FITC OVA. Se realizó el control 
FMO (Fluorescence Minus One) para el anticuerpo FITC OVA para establecer el límite superior para la 
señal 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 ratón infectado con L. infantum 2713 

HASPB:OVA (FIGURA 91A). Es a partir de la semana 8 de infección cuando el aumento se 

vuelve más significativo, alcanzándose un valor de 3,4%. Sin embargo, el porcentaje de las 

pDCs del bazo infectado se mantuvo prácticamente invariante con respecto al bazo no 

infectado (FIGURA 91A). 

Dentro de la población de cDCs, encontramos que las cDC1 disminuyeron su 

representación en casi la mitad en comparación con los resultados obtenidos en el bazo sano 

hasta tener un valor del 11%, a diferencia de las cDC2 que empezaron reduciendo su 

representación porcentual en la semana 3 de infección, para aumentar en las semanas 8 y 

16, alcanzando valores de hasta un 83% (FIGURA 91B). 
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FIGURA 91 | A) Proporción 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-
infección) tras el análisis por citometría de flujo. B) Proporción de las poblaciones cDC1 y cDC2 a 
partir de la población 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 ratón no infectado mediante un análisis estadístico ANOVA de doble vía y un test de 
Dunnett's para comparaciones múltiples. 

 

En la FIGURA 92, se representan los porcentajes de infección de las distintas 

subpoblaciones de DCs obtenidos tras la cuantificación de la fluorescencia emitida por el 

anticuerpo FITC OVA, tal y como se muestra en la FIGURA 90. 

 

FIGURA 92 | Porcentaje de infección de cada subtipo de DCs tras la detección de OVA por 
citometría de flujo. Cada barra del histograma representa la Media ± SD de los diferentes porcentajes 
de células de los ratones infectados con respecto al ratón no infectado mediante un análisis estadístico 
ANOVA de doble vía y un test de Dunnett's para comparaciones múltiples. 

 

Las cDC1 mostraron una tasa de infección cercana al 65% en las semanas 3 y 8 de 

infección, pero se produjo una gran disminución en la semana 16, con valores del 12%. Las 

cDC2 presentaron porcentajes de infección del 35% en la semana 3, pero en la semana 8, 

los valores aumentaron hasta un 60%. Sin embargo, en la semana 16 de infección, el 

porcentaje de infección cayó hasta un valor del 28%. Cabe destacar que la tasa de infección 

en las pDCs era mucho más reducida con respecto a las tasas de infección obtenidas en las 

cD
C1
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C2
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poblaciones de cDCs. Los porcentajes aumentaron ligeramente a medida que aumentaba el 

tiempo de infección, alcanzando valores cercanos al 11%. 

Para comprobar la infección de las DCs de bazo por microscopía confocal, se aislaron 

PanDCs, las cuales incluyen las cDC1, cDC2 y pDC, del bazo de un ratón BALB/c infectado 

con L. infantum 2713 HASPB:OVA, y se tiñeron con un anticuerpo 1º frente a OVA de pollo 

fabricado en rata y un anticuerpo 2º frente a rata conjugado con Alexa Fluor 647. La FIGURA 

93A muestra que las células eran positivas a OVA, ya que se podía observar la fluorescencia 

roja correspondiente al anticuerpo frente a OVA en el interior de las PanDCs. En las imágenes 

de la parte superior, se aprecian varias DCs de las cuales no todas estaban infectadas. Las 

dos filas de imágenes restantes del panel muestran una visión más detallada de las células, 

donde se puede observar un punteado en el citoplasma, correspondiente a la detección de 

OVA expresada por los amastigotes intracelulares. 

 

FIGURA 93 | A) Imágenes representativas de microscopía confocal de PanDCs purificadas del 
bazo de un ratón BALB/c infectado con la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA. Las imágenes fueron 
adquiridas con un microscopio confocal Zeiss LSM800. Para la identificación de OVA, se empleó el 
anticuerpo anti-OVA conjugado con Alexa Fluor 647 (4 µg/mL); para la identificación de los núcleos se 
empleó DAPI (1:1000). B) Ejemplo del recuento manual de PanDCs realizado sobre una imagen de 
microscopía confocal basado en el conteo de núcleos (rodeados en amarillo). C) Porcentajes de 
infección de PanDCs obtenidos tras el recuento manual aleatorio de células infectadas y no infectadas 
realizado en imágenes adquiridas por microscopía 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 

fotografías tomadas de forma aleatoria por microscopía 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 señal 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 INMUNOGÉNICA (ICD) 

 

La necroptosis ha surgido como un nuevo mecanismo natural de resistencia frente a 

patógenos, incluyendo el caso de Leishmania (Barbosa et al., 2018). Con el fin de reproducir 

las condiciones clásicas 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 y, a continuación, con 

diferentes concentraciones de LPS. Estos autores usaron BMDM una concentración fija no 

tóxica de Z-VAD-FMK (25 µM) antes de estimularlos con diferentes concentraciones de LPS 

como inductor de la necroptosis. En estas condiciones, la citotoxicidad del LPS, analizada por 

citometría de flujo, era dependiente de la concentración. Simultáneamente, la viabilidad 

celular disminuía a medida que la concentración 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 necróptótica en macrófagos dirigida por un complejo formado por RIPK1-RIPK3, 

seguido de la activación del receptor de TNF (TNFR) (Kaiser et al., 2013). Otros autores 

también fueron capaces de inducir condiciones de necroptosis en macrófagos tras el empleo 

de la combinación de Z-VAD-FMK y LPS, confirmando que estas señales necróticas 

convergían en RIPK3 (He et al., 2011). El LPS empleado a bajas dosis (1 ng/mL) indujo la 

producción 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 

contribución de la necroptosis inducida por TNF-autocrina quedaba enmascarada (Legarda 

et al., 2016). 

Un estudio reciente demostró que existían diferencias en la respuesta producida frente a 

LPS entre macrófagos primarios, como BMDM o macrófagos peritoneales, y líneas celulares 

establecidas, como RAW 264.7. En estos estudios se podía observar que la cinética de 

fosforilación de NF-κB y la translocación nuclear inducida por LPS en macrófagos primarios 

era mucho más rápida que la existente en líneas celulares de macrófagos (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 señalización TNF-TNFR1-TNFR2 es de especial 

importancia en macrófagos, ya que este tipo celular no solo expresa TNFR1, sino también 

TNFR2, produciendo altas cantidades de TNF tras la estimulación de varios receptores, 

incluyendo PRRs. El TNF no sólo regula las actividades proinflamatorias y de producción de 

citoquinas, sino que también media de modo autocrino la viabilidad y el estado de activación 
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de los macrófagos. Un ejemplo muy estudiado de este proceso es la muerte de macrófagos 

alveolares y derivados de monocitos infectados por Mycobacterium tuberculosis. En este 

caso, la muerte ha sido atribuida a la activación de la caspasa 8 inducida por TNFR1, junto 

con la activación de la apoptosis mediada por ROS inducidas por TNFR1 (Wajant & 

Siegmund, 2019). 

Además, para comprobar que las condiciones de muerte se correspondían a un proceso 

necroptótico, se emplearon los inhibidores de RIPK1 y RIPK3, GSK547 y HS-1371, 

respectivamente. Efectivamente, el efecto producido por la combinación del Z-VAD-FMK con 

LPS se revertía, por lo que pudimos confirmar que estaba ocurriendo un proceso necroptótico. 

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 reducían 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 revertían 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 TNFα, en combinación 

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 habían 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 proteína SMAC es una de las proteínas 

mitocondriales liberadas en respuesta a estímulos apoptóticos, que actúa como un inhibidor 

endógeno de varios miembros de la familia de las IAPs. Tras su liberación al citoplasma, el 

extremo N-terminal de SMAC se rompe, descubriendo una región que se une a los dominios 

BIR de XIAP. Esta interacción interfiere con la habilidad de las caspasas de unirse eficazmente 

a las 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 µM, las células 

comenzaban a reducir su viabilidad (McComb et al., 2012), por lo que fijamos esta 

concentración para realizar nuestros estudios. 

Nuestros resultados demostraron que la combinación de Z-VAD-FMK con SM-164 en 

BMDM de C57BL/6 provocaba una reducción de la viabilidad celular por debajo del 20%, al 

igual que ocurría 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 

habían quedado establecidas. Estos resultados coincidían con otros previamente publicados, 

donde al tratar a las células con TNF-α, 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 más estudios que justifican la interrelación de las rutas de muerte celular 

(Chen et al., 2019; Legrand et al., 2019). Para constatar este hecho, combinamos dos 

inhibidores de proteínas antiapoptóticas, uno implicado en la apoptosis intrínseca (ABT-263) 

y el otro implicado en la extrínseca (SM-164). La inhibición de las proteínas antiapoptóticas 

BCL-2 y BCL-XL por parte del ABT-263, desencadenaría una alteración de la permeabilización 

de la membrana mitocondrial externa, liberándose SMAC al citoplasma. Al ser la proteína 

SMAC un antagonista endógeno de las IAPs, el empleo de SM-164 (un mimético de SMAC) 

debería 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 reversión de los valores de muerte no fue tan 

significativa cuando el inhibidor de caspasas usado era Z-VAD-FMK.  

Los resultados obtenidos con la combinación de Z-VAD-FMK y SM-164 confirmaban la 

inducción de la necroptosis, por lo que se quiso inducir ICD empleando otros inhibidores de 

las IAPs (XIAP, cIAP1/2, cIAP2) y de la proteína 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 cIAP1 (Arnt et al., 2002). El mecanismo de acción de LCL161 está relacionado con la 

alteración de la señalización de supervivencia mediada por NF-κB, al inducir la degradación 

de cIAP1 en presencia de TNFα, promoviendo la formación de DISC y la inducción de la 

apoptosis (Pemmaraju et al., 2021). Este compuesto se ha empleado para tratar células 

tumorales de carcinoma hepatocelular en combinación con paclitaxel (Tian et al., 2014), o 

contra carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, en combinación 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 cIAP1 y, en 

menor medida, cIAP2 y XIAP (Pemmaraju et al., 2021). LCL161 mostró efectos variables en 

la tumorigénesis dependiendo de la expresión endógena de BCL-2 ya que células de 

carcinoma hepatocelular con bajos niveles de expresión 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 administración intravenosa de AZD5582 a ratones 

xenotransplantados con células MDA-MB-231 de cáncer de mama, reducía rápidamente los 

niveles de cIAP1 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 cáncer de páncreas, se detectó una muerte celular apoptótica a través de la degradación 
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de cIAP1 dependiente de TNFα. Además, AZD5582 reprimía la expresión del gen que codifica 

para la proteína MCL-1 antiapoptótica de la familia BCL-2 (Moon et al., 2015). 

Por su parte, TAK1 participa en rutas celulares de señalización proinflamatorias, 

induciendo la activación transcripcional de NF-κB (Ninomiya-Tsuji et al., 1999). Por 

consiguiente, la inhibición de TAK1 podría ser efectiva al prevenir la inflamación y la 

destrucción de tejidos promovidos por citoquinas proinflamatorias (Ninomiya-Tsuji et al., 

2003). 

La necroptosis inducida en BMDM de ratones C57BL/6 no modificó la producción de IL-

1β con respecto a los cultivos no inducidos. Esto podría deberse a que la generación de la 

forma activa de la IL-1β es dependiente de las caspasas 1 y 8 (Dhuriya & Sharma, 2018). La 

interleucina IL-1β se sintetiza como un precursor citosólico que requiere ser escindido para 

ser biológicamente activo. Tras su maduración, la IL-1β se libera al espacio extracelular para 

desempeñar sus funciones, proceso que depende comúnmente de los complejos 

macromoleculares conocidos como inflamasomas (Broz & Dixit, 2016). La activación de 

caspasa 1 se produce a través de dos vías distintas dependientes de RIPK3: una mediada 

por caspasa-8 y la otra mediada por NLPR3, que conduce a la formación de los inflamasomas. 

Tras la activación de caspasa 1, ésta es capaz de escindir la IL-1β en su forma madura (Man 

et al., 2013). Esto demuestra que la participación de las caspasas es necesaria para la 

activación de la IL-1β. 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 podía 

generar la forma activa de la IL-1β, justificándose así los bajos niveles obtenidos de esta 

molécula. Asimismo, otros estudios han confirmado que la necroptosis provoca el 

procesamiento y la liberación de IL-1α independientemente del procesamiento y liberación de 

IL-1β. Esto sugiere que el mecanismo a través del cual una célula muere dicta el mecanismo 

inflamatorio que sigue, sirviendo esto como guía para la búsqueda 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 acción es dependiente de las proteínas proapoptóticas BAX/BAK, ya que 

es capaz de producir una reducción en los niveles de MCL-1 (Goodall et al., 2016), proteína 

implicada en la ruta intrínseca de apoptosis. Sin embargo, se ha demostrado que el 

tratamiento con CHX genera la activación de las caspasas 3 y 8 (Irisarri et al., 2000), las 

cuales están implicadas en la ruta extrínseca de apoptosis. En el estudio de Tang y col. se 

demostró que el mecanismo de muerte llevado a cabo por la CHX en células T humanas era 

dependiente de FADD. Además, demostraron que el tratamiento con CHX producía la escisión 

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 

inhibió la activación de las pro-caspasas 3 y 8 (Cho et al., 2009a). 
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Seguidamente, creamos una situación de muerte por ICD implicando a la ruta intrínseca. 

Para ello, se inhibieron simultáneamente las proteínas antiapoptóticas BCL-XL, mediante 

ABT-263, y MCL-1, con dos inhibidores diferentes: AZD-5991 y S63845. Esto es debido a que, 

en macrófagos murinos, a diferencia de otras células, como los neutrófilos o los macrófagos 

humanos diferenciados de monocitos, la inhibición de MCL-1 no es suficiente para inducir 

muerte celular, y al menos se requiere una señal adicional para disparar MOMP. Esto se vio 

reflejado en estudios con macrófagos procedentes de ratones defectivos en MCL-1, los cuales 

mostraron una supervivencia normal, pero sobreproducían las proteínas BCL-2 y BCL-XL. Sin 

embargo, en macrófagos y neutrófilos humanos en los cuales se había silenciado la expresión 

del gen codificante de MCL-1, se inducía 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 macrófagos, ya que los BMDM tratados con el 

mimético del dominio BH3 ABT-737, en combinación con LPS, no eran susceptibles a la ICD. 

Sin embargo, cuando el tratamiento consistía en una combinación de este compuesto con 

inhibidores de MCL-1, como la CHX, sí se producía un proceso apoptótico mediado por la 

activación de caspasas (Vince et al., 2018). 

Efectivamente, la inhibición conjunta de BCL-2, BCL-XL y MCL-1 presentaba un efecto 

sinérgico en cuanto a la producción de muerte, que llegó a alcanzar valores del 50% cuando 

se administraban combinados. Lo mismo ocurría al tratar líneas celulares tumorales de 

linfoma anaplásico de células grandes (Quentmeier et al., 2022) y carcinoma tímico (Müller et 

al., 2021), donde la combinación del ABT-263 con el AZD-5991 producía un mayor porcentaje 

de apoptosis y una mayor reducción 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 múltiple humano (Siu et al., 

2019). Los valores obtenidos de muerte con la combinación de LPS, ABT-263 y S63845 fueron 

similares a los obtenidos en el estudio realizado por Chen y col. donde combinaban el inhibidor 

ABT-737 con S63845 (Chen et al., 2019). 

Además de primar la ICD con LPS, los BMDM fueron inducidos a la muerte apoptótica 

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 proteína SIR2RP1 derivada de L. infantum. Cuando SIR2RP1 

se une al TLR2 del macrófago, induce la proliferación de células B y aumenta la expresión del 

MHC-II y de las moléculas coestimuladoras CD40 y CD86. Asimismo, SIR2RP1 genera la 

maduración de las DCs, promoviendo la liberación de las proteínas proinflamatorias IL-12 y 

TNF-α (Silvestre et al., 2007). P3C también actúa como un inmunoestimulador y, por ello, se 

ha empleado como adyuvante en algunas vacunas frente Leishmania (Hewitt & Seeberger, 

2001), o en combinación con la miltefosina, buscando una eficacia mejorada del fármaco 

(Shakya et al., 2012). 
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Tras el tratamiento de BMDM con los inhibidores de las proteínas involucradas en la 

apoptosis intrínseca, pudimos observar un aumento de la actividad de las caspasas 

ejecutoras 3/7, y de las caspasas iniciadoras 8 y 9. La activación de la caspasa 9 se debe a 

que es uno de los iniciadores de la ruta intrínseca de apoptosis (McIlwain et al., 2013). Tamaki 

y col. observaron que el tratamiento con ABT-263 en células P3C de cáncer de próstata 

promovía la escisión de las caspasas 3, 8 y 9 (Tamaki et al., 2014), al igual que ocurría en 

células de carcinomas pancreáticos (Hari et al., 2015). Tras el tratamiento de fibroblastos 

pulmonares de ratón 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 activación 

de las caspasas 3 y 7 (Giampazolias et al., 2017). En estudios con células de cáncer 

colorrectal, se detectaron altos niveles de caspasa 3 tras el tratamiento con ABT-263 y AZD-

5991, tanto en combinación como de manera individualizada (Zhang et al., 2021). La 

combinación de ABT-263 y AZD-5991 produjo un aumento de la expresión de las caspasas 3, 

7 y 9 en células procedentes de carcinomas tímicos (Müller et al., 2021). Asimismo, la 

combinación de ABT-737 y S63845 producía una escisión de la caspasa 8 en BMDM, 

provocando su activación (Vince et al., 2018), confirmando que existe una conexión entre el 

MOMP (vía intrínseca) y la ruta extrínseca de la apoptosis (Lawlor et al., 2017). Sin embargo, 

AZD-5991 y S63845 no fueron capaces de promover de manera individual la escisión de las 

caspasas 3 y 8 en células de cáncer colorrectal, pero sí en combinación con inhibidores de 

BCL-2/BCL-XL (Tron et al., 2018; Yao et al., 2022). 

Se ha propuesto que la liberación de DAMPs mitocondriales también podrían provocar la 

activación del inflamasoma NLRP3 (Shimada et al., 2012; Iyer et al., 2013). La maduración 

de IL-1β dependiente de inflamasoma es un proceso que requiere de dos señales. La primera 

sirve como un paso de cebado, requerido para inducir la expresión de pro-IL-1β, y la segunda 

sirve de estímulo para activar el inflamasoma (Bauernfeind et al., 2009; Juliana et al., 2012). 

Además de la caspasa 1, se ha demostrado que otras enzimas son capaces de producir la 

maduración de IL-1β como, por ejemplo, la caspasa 8 (Maelfait et al., 2008; Afonina et al., 

2015). La activación de la caspasa 8, a través de la formación del ripoptosoma, 

desencadenaría la escisión de IL-1β (Vince et al., 2012; Lawlor et al., 2015).  

Los valores obtenidos de IL-1β con la combinación de LPS, ABT-263 y S63845 eran 

bastante similares a los obtenidos previamente (Vince y col., 2018). Estos autores 

cuantificaron la concentración de IL-1β en el sobrenadante de BMDM primados con LPS y 

tratados con una combinación de los miméticos de BH3, ABT-737 y S63845. Combinando 

ambos compuestos, se esperaba una inhibición mayor de las proteínas antiapoptóticas y, por 

consiguiente, unos niveles de apoptosis intrínseca mayores. Efectivamente, los niveles de IL-

1β producidos por la combinación de ambos inhibidores fueron mucho mayores que los 

obtenidos tras el tratamiento único con S63845 (Vince et al., 2018). Sin embargo, los valores 

obtenidos de IL-1β 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 maduración de IL-1β. Esto era debido a que la inducción de MOMP 

dependiente de BAX/BAK provocaba la liberación de factores proapoptóticos que iniciaban la 

apoptosis intrínseca, así como el agotamiento de las IAPs. La falta de IAPs, a su vez, opera 

aguas arriba de la formación del ripoptosoma, lo que posteriormente da como resultado la 

maduración de IL-1β dependiente de caspasa-8. Estos resultados establecen al complejo 

ripoptosoma/caspasa-8 como un punto de control pro-inflamatorio que detecta la perturbación 

de la integridad mitocondrial (Chauhan et al., 2018). 

El último paso fue inducir ICD por la ruta extrínseca de apoptosis mediante el empleo de 

inhibidores de IAPs y TAK1. Los valores de mortalidad celular obtenidos de la combinación 

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 

combinación 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 extrínseca, se 

observaron mayores niveles de activación en las caspasas ejecutoras 3/7 y la caspasa 

efectora 8. Esto correspondería a lo esperado, ya que la caspasa 8 es uno de los iniciadores 

de la ruta extrínseca 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 

(McIlwain et al., 2013). Tras administrar LCL161 a líneas celulares de pulmón, no se 

generaron altos niveles de activación de las caspasas 3 y 8 (C. Yang et al., 2016), mientras 

que, en líneas tumorales de mieloma, LCL161 aumentó la actividad de las caspasas 3, 8 y 9 

(Ramakrishnan et al., 2014). AZD5582 disparó la escisión de las caspasas 8 y 9, provocando, 

en consecuencia, la activación de las caspasas 3 y 7 (Hao & Tang, 2018). Finalmente, la 

inhibición de TAK1 es capaz de aumentar la producción de la forma activa de la caspasa 8 

(Hughes et al., 2023). 

Las ubiquitina-ligasas inhibidoras de apoptosis cIAP1/2 y XIAP impiden la formación del 

ripoptosoma, constituido por RIPK1, FADD y la caspasa 8. Las cascadas de señalización 

mediadas por TLRs o TNFR provocan la ubiquitinación de RIPK1 por parte de las IAPs, 

permitiendo que se ancle y se active el factor de transcripción NF-κB, impidiendo que se forme 

el ripoptosoma (Feoktistova et al., 2011; Tenev et al., 2011). Sin embargo, los factores pro-

apoptóticos liberados de la mitocondria tras generarse MOMP, inician la apoptosis intrínseca 

y la inhibición de las IAPs, por lo que RIPK1 queda desubiquitinado e inicia la formación del 

ripoptosoma, capaz de activar la caspasa 8, provocándose la escisión de IL-1β (Vince et al., 

2012; Lawlor et al., 2015, 2017). 
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La inhibición conjunta de XIAP y cIAP genera una mayor activación de la IL-1β que la 

pérdida única de XIAP (Lawlor et al., 2017). Esto podría explicar en parte nuestros resultados, 

donde los mayores valores obtenidos de IL-1β corresponden al compuesto AZD5582, el cual 

es capaz de inhibir las tres IAPs: cIAP1, cIAP2 y XIAP. Sin embargo, los valores de IL-1β 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 exposición alcanzaron los 10.000 pg/mL (Lawlor et al., 

2017). 

El papel de TAK1 consiste en una señalización espontánea inflamatoria, promoviendo la 

quiescencia y la homeostasis celular. Tras el tratamiento con el inhibidor de TAK1 5Z-7-OZ, 

se produce una activación espontánea del inflamasoma y la secreción de IL-1β madura en 

los sobrenadantes celulares. En nuestro trabajo, los niveles de IL-1β obtenidos tras el 

tratamiento de las células con 5Z-7-OZ fueron similares a los obtenidos por otros autores 

(Malireddi et al., 2018). 

La liberación de DAMPs durante la ICD sirve como mecanismo de activación de las DCs, 

así como de la liberación de citoquinas proinflamatorias. Basándonos en estudios anteriores 

realizados con Leishmania, esperábamos encontrar que la condición de ICD que produjera 

mayor cantidad de IL-1β, sería la mejor candidata para destruir al parásito, ya que como 

hemos comentado anteriormente, esta interleucina era capaz de controlar la infección 

provocada por Leishmania (Patil et al., 2018). Esto explicaría los resultados obtenidos con los 

inductores de necroptosis, donde la viabilidad de los amastigotes intracelulares de bazos 

infectados se mantuvo o aumentó con respecto al control, ya que los niveles de IL-1β eran 

semejantes a los de las células no tratadas. Nuestros experimentos corroboraron que los 

tratamientos más eficaces en reducir la viabilidad de los amastigotes intracelulares de bazos 

infectados, fue el tratamiento con los inductores de apoptosis intrínseca (ABT-263 en 

combinación con AZD-5991 o S63845) y los inductores de apoptosis extrínseca (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 liberación de IL-1β (Lawlor et al., 2017). Por 

otro lado, si nos fijamos en la cantidad de IL-1β liberada por las células tratadas durante 24 

h, AZD5582 produjo una mayor liberación de IL-1β que LCL161. A la vista de los valores de 

IL-1β obtenidos en los experimentos anteriores, se podría explicar porqué en el explante 

infectado, en co-cultivo con bazos sanos estimulados con BMDM inducidos a ICD, la viabilidad 

de los parásitos 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, podrían ser atribuidas a las diferentes respuestas de los macrófagos de estas 

estirpes de ratón 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). 
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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 podría explicarse en base al perfil pro-inflamatorio 

de la estirpe C57BL/6, que generaría una respuesta de tipo Th1. De esta forma, la liberación 

de citoquinas proinflamatorias por parte de los esplenocitos C57BL/6, como IL-12, sobre el 

bazo infectado de BALB/c, además de la generación de linfocitos T CD4 capaces de producir 

IFN-γ, podría estar generando una respuesta frente a los parásitos. Asimismo, si la 

presentación antigénica de los PAMPs correspondientes a Leishmania está ocurriendo de una 

forma cruzada en las APCs presentes en el bazo sano, los antígenos de Leishmania se 

estarían presentando en moléculas MHC-I, por lo tanto, se generarían linfocitos T CD8 

citotóxicos, los cuales podrían sufrir una expansión clonal frente a los antígenos de 

Leishmania presentes en el bazo infectado y generar una respuesta inmune frente a los 

parásitos. 

En un estudio anterior, se afirmaba que para eliminar completamente Leishmania eran 

necesarias células efectoras productoras de INF-γ, principalmente células T CD4, que 

elaboran una respuesta inmunitaria proinflamatoria de tipo Th1 (Bajénoff et al., 2006). La 

liberación de INF-γ puede generar un proceso de señalización en macrófagos infectados, 

capaz de inducir la expresión de enzimas productoras de NO y ROS, desencadenando la 

destrucción de los parásitos intracelulares (Bogdan et al., 1990). Se ha comunicado que 

Leishmania es capaz de bloquear la liberación de IL-12 por parte de los macrófagos 

inflamatorios (von Stebut et al., 1998), además de impedir la activación de los linfocitos T CD4 

vírgenes y la estimulación de los linfocitos T CD4 específicos de antígeno (Kima et al., 1996). 

Sin embargo, este problema se encontraría resuelto al estar empleando esplenocitos 

procedentes de bazos sanos, los cuales no han estado en contacto con la infección y, por lo 

tanto, no estarían previamente manipulados por Leishmania. De esta manera, podrían liberar 

adecuadamente estas citoquinas proinflamatorias, y los linfocitos T CD4 presentes en el bazo 

sano se activarían correctamente. 

Si nos fijamos en la mortalidad observada con los distintos métodos empleados, los 

macrófagos 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 demostración 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 sugerían la existencia de factores solubles, como el LPG, que 

eran capaces de prevenir la muerte del macrófago (Moore & Matlashewski, 1994). Más tarde, 
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Akarid y col. descubrieron que la infección de BMDM con L. major protegía a los macrófagos 

de la apoptosis causada por el tratamiento con estaurosporina al bloquear la activación de la 

caspasa 3, la liberación del citocromo c y la inhibición de la ruta del NF-κB (Akarid et al., 

2004). Otro de los mecanismos empleados por Leishmania tras el tratamiento con 

actinomicina D, es inhibiendo la escisión de la proteína quinasa C (PKC), implicada en 

procesos de regulación 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 macrófagos RAW 264.7 infectados, debido a la 

señalización a través de la vía PI3K/Akt y a la fosforilación e inactivación del regulador pro-

apoptótico de la familia BCL-2, BAD (Ruhland et al., 2007). La infección de la línea celular 

RAW 264.7 por L. major reducía la frecuencia de apoptosis, incluso tras el tratamiento con 

CHX (Donovan et al., 2009). En el estudio de Giri y col., se demuestró cómo Leishmania era 

capaz de aumentar la expresión de MCL-1 en macrófagos infectados, aumentando así 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 más reducidos que las células no infectadas. Esto podría deberse a la 

capacidad que presenta el parásito de disminuir los niveles de ROS mediante la inhibición de 

la proteína TAK1, promoviendo así su supervivencia intracelular. En el estudio llevado a cabo 

por Saha y col. se vio que los parásitos controlaban la respuesta proinflamatoria de la célula 

hospedadora mediante la reducción de la producción de ROS en las células infectadas in vitro 

con Leishmania mediante la supresión de la proteína TAK1, por lo que podría ser una de las 

razones por las que los parásitos evaden la respuesta proinflamatoria del hospedador (Saha 

et al., 2020). 

Se ha demostrado que Leishmania inhibía la apoptosis inducida por CHX en macrófagos 

infectados, dependiendo de la especie y la cepa del parásito. Estas diferencias podrían 

deberse a variaciones en los fosfoglicanos del parásito, concretamente del LPG, ya que 

juegan un papel vital en el establecimiento de la infección de Leishmania (Donovan et al., 

2009). Asimismo, la producción de proteínas antiapoptóticas, como BCL-XL, está aumentada 

en las infecciones por Leishmania. Esto es debido a que Leishmania activa la expresión de 

NF-κB y, consecuentemente, se sobrepdroducen BCL-2 y BCL-XL, que impiden la liberación 

de citocromo c, previniéndose el proceso apoptótico (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 macrófagos son considerados las principales células hospedadoras de 

Leishmania, el parásito también puede invadir otras células y manipular sus rutas de muerte, 

ya que su supervivencia en el interior de éstas tiene una importante repercusión en su ciclo 

biológico. Los neutrófilos 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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infección. Leishmania es capaz de prolongar la vida media de neutrófilos infectados, tanto in 

vitro como in vivo, mediante un proceso relacionado con la reducción 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 patógenos también pueden modular los componentes de las 

rutas apoptóticas 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 liberación 

de la forma activa de IL-1β (Hilbi et al., 1998; Hersh et al., 1999). Yersinia secreta proteínas 

solubles al citoplasma de la célula hospedadora que se unen a la proteína MAPKK, 

bloqueando la activación de la ruta de supervivencia de NF-κB (Schesser et al., 1998; Orth et 

al., 1999). Mycobacterium tuberculosis causa una reducción de la expresión de BCL-2, 

induciendo la apoptosis dependiente de caspasa 1 (Keane et al., 1997; Klingler et al., 1997). 

Chlamydia trachomatis, causante de infecciones de transmisión sexual, secreta unas 

proteínas que bloquean la liberación del citocromo c desde la mitocondria y la activación de 

la caspasa 3, inhibiendo la apoptosis (Fan et al., 1998; Bastidas et al., 2013). Otras bacterias, 

como Coxiella burnetti (Lührmann & 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 

macrófagos y neutrófilos. 

Es importante destacar que, en la mayoría de los tratamientos realizados, las 

concentraciones de IL-1β halladas eran mucho menores en las células infectadas con 

Leishmania con respecto a las no infectadas. En varios estudios, se ha comunicado que la 

producción de IL-1β podría estar involucrada en la protección del hospedador y la reducción 

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 expresión del inflamasoma NLRP3 y, en consecuencia, la maduración 

de IL-1β mediada por caspasa 1 (Gupta et al., 2017; Hartley et al., 2018). Gupta y col. 

cuantificaron los niveles de IL-1β tras la infección de células RAW 264.7 y BMDM con L. 

donovani, y pudieron comprobar que la infección disminuía la producción de esta citoquina al 

inhibir la activación de la caspasa 1. Asimismo, L. donovani era capaz de aumentar la 

producción de A20, una proteína inhibidora del factor de transcripción NF-κB. De esta forma, 

el bloqueo de NF-κB impedía la formación del inflamasoma NLRP3 y, en consecuencia, de la 

pro-forma de IL-1β. Además, L. donovani indujo la proteína UCP2, encargada de inhibir el 

procesamiento de IL-1β mediante ROS, disminuyendo así todos los niveles de IL-1β (Gupta 

et al., 2017). Otra especie que ha sido descrita como manipuladora de la activación del 
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inflamasoma y como inhibidora de la producción de IL-1β es L. guyanensis, a la que se 

atribuye la sobreexpresión del gen codificante de la proteína A20 (Hartley et al., 2018). La 

generación de IL-1β puede ser inhibida por el LPG de Leishmania, entre cuyas funciones está 

disminuir la producción de IL-1β inducida por LPS al reducir la estabilidad de su ARNm. Estos 

resultados proporcionan una explicación para la desactivación de los macrófagos y el defecto 

de respuesta de células T en pacientes con leishmaniasis (Hatzigeorgiou et al., 1996). 

Sin embargo, aunque la activación del inflamasoma pueda servir como un mecanismo de 

defensa frente Leishmania, cuando las células del sistema inmune fallan en la eliminación del 

parásito de los tejidos, la activación mantenida del inflamasoma promueve una producción 

descontrolada de IL-1β, con una fuerte infiltración de neutrófilos, los cuales son una fuente de 

IL-1β, lo que podría conllevar a una destrucción de los tejidos y un empeoramiento de la 

enfermedad (Zamboni & Sacks, 2019). En varios estudios con L. major, la activación del 

inflamasoma puede contribuir indirectamente al aumento de la carga parasitaria y la 

persistencia de la infección, debido a la capacidad del eje inflamasoma/IL-1β 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 cutánea causada por L. mexicana, 

la alta producción de IL-1β ha sido relacionada con la gravedad de la enfermedad (Fernández-

Figueroa et al., 2012). 
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5.2. PRESENTACIÓN CRUZADA DE ANTÍGENOS Y 
FENOTIPADO DE DCS ESPLÉNICAS 

 

Estudios preliminares en infecciones de Leishmania, donde se utiliza la OVA como 

proteína modelo de estudios de presentación 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+ específica frente al parásito, capaz de permitir la proliferación de linfocitos 

T y la liberación de IFN-γ. 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 

plasmática para infectar DCs aisladas de bazos de ratones C57BL/6, que eran reconocidas 

por células T CD4 y CD8 específicas de OVA, tanto in vitro como in vivo (Bertholet et al., 

2005). En un estudio posterior, DCs esplénicas eran capaces de hacer la presentación 

antigénica a células T específicas de OVA cuando ésta se localizaba en la membrana del 

parásito, pero no cuando ésta se encontraba en la fracción citosólica (Prickett et al., 2006). 

La localización celular de OVA fusionada con HASPB en cepas sobreproductoras de L. 

infantum fue confirmada mediante inmunodetección y microscopía confocal, en forma de un 

punteado fluorescente en la superficie del parásito (Prickett et al., 2006). Para evaluar el 

fitness de los parásitos 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 parásitos 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 radiación UV puede desencadenar una amplia variedad de efectos biológicos y 

fisiológicos en los organismos al provocar la activación de determinadas vías de señalización 

intracelular en respuesta al daño del ADN (Gentile, 2003; Srivastava & de Larrea, 2008). En 

una primera aproximación, queríamos conocer la energía UV necesaria para producir 

apoptosis en RAW 264.7. Tras probar energías de radiación UV crecientes, de 10 a 600 

mJ/cm2 se observó que los valores de apoptosis aumentaban proporcionalmente con la 

radiación. Los valores elegidos para provocar la apoptosis en las células RAW 264.7 tras 24 

h de exposición fueron 240 y 500 mJ/cm2, responsables de valores de apoptosis del 50 y 

80%, respectivamente. Estos valores de radiación son mayores a los descritos por otros 

autores, en los que la irradiación de BMDM con 50 mJ/cm2 originaban un 35% de células 

apoptóticas tras 12 h de incubación post-radiación (Srivastava & de Larrea, 2008). Otros 

autores evaluaron el efecto de 1 pulso de 100 J en células Jurkat tras 4 h de incubación. La 

apoptosis fue cuantificada mediante citometría de flujo con 7AAD/Anexina, en el que 

obtuvieron una media del 40% de apoptosis (Dalboni et al., 2021). Además de apoptosis, la 
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radiación UV de BMDM de ratones C57BL/6 puede generar piroptosis mediada por 

inflamasoma (Liu et al., 2017). 

Cuando evaluamos la apoptosis producida por radiación UV en macrófagos RAW 264.7 

infectados con L. infantum 2713 mCh-HASPB:OVA, encontramos que cuando las células se 

exponían a tiempos de irradiación cortos (4 h), no había diferencias significativas con las 

células no irradiadas, pero cuando el tiempo de irradiación aumentaba (24 h), la señal de 

fluorescencia emitida por mCherry disminuía significativamente en comparación con las 

células no irradiadas. Estos resultados son congruentes con los encontrados por Hodgkinson 

& Herman en 1980, que observaron que la carga parasitaria del hígado de un ratón infectado 

con amastigotes irradiados con UV disminuía en comparación con la carga parasitaria del 

hígado de un ratón infectado con parásitos no irradiados. Esto se debía a que la mayoría de 

los parásitos irradiados estaban muertos y no tenían capacidad de establecer una infección 

(Hodgkinson & Herman, 1980). 

La eficiencia de la presentación cruzada se puede evaluar mediante el uso de células T 

CD8+ específicas de antígeno, como el hibridoma B3Z (Karttunen et al., 1992), o las células 

OT-I, analizando su activación por el marcador CD69 o evaluando su proliferación (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 β-galactosidasa, capaz de transformar su sustrato en un producto 

coloreado (Karttunen et al., 1992). De esta manera, se puede cuantificar el nivel de activación 

de estas células y, por consiguiente, evaluar la eficiencia de presentación cruzada antigénica. 

La eficiencia de la presentación cruzada resultó 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 antígenos, de procesarlos y de presentarlos a las células T (Balan et al., 

2019). Sin embargo, se sabe que los macrófagos también son capaces de llevar a cabo la 

presentación cruzada (Muntjewerff et al., 2020). 

Cuando las APCs fueron cebadas con bbOVA – bolas de vidrio recubiertas con OVA – 

hubo una señal de activación de las células B3Z en comparación con el control de bolas sin 

recubrir, aunque independientemente de la carga de antígeno. Por el contrario, no hubo una 

activación de la β-galactosidasa cuando las APCs se cebaron con sOVA – OVA soluble – o 

SIINFEKL, y en ningún 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 presentación cruzada en BMDC estimuladas con LPS y cebadas con SIINFEKL, 

sOVA y bbOVA. Las absorbancias obtenidas tras la activación de las B3Z mostraban un 

aumento gradual de la actividad β-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 habían sido cebadas con sOVA y bbOVA, sí existieron 

diferencias en la eficiencia de la presentación cruzada entre las células tratadas y las no 
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tratadas con LPS, siendo mayor en las células tratadas en comparación con las no tratadas. 

Al igual que ocurría con los tratamientos anteriores, la estimulación de las B3Z aumentaba a 

medida que aumentaba la concentración de OVA (Alloatti et al., 2015). En otro experimento 

de presentación cruzada en células BMDC incubadas con SIINFEKL y OVA como controles 

positivos, se analizó la capacidad antigénica de una cepa de L. amazonensis fotoinactivada 

que producía OVA, demostrándose que los parásitos 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 presentación 

cruzada eficiente a las células B3Z, no obtuvimos resultados positivos. El fin de este 

experimento era la generación de DAMPs tras la inducción de ICD mediante la energía UV, 

ya que la liberación de DAMPs, y su unión a PRRs presentes en DCs, era capaz de generar 

una cascada celular que, finalmente, resultó en la activación de la respuesta inmune, tanto 

innata como adaptativa (Paludan et al., 2019; Gong et al., 2020). Una explicación es que la 

presentación cruzada de antígenos derivados de células que sufren ICD permite que las DCs 

presenten proteínas exógenas en moléculas MHC-I a células T CD8. Asimismo, las células 

en camino de la muerte también proporcionan señales inflamatorias e inmunogénicas que 

determinan la eficiencia de la presentación cruzada (Yatim et al., 2017). 

Se ha demostrado que las APCs activadas poseen una mayor actividad como 

presentadoras de antígenos. Así, en experimentos con Toxoplasma gondii se observó que los 

esplenocitos infectados poseían una mayor capacidad para activar la respuesta de las células 

B3Z con respecto a los no infectados (Gubbels et al., 2005). La presentación cruzada también 

ha sido evaluada empleando como APCs BMDCs y fibroblastos infectados con Toxoplasma 

gondii que expresaba la OVA secretada. Las células infectadas presentaban los antígenos en 

la molécula MHC-I de una forma más efectiva que las células no infectadas (Dzierszinski et 

al., 2007). 

A continuación, realizamos experimentos de presentación antigénica para comprobar si 

el mecanismo de acción era debido a una presentación cruzada y una proliferación de 

linfocitos T CD8. Como paso previo, se realizó el estudio de los marcadores de activación de 

las DCs que iban a ser empleadas en el experimento. Las DCs inmaduras se caracterizan por 

una actividad endocítica alta y una baja expresión 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 señalización que finaliza con su 

maduración (Mellman & Steinman, 2001; Fang et al., 2014). El estado de maduración de las 

DCs afecta negativamente a su capacidad de realizar la presentación cruzada, ya que su 

capacidad fagocítica se ve disminuida (Blander, 2018). Sin embargo, las DCs maduras 

pueden estimular la inmunidad adaptativa de una manera más efectiva que las DCs 

inmaduras. Estas propiedades han inspirado el diseño de varios adyuvantes empleados en 

vacunas basados en una eficiente activación y una maduración 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 presentación cruzada es importante realizar un estudio del estado 

de maduración de las DCs previo a su uso en experimentos de presentación cruzada. Existen 

varios métodos para caracterizar el estado de activación de las DCs. Uno de ellos es la 

cuantificación de las citoquinas pro-inflamatorias, como IL-12, IL-6 y TNF-α, o bien, se puede 

cuantificar la expresión de marcadores fenotípicos, 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 señalización intracelulares necesarias para la 

activación y maduración de las DCs, realizamos una estimulación de los TLRs, incubando las 

DCs con LPS para estimular su maduración y aumentar la expresión de CD80, CD86 y MHC-

II. Los resultados se analizaron mediante citometría de flujo donde, tras seleccionar la 

población doblemente positiva CD11c+/CD11b+, se encontró una mayor expresión de 

moléculas coestimuladoras en las células que habían sido tratadas con LPS, con una 

diferencia muy significativa en el marcador CD86, en comparación con las células no 

estimuladas. En un estudio llevado a cabo por Healy y col., se realizó el fenotipado de las 

DCs tras ser estimuladas con LPS y TNF-α, donde se analizaron los marcadores de superficie 

MHC-II, CD40, CD80 y CD86, y las citoquinas IL-12 e IL-10. Afirmaron que las señales 

producidas a través de TNF-α y LPS difieren en su habilidad de estimular la expresión de 

moléculas de superficie y la producción de citoquinas por parte de las DCs. La exposición a 

LPS da como resultado la activación completa de las DCs, viéndose reflejado en los altos 

niveles de MHC-II, CD80 y CD86 y la producción de IL-12. Por el contrario, las DC que fueron 

tratadas con TNF-α no aumentaron los niveles de CD40 y CD80 de la superficie celular ni 

produjeron IL-12 (Healy et al., 2009). En estudios más recientes, se encontró que, tras haber 

estimulado las DCs con LPS, los marcadores MHC-II, CD80, CD86 y CD40 aumentaban su 

expresión, especialmente CD40, seguido de CD80 (Sadiq et al., 2020).  

Tras la caracterización del estado de activación de las DCs, se realizaron los 

experimentos de presentación cruzada, con el fin de comprobar si los tratamientos que habían 

sido más efectivos en reducir la viabilidad de los parásitos de Leishmania en el experimento 

del coexplante, eran capaces de estimular la proliferación de linfocitos T. Los tratamientos 

elegidos pretendían reproducir condiciones de ICD que fueran capaces de estimular a las 

DCs, mediante la liberación de DAMPs y citoquinas proinflamatorias (Krysko et al., 2012; 

Gallo & Gallucci, 2013). De esta forma, las DCs se activarían y comenzarían a aumentar la 

expresión de moléculas coestimuladoras y la liberación de citoquinas proinflamatorias (Dudek 

et al., 2013). Para las condiciones de ICD en macrófagos RAW 264.7, se utilizaron tanto 

inhibidores de la ruta intrínseca (ABT-263 en combinación con AZD-5991) como de la ruta 

extrínseca (LCL161). 

Los parásitos irradiados de la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA fueron sometidos a 300 

mJ/cm2 de radiación UV para provocar su apoptosis y anular su virulencia (Hodgkinson & 

Herman, 1980). Éstos servirían 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 procedían del 

bazo de ratones a los que se les había implantado células de un tumor de melanoma B16 

capaces de secretar Flt3L. Las células tumorales de estos ratones secretan Flt3L de una 

manera sistémica y continua en el tiempo, estimulando la propagación de todas las 

subpoblaciones de DCs al bazo del ratón (Arora & Porcelli, 2016). Concretamente, la 

subpoblación de DCs empleada fue de cDC1, que está especializada en realizar la 

presentación cruzada antigénica, ya que presenta una capacidad superior de captación de 

antígenos 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-I), y para medir su proliferación se utilizó citometría de flujo y la tinción CellTrace 

Yellow (Tempany et al., 2018). 

Para que ocurra la proliferación de las células OT-I, se requiere la presentación del 

péptido SIINFEKL en la molécula MHC-I presente en las DCs, y el reconocimiento de este 

complejo por parte del TCR específico 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 transducción de señales transmembrana (Weiss & Littman, 1994). Además, 

se requiere una segunda señal estimuladora procedente de la interacción 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 glicoproteína transmembrana que se une a dos 

ligandos expresados en las APCs: CD80 y CD86. La interacción del CD28 no es suficiente, 

pero junto con las señales producidas por el TCR, la activación de las células T aumenta (L. 

Chen & Flies, 2013; Peterson & Maltzman, 2019). Por esta razón, 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 proliferación (Sadiq et al., 2020). Otro de los 

controles empleados fue la incubación de las DCs con LPS y SIINFEKL (Alloatti et al., 2016). 

Nuestros resultados demuestran que las células T fueron capaces de proliferar tras la 

estimulación con los controles positivos α-CD3/CD28 y la combinación del LPS y el péptido 

SIINFEKL. Sin embargo, con los amastigotes de la cepa L. infantum 2713 HASPB:OVA, la 

proliferación 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 proliferación en los 

linfocitos T. Sin embargo, el tratamiento con LCL-161 aumentó significativamente la 

proliferación 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 observó que la OVA secretada por los 

parásitos en DCs infectadas era una fuente de péptidos para inducir la formación de células 

T CD8 específicas del parásito (Bertholet et al., 2005). La localización 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 proteína de fusión HASPB:OVA en 
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la superficie de la membrana del parásito originaba una mayor proliferación que una cepa 

mutada incapaz de modificar post-traduccionalmente dicha proteína, impidiendo su 

exposición exterior. Se concluyó que la localización de esta proteína en la cara externa de la 

membrana plasmática podría suponer una ventaja en términos de una mayor accesibilidad 

para las proteasas endosomales responsables del procesamiento de antígenos (Prickett et 

al., 2006). Los experimentos de presentación cruzada in vivo, utilizando cepas de E. coli, 

sobreproductoras de OVA, demostraron la proliferación de células OT-I (Blander & Medzhitov, 

2006; Sadiq et al., 2020). Por otra parte, se probó la capacidad de proliferación de células T 

CD4 específicas de OVA (células OT-II) tras el co-cultivo con BMDC que habían fagocitado 

células B de la línea celular A20 apoptóticas e infectadas con una cepa de Listeria que 

expresaba OVA (Campisi, 2017). 

Para el fenotipado de DCs infectadas con Leishmania el método de elección fue la 

citometría de flujo. Para ello, las poblaciones de DCs se seleccionaron en función de sus 

receptores de membrana. Las células que eran positivas a CD11c+ y MHC-II+, se clasificaron 

como cDCs. A partir de esta población doble positiva, se diferenciaron las cDC1 y las cDC2, 

siendo XCR1+/CD11b- y XCR1-/CD11b+, respectivamente. Para caracterizar a la población de 

pDCs, se seleccionó la población 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 había implantado el 

melanoma B16-Flt3L con el fin de producir una expansión del número de DCs en órganos 

linfoides periféricos. Estos autores caracterizaron 3 subtipos diferentes de DCs: 

plasmocitoides, CD8αPos y CD8αNeg, correspondiendo estas dos últimas 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 población, se obtuvieron las cDC1 (CD11c+/CD8α+) y cDC2 

(CD11c+/CD8α-) (Arora & Porcelli, 2016; Cunningham et al., 2016). Por su parte, las DCs se 

enmarcaban bajo el fenotipo CD15-CD19-HLA-DR+/-CD14-CD11c+, representando apenas el 

0,7% del total de células mononucleadas en esplenocitos humanos (McIlroy et al., 2001; 

Gualdrón-López et al., 2021). 

En la revisión realizada por Baldwin et al., se describen los marcadores que caracterizan 

a cada una de las subpoblaciones de DCs. Las pDCs podrían caracterizarse con los 

siguientes receptores de superficie: MHC-II, CD45RA/B220, Ly6C/GR-1 y Siglec-H. Las cDC1 

podrían seleccionarse como CD8α+ y CD103+. En cambio, cDC2 serían positivas a la 

expresión de CD11b y CD172/SIRPα (Baldwin et al., 2004). 

En los esplenocitos de bazos infectados con Leishmania, el porcentaje de células de tipo 

cDC1 disminuyó con respecto al bazo no infectado. Sin embargo, a partir de la semana 8 de 

infección, la subpoblación identificada como cDC2 aumentó significativamente. Las células 

pDCs no sufrieron ninguna variación con respecto al bazo de ratones no infectados. La 
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disminución de la frecuencia de las cDC1 puede ser debido a que estas células son las 

principales encargadas de la presentación 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; 

Martínez-López et al., 2018; Khouili et al., 2020). De esta manera, al reducir el número de 

cDC1, podrían estar disminuyendo indirectamente la tasa de funcionamiento de la 

presentación antigénica, pudiendo suponer un mecanismo de evasión 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 infección, la tasa de infección disminuyó 

significativamente. En el caso de las cDC2, la infección se mantuvo constante, excepto en la 

semana 8 de infección, que se elevó ligeramente. Las pDCs, sin embargo, no sufrieron 

variaciones en el porcentaje de infección. En otros trabajos se ha demostrado que las DCs 

CD8α+ son menos permisivas a los amastigotes de L. major en comparación con las DCs 

CD8α- (Henri et al., 2002; Baldwin et al., 2004; Akbari et al., 2014). Feijó y col. cuantificaron 

las cargas parasitarias en células de ganglios linfáticos y en poblaciones de DCs aisladas de 

ganglios linfáticos de drenaje de ratones infectados con L. major. Se encontraron hasta cinco 

poblaciones diferentes de DCs después de la infección, incluyendo las pDCs y cDCs. Aunque 

las cargas parasitarias parecían ser similares para todas las poblaciones, las pDC continuaron 

albergando parásitos a lo largo del tiempo. Eran la única población de DCs que contenía 

parásitos en los ratones C57BL/6J en la semana 9 de infección, en un momento en que las 

lesiones habían comenzado a curarse. Tanto las pDC como las cDC podían infectarse in vitro, 

pero las cDC eran más susceptibles a la infección que las pDC (Feijó et al., 2016).  
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I. Tras establecer condiciones de necroptosis, apoptosis intrínseca y apoptosis extrínseca 

en macrófagos murinos mediante el uso de inhibidores de proteínas antiapoptóticas, se 

observó: 

a. Que la infección con L. infantum 2713 retrasó el proceso de muerte celular de 

macrófagos murinos inducidos a la ICD por necroptosis, apoptosis intrínseca o 

apoptosis extrínseca mediante inhibidores de proteínas antiapoptóticas. 

b. Que el empleo de esplenocitos de ratones C57BL/6 estimulados con macrófagos 

inducidos a la ICD, redujo la viabilidad de amastigotes intracelulares procedentes 

de ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con L. donovani LV9 iRFP. 

II. La exposición de células RAW 264.7 a radiación UV generó un incremento porcentual de 

la apoptosis proporcional a la cantidad de energía empleada. 

a. La radiación UV en células RAW 264.7 infectadas con L. infantum 2713 mCh-

HASPB:OVA, que presenta OVA en la cara externa de su membrana plasmática, 

disminuye la expresión de la proteína mCherry fluorescente. 

III. El empleo de RAW 264.7 infectadas con L. infantum 2713 HASPB:OVA y tratadas con 

radiación UV como cargo de las APC no generó activación de las células B3Z. 

IV. 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 presentación 

cruzada antigénica en cDC1 que promovió la proliferación de células OT-I. 

V. La infección de ratones BALB/c con L. infantum 2713 HASPB:OVA modificó las 

proporciones de las distintas subpoblaciones de DCs esplénicas. 
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8. ANEXO X: Aportación 
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Cribado de productos naturales marinos para la búsqueda de 
nuevos fármacos dirigidos contra los tripanosomátidos y la 
malaria 

 

 

Las Enfermedades Tropicales Desatendidas (NTD) representan una grave amenaza 

para los humanos, especialmente para aquellos que viven en países pobres o en vías de 

desarrollo. Casi una sexta parte de la población mundial está 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 económico de estos 

países. Las enfermedades transmitidas por protozoos son responsables de más de un millón 

de muertes cada año. La leishmaniasis visceral, la enfermedad de Chagas o la enfermedad 

del sueño se encuentran entre las NTD más letales. A pesar de no ser considerada una NTD 

por la Organización Mundial de la Salud (OMS), la malaria debe agregarse a este siniestro 

grupo. La malaria, causada por el parásito Plasmodium falciparum, es responsable de miles 

de muertes cada año. El tratamiento de esta enfermedad ha ido perdiendo eficacia año tras 

año. Muchos de los medicamentos empleados actualmente están obsoletos debido a su 

pérdida progresiva de eficacia, a su toxicidad intrínseca, a la aparición 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 había abordado con seriedad la búsqueda de nuevos 

fármacos. 

Las fuentes de nuevos fármacos para estas y otras patologías incluyen productos 

naturales, moléculas sintéticas o fármacos de reutilización. Las fuentes más frecuentes de 

productos naturales son los microorganismos, por ejemplo, bacterias, hongos, levaduras, 

algas y plantas, que son capaces de sintetizar muchos fármacos que están 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 parásitos, bacterias y otros patógenos que afectan a humanos 

y animales. Las técnicas para el descubrimiento de fármacos han avanzado rápidamente 

desde el comienzo del milenio. La combinación de técnicas novedosas, que incluyen la 

modificación genética de patógenos, la bioimagen y la robótica, ha dado lugar a la 

estandarización de las plataformas de cribado de alto rendimiento (High-Performance 

Screening) en el descubrimiento de fármacos. Estos avances han acelerado el 

descubrimiento de nuevas entidades químicas con efectos antiparasitarios. Esta revisión 

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 aplicación en el 

descubrimiento de nuevos fármacos de origen marino. 
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