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Resumen

El mayor brote de leishmaniosis en humanos en Europa, producida por Leishmania infantum, se ha localizado en Espafia. A
pesar de que los perros son considerados el reservorio principal de L. infantum, otros animales como las liebres y los conejos
han demostrado ser reservorios competentes en este reciente foco de leishmaniosis. Dado que no existe una vacuna aprobada
para el control de la enfermedad en humanos y inicamente existen farmacos para su tratamiento que a menudo producen efectos
secundarios adversos, se requiere investigar en propuestas alternativas. El éxito de estas propuestas se basa en su adaptacion a
los requerimientos intracelulares del patdgeno. En este estudio se busca establecer un modelo in vitro de L. infantum con el fin
de desarrollar un potencial tratamiento anti-leishmania utilizando estrategias biotecnologicas innovadoras. La estimulacion con
antigeno soluble de leishmania (SLA, como control candidato) en presencia de CpG promueve una gran respuesta anti-leishmania
en macrofagos caninos de la linea celular DHS2 antes de ser infectados. La actividad de este candidato control en combinacion con
la miltefosina, un medicamento utilizado en tratamientos contra la leishmaniosis, fue también evaluado. Asi pues, la interaccion de
SLA+ CpG junto a la miltefosina mejoro el potencial leishmanicida de esta tlltima en macrofagos previamente infectados. Estos
resultados sugieren que la inmunoestimulacion y la terapia combinada podrian ser evaluadas como alternativas en el control de la
leishmaniosis, utilizando dosis sub-curativas de miltefosina para paliar los efectos secundarios del medicamento.
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Abstract

The largest outbreak of human leishmaniosis by Leishmania infantum in Europe has been reported in Spain. Despite dogs are con-
sidered the main domestic reservoirs for L. infantum, other animals including hares and rabbits have been significant competent
reservoirs of leishmaniosis for the recent focus of leishmaniosis. Since no vaccine or only a few drug treatments that often causes
side effects, have been approved for control of the human disease, alternative approaches are desirable. The success depends
on adapting such approaches to match the intracellular pathogen requirements. In this study, we aim to establish an in vitro model
of L. infantum infection in order to improve the antileishmanial potential using innovative biotechnological strategies. Soluble Leis-
hmania Antigen (SLA, as control candidate) in the presence of CpG promoted the best antileishmanial activity on infected DH82
canine macrophage cell line. The activity of this control candidate in combination with miltefosine, a drug used on leishmaniosis
treatment, was also evaluated. Thus, the interaction of SLA+CpG with miltefosine improved the antileishmanial therapy on infected
macrophages. These results suggest that immunostimulatory and combined-therapy could be evaluated as alternative options for
control of leishmaniosis, using sub-curative doses of miltefosine to mitigate the adverse effects of the drug.
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Introduccion

La leishmaniosis es una zoonosis parasitaria que cons-
tituye un problema de “One Health”, ya que afecta tanto a
salud publica como veterinaria. Mas de 20 especies de pro-
tozoos intracelulares pertenecientes al género Leishmania,
son responsables del mayor numero de muertes por enfer-
medad parasitaria, después de la malaria. En la actualidad
ya no se trata de una enfermedad ligada exclusivamente a la
pobreza, y se estima que cerca de 350 millones de personas
estan en riesgo en todo el mundo, con una prevalencia de
12 millones de personas infectadas y una incidencia de 1,3
millones de casos (Alvar et al., 2012). No existen vacunas
frente a la leishmaniosis humana, los tratamientos con far-
macos como la miltefosina o antimoniales no son del todo
eficaces y ademas tienen efectos secundarios (Gupta, Sane,
Shakya, Vishwakarma, y Haq, 2011). El desinterés de la in-
dustria farmacéutica por desarrollar vacunas y terapias des-
tinadas fundamentalmente a paises pobres, ha complicado
aun mas si cabe la situacion. Es por ello que la Organiza-
cién Mundial de la Salud ha catalogado a la leishmaniosis
como una de las enfermedades tropicales desatendidas mas
importantes.

En Espafia, la leishmaniosis es endémica y esta causada
por Leishmania infantum, especie parasitaria capaz de esta-
blecer la infeccion tanto en animales como en seres huma-
nos. La transmision de la enfermedad es de tipo vectorial.
Los vertebrados sufren las picaduras de las hembras flebo-
tomo con habitos hematdfagos que sirven de vehiculo de
transporte parasitario. El perro doméstico es el mayor reser-
vorio de leishmaniosis, no s6lo en los paises de la zona Me-
diterranea sino también en otras partes de Europa donde se
ha extendido la enfermedad. De hecho, en muchas regiones
de Espaia la leishmaniosis canina representa un importante
problema sanitario. En la comunidad de Madrid, la dispo-
nibilidad y abundancia de liebres y conejos ha determinado
que en estos reservorios alternativos se haya desencadena-
do un aumento de la virulencia de L. infantum, segun indi-
ca un reciente estudio, capacitando al parasito para infectar
no son so6lo a niflos y adultos inmunocomprometidos, como
sucedia con anterioridad, sino también a personas inmuno-
competentes en general (Dominguez-Bernal et al., 2014).
Esto explica que la reciente creacion del parque publico de
Bosque Sur, que alberga una abundancia inusual de estos
nuevos reservorios, haya facilitado la apariciéon de un bro-
te de leishmaniosis humana, todavia activo, en la zona su-
roeste de la Comunidad de Madrid que ha afectado a mas
de 672 personas.

Dado que nos encontramos ante el mayor brote de leis-
hmaniosis humana acontecido hasta la fecha en Europa
(Arce et al., 2013), es esencial desarrollar estrategias bio-
tecnologicas innovadoras adaptadas a este patdgeno intra-
celular, que nos permitan optimizar el protocolo de actua-
cion en posibles brotes similares de leishmaniosis. En este
contexto, debemos adaptar las herramientas biotecnoldgi-

cas a las preferencias y caracteristicas del parasito, capaz
de presentarse en dos formas. Asi, el ciclo vital parasitario
presenta una forma extracelular flagelada (promastigote)
que es transportada por el insecto vector, y cuya picadu-
ra sobre un hospedador vertebrado liberara dichos promas-
tigotes que nadaran hasta invadir sobre todo sus macro-
fagos, dentro de los cuales se transformaran en la forma
intracelular no flagelada (amastigote), capaz de multipli-
carse, romper el macréfago e infectar otros adyacentes
para posibilitar su diseminacidn visceral por el organismo.
Los signos de la leishmaniosis visceral, pueden presentar-
se, incluso de forma simultanea, los de tipo cutaneo (alo-
pecias y ulceraciones) en los puntos de picadura del insec-
to, y también los de tipo visceral (hepato-esplenomegalia
y glomerulonefritis), que si no se tratan a tiempo pueden
ser letales.

Material y métodos
Material utilizado

Parasitos y macrdfagos. Los parésitos de L. infantum
utilizados pertenecen a la cepa MCAN/ES/96/BCN/150,
MON-1, aislada de un perro con leishmaniosis. En todos los
casos, los promastigotes fueron cultivados a 26°C en medio
Schneider. Dado que el perro es el reservorio mas impor-
tante de la enfermedad, se ha empleado la linea de macrofa-
gos canina DHS82, adquirida de America Type Culture Co-
llection (ATCC CRL-10389), mantenida en medio completo
DMEM a 37°C en incubador de CO,. Los cultivos se revi-
saron a diario mediante microscopio invertido y el medio de
cultivo se cambi6 cada 48 a 72 horas. En ensayos previos se
determiné que la fase estacionaria parasitaria (cuando son
mas infectivos) se alcanzaba entre el séptimo y octavo dia
después del inicio del cultivo.

Procedimientos

Obtencion de Antigeno Soluble de Leishmania (SLA, de
las siglas en inglés), motivos CpG, y miltefosina. A par-
tir de cultivos parasitarios, que se sometieron a centrifu-
gacion, se siguié un método de choque térmico y sonica-
cion que permitio la liberacion del antigeno soluble SLA,
para ser utilizado como candidato inmuno-estimulador e in-
muno-terapéutico en las correspondientes pruebas realiza-
das. Previamente fue cuantificado mediante el méto-
do Bradford. Los motivos CpG son moléculas sintéticas
de ADN no metilado que imitan el ADN bacteriano y que
contienen los di-nucledtidos citosina-guanina, siendo pode-
rosos potenciadores del sistema inmunitario (Chu, Targo-
ni, Krieg, Lehmann, y Harding, 1997). Se emplearon moti-
vos CpG ODN 1826 (InvivoGen). La miltefosina se utiliz6
como farmaco control positivo-standard de actividad anti-
leishmanial (Sigma).
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Figura 1. Indices de infeccion (unidades arbitrarias) obtenidos con la estrategia inmuno-estimuladora (A) o después de 72h
con la estrategia inmuno-terapéutica (B). Se muestran las medias y desviaciones estandar. Después de confirmar la distribu-
cion normal de los datos, se realizaron pruebas t de Student. *P<0,05, **P<0,01 diferencias significativas.

Desarrollo de una estrategia inmuno-estimuladora fren-
te a la infeccion por L. infantum. Se sembraron macréfagos
DHB82 (5x10*células por pocillo) en placas LabTek (Thermo
Scientific) y se dejaron durante 18h en presencia o ausen-
cia de los correspondientes estimulos: medio sélo, motivos
CpG (20ug/ml), SLA (10ug/ml), SLA+CpG. Al dia siguien-
te se realiz6 la infeccion in vitro, afiadiendo los promastigo-
tes estacionarios de L. infantum a una proporcioén de 10 pa-
rasitos por cada macrofago.

Después de 1h de infeccion, aquellos promastigotes que
no habian sido capaces de invadir los macréfagos fueron la-
vados y el cultivo se mantuvo en incubacion 24h en presen-
cia de linfocitos caninos. Para ello, se afiadieron los linfo-
citos (a una proporcion de 5 linfocitos por cada macréfago)
con el fin de reproducir el contexto inmunolégico del hos-
pedador. Los linfocitos habian sido previamente obtenidos
por el personal del laboratorio [InMiVet-UCM a partir de una
muestra de sangre periférica de un perro facilitado por el
Hospital Clinico Veterinario de la UCM.

Desarrollo de una estrategia inmuno-terapeutica fren-
te a la infeccion por L. infantum. Los cultivos de macrofa-
gos DH82 y su posterior infeccion se realizaron como se ha
mencionado anteriormente. Después del lavado de parasi-
tos no internalizados se afiadieron los distintos tratamientos:
MF (miltefosina), SLACpG y MF+SLACpG. Y se mantu-
vieron en incubacion durante 72h para evaluar el efecto so-
bre los amastigotes intracelulares.

Analisis

Tras transcurrir el tiempo indicado anteriormente (24 ho-
ras para la estrategia inmuno-estimuladora y 72 horas para

la estrategia inmuno-terapeutica) Las preparaciones son fi-
jadas, teflidas con Giemsa y montadas para su observacion
microscopica. Se midié el porcentaje de células infectadas y
la intensidad de infeccion (n® amastigotes por célula infecta-
da). De la multiplicacién de ambos parametros se obtuvo el
indice de infeccion (INF).

Resultados y discusion

Como se muestra en la figura 1A, la inmunoestimula-
cién de los macrofagos con SLA+CpG favorecié una siner-
gia capaz de mejorar significativamente el INF (SLA+CpG:
26,9+7,6 frente a la ausencia de estimulo-control: 102,8+4,9)
de los estimulos por separado.

Esto demuestra la utilidad de este modelo in vitro para la
evaluacion de candidatos vacunales en combinacién con mo-
tivos CpG, haciendo valer la capacidad de estos ultimos para
modular una respuesta celular proinflamatoria a través de la
estimulacion de macrofagos y otras estirpes celulares (Chu et
al., 1997). Esto despierta un enorme interés en la lucha frente
a patdgenos intracelulares como Leishmania. Por otro lado,
la figura 1B, no sé6lo confirma la eficacia ya descrita de la MF
como farmaco antileishmanial (Gupta et al., 2011), sino que
ademas la inmunoterapia combinada suscitd en los macro-
fagos la adquisicion de la mayor capacidad leishmanicida,
lo que se tradujo en un valor de INF significativamente mas
bajo (SLA+CpG+MF valor INF: 5,3+1,3 frente a MF valor
INF: 9,543,9). Los resultados reflejan la utilidad del mode-
lo para evaluar estrategias inmuno-terapéuticas combinadas
con MF, con el objeto de aumentar los efectos antiparasita-
rios y mitigar los efectos citotoxicos de la MF al reducir la
concentracion potencialmente necesaria de farmaco.
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