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Resumen y Abstract Vi

Resumen

La desnutricion proteica es la causa més frecuente de inmunodeficiencia secundaria que
conlleva a alteraciones del sistema inmune innato y adaptativo, generando la
colonizacién y proliferacion de agentes patogénicos, convirtiéendose en uno de los
principales factores de riesgo para el desarrollo de formas clinicas de leishmania visceral
(LV).

Usando como modelo biolégico ratones BALB/c, nuestro grupo de investigacion mostré
gue animales sometidos a restriccion proteica e infeccion con L. infantum, presentan
graves atrofias en 6rganos linfoides, alteraciones en las subpoblaciones de linfocitos T y
en niveles de expresion de factores quimiotacticos en timo y bazo. Esas alteraciones
sugieren que una precondicion de desnutricion proteica afecta la respuesta inmune
frente a L. infantum, modificando la migracién de células T y la capacidad de controlar la
proliferacion de parésitos.

Aunque un patron diseminacion y respuesta inmune érgano especifica aiin no ha sido
claramente elucidado para el tracto gastrointestinal, algunos estudios reportan la

aparicion de estos parasitos en mucosa intestinal.

Nuestro objetivo fue evaluar la influencia de la restriccibn proteica en la respuesta
inmune en tracto gastrointestinal de ratones BALB/c frente a la infeccién con L. infantum,
observando como la infeccion y desnutricion generaron alteraciones inmunes en funcion
del reclutamiento linfocitario tisular, alteraciones estructurales del tejido intestinal y
alteraciones en la respuesta inmune adaptativa celular mediada por citoquinas y humoral
a través de la secrecion de Inmunoglobulina A de forma diferencial para el intestino

delgado y grueso.

Palabras clave: IgA; Leishmania infantum; duodeno; GUT,; inflamacion;

malnutricion; leishmaniasis visceral.



VIII Efecto de la restriccion proteica como modulador de la respuesta inmune del TGI de
ratones BALB/c infectados con L. infantum

Effect of protein restriction as a modulator of the immune response of the

gastrointestinal tract of BALB/c mice infected with Leishmania infantum

Abstract

Protein malnutrition is the most frequent cause of secondary immunodeficiency that leads
to alterations of the innate and adaptive immune system, generating the colonization and
proliferation of pathogenic agents, becoming one of the main risk factors for the
development of clinical forms of visceral leishmania (LV). Using BALB/c mice as a
biological model, our research group showed that animals subjected to protein restriction
and infection with L. infantum present severe atrophies in lymphoid organs, alterations in
T lymphocyte subpopulations and in expression levels of chemotactic factors in thymus
and spleen. These alterations suggest that a precondition of protein malnutrition affects
the immune response against L. infantum, modifying the migration of T cells and the
ability to control the proliferation of parasites. Although a pattern of dissemination and
organ-specific immune response has not yet been clearly elucidated for the
gastrointestinal tract, some studies report the appearance of these parasites in the
intestinal mucosa. Our objective was to evaluate the influence of protein restriction on the
immune response in the gastrointestinal tract of BALB/c mice against infection with L.
infantum, observing how infection and malnutrition generated immune alterations based
on tissue lymphocyte recruitment, structural alterations of the intestinal tissue and
alterations in the cellular adaptive immune response mediated by cytokines and humoral

through the secretion of Immunoglobulin A differentially for the small and large intestine.

Keywords: IgA; Leishmania infantum; duodenum; gut; inflammation; malnutrition;

visceral leishmaniasis.
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Introduccidén

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades causadas por protozoarios del género
Leishmania, transmitidas por medio de vectores fleb6tomos hematoéfagos infectados [1] .
En humanos, dependiendo de la especie del parasito infectante y el estado inmune del
hospedero, se observan distintas formas de la enfermedad, tales como: lesiones
ulcerativas en la piel (leishmaniasis cutanea), inflamacién destructiva de las mucosas
orofaringeas (leishmaniasis mucocutanea) e infeccion visceral diseminada (leishmaniasis
visceral) [2]. La leishmaniasis visceral es la forma mas severa de la enfermedad y
constituye una condicién potencialmente fatal cuando no existe una intervencion
terapéutica. La LV es causada esencialmente por dos especies: Leishmania donovani y
Leishmania infantum [3]. La desnutricidon proteica es considerada un factor de riesgo
primario para el desarrollo de LV en nifios y adultos [4] y reconocida por la Organizacion
Mundial para la salud (OMS) como un importante factor de riesgo epidemiolégico para la
enfermedad [5]. Sin embargo, las bases inmunolégicas de esta interaccion son
desconocidas en su mayoria. El estatus nutricional del hospedero modula la respuesta
inmune frente a infecciones, debido a la alta demanda de produccion, activacion y
movilizacion de células especificas [6]. Se ha mostrado que la desnutricibn puede
originar defectos en la produccién y movilizacion de células del sistema inmune en
respuesta a la inflamacion o frente a un agente infeccioso [7]. La desnutricibn afecta
multiples organos, entre ellos los tejidos linfoides del timo, bazo, nddulos linfaticos y

medula dsea.

Losada y cols mostraron los efectos de la restriccion proteica sobre érganos linfoides de
ratones infectados con L. infantum, destacando la disminucién en nivel de citoquinas
tales como IL1a/B, IGF1, IL12, y las quimioquinas CCL5, CXCL12, CXCL9 y CXCL10 en

animales infectados. Esto sugiere que una precondicion de restriccion proteica afecta la
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respuesta inmune frente a L. infantum, alterando la migracién de células T e interfiriendo

con la capacidad de controlar la proliferacion de parasitos en bazo [8].

El intestino es considerado un 6rgano privilegiado del sistema inmune a causa de la
interaccion compleja entre el microbioma intestinal, antigenos y la barrera epitelial
intestinal. A través de esta barrera, se secretan mediadores inmunes que regulan y
promueven la agregacion de células presentadoras de antigenos, células tolerogénicas
inmunes innatas fagocitarias y células de regulacion del sistema inmune adaptativo [9]

mediante una interaccién compleja que mantiene la homeostasis intestinal [10].

La presencia de L. donovani en los tejidos intestinales de mamiferos ha sido reconocida
desde la época de los primeros reportes de la leishmaniasis como enfermedad [11].
Barati y cols revelaron que un 12% de los pacientes con LV mostraron alteraciones
gastrointestinales [12, 13], otros estudios mostraron deficiencia en la absorcion de
vitamina A; posiblemente secundaria a parasitismo en las vellosidades intestinales, asi
como por la diarrea [14, 15]. Kleber y cols. en su estudio del 2010 de casos y controles
incluyendo 13 pacientes con LV revelaron una disminucion en varias citoquinas, aumento
de marcadores CD68 de macréfagos y de linfocitos CD4 en el duodeno, junto a un
aumento en el tamafio de las criptas intestinales y una atrofia leve de las vellosidades.
Estos hallazgos podrian atribuirse a una inmunotolerancia del tejido a Leishmania [13]. A
pesar de esto, un patrén de respuesta inmune 6rgano-especifica alin no esta claramente
elucidada en el tracto gastrointestinal (TGI) y aun menos informacién en un modelo de
desnutricién e infeccién. Este estudio busco relacionar si la restriccién proteica asociada
a infeccion con L. infantum genera alteraciones estructurales o funcionales en el intestino
delgado y grueso, mediadas por una desorganizacion en la arquitectura intestinal o
alteracion en la inmunidad adquirida mediadas por citoquinas e IgA, gue desencadenen
una respuesta inmune ineficaz contra el parasito, llevando a un proceso de

visceralizacion intestinal.



1.Marco teodrico

1.1 Generalidades de la Leishmaniasis

1.1.1 Aspectos etiologicos de la enfermedad

La leishmaniasis (0 leishmaniosis) son un grupo complejo y heterogéneo de
enfermedades parasitarias causadas por protozoarios del Orden Trypanosomatida (Kent,
1880), Familia Trypanosomatidae (Déflein, 1901) y Género Leishmania (Ross, 1903).
Dentro de este género, se han identificado aproximadamente 30 especies que pueden
infectar a mamiferos (canidos, roedores, marsupiales o seres humanos, entre otros) [16]
de las cuales 20 especies resultan patogénicas para humanos, estableciéndose la
posibilidad de ser trasmitidas de forma antroponética o zoonética a través de vectores
fleb6tomos que pertenecen predominantemente a los géneros Phlebotomus (viejo
mundo) y Lutzomyia (nuevo mundo) [17, 18]. Las diferentes especies de leishmania
(Leishmania spp.) presenta un ciclo de vida digenético, en el cual experimentan cambios
morfolégicos que aseguran su adaptacion y consecuente supervivencia tanto en el vector
como en el hospedero, alternando entre dos formas principales; Una forma promastigote
flagelada (mévil) -extracelular que se desarrolla y multiplica en el tracto digestivo del
vector, alojandose entre las microvellosidades intestinales que recubren el lumen [19].
Durante su etapa como promastigote y a medida colonizan el intestino del vector, el
parasito experimenta un proceso de transformacion denominado “metaciclogénesis” en el
cual experimenta cambios morfoldgicos, genéticos y bioquimicos que finalizan cuando
alcanza el estadio de promastigote metaciclico el cual resulta ser altamente infectivo para
el hospedero en comparacién a su estadio como promastigote prociclico el cual es poco
o no infectivo [20]. En el hospedero, una forma amastigote aflagelada (inmévil) -
intracelular, convierte a Leishmania spp. en un parasito intracelular obligado del
hospedero. Por medio de la picadura y durante el proceso de alimentacion del vector, los

promastigotes metaciclicios son inoculados a través de la piel del hospedero, donde
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Leishmania spp. infecta y subsiste dentro del hospedero colonizando diferentes tipos
celulares provenientes del linaje mieloide (Neutréfilos, Macrofagos (Me), Células
Dendriticas (CD)) o no mieloides como fibroblastos [21]. Dentro del repertorio celular que
Leishmania spp. pueden infectar, los M@ actian como los principales reservorio de la
infeccidn, en los cuales los parasitos logran diferenciarse a su forma amastigote que se
replica hasta romper las células liberando mas amastigotes al torrente sanguineo donde
pueden ser nuevamente fagocitados por otros M@ o CD [22], favoreciendo un evento de
infeccidn sistémica o ser ingeridos por un nuevo vector, completando asi su ciclo de vida
(Figura 1-1).

Figura 1-1: Ciclo de vida Leishmania spp.
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1.1.2 Aspectos epidemioldgicos de la enfermedad

La leishmaniasis cuenta con una extensa distribucion geogréfica, presente en todos los
continentes a excepcion de la antartica, afectando actualmente a cerca de 12 millones de
personas a nivel mundial con un incremento anual estimado de 0.7 a 1.5 millones de

nuevos casos (Leishmaniasis (who.int). Con base en la informacion dispuesta por la

Organizacion Mundial para la Salud, la leishmaniasis es una enfermedad endémica de
areas tropicales y subtropicales en las cuales se estima que alrededor de 350 millones de
personas que residen en cerca de 98 paises, viven bajo el riesgo constante de contraer
alguna de las formas descritas de la enfermedad [23, 24]. A pesar de ser una de las
enfermedades parasitarias con mayor incidencia, prevalencia y distribucién geogréfica, la
leishmaniasis hace parte del grupo de enfermedades tropicales desatendidas (NDT, por
su siglas en inglés), grupo en el cual se posiciona como la segunda causa mas comuan de
muertes y la cuarta en contagios, desencadenado secuelas permanentes para la salud
en cerca de 2 millones de personas en base a los afios de vida ajustados por la
incapacidad (DALY, por sus siglas en inglés) con mayor impacto en poblaciones bajo
condiciones socioecondmicas precarias (pobreza y malnutricidn), principalmente de
paises en desarrollo caracterizados por un acceso limitado a la salud y tratamientos [25,
26]. A pesar de que la leishmaniasis es una enfermedad histéricamente asociada a areas
tropicales y subtropicales, existen varios factores que contribuyen con la diseminacion del
parasito hacia areas no endémicas, en las que se incluye el cambio climatico, la
deforestacion, urbanizacién y los movimientos migratorios hacia y desde areas
endémicas [27-29], convirtiendo de esta forma a la leishmaniasis en un problema de

salud publica.

1.1.3 Clasificacion de la leishmaniasis

La leishmaniasis a través de su historia ha sido descrita segun la interaccion entre el
vector de trasmision y su distribucion geogréfica, diferenciandolas entre la leishmaniasis
del viejo mundo o nuevo mundo. No obstante, la forma mas frecuentemente usada para
clasificar la leishmaniasis se basa en las diversas manifestaciones clinicas que pueden
llegarse a presentar, a pesar de la estrecha relacion entre los parésitos [30]. Teniendo en
cuenta la especie infectante y la respuesta inmune desencadenada por el hospedero tras

la infeccion, existen tres formas principales de leishmaniasis.
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Leishmaniasis Cuténea (LC): Es la forma menos grave de leishmaniasis, que se
desarrolla tras un periodo de incubacion que oscila desde un par de semanas
hasta algunos meses. La LC se manifiesta clinicamente por la aparicion de
papulas en el sitio de la picadura que posteriormente progresan a lesiones
tegumentarias ulcerativas focalizadas o difusas con una tendencia en la mayoria
de los casos hacia la resolucion espontanea al cabo de varios meses [31].
Adicionalmente, es la forma mas comuinmente reportada de la enfermedad (0.7-1)
millones de casos anuales, siendo endémica de 89 paises, de los cuales solo
siete paises (Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Iraq, Pakistan y la Republica
Arabe de Siria) contribuyen con casi el 80% de casos a nivel mundial, con una
mayor incidencia en la regién oriental del mediterraneo (-~ 70% de los nuevos
casos) y américa (~20% de los nuevos casos)[23].

Leishmaniasis mucocutdnea (LMC): Presenta un periodo de incubacion de
algunos meses durante los cuales pueden o no desarrollarse afecciones cutaneas
iniciales que eventualmente se curaran [31]. LMC tiene la tendencia a ocurrir de
uno a cinco afios posteriormente a la resolucién de la infeccion inicial, debido a la
diseminacion linfatica del parasito [32]. Las principales manifestaciones clinicas
se caracterizan por la destruccion parcial o total de las mucosas orofaringeas
(cavidad oral, faringe y laringe) y la traquea, resultando en sintomas de
obstruccién nasal y sangrado [32, 33] . Esta forma de leishmaniasis se presenta
principalmente en sujetos mayores o inmunocomprometidos y al ser poco
frecuente, se ha identificado que el 90% de los casos ocurren en Brasil, Bolivia,
Peru y Etiopia [23].

Leishmaniasis visceral (LV)- también conocida como Kala-azar: Es la forma mas
severa de la enfermedad que resulta potencialmente fatal en el 95% de casos, Si
no se efectla alguna intervencion terapéutica. El curso de la infeccién puede
abarcar semanas o afos, siendo en la mayoria de los casos evidente desde el
segundo al sexto mes post infeccion. La LV es una enfermedad que afecta
principalmente a personas con algun grado de vulnerabilidad; niflos menores de 5
afios, adultos mayores y pacientes con morbilidad-asociada (comorbilidad) de
inmunosupresion (VIH/SIDA) y desnutricidn, entre otras [34]. Se caracteriza por
ser una infeccion diseminada visceralmente, la cual invade predominantemente

organos del sistema reticuloendotelial (Bazo, Higado, medula 6sea y tejidos
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linfoides) provocando en ellos algun tipo de disfuncion. Se estima que anualmente
ocurren entre 50.000 a 90.000 nuevos casos de LV distribuidos
predominantemente en 79 paises considerados endémicos para LV, reportdndose
la mayoria de nuevos casos en Africa (34%), la region oriental del mediterraneo
(29%) y américa (16%) [23]. Con base en la informacion de la Organizacion
Panamericana de la salud, la LV es endémica en 13 paises de las américas con
un promedio aproximadamente desde 2001 al 2020 de 3500 nuevos casos por
afio, los cuales ocurren mayoritariamente en Brasil [34].
En el contexto colombiano, segun la informacién dispuesta por el Instituto Nacional de
salud (INS) a través del sistema de vigilancia en salud publica (Sivigila), como entidad
encargada de recopilar la informacién epidemiol6gica de enfermedades trasmitidas por
vectores, reporté para el aflo 2016 un total de 10.743 casos de leishmaniasis, de los
cuales la forma mas comun de la enfermedad fue la LC con 10.561 casos (98%), seguida
por 122 casos de LMC, que afectaron en su mayoria a hombres (78.9%) entre 15-44
afos (70%) y 60 casos de LV en los cuales se identific6 como la poblacibn mas
vulnerable a nifios entre 1-4 afios de edad o memores. En comparacion con los afios
siguientes, se observé una disminucion en los indices para la enfermedad hasta el afio
2019, en el cual se reportaron 3.760 casos de leishmaniasis [35], infortunadamente para
el afo 2021 se reportaron 5.177 casos de leishmaniasis con predominancia de LC [36].
Con base en la distribucion geografica de las especies causantes de leishmaniasis en
Colombia, las especies mas ampliamente distribuidas a través del territorio nacional son
L. (Viannia) panamensis, L. (V.) braziliensis, L. mexicana y L. infantum presentes en 26,
19, 12 y 8 departamentos, respectivamente [37]. Dentro de los departamentos en los
cuales se ha identificado a L. infantum como agente etiolégico para LV, se han
establecido los departamentos de Bolivar y Sucre como de muy alto riesgo de contagio
junto a Cérdoba, Huila y Tolima de alto riesgo, en los cuales se han establecido como
principales reservorios a Cannis familiaris, Didelphis marsupialis y el humano, y como
vectores exclusivos a L. longipalpis y L. evansi, los cuales presenta un limite de
distribucion altitudinal desde el nivel de mar hasta 1750 metros sobre nivel del mar

(msnm).
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1.2 Leishmania Visceral (LV)

1.2.1 Manifestaciones clinicas

Durante los estados tempranos de la infeccion por LV se han descrito sintomas como
dolor de cabeza, episodios febriles por periodos largos, escalofrios, sudoracién, diarrea,
vomito, sangrado de encias y dolor articular. Estas manifestaciones son observadas en el
80-90% de los pacientes que la padecen; otros pacientes que desarrollan respuesta

inmune, no manifiestan sintomas de la enfermedad [38].

Como parte de la visceralizacién del parasito, éste invade fagocitos mononucleares del
higado, bazo, médula 6sea y nddulos linfaticos, causando pérdida de la arquitectura y
organizacion de estructuras linfoides, como agrandamiento del higado (hepatomegalia),
bazo (esplenomegalia, atrofias en la pulpa blanca e hipergamaglobulemia policlonal),
pérdida de funcionalidad de la médula 6sea (pancitopenia) y caquexia caracterizada por
anemia y pérdida de peso [38-41].

1.3 Interaccion Hospedero — Patégeno en LV

El éxito de la eliminacion de la infeccion con LV por parte del hospedero depende de la
accion coordinada de varias barreras defensivas del sistema inmune innato y adaptativo.
Desde la entrada del parasito al torrente sanguineo hasta su ultimo destino en 6rganos
primarios, ocurren diversos choques entre el parasito y elementos del sistema inmune del
hospedero, direccionando la infeccion hacia su resolucion y eliminacién, o el
establecimiento y prevalencia de la enfermedad en casos en donde la Leishmania evade

el arsenal inmunoldgico del hospedero [42].

1.3.1 Respuesta sistémica del hospedero ala LV

El primer contacto entre el hospedero y el parasito se da a través de la picadura. En
conjunto los parésitos y la saliva de la mosca contienen sustancias anticoagulantes y
vasodilatadoras (Maxadilan) que buscan inhibir la respuesta microbicida favoreciendo la

exacerbacion de la Leishmania [25, 42].
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Una vez los parésitos se encuentran dentro del hospedero la secrecion de alarminas
como IL-33, sefiales moleculares de dafio tisular, citoquinas y quimioquinas estimulan el
reclutamiento de neutréfilos como primera linea de defensa. El reconocimiento de
factores de virulencia como la metaloproteasa gp63, induce que estas células actien
mediante la produccion de trampas extracelulares de neutrofilos (NETS), elastasas de
neutréfilos y especies reactivas de oxigeno (ROS) cuando los pardsitos son fagocitados.
Los neutrdfilos infectados con promastigote pueden secretar quimioquinas como IL-8 o
IL-17 y proteinas inflamatorias de macrofagos (MIP)-13, que juegan un papel critico en el
reclutamiento de mas neutréfilos o macrofagos al sitio de infeccidn [25, 43]. Si el parésito
logra establecerse y evadir la respuesta de los neutréfilos estos se convierten en un
“Caballo de Troya” ayudando a los promastigotes a entrar de forma silenciosa en los
macréfagos cuando los cuerpos apoptéticos de los neutréfilos son reconocidos y
fagocitados por los macréfagos [38].

Una vez los parasitos logran entrar en los tejidos del hospedero y difundirse a través del
sistema reticulo-endotelial, los macréfagos llamados al sitio de la infeccion o residentes
de los diferentes 6rganos blanco (higado, bazo o médula ésea), constituyen la segunda
ola celular que entra en contacto con los parasitos. Esta interaccibn es mediada por
moléculas de superficie en la membrana del parésito tales como gp63, lipofosfoglicano
(LPG), proteasas de superficie en promastigotes (PSP) y glicosilinositolfosfolipidos
(GPIs), en promastigote y amastigotes. Esta interaccion se da a través de receptores de
membrana como: 1) Receptores para la subunidad 3 del sistema complemento, 2).
Receptores FC, 3) Receptores de lectinas y 4) Integrinas [44]. La proteina C3d actla
como opsonina que se une a Leishmania y promueve su absorcion a través de
receptores CR1 por parte del macréfago; gp63 en macrofagos puede convertir C3d en
C3d inactiva (iC3d) que interacta con CR3, lo cual inhibe consecuentemente la
formacion de C5b-9 y la formaciéon del complejo de ataque a membrana (MAC)

favoreciendo la fagocitosis del parasito sin que ocurra un evento litico subsecuente.

Los promastigotes fagocitados por los macréfagos son resistentes a la protedlisis y
degradacioén en el proteosoma gracias a la produccion de fosfatasas acidas que inhibe la
lisis celular. Leishmania también puede resistir el ataque lisosomal a través de bombas
de protones que mantiene el pH intracelular neutro, igualmente el LPG juega un papel

activo en la inhibicién de enzimas lisosomales. Dentro del macrofago, Leishmania reside
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como amastigote. Una vez la infeccion se establece en los macrofagos, exhibe
caracteristicas propias de células lisosomales (endosomas tardias) como una membrana
enriquecida con proteinas LAMP 1-2, rab7 macrosialina y receptores de manosa 6 fosfato
catién independiente que resulta en la disminucion de la respuesta inmunolégica [43-46].

e Respuesta hepética ala Infeccion y prevalencia de LV

El higado es el sitio en el que la infeccion se manifiesta en fase aguda y puede ser
resuelta por el hospedero. Durante esta fase, se presenta poco dafio tisular y el
hospedero se vuelve resistente a la reinfeccion. El control hepatico de la infeccion es
dependiente de la formacion de granulomas [46]. Las células de kupffer (KC) son las
primeras células infectadas por los amastigotes y en respuesta a citoquinas como CCL2,
CCL3 y CXCL10 se da un reclutamiento subsecuente de monocitos, neutréfilos CD4* y
CD8*, lo que genera un control efectivo del crecimiento del parasito. En particular las
células T CD4" que han sido activadas por células dendriticas (CD) productoras de 1L-12,
citoquina critica para este proceso, inducen la produccibn de mas citoguinas
proinflamatorias incluidas IFN-y, TNF y linfotoxina alfa (LTa). Estas citoquinas pueden
aumentar el reclutamiento de KC, asi como mecanismos microbicidas en estas células.
Estas citoquinas encaminan la respuesta inmune hacia un fenotipo Th1, promoviendo la
inmunidad innata mediada por células, a través de la activacién de factores efectores de
células Natural Killer (NK) requeridos para la estimulacion de moléculas con actividad
leishmanicida. La IL-4 de tipo Th2 se requiere para la resolucion de la infeccion y el

“priming” de CD8* para la proteccion a tiempo largos [46-48].

Numerosas citoquinas inmunoregulatorias son producidas durante el desarrollo del
granuloma, citoquinas que permiten mantener la inmunidad en el higado y prevenir
inmunopatologias asociadas. Dentro de este proceso IFN-y estimula la activacion de KC
via induccién del sistema NADPH oxidasa y el 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), lo
gue conduce a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) e intermediarios
reactivos de nitrégeno (RNI), que llevan a la muerte intracelular de las formas

amastigotes del parasito [49, 50].

Las citoquinas como IL-10, TGF-B e IL-27 pueden suprimir el control de la infecciéon con

LV. La actividad de IL-10 incluye la supresion de la actividad de macréfagos, de la
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migracion de células dendriticas y de la respuesta Thl. TGF-p se asocia con
inmunosupresion y la ausencia de IL-27 se ha relacionado con la regulacion de la
inflamacién durante LV [47, 50].

o Establecimiento de LV y compromiso estructural del bazo

El bazo constituye un sitio clave en la inmunidad contra diversas infecciones sistémicas.
En mamiferos, el bazo es un 6rgano altamente organizado que durante los estadios
tempranos de la infeccién es estructuralmente estable y participa de manera activa en la
generacion de la respuesta inmune. Brevemente, este tejido esta constituido por la pulpa
roja y la pulpa blanca, separadas por una zona marginal (ZM). La pulpa blanca esta
compuesta por células B foliculares y areas de células T que rodean la arteria central
vaina linfatica periarterial (PALS). Por otra parte, los macréfagos esplénicos estan
estratégicamente distribuidos en tres poblaciones: Macrofagos de la pulpa roja,
macrofagos de zonas marginales (MZMs) y macrdéfagos metalofilicos marginales (MMM).
Se estima que cerca del 95% de los parasitos que llegan al bazo son fagocitados por
miembros de estas poblaciones. Cerca del 50% del in6culo inicial de parasitos es
eliminado por MZMs en las primeras 24h post- inoculacién. La eliminacién de los
pardsitos al interior del fagosoma de MZMs y MMMs requiere el reclutamiento del factor
regulatorio de interferon (IRF-7), que induce mecanismos leishmanicida independientes
de ROS [41, 47].

En el bazo, las células dendriticas que migran a las PALS junto a las células T inducen la
produccién de IL-12, con el fin de iniciar una respuesta de tipo celular protectora. En las
células T CD4", la IL-12 induce una sefal a través de factores de trascripcion tipo STAT
gue resulta en la induccion de otros factores de transcripcion, como el factor T-box 21.
Este incrementa la expresion del receptor para IL-12, promoviendo la diferenciacion de
Thl (13). Con la progresion de la infeccion, las DC pueden producir otras citoquinas
como IL-6, IL-23p19 (IL-23) y TGF-B, que a su vez promueven la diferenciacion de Th17
a partir de células T CD4*. En ratones se ha observado que este linaje de células T actla
sinérgicamente con IFN-y para potenciar la produccion de 6xido nitrico en macrofagos

infectados con Leishmania [41, 43].

En el bazo se da la fase crénica de la infeccién, caracterizada por niveles elevados de IL-

10, citoquina que actia como la mayor molécula mediadora de defectos inmunoldgicos
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en este tejido. La IL-10 puede llegar a desactivar la maquinaria de los macréfagos para
eliminar el parasito regulando la expresion de moléculas estimuladoras de macréfagos y
complejo mayor de histocompatibilidad (MHCs). Igualmente puede disminuir la
produccion de IFN-y en células T o inhibir la migracién de DC hacia las PALS. Durante la
LV diferentes tipos celulares se han identificado como fuentes de IL-10 entre los que se

encuentran las células T CD4*, T CD8*, Células B, NK, macrofagos y DC [51].

Aunque como se menciond previamente uno de los sintomas més relevantes de la LV es
la esplenomegalia, no es el Unico cambio presente en bazo por efecto de la parasitemia.
El bazo sufre alteraciones en su microestructura, cambios que incluyen una
desorganizacion de la pulpa blanca, hipertrofia de la pulpa roja y disrupciones en las
zonas marginales. En la pulpa blanca se observa la desaparicion de los centros
germinales (CG) y colapso de los PALS, eventos mediados por TNF, quien ademas
media la deplecion de poblaciones de macréfagos de las ZMs, células dendriticas
foliculares (FDC) y células B foliculares. La pérdida de FDC y CG impide la interaccién
entre células B y células T ayudadores foliculares, las cuales son necesarias para la
produccion de anticuerpos especificos neutralizantes de los parasitos de Leishmania [41,
47].

1.4 Visceralizacion en el tracto gastrointestinal de LV

La dinAmica hospedero - patégeno con LV no solo se caracteriza por su respuesta
inmune como se menciond anteriormente. En pacientes inmunocomprometidos el curso
normal de la infeccién puede verse modificado donde las manifestaciones clinicas de la
LV pueden ser similares o no independientemente del tipo de inmunosupresion como
ocurre en pacientes VIH positivos, sin embargo, se puede observar presentaciones
clinicas atipicas de la infeccion caracterizada por la aparicion de parasitos en sitios
inusuales como en la mucosa gastrointestinal distribuidos en secciones puntuales del
intestino humano, acompafiado de la aparicion de diferentes afecciones intestinales

como el sindrome de malabsorcion [52].
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1.4.1 Sistema inmune del tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal esta dividido en eséfago, estdbmago e intestino delgado y grueso.
El intestino delgado comienza en el piloro y termina en la valvula ileocecal (punto de
entrada del intestino grueso). El intestino delgado esta dividido en tres segmentos: el
duodeno es el segmento mas cercano al estbmago, seguido encontramos el jejuno y
posteriormente el ileon [53]. El intestino grueso inicia con el cecum, seguido por el colon
ascendente (proximal), el colon traverso, el colon descendente (distal) y finalmente con el
recto y ano. Estructuralmente una de las mayores diferencias entre los intestinos es su
tamafio, siendo el intestino delgado mas largo y con un didmetro menor, en comparacion

con el colon [53].

La mayoria de los procesos inmunolégicos del intestino tienen lugar en la mucosa, la cual
comprende el epitelio intestinal, la ldmina propia subyacente y la mucosa muscularis o
capa muscular delgada debajo de la lamina propia (jError! No se encuentra el origen d
e lareferencia.) [53].

Figura 1-2: Representacion estructural y repertorio inmune de dos secciones del tracto
gastrointestinal

Células intestinales epiteliales (IEC), Péptidos antimicrobianos (AMP), Linfocitos
intraepiteliales (IEL), Inmunoglobulina A secretada (SIgA).Tomado y modificado de [53].
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e Epitelio intestinal

Los intestinos son el hogar de numerosas poblaciones celulares especializadas
originadas a partir de células madre multipotentes dispuestas en una capa simple
conformando el epitelio intestinal, constituyendo igualmente una vasta red de tejidos
linfoides secundarios y no linfoides. La conformacién de este epitelio varia localmente
segun los diferentes segmentos del intestino y generalmente se pueden encontrar
poblaciones celulares con funciones de absorcién y secrecién, donde encontramos,
enterocitos absortivos, coloncitos, células endocrinas de Goblet y células de Paneth,
entre otras. Las células de Goblet constituyen el menos el 25% de todas las células
epiteliales del colon distal, en comparacion con su disposicion en aproximadamente el
10% de los segmentos superiores del intestino delgado y junto a las células de Paneth
distribuidas principalmente en el ileon, participan en la produccién de una capa
impermeable (moco) que actia como barrera fisica: protegiendo el epitelio de los acidos
gastricos o0 secreciones duodenales y barrera antimicrobiana limitando infecciones
parasitarias o0 promoviendo el mutualismo bacteriano, controlada por mediadores
inmunes en los que se incluyen IL-9, IL13 y el TNF-y [54, 55]. Se ha identificado que

defectos en la sintesis del moco puede llevar a un incremento en la permeacion de
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bacterias comensales en las superficies epiteliales llevando a una mayor susceptibilidad
a afecciones intestinales. De forma independiente estas células participan en la
produccion de péptidos antimicrobianos como lisozimas y defensinas en respuesta a la
presencia de IL-22 posterior a la estimulacién de receptores “Toll-like” (TLRs) o gracias a
la expresion de receptores para el reconocimiento de patrones moleculares (PRPs), se
desencadena la produccién y activacion de mediadores que reclutan y activan células del

sistema inmune.

e Laminapropia

Junto al epitelio intestinal la lamina propia también actla como sitio efector del sistema
inmune, funcionando como un compartimiento que alberga células B, T y células del
sistema inmune innato incluyendo células dendriticas, macrofagos intestinales,

eosinofilos y mastocitos.

Los macrofagos intestinales son muy abundantes encontrandose relativamente cerca de
la superficie epitelial y localizandose mayormente en el colon [56]. Estas células
mantienen la homeostasis intestinal, fagocitando y degradando microorganismos o
produciendo mediadores que conducen la renovacién celular epitelial y eliminacion del
tejido celular muerto. Estos macréfagos se caracterizan por producir una gran cantidad
de IL-10, la cual no solo previene eventos inflamatorios por el bloqueo de la respuesta
proinflamatoria desencadenada por un estimulo a través de TLRs, sino que también
promueven la supervivencia a través de linfocitos T reguladores (Treg FOXP3* (Forkhead
box P3) en la mucosa [56, 57]

Adicionalmente, la ldmina propia contiene células CD4* y CD8* en una proporcion 2:1
gue posiblemente derivan de células T convencionales que han tenido un evento de
“priming” en los 6rganos linfoides secundarios. Las CD4* producen IL-2, IFN-y e IL17, asi
como IL-10 produciendo la activacion de Treg. Existe correlacion entre IL-17 e IL-10 y la
presencia de Treg, viéndose una disminucion progresiva de IL-17 del duodeno hasta el
colon y niveles elevados de Treg en el colon, mientras se presentan niveles constantes
de IL-10 a lo largo del intestino. En el intestino delgado se observan poblaciones iguales
de FOXP3+/FOXP3- y poblaciones mayoritarias FOXP3+ en el colon [57, 58].
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Otro de los componentes importantes de la respuesta inmune son las células B, las
cuales al ser activadas se convierten en células plasmaticas secretoras de IgA a travées
de las capas epiteliales al lumen. Esta produccion resulta ser dependiente de la seccién
del intestino, incrementando progresivamente desde duodeno hasta el colon [59].

Por ultimo, es posible encontrar células “Natural killer intestinales” (iNKT) con un fenotipo
efector que producen grandes cantidades de IL-4 e IFN-y tras el reconocimiento mediado
por TCRs de glicolipidos presentados por MHC-Clase | como CD1d siendo estas

predominantes en el intestino delgado [60].

e Microbiota intestinal como reguladora del sistema inmune intestinal

En el tracto gastrointestinal podemos encontrar organismos “amigables” y potencialmente
patogénicos coexistiendo como un complejo simbiético. Este complejo se basa en la
funcionalidad del microbiota en términos de proteccion, metabolismo energético y
fortalecimiento inmunoldgico en el hospedero, razén por la cual complejas interacciones
entre el microbiota, sistema inmune de la mucosa y células del tejido intestinal proveen

multiples capas de regulacion que controlan la inmunidad intestinal [61, 62].

Junto a la microflora intestinal, las enzimas digestivas y mucina, entre otras, hacen parte
del componente no inmune de la inmunidad de la mucosa, capaz de establecer un cross-
talk con componentes inmunes de tipo celular. La microflora puede influenciar el
desarrollo del sistema inmune intestinal, previniendo la intrusiéon de patégenos exdgenos,
manteniendo un balance reciproco con el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) [62].
Los microorganismos del intestino son la mayor fuente de antigenos naturales que
continuamente estimulan el GALT e inducen tolerancia inmune a diferentes agentes tales
como proteinas de la comida o componentes moleculares de bacterias comensales. En
caso de la tolerancia a proteinas de la comida dada en el intestino delgado, se observa
una influencia local y sistémica de la respuesta inmune mientras que en la tolerancia a
bacterias en el colon solo se observa una influencia local, sin atenuar la respuesta

inmune sistémica [61].

El GALT esta compuesto por las placas de Peyer y foliculos linfoides aislados, los cuales
consisten en estructuras con numerosos foliculos que albergan células B, flanqueados

por pequefias areas de células T [63]. Los componentes del GALT actdan como centros
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germinales induciendo “Priming” de la respuesta inmune adaptativa desencadenada
principalmente en respuestas a antigenos presentes en el lumen. La localizacion de
estas estructuras esta en el costado antimensenterico del intestino delgado, en el cual se
observa un incremento progresivo en la densidad y tamafo de las placas desde el jejuno
hasta el ileon distal y frecuentemente ausentes en el duodeno [62].

1.4.2 Efectos del LV en tracto gastrointestinal de Canis familiaris

Este tropismo por parte del parasito a érganos blanco inusuales se ha observado no solo
en humanos, también se ha reportado en diferentes reservorios de la infeccion como en
hamster [64] o el principal reservorio de la infeccién (Canis familiaris), modelo en el cual
se evalud la presencia de parasitos en pulmén, rifiones, corazén, eséfago, estbmago e
intestinos, de los cuales solo para los intestinos se reportd la presencia de parasitos

infectando macréfagos [61].

Los primeros indicios de un evento de visceralizacion a intestino se dio por los reportes
de inflamacion crénica de estos tejidos, acompafado de exudados compuestos por
macrofagos, células plasmaticas y linfocitos a través de la mucosa del intestino (delgado
y grueso), que tras un analisis microscopico se confirmé la presencia de parasitos en
forma amastigote libres y al interior de los macréfagos presentes en la lamina propia de

la mucosa [65].

A partir de estudios en perros infectados experimentalmente, se ha descrito como L.
infantum puede alcanzar todos y cada uno de los diferentes segmentos del intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileon) y grueso (cecum, colon y recto), al igual que las capas
y paredes del intestino (mucosa, muscularis de la mucosa y submucosa). Una vez los
parasitos logran alcanzar y establecerse en cada una de las secciones del intestino
pueden alterar la expresion de citoquinas y sus receptores en funcién de la carga
parasitaria. En sitios en que se han reportado bajas cargas parasitarias como el jejuno se
observaron incrementos en la frecuencia y expresion de IL-10, TNF-a, TGF-B, INF-y,
CD11b, TLR-9 y sus receptores. En el colon, un mayor tropismo al igual que un mejor
establecimiento del parasito gracias a una mayor carga parasitaria se observaron
aumentos en la expresion de IL-4, TLR-2 y CD11cR [66].

La evaluacion de los efectos de la infeccion en el tracto gastrointestinal se puede analizar

inicialmente por la aparicion de alteraciones macroscopicas leves poco comunes, como
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producto de las altas concentraciones de parasitos en alguna de las diferentes secciones
del intestino causando alteraciones estructurales o por el desarrollo hiperplasico de los
foliculos secundarios de los parches de Peyer debido a una alta produccion y secrecion
de anticuerpos como respuesta inmune contra el parasito. Microscopicamente junto a su
distribuciéon a lo largo de los tejidos, se observaron aumentos en el numero de
macrofagos infectados o no, células plasmaticas, células gigantes, polimorfo nucleares y

linfocitos.

Con base en la informacion obtenida a partir de estos estudios, se pudo observar que,
aunque la distribucion de los parasitos es generalizada no se da de forma estocastica,
teniendo en cuenta que la infeccién en el intestino delgado se presenté difusamente a lo
largo de la lamina propia mientras que en el intestino grueso los amastigotes estuvieron

mas concentrados cerca de la muscularis mucosa o cierta distancia del lumen [67].

Este patron de diseminacion de los parasitos resulta ser muy interesante y una posible
explicaciéon se ha propuesta a partir de estudios en macr6fagos murinos y su papel en la
regulacion de la respuesta inmune en la mucosa intestinal. Se ha encontrado que el
microbioma presente en el lumen intestinal varia de forma significativa para cada area del
intestino, y el microbiota residente del intestino grueso consiste de 102! microorganismos
mas que en el intestino delgado. Un ejemplo de esta relacibn microflora-respuesta
inmune se evidencio al evaluar la microflora en perros naturalmente infectados con L.
infantum presentaron la expresion de TLR2 y TLR9, frente a macréfagos con un fenotipo
CD11b*, CD11c* y CD14" con una alta frecuencia de TLR2 en colon y TLR9 en el jejuno
[66].

1.5 Malnutricion, un problema de salud publica

La malnutriciébn segln la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAO) se define como una condicién fisiolégica anormal, causada por un
consumo insuficiente, desequilibrado o excesivo de los macronutrientes que aportan
energia alimentaria (carbohidratos, proteinas y grasas) y los micronutrientes (vitaminas y
minerales) que son necesarios para el crecimiento y desarrollo fisico-cognitivo [68].
Cualquier alteracion alimenticia afecta directamente la nutricibn adecuada de un

individuo, afectando consecuentemente su desarrollo. Una correcta alimentacién ayuda a
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las personas a desarrollar su maximo potencial y de esta manera se establece una
relacion clara con el crecimiento econémico de los paises. En general, los paises que se
enriquecen gracias a su desarrollo socio-econdémico, son menos susceptibles a la

inseguridad alimentaria [68].

Aunque los indices generales de malnutricion disminuyen afio por afio, las estimaciones
mas recientes de la FAO para el periodo comprendido entre 2014-16 indican que
aproximadamente 795 millones de personas estan subalimentadas, y se estima que la
malnutricion es responsable de aproximadamente 2,2 millones de muertes por afio en
nifios menores a 5 afos. El 21% de las muertes globales y discapacidades en nifios
menores a 5 afios, se atribuye a la malnutricion y su relacién sinérgica con el desarrollo
de enfermedades infecciosas, siendo este el porcentaje méas alto para cualquier factor de

riesgo que puede presentar este grupo de edades [69, 70].

En particular, la malnutricion infantil es un problema de salud publica en Latinoamérica,
cuya prevalencia es significativamente elevada debido a la situacion de seguridad
alimentaria de la region, donde el acceso a alimentos fuente de proteina es limitado,
trayendo como consecuencia alteraciones en el desarrollo fisico y mental, deficiencias de
micronutrientes entre los que se destacan hierro y zinc, aumento de la susceptibilidad a
infecciones, incremento de la estancia hospitalaria y en algunos casos la muerte [71]. En
Latinoamérica cerca de 7,1 millones de nifios padecen malnutricion crénica y cerca de
1,9 millones tienen bajo peso [71]. En Colombia, la prevalencia de malnutriciéon crénica
para el afio 2005 fue del 12% y de desnutricion global del 7%, en donde la tasa de
prevalencia es significativamente mas alta en las zonas rurales y la regién del Atlantico
[72]. En Brasil la prevalencia de malnutricibn es del 5%, teniendo un impacto en el
aumento de la susceptibilidad a infecciones respiratorias, del sistema gastrointestinal y

parasitarias en zonas endémicas [71, 72].

La malnutricion considera dos tipos, malnutricion primaria relacionada con una deficiencia
en el aporte de calorias, macronutrientes y micronutrientes y malnutricion secundaria
caracterizada por una deficiencia en el aporte proteico con un suministro adecuado de
calorias [73]. Estas disfunciones nutricionales se han relacionado con una alteracion en
la respuesta inmunoldgica frente a infecciones parasitarias, generando incremento en la

susceptibilidad, frecuencia y severidad de la infeccion [74].
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1.5.1 Alteraciones inmunes y gastrointestinales por efecto de la
malnutricion proteica

La malnutricion por restriccién proteica usualmente se manifiesta de forma temprana
entre niflos que oscilan entre los 6 meses y 2 afos, asociado con un destete temprano,
retraso en la induccion de alimentos complementarios, una dieta baja en proteinas e
infecciones frecuentes y severas. Y aunque la malnutricion puede darse en diferentes
grupos de edades, eventos graves de malnutricion son casi exclusivos de nifios. Muchos
de estos nifilos presentan infecciones asintométicas porque su sistema inmune falla en la
respuesta a las quimioquinas, opsonizacion y fagocitosis de agentes patdégenos. En
ciertos casos el sistema inmune se encuentra tan deprimido que el cuerpo no

desencadena eventos tipicos de inflamacién como la produccion de eventos febriles [75].

En restriccion proteica, la predisposicion a infeccion se asocia a una atrofia en el timo y
disminuciéon de subpoblaciones celulares en 6érganos linfoides secundarios [73, 76],
debido a una deficiencia de aminoacidos para la sintesis de proteinas, incluida la
disminucion en la sintesis de hormonas timicas, junto con una alteracion en la produccién
y expresion de citoquinas proinflamatorias. Estas alteraciones se basan en cambios que
inducen una reduccién de linfocitos CD4*, que disminuye la expresion de citoquinas Thl
y IFN-y, de forma contraria a un incremento en la produccion de citoquinas Th2 como IL-4
acompafiado todo por una disminucién en la actividad fagocitica de los macréfagos por
cambios en la produccién de 6xido nitrico, maduracion de células dendriticas y secrecién
de IgA generando un efecto inmunosupresor aumentado la sensibilidad a infecciones en
el individuo [77]

Los efectos de la malnutricion en el incremento de la susceptibilidad a la infeccion
incluyen una disminucion en la activacion de la respuesta inmune innata y adaptativa. En
leishmaniasis visceral se sugiere que la inmunidad innata se ve afectada por estados de
malnutricion por el incremento de la carga parasitaria en estadios tempranos de la
infeccion, dados por una falla en la funcién de los foliculos linfaticos como barrera, que
permite la diseminacion del parasito, asociado a la disminuciéon en la produccién de
guimiocinas que causan alteracion en la migracién transendotelial impidiendo el

reclutamiento de monocitos y neutréfilos a los sitios iniciales de infeccion.
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A nivel gastrointestinal, la malnutricion genera alteraciones estructurales en los vellos
atrofiandolos, generando hipoplasia de las criptas y modificando la permeabilidad
intestinal lo que conlleva malabsorcién, altera la homeostasis intestinal generando un
aumento en la microflora bacteriana y perdida de tolerancia intestinal junto a la reduccién
en la produccién de &cidos gastricos. Muchos de estos efectos pueden ser revertidos
rapidamente al mejorar el estado nutricional pero la sintesis de proteinas,

gluconeogénesis y metabolismo de medicamentos permanecen disminuidos [78].

1.5.2 Visceralizacion de LV por efecto de la restriccion proteica

En areas endémicas para LV, la malnutricidn por restriccion proteica es probablemente el
mecanismo de inmunosupresion mas importante que predispone a los individuos a la
infeccién, por alteraciones de la inmunidad innata y adaptativa (jError! No se encuentra e

| origen de la referencia.) [79].

Aunque las bases inmunoldgicas de esta asociacion adn no estan completamente
esclarecidas, esta sinergia lleva a la atrofia y alteraciéon estructural de 6rganos linfoides,
como el bazo y timo. La atrofia severa del timo resulta de la apoptosis masiva de
timocitos, afectando la maduracion de los linfocitos CD4* y CD8*, acompafiado de una
disminucion en la proliferacién celular. Adicionalmente se ha observado que, por efecto
de la malnutricién, la falla en los nodulos linfaticos que actian como una barrera que
retrasa o reduce la diseminacion de patdgenos capturados por macrofagos y células
dendriticas, lleva a un incremento en la diseminacién temprana de los parasitos

causantes de LV a otros 6rganos blanco [80].
Figura 1-3: Mapa de distribucién malnutricién global y regiones endémicas para LV

Tomado y modificado: http://www.fao.org/hunger/es/ y Status of endemicity of visceral
leishmaniasis, worldwide, 2013. http://www.who.int/leishmaniasis/en/



http://www.fao.org/hunger/es/
http://www.who.int/leishmaniasis/en/

22 Efecto de la restriccion proteica como modulador de la respuesta inmune del TGI

de ratones BALB/c infectados con L. infantum

Teniendo en cuenta la relacion existente entre LV, malnutricion y visceralizacion del
parasito a tracto gastrointestinal resulta apremiante describir este mecanismo en
particular con el fin de ofrecer nuevas oportunidades terapéuticas desde un enfoque
multiple que lleve en un futuro al control de la enfermedad y disminuir la progresion de la
leishmania visceral u otros agentes patogénicos similares.



2. Metodologia

2.1 Modelo Experimental

Ratones BALB/c (n-48) de tres semanas de edad recibieron una dieta estadndar con un
contenido proteico del 14% (MP Biomedicals, LLC. Numero de catalogo: 960258). Los
ratones se mantuvieron en periodos de 12/12 horas de luz/oscuridad. Después de una
semana de aclimatacién, los animales se dividieron aleatoriamente en dos grupos: 24
animales se alimentaron con una dieta de 14% de contenido proteico y 24 animales se
alimentaron con una dieta de 4% (MP, Numero de catalogo: 960254) de contenido
proteico. Ambas dietas son isocaléricas, y cada una proporciona 3,7 Kcal/g. Los animales
tuvieron libre acceso al agua y los alimentos. Después de 7 dias de dieta, cada grupo de
animales se dividié en dos subgrupos y un subgrupo de cada dieta se infecté con 1 x 107
parasitos de L. infantum cepa MCAN/ BR/ 2000/ CNV- FEROZ proveniente de la
Coleccién de Leishmania del Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), por via intravenosa en la
vena caudal, mientras que los otros dos subgrupos se inyectaron con PBS. Asi, se
obtuvieron cuatro grupos de estudio: animales alimentados con un 14% de proteina
(Proteina de Control, Cp), animales alimentados con un 4% de proteina (Proteina Baja,
Lp), animales alimentados con un 14% de proteina con L. infantum (Cpi), y animales
alimentados con un 4% de proteina e infectados (Lpi). Estos experimentos se llevaron a
cabo con protocolos aprobados por el Comité de ética de uso animal de Fiocruz (CEUA,
licencia LW-27/14), (Figura 2-1).

Figura 2-1: Representacién esquematica del disefio experimental. Ratones macho
BALB/c se alimentaron con una dieta de 14% (Cp) o 4% (Lp) en proteina durante 21 dias.
En el dia 7 del periodo que abarco el experimento, la mitad de los animales fueron
infectados con L. infantum y la otra mitad recibié PBS. Cp: Animales alimentados con
dieta de 14% en proteina. Lp: Animales alimentados con dieta de 4% en proteina. Cpi:
Animales alimentados con dieta de 14% en proteina e infectados. Lpi: Animales

alimentados con dieta de 4% en proteina e infectados [5].
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2.2 Material bioldgico

Posterior al sacrificio de cada animal, se recolecto sangre para la extraccion de suero,
bazo, timo, higado e intestino. Como parte inicial del procesamiento del intestino, se
establecidé su longitud y peso. Posteriormente se tom6 un cm de cada segmento por
animal. Adicionalmente se recolectaron muestras del contenido del lumen de las
secciones del intestino por perfusion del lumen con PBS, material que se filtré por una
membrana de 100 uM para retirar particulas grandes y se centrifugo a 5000 rpm para
clarificar la solucién, se recuper6 el sobrenadante. Cada muestra de tejido se proceso

para ensayos histopatolégicos, inmunoensayos y ensayos con acidos nucleicos.

2.3 Medicion de parametros nutricionales

Los niveles de IGF1 y leptina se midieron en suero mediante ELISA (Abcam Cambridge,
UK; Cat. ab100695 y ab100718, respectivamente) de acuerdo a las condiciones del
fabricante. Los niveles de corticosterona en plasma se midieron por radioinmunoensayo
de acuerdo con las condiciones del fabricante (MP Biomedicals, Solon OH, USA) en

colaboracidon con el Dr. Vinicius Frias Carvalho del Instituto Oswaldo Cruz (I0OC) [81, 82].

2.4 Determinacion de la parasitemia en tejidos control e
Intestino

Se evalué el estado de la infeccién en higado y bazo como drganos de referencia y como
tejidos blanco de nuestro estudio se realiz6 la busqueda de parasitos en duodeno y
colon. Inicialmente, se realiz6 la extraccion de ADN mediante el kit QlIAamp DNA Mini Kit

(Quiagen) y  cuantificacibn con  espectrofotbmetro  Nanodrop®  ND-1000
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(ThermoScientific). Este material se llevd a gPCR usando como blanco de
reconocimiento el DNA del Kinetoplasto (KDNA) [5]. Los productos amplificados fueron
posteriormente visualizados en geles de poliacrilamida y un sistema de deteccién con

plata (ThermoScientific Cat. 24612) segun instrucciones del fabricante (Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Descripcion general de los genes evaluados por gPCR.

Numero de acceso Abreviatura Primer sentido Primer antisentido Tamaiio amplimero (pb)
NM_001289726.1 gapdh  GCCTTCCGTGTTCCTACC CTTCACCACCTTCTTGATGTC 96
NM_025567.2 cycl GGTGTCATIGCGAGAAGG GGTGCCATCATCATACTCC 106
NM_016774.3 atphs TGAGTGTTGAGCAGGAGATIC TTGGCGACATTGTTGATTAGC 148
NM_013556.2 hirp CGTGATTAGCGATGATGAACC AAGTCTTTCAGTCCTGTCCA 124
NM_011577.1 tgf-8 ATTCCTGGCGTTACCTIGG CCTGTATTCCGICTCCTTGG 117
NM_008337.3 ifir-y AGGACACAACAAGATGGA TTAGTGAGAGTGAACATTACAG 141
NM_001278601.1 mif-a CTTCCTACCTTCAGACCTT GCCTTCCAAATAAATACATICAT 153
NM_010548.2 ili0 ACAACATACTGCTAACCGACTCCT GGCAACCCAAGTAACCCTTAAAGT 37
NM_001159424.1 il12 TCTCATATTCACTATACAAGTTG GCTCTTCTGCTAACACAT 94
NM_0105523 ill7a TCTGTTICTCATCCAGCAAGA ATCTICTCGACCCTGAAAGT 80
NM_145856.2 il17f CATTTCTGTCCCACGTGAAT CAGCCAACTTTTAGGAGCAT 255
AF165140.1 MiniC TGTTGGTTGTGTGACTITA CATCCCACCAGACTAATC 74

2.5 Andlisis inmunohistoquimico para L. infantum e
histopatoldgico del intestino

A partir de bloques de parafina se realizaron cortes transversales de 5uM de espesor, los
cuales se fijaron y tifleron con Hematoxilina y Eosina (H&E) para su andlisis
microscOpico. Se evaluaron los cambios histopatolégicos en base a alteraciones
morfologicas o celulares como resultado de una respuesta inmune, en las diferentes
capas celulares incluyendo epitelio, lamina propia, mucosa y capas musculares
submucosas. Las alteraciones identificadas se describieron cualitativamente,
estableciendo un score arbitrario de alteraciones, basadas en presencia/ausencia y
severidad de la lesién (Tabla 2). De forma paralela a la determinacién molecular de
parasitos a nivel tisular, se analizé por inmunohistoquimica la presencia de Leishmania.
Brevemente, se evalud la presencia de formas amastigotas a lo largo de los segmentos
del intestino de los grupos Cpi y Lpi usando un anticuerpo para la detecciéon de antigenos
solubles de L. infantum como anticuerpo primario y un anticuerpo secundario biotinilado
(Dako) generando el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa el cual se revelo con el
sistema AEC (invitrogen) y contra coloracién con hematoxilina de Meyer (Sigma) [5]. La
evaluacion histopatologica y parasitaria se realizd6 en colaboracion con el Dr. Rodrigo

Caldas Menezes del Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI).
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Tabla 2-2: Alteraciones microscopicas observadas en intestino de ratones BALB/c

sometidos a restriccidn proteica e infeccion con L. infantum.

Tipo de alteracidn I Puntuacidn
Inmunes
Discreto 1
Infiltrado linfocitario en la Mucosa (M) Moderado T
Transmural | s 7
Infiltrado linfocitario en la Submucosa  Discreto 1
(sMm) Moderada |2 T
Neutrdfilos, macréfagos v plasmécitos | 1
Hiperplasia linfoide | 1
Morfoldgicas
Atrofia de vellosidades | 1
Hiperplasia tisular (criptas) | 1
Ulceras | 1
Sin alteraciones | o

2.6 Determinacion de los niveles secretados de
citoquinas en fluidos del lumen

La concentracion (pg/ml) de citoquinas se determiné usando el kit LEGENDplex Multi-
Analyte Flow Assay Kit (BioLegend, San Diego, CA, USA), inmunoensayo basado en
perlas que permite cuantificar multiples analitos solubles se forma simultanea. El kit
incluye la medicién de TNF-a, IFN-y, IL12(p70), TGF-B y IL17A, entre otras. El analisis de
los resultados se realizd mediante el software LEGENDplex™ Data Analisis software
version 8, donde los valores relativos de concentracién para cada citoquina se calcularon
mediante un algoritmo de cinco pardmetros con regresion logaritmica de la curva por

cada citoquina, segun las condiciones propuestas por el fabricante.

2.7 Analisis de la expresidon génica de citoquinas

A partir de fragmentos de intestino se extrajo el ARN total con el reactivo TRIzol® (Life

Technologies, Inc.), material cuantificado a 260nm usando un NanoDrop. EI ADNc se
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sintetizo a partir de 1ug de ARN total haciendo uso de sistema de transcripcion reversa
SuperScript 1l (Invitrogen). Usando este material, se realizé6 el PCR cuantitativa en
tiempo real (QPCR) por duplicado como replica técnica y con (n=6) por grupo como
replica biolégica, mediante SYBR® Green PCR MasterMix. Los transcritos analizados
corresponden a genes codificantes para tnf-q, ifn-y, il12, tgf-B, il10, i17a e il17f (Tabla 2).
Se analizo expresién génica mediante el método de Pfaffl y normalizando frente a la
media geometria de cuatro genes de expresion constante (gapdh, atp-B, Cyc-1 y Htrp)
(Tabla 2-1).

2.8 Cuantificacion de Inmunoglobulina A (IgA) Soluble

La concentracion (ng/ml) de IgA soluble se determind en suero y en los fluidos
provenientes del lumen de cada seccién del intestino, utilizando el sistema de ELISA IgA
Mouse Uncoated (Numero de catdlogo 88-50450, Invitrogen), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

2.9 Analisis de la localizacion tisular de IgA

Cortes trasversales de 5-9 UM de espesor por segmento de intestino preservado en el
compuesto Tissue Tek O.C.T. (Sakura) se fijaron en laminas silanizadas (Dako,
Carpinteria, CA, EE. UU) con Acetona P.A (Merck). Posteriormente a la hidratacion con
PBS, inhibicién de peroxidasas enddgenas e inhibir las uniones inespecificas, los cortes
se incubaron con el anticuerpo para la deteccion de IgA-FITC (ab97234, Abcam). Cada
tejido se incubo con DAPI junto con medio de montaje (Fluoromount-G, eBioscience) y se
analizé en un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon digital camera DXM1200F and
Nikon ACT-1 software, Nikon, Japdn). La cuantificacion de los niveles de IgA expresados
como porcentaje de las areas marcadas positivamente se calculé usando el programa
Image J (NIH, USA) [8].

2.10 Analisis estadistico de los datos

Los analisis estadisticos se realizaron usando el programa GraphPad Prism. Para
evaluar la significancia estadistica de los datos se us6 la prueba de ANOVA de dos vias
con Turkey pos-Hoc Test. Los datos fueron presentados como el error estandar de la

media (SEM en inglés).
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3.Resultados

3.1 La restriccion proteica en la dieta genera una
condicion de desnutriciobn que induce alteraciones
sistémicas en ratones BALB/c

3.1.1 Larestriccion proteica en la dieta genera una condicion de
desnutricion que induce alteraciones morfométricas en
ratones BALB/c.

En base al modelo propuesto de alimentacién e infeccion, los ratones BALB/c sometidos

0 no a restriccion proteica fueron valorados periddicamente durante el transcurso del

experimento y por medio de la evaluacion de los cambios en el peso (g) corporal por

individuo y la comparacion entre grupos; se observé como la restriccién de proteinas en

la dieta indujo una disminucién progresiva y significativa en el peso corporal registrado a

partir de la primera semana del experimento (p <0.005), después del “inicio de dieta”

entre los grupos Cp (grupo sometido a una dieta del 14% en contenido proteico) y Lp

(grupo sometido a una dieta del 4% en contenido proteico), hasta el tltimo dia (dia 21) en

el cual los grupos Lp (18,3g) y Lpi (grupo sometido a una dieta del 4% en contenido

proteico e infeccibn con L. infantum) (18,6g) mostraron una mayor diferencia
estadisticamente significativa (p <0.0001) en relacion al peso corporal, respecto al peso
de los ratones con la dieta control Cp (27.2g) (Figura 3.1.1.) (A). Por otra parte, no se
observo que la infeccién con L. infantum lograra inducir algan efecto significativo en la
modulacién del peso corporal (28.1g) de los ratones BALB/c pertenecientes al grupo Cpi
(dieta del 14% en contenido proteico e infeccion con L. infantum). Por otra parte, y

mediante el analisis del porcentaje de ganancia en peso obtenido al dividir el peso final
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(dia 21) sobre el peso inicial (dia 1 o inicio de la dieta) multiplicado por cien, se observo
de forma estadisticamente significativa (p <0.0001) como los ratones pertenecientes a los
grupos Lp y Lpi en promedio, perdieron aproximadamente un 30% de su peso, frente a
los grupos Cp y Cpi los cuales ganaron aproximadamente un 14%. Indicandonos como la
restriccion proteica no solo induce la perdida en el peso corporal, sino que también afecto

la posibilidad de que los ratones pudieran ganar peso eficientemente (B).

Con el fin de establecer si la restriccion proteica en la dieta indujo un estado nutricional
cuantificable de desnutricion (severa, moderada o leve) en los ratones BALB/c
pertenecientes a los grupos Lp o Lpi, se calculd la relacion del peso corporal por edad o
Weight for Age (WA). En base a la descripcion de Ansted et al, quien propuso una escala
de desnutricibn basada en la clasificacion Gomez et al, el cual evalu6 el estado
nutricional infantil por medio de los cambios en la relacion WA. Ansted propuso una
clasificacion analoga a la clasificacion de desnutricion infantil, en la cual los ratones con
valores de WA entre 76-90%, son clasificados como levemente desnutridos, ratones
entre 61-75%, son clasificados como moderadamente desnutridos vy, por Gltimo, aquellos
ratones con valores de WA < 60%, resultan ser severamente desnutridos. En base a los
resultados obtenidos para el dia 21, se calculé la relacibn WA por individuo y entre
grupos, observando una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001), entre los
grupos Lp y Lpi, frente al grupo control (Cp) a partir de los valores promedio de WA por
grupo; Cp (100%), Lp (67,3%), Cpi (103,2%) y Lpi (68,6%). Lo cual permitié establecer
para este modelo como la restriccion de proteina en la dieta genero un estado de
desnutricibn moderada para los grupos Lp y Lpi, y/o la ausencia de cambios en el estado
nutricional por efecto de la infeccion con L. infantum en el grupo Cpi (C).

Figura 3.1.1. Efecto de la restriccion proteica o infecciéon con L. infantum en la
alteracion de pardmetros morfométricos en los ratones BALB/c. Variacién del peso
corporal (g) en funcién del tiempo (A). Porcentaje de ganancia en peso corporal (B) y cambio en el
peso por edad (WA) (C). Registros tomados del dia 21 +SEM (n=48), significancia estadistica
obtenida mediante el analisis de ANOVA de dos vias (factores), mostrando las diferencias
significativas por la dieta (a) (p<0.0001), infeccion (b) e interaccion dieta-infeccion (c) ns= no
significativo. Cp (14% de proteina), Lp (4% de proteina), Cpi (14% de proteina e infectados), Lpi
(4% de proteina e infectados).
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3.1.2 La desnutricion moderada genero cambios morfométricos
apreciables en los diferentes 6rganos de los ratones
BALB/c.

Con frecuencia, se ha reportado como la desnutricion proteica, cal6rica o proteico-

caldrica afectan de forma negativa el desarrollo y/o mantenimiento estructural de

diferentes 6rganos clave que contribuyen activamente en la preservacion de la
homeostasis sistémica de un individuo. Por lo cual, y con el fin de establecer si la
desnutricibn moderada alcanzada con el modelo seria suficiente para repercutir en la

morfometria de algunos 6rganos; se extrajeron y evaluaron cambios en el Bazo, Timo e

intestinos al dia 21 (Figura 3.1.2.). Tras evaluar la diferencia en el peso neto por érgano

(bazo y timo) por individuo y promedios entre los grupos sometidos a restriccion proteica

Lp (0,059 y 0,03g), Lpi (0,05g y 0,03g) y grupo control Cp (0,129 y 0,07q),

respectivamente; se identificé una disminucion estadisticamente significativa (p <0.0001)

en los pesos del bazo (A) y timo (B), de los ratones sometidos a restriccion proteica,
respecto al peso por érgano en el grupo control. Por otra parte, al evaluar el efecto de la
infeccién con L. infantum en los ratones BALB/c pertenecientes al grupo Cpi (0,119 vy

0,059), no se observé un efecto significativo como agente modulador del peso neto por

6rgano.

Adicionalmente, se evaluaron cambios morfométricos en funcion de las variaciones del
peso humedo y longitud (cm) del intestino (excluyendo en ciego) de los ratones BALBI/c.
Con base en los resultados obtenidos, se identificaron cambios en el peso promedio del
intestino (C) de los grupos Lp (2,53g) y Lpi (2,609), frente al grupo control Cp (3,179),
caracterizados por una disminucién estadisticamente significativa (p <0.0001) a causa de
la restriccién proteica. Asimismo, evaluando los cambios en la longitud del intestino por
separado (intestino delgado y grueso), fue posible establecer como cambio la longitud
promedio del intestino delgado (D) para cada grupo Lp (43,2cm), Cpi (44,0cm) y Lpi
(47,0cm), en comparacion con la longitud promedio en el grupo Cp (41,3cm). Dichos
cambios, se caracterizaron por un modesto pero significativo (p<0.05) aumento
longitudinal del Int. Delgado por efecto de la restriccion proteica y un mayor amento

longitudinal por efecto de la infeccion o la interaccion infeccion-nutricién (p<0.0005).

Finalmente, tras evaluar los cambios en la longitud promedio del intestino grueso (E), fue

posible establecer una diminucién estadisticamente significativa (p<0.0005) en el tamafio
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del Int. Grueso por efecto de la restriccion proteica entre los grupos Lp (7,15cm) y Lpi
(7,05cm), frente al grupo Cp (7,74cm). De forma contraria a lo observado para el Int.

Delgado, la infeccién con L. infantum, no mostro inducir cambios significativos.

Figura 3.1.2. Efecto de la restriccién proteica en la variacién del peso por 6rgano
en los ratones BALB/c sometidos a restriccion proteica e infeccién con L.
infantum. Variacion del peso en gramos (g) del Bazo (A), Timo (B), Intestinos (C) y variacion de
la longitud (cm) del intestino delgado (D), colon proximal (E). Registros realizados al dia 21, +SEM
(n=48), significancia estadistica obtenida mediante el andlisis de ANOVA de dos vias (factores),
mostrando las diferencias significativas por la dieta (a) (p<0.0001) en (A, B, C) y (p<0.05 -0.005)

en (Dy E). Infeccion (b) e interaccién dieta-infeccion (c) (p<0.0005) en (D).
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3.1.3 Ladesnutricion moderada genero alteraciones hormonales
e IgA sistémica sérica en los ratones BALB/c.

A la par del uso de pardmetros morfométricos como indicadores de malnutricion, la
evaluacion en suero de multiples pardmetros bioquimicos permite identificar y establecer
un diagnéstico de desnutricién. Para este estudio, mediante la evaluacion en suero de la
concentracion de IGF-1, leptina y corticosterona, se evaluaron cambios a nivel hormonal
e IgA como uno de los isotipos de inmunoglobulinas mas relevantes en la funcién
homeostética sistémica, en los ratones BALB/c sometidos 0 no a restriccidn proteica e
infeccion con L. infantum (Figura 3.1.3.). En base a los resultados obtenidos tras la
evaluacion de las muestras de suero colectadas en el dia 21, fue posible observar como
la restriccién de proteinas en la dieta genero una reduccién estadisticamente significativa
(p<0.0001) en la concentracion (pg/ml) sérica de IGF-1 (A), entre los animales
pertenecientes a los grupos Lp (840,9pg/ml) y Lpi (992,8pg/ml), frente a la concrecién de
IGF-1 en el grupo Cp (3954,4pg/ml). Asi mismo, tras analizar cambios en la
concentracion sérica de leptina (B), se observo una reduccién significativa (p<0.0005)
entre los animales de los grupos Lp (88,8pg/ml) y Lpi (44,7pg/ml), frente a la concrecién
en el grupo Cp (132,7pg/ml). En contraste a las observaciones anteriores, al evaluar
cambios en la concentracion (ng/ml) sérica de corticosterona (C), se observé como la
restriccion de proteinas en la dieta ocasioné un aumento significativo (p<0.0001) en los
niveles de corticosterona entre los grupos Lp (409,6ng/ml) y Lpi (547ng/ml), en
comparacion con el grupo Cp (39,2ng/ml). En base a los resultados obtenidos frente a
cambios hormonales por efecto de la infeccion con L. infantum, fue posible descartar la
infeccion como factor determinante en la regulacion hormonal de los ratones BALBI/c,
teniendo en cuenta la ausencia de cambios significativos en las secreciones de IGF-
1(4177,1pg/ml), leptina (148,2pg/ml) y corticosterona (41,6ng/ml) entre los grupos Cpi y
Cp. Finalmente, al evaluar cambios en los patrones circulantes de IgA en suero (D), se
observaron cambios estadisticamente significativos por efecto de la restriccion de
proteinas (p< 0.0001), infeccién (p< 0.01) e interaccién nutricio-infeccion (p< 0.0001),
observando un aumento en la concentracion sérica de IgA de los grupos Lp (4804ng/ml),
Cpi (1017ng/ml) y Lpi (4386,3ng/ml), frente a la concentracion de IgA en el grupo Cp
(242,7ng/ml).
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Figura 3.1.3. Cambios en la concentracion sérica hormonal y en IgA sistémica por
efecto de la restriccion proteica en la dieta e infeccidén con L. infantum. Variacién en
la concentracién (pg/ml) a nivel sérico de (A) IGF-1 y (B) Leptina. Variacién en la concentracion
(ng/ml) a nivel sérico de corticosterona (C) e IgA sistémica (D). Registros realizados al dia 21
+SEM (n=6). Significancia estadistica obtenida mediante el andlisis de ANOVA de dos vias
(factores), mostrando diferencias significativas por la dieta (a) (p<0.0001) en (A), por la dieta (a)
(p=0.0005) en (B), por dieta (p<0.0001) en (C, D), por interaccién dieta-infeccion (c) (p<0.01) en
(D), y por infeccion (b) ns= no significativo.
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3.2 Identificacion de alteracion histologicas en las
diferentes secciones de los intestinos por efecto de
la desnutricibn moderada y la infecciobn con L.
infantum en ratones BALB/c

La desnutricibn como condicién afecta la estructura (microarquitectura) y funcién de
deferentes 6rganos o sistemas. Teniendo en cuenta la estrecha relacién entre la nutricién
y el tracto gastrointestinal, en este trabajo se evalué como la desnutricion moderada o la
infeccidbn con L. infantum afectan estructural y funcionalmente los intestinos de los
BALB/c. En base a los resultados obtenidos en funcion de la frecuencia e intensidad de
las diferentes alteraciones histoldgicas identificadas por medio del analisis histolégico
patolégico de las diferentes secciones del intestino en conjunto, fue posible identificar
como el grupo Lpi resulto ser el grupo con la mayor cantidad de alteraciones histoldgicas
detectadas (43% de todas las alteraciones), presentando la mayor cantidad de individuos
con infiltrados inflamatorios linfocitarios en la ldmina propia a una intensidad de discreta a
moderada, junto a la mayor deteccion de células del sistema inmune innato. Por otra
parte, tanto el grupo Lp como el grupo Cpi presentaron la misma cantidad de alteraciones
histologicas (21% de todas las alteraciones), teniendo en cuenta que las alteraciones
histolégicas identificadas entre estos dos grupos no resultaron ser las mismas con
intensidades diferentes. Cabe resaltar que incluso los intestinos de los ratones
pertenecientes al grupo Cp, manifestaron algun tipo de alteracién histolégica (12% de

todas las alteraciones), pero en menor escala frente a los otros grupos (Anexo A).

En base a la evaluacién independiente por cada seccién del Int. Delgado (Duodeno,
Yeyuno e ileon) o Int. Grueso (colon proximal) en los ratones BALB/c (Figura 3.2.), fue
posible observar la aparicion de alteraciones histolégicas en por I6menos un individuo de
cada uno de los grupos sometidos a restriccion de proteina en la dieta, infeccién o en el
grupo control para el Int. Delgado. En base al total de la puntuacion para las alteraciones
histolégicas identificada y la frecuencia de estas mismas por individuo, se observo en un
‘n” de 6 individuos por grupo, como en el duodeno y el yeyuno los individuos
pertenecientes al grupo Lpi (6:6) resultaron considerablemente afectados, seguidos en
ambos tejidos por el grupo Cpi (4:6). Tras los andlisis estadisticos de los resultados, fue

posible identificar una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05) en el duodeno
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de los ratones BALB/c pertenecientes a los grupos Cpi y Lpi, frente al grupo Cp; tejido en
el cual las alteraciones histologias podrian ser atribuidas a la infeccién con L. infantum.
Adicionalmente, en el yeyuno también se observé una diferencia estadisticamente
significativa (p <0.01) entre el grupo Lpi, frente al grupo Cp, por efecto de la interaccién
entre la restriccion de proteinas y la infeccion. Al evaluar los resultados obtenidos para el
ileon, se observé que, aunque también ocurrieron multiples dafios entre los individuos de
los diferentes grupos no se observé una condicidbn predominante entre la restriccion
proteica o la infeccibn capaz de lograr una cantidad diferencial entre las alteraciones

histoldgicas.

Por otra parte, y en comparacion al Int. Delgado, el colon proximal resulto ser el
segmento intestinal con la menor cantidad de alteraciones histoldgicas identificadas por
grupo. ldentificando la mayor cantidad de alteraciones histolégicas entre los grupos Lp y
Lpi (3:6), con una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05), frente al grupo Cp.
Teniendo en cuenta la variedad de respuestas observadas entre los diferentes
segmentos del intestino delgado y grueso, los resultados permiten pensar en la
existencia de respuestas localmente diferentes y especificas dependiendo de cada
seccion.

El tropismo que presentan los parasitos de L. infantum hacia érganos del sistema
reticuloendotelial se considera un canon en el proceso de visceralizacion observado, pero
a medida que el conocimiento sobre la infeccion aumenta, se han observado otros
organos igualmente susceptibles a la infeccion y colonizacién por parte de los miembros
del complejo donovani. Con el fin de confirmar un posible tropismo por parte de L.
infantum hacia alguna de las secciones del intestino evaluadas, se analizaron por
inmunohistoquimica, como técnica patron para el diagnostico de LV en animales
naturalmente infectados, identificando antigenos solubles (Ag-solubles) de L. infantum a
nivel tisular. Como resultado de este andlisis, no se detectaron parasitos intracelulares o
libres en los grupos Cpi o Lpi (Anexo B). Por otra parte, mediante un abordaje molecular
se evaluo la presidencia de amplimeros de KDNA en el bazo de los ratones grupos Cpi 0

Lpi, se confino un estado infeccioso positivo (Anexo C).
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Figura 3.2. Alteraciones histolégicas generadas en las secciones intestinales de
los ratones BALB/c moderadamente desnutridos e infectados con L. infantum.
Totales de las alteraciones morfolégicas/celulares evaluados por seccién intestinal. Material
colectado en el dia 21, +SEM (n=6). Significancia estadistica obtenida mediante el andlisis de
ANOVA de dos vias (factores), mostrando diferencias significativas por la infeccion (b) (p <0.05)
en (Duodeno), por la interaccion dieta-infeccién (c) (p<0.01) en (Yeyuno) y por la dieta (a)
(p=0.05) en (colon proximal).
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3.3 Identificacion de un perfil diferencial de citoquinas en
duodeno y colon en ratones BALB/c infectados con
L. infantum

Con frecuencia la ocurrencia de dafios a nivel tisular se puede relacionar con el
desencadenamiento de una respuesta inmune inflamatoria local o la falta de ella. Con el
fin de evaluar si la desnutricion moderada, infeccion o su interaccién pueden llegar a
modular la expresion proteica de mediadores celulares de inmunidad, se evaluaron los
cambios en la concentraciébn de quimioquinas, citoquinas pro o anti- inflamatorias

encontradas a lo largo del contenido de la luz intestinal del duodeno y el colon proximal.

3.3.1 La desnutricién moderada y la infeccion con L. infantum
generan cambios en la concentracion de quimioquinas en el
duodeno y colon proximal de los ratones BALB/c.

Por medio de la evaluacién de dos familias diferentes de quimioquinas expresadas a

través de las diferentes secciones del intestino, no solo caracterizadas por diferencias

estructurales sino también por su capacidad para reclutar diferentes tipos celulares
necesarios para el mantenimiento de la homeostasis intestinal, se evaluaron en muestras
colectas a partir del contenido de la luz intestinal de las diferentes secciones de los
intestinos, los cambios en la concentracién de (CCL5, CXCL9 y CXCL10) por efecto de la
desnutricibn moderada, infeccién con L. infantum o su interaccion (Figura 3.3.1). En base

a los resultados obtenidos en relacion con los cambios en la concentracion (pg/ml)

promedio para las diferentes quimioquinas en el duodeno, se observé un aumento en

CCL5 por efecto de la restriccion de proteinas en la dieta de forma significativa entre los

grupos Lp (p <0.01) y Lpi (p <0.05), frente a la concentracién en el grupo Cp. En base a

los resultados obtenidos para los cambios en la concentracion de CXCL10, se observo

en el grupo Cpi, a causa de la infeccion y por la interaccion nutricion-infeccién en el grupo

Lpi una disminucion en la estadisticamente significativa (p <0.005) y (p <0.05),

respectivamente. Aunque se observaron cambios en la concentracion de CXCL9 para los

diferentes grupos, no resultaron estadisticamente significativos. Tras la evaluacion en el

colon proximal la concentracion de las diferentes quimioquinas, se observé un aumento
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en la concentracion promedio de CCL5 por efecto de la restriccion de proteinas en la
dieta para los grupos Lp y Lpi (p <0.05), estadisticamente significativa. La restriccion de
proteinas en la dieta también indujo cambios significativos (p <0.05), en la concentracion
de CXCL9 entre los grupos Lp y Lpi, frente al grupo Cp, cambio caracterizado por una
diminucion moderada disminucion en Lp y aun mayor en Lpi. Finalmente, aunque la
desnutricion y la infeccion causaron aumentos en la concentracibn de CXCL10, solo
resulto estadisticamente significativo (p <0.05) para el grupo Lpi, en el cual se observé

una reduccién en la concentracion, respecto al control (Anexo D-E).

Figura 3.3.1. Variaciéon en la concentracion quimioquinas en duodeno y colon de
los animales BALB/c desnutridos e infectados con L. infantum. Cambios en los valores
de concentracién para cada quimioquina evaluada normalizadas frente al promedio del grupo Cp,
en duodeno y colon proximal. £SEM (n=6). Significancia estadistica obtenida mediante el analisis
de ANOVA de dos vias (factores), mostrando diferencias significativas por la dieta (a), infeccion
(b), y por la interaccion dieta-infeccion (c).
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3.3.2 Identificacion de los cambios en los perfiles de expresion
de citoquinas Thly Th2 condicionados por la infeccion con

L. infantum y Th17 por la desnutricion moderada en
el duodeno.

Teniendo en cuenta el repertorio de citoquinas pro y antinflamatorias evaluadas a través
de las muestras colectadas en el contenido de la luz del duodeno, se observé una
disminuciéon generalizada en la concentraciébn promedio de las diferentes citoquinas
evaluadas para el grupo Cpi y Lpi, frente al grupo Cp. Los cual nos permite pensar que la
infeccién con L. infantum indujo una regulacién negativa en la expresion de citoquinas
(Figura 3.3.2). Aunque es importante resaltar que los perfiles mayormente afectados por
la infeccion fueron los perfiles Thl y Th2, dentro de los cuales la infeccién produjo una
discusion estadisticamente significativa para INFy (p <0.05), TNFa (p <0.005), IL12 (p
<0.005) como representantes de un perfil Th1 y TGFB (p <0.05) como Uunico
representante de un perfil Th2, y aunque IL13 también hace parte de las citoquinas
antinflamatorias, no mostro diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte, la
desnutricion moderada indujo un aumento en la concentracion de citoquinas entre de un
perfil Th17 para los grupos Lp y Lpi, frente a la concentracion en el grupo Cp; aumento
que resulto estadisticamente significativo en IL17A (p <0.05), IL21 (p <0.05) e IL22 (p
<0.005) (Anexo D).
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Figura 3.3.2. Variacion en la concentracion citoquinas Thl, Thl7 y Th2 en duodeno
de los animales BALB/c desnutridos e infectados con L. infantum. Cambios en los
valores de concentracion para cada citoquina evaluada normalizadas frente al promedio del grupo
Cp, en duodeno y colon proximal. +SEM (n=6). Significancia estadistica obtenida mediante el
andlisis de ANOVA de dos vias (factores), mostrando diferencias significativas por la dieta (a),
infeccion (b), y por la interaccidn dieta-infeccion (c).
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3.3.3ldentificacion de efectos mixtos en los cambios en los
perfiles de expresion de citoquinas Thl, Th2 y Th1l7

condicionados por la infeccion con L. infantum y la
desnutricion moderada en el colon.

En comparacion la respuesta mediada por citoquinas en el duodeno, tanto la
desnutricién, la infeccion y su interaccion, causaron un aumento en la concentracion
promedio de las diferentes citoquinas evaluadas en los diferentes grupos Lp, Cpi y Lpi,
frente a la concentraciéon en el grupo Cp. Teniendo en cuenta que el aumento resulto
generaliza, no resulto igualmente significativo. Evaluando la significancia estadistica por
citoquina perfil de citoquinas, se observaron cambios significativos para INFy en los
grupos Lp (p <0.005) y Lpi (p <0.01), TNFa en los grupos Lp (p <0.01), Cpi (p <0.05) y
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Lpi (p <0.01), IL12 Lp y Lpi (p <0.005), como representantes del perfil Thl. En las
citoquinas del perfil Th2, TGF en el grupo Lpi (p <0.05) y IL13 en los grupos Cpiy Lpi (p
<0.05). Finalmente, en las citoquinas Th17, solo IL17A mostro diferencias
estadisticamente significativas por efecto de la desnutricibn en Lp (p <0.01) y Lpi (p
<0.05) (Anexo E).

Figura 3.3.2. Variacion en la concentracion citoquinas Thl, Th1l7 y Th2 en colon
proximal de los animales BALB/c desnutridos e infectados con L. infantum. Cambios
en los valores de concentracién para cada citoquina evaluada normalizadas frente al promedio del
grupo Cp, en duodeno y colon proximal. £SEM (n=6). Significancia estadistica obtenida mediante
el analisis de ANOVA de dos vias (factores), mostrando diferencias significativas por la dieta (a),
infeccion (b), y por la interaccion dieta-infeccion (c).
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Es importante mencionar que la evaluacién en el cambio de quimioquinas y citoquinas se
realizo en las cuatro secciones del intestino, pero solo el duodeno y colon proximal

mostraron cabios de concentracion con diferencias estadisticamente significativas.

3.4 Alteraciones en la expresion génica de citoquinas del
duodeno y colon por restriccion proteica en ratones
BALB/c

Evidenciando que el tratamiento logra modificar la concentracién de citoquinas y teniendo
en cuenta que estos cambios pueden originarse a partir de alteraciones en la
transcripcion, evaluamos mediante qPCR cambios en la expresion de RNA mensajero
para IL17A, IL17F, IL12, TNF-a, IFN-y, TGF-8 e IL10. La medicién de citoquinas

proinflamatorias en duodeno reflejo una fuerte regulacion a la baja en la expresion génica
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de IL17A (p< 0.005), IL12 (p< 0.01), TNF-a (no detectada) e IFNy (p< 0.001), por efecto
de la restriccion proteica. La infeccién con L. infantum mostro tener un impacto menor en
la expresion génica, evidenciando aumentos en TNF-a (p< 0.001), IFNy (p< 0.01) y IL17A
o IL12 mostraron aumento, aunque no significativo. Para el grupo Lpi se mostré un efecto
atribuido a la interacciéon entre nutricion e infeccion para TNF-a (p< 0.005) e IFNy (p<
0.05) y aunque para IL17A e IL12 la restriccidon proteica resulté significativa, presenta una
tendencia similar hacia un efecto combinado de ambos tratamientos. En duodeno,
aunque se midi6 IL17F no se obtuvieron niveles detectables. Con relacion a las
citoquinas antinflamatorias, IL10 (p< 0.005) mostré ser fuertemente regulada por la
restriccion proteica de forma similar a la observada en las citoquinas proinflamatorias.
TGF resulté regulada a la baja por infeccién o nutricion (p< 0.005) y al alta por efecto de
la interaccién de tratamientos (p< 0.0005), todos comparados frente al control (Figura 3.4
A).

En colon, por efecto de la infeccion con L. infantum se observé una regulacion a la baja
para IL17A (p< 0.005), IL12 (p< 0.0005), IFNy (p< 0.05) e IL10 (p< 0.0001). De forma
contraria, la restriccion proteica indujo un aumento significativo en la expresion génica de
IL17A (p< 0.005), IL12 (p< 0.01), IFNy (p< 0.005) e IL10 (p< 0.0001). Por efecto de la
interaccion entre tratamientos se observo una regulacién a la baja para IL17A (p<
0.0005), IL12 (p< 0.05) e IL10 (p< 0.0001), IFNy fue la unica citoquina que presenté un
aumento por efecto de la interaccién, aunque no resulté significativo. TGFB mostré estar
mas fuertemente regulada por la restriccion proteica (p< 0.0005) que, por la infeccion (p<
0.05), haciendo que los efectos de la interaccion de tratamientos resulten en casi la
anulacién de su expresion. Para este tejido en particular, aunque TNF-a fue procesada,
sus niveles no fueron detectables en ninguno de los tratamientos o control, y al evaluar
ILL7F como citoquina proinflamatoria que potencia la respuesta de IL17A fue detectada
solo en el colon de los grupos Cp y Cpi y fuertemente regulado por la restriccion proteica.
(Figura 3.4 B).

Figura 3-4: Niveles de expresién relativa de citoquinas en el duodeno y colon de
los animales BALB/c desnutridos e infectados con L. infantum. A. Expresion relativa
de citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias en duodeno. B. Expresion relativa de
citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias en colon. Los niveles de mRNA medidos
por gPCR y cuantificando se expresion relativa a la media geométrica de cuatro genes de
expresion constante como normalizadores. Las diferencias estadisticas fueron
determinadas usando el analisis de ANOVA de dos vias con Turkey pos-Hoc Test.
Diferencias: A. IL17A: por dieta a: (p< 0.005), IL12: por dieta: a (p< 0.01), TNF-a: por
infeccion e interaccion: b-c (p< 0.001), IFNy: por dieta: a (p< 0.001), por infeccion e
interaccion: b-c (p< 0.01), TGFB por dieta e infeccion: a-b (p< 0.005), por interaccion: ¢
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(p< 0.0005) e IL10: por dieta: a (p< 0.005). B. IL17A: por dieta a: (p< 0.005), por
infeccién: b (p< 0.005), por interaccién: ¢ (p< 0.0005), IL12: por dieta: a (p< 0.01), por
infeccién: b (p< 0.0005), por interaccion: ¢ (p< 0.05), IFNy: por dieta: a (p< 0.005), por
infeccion: b (p< 0.05), TGFR: por dieta: a (p< 0.0005), por infeccion: b (p< 0.05) e IL10:
por dieta, infeccion e interaccion: a-b-c (p< 0.0001).
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3.5 Cambios en la respuesta inmune local mediada por
IgA por efecto de la restriccion de proteinas en la
dieta e infeccion con L. infantum en los segmentos
intestinales de los ratones BALB/c

3.5.1 La desnutricion moderada y la infeccion con L. infantum
inducen cambios en la concentracion de IgA secretada en la
luz del duodeno de los ratones BALB/c.

A partir de muestras colectadas durante el dia 21 del contenido de la luz en los diferentes

segmentos intestinales, se evalué si la desnutricibn moderada o la infeccion con L.

infantum pueden llegar a alterar la concentracion (ng/ml) de IgA secretada (SIgA)

localmente en los ratones BALB/c (Figura 3.5.1).

Dentro de los segmentos que constituyen el intestino delgado, en base a los resultados

obtenidos se observaron cambios en la concentracién promedio de SIgA en el duodeno

(A), cambios caracterizados por el aumento generalizado en la concentracion de SIgA

para los grupos Lp (303ng/ml), Cpi (532ng/ml) o Lpi (141ng/ml), frente a la concentracion

de SIgA en el grupo Cp (7,3ng/ml) la cual resulto particularmente baja. Por medio de los
andlisis estadisticos, fue posible identificar diferencias estadisticamente significativas

(p<0.0001) entre los grupos Cpi y Cp, posiblemente a causa de la infeccion con L.

infantum. Por otra parte, a causa de la restriccion de proteinas en la dieta se identifico

una diferencia significativa (p<0.01) leve entre los grupos Lp y Cp. Aungque el grupo Lpi
mostro un aumento en la concentracion de SIgA, no resulto ser estadisticamente
significativo. Al proceder con la disposicion anteroposterior del intestino, y tras analizar
los cambios en la concentracion de SIgA en la luz intestinal del yeyuno (B), se observé
una fuerte regulacion negativa en la concentracion de SIgA apreciable a través de una
diferencia estadisticamente significativa (p< 0.0001) entre los grupos Cpi (27ng/ml) y Lpi

(31ng/ml), frente a la concentracién de SIgA en el grupo Cp (594ng/ml). Para este

segmento del intestino, no se identificaron cambios entre los grupos LP (589ng/ml) y Cp,

lo cual permite suponer que los efectos observados estan relacionados localmente a la
infeccion mas que por desnutricion o la interaccion. Finalmente, en la seccion terminal del
intestino delgado o ileon (C), no se observaron cambios en la concentracion de SIgA que

a su vez resultaran significativos por efecto de la restriccion proteica Lp (29ng/ml),

infeccion Cpi (15 ng/ml) o la interaccion Lpi (31 ng/ml), frente al grupo Cp (27ng/ml).
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Como ultima seccién procesada y representante del intestino grueso, se analizaron
cambios en la concentracion de SIgA en el colon proximal (D). En base a los resultados
obtenido, fue posible observar un aumento generalizado para cada grupo Lp (115 ng/ml),
Cpi (74 ng/ml) y Lpi (88 ng/ml), frente al grupo Cp (25 ng/ml). Aunque el aumento
observado no resulto estadisticamente significativo.

Figura 3.5.1. Cambios en la concentracién de SIgA en la luz de los diferentes
segmentos intestinales. Cambios en la concentracion (ng/ml) de IgA secretada hacia el lumen
del Duodeno (A), Yeyuno (B), ileon (C) y Colon proximal (D). Material colectado en el dia 21,
+SEM (n=6). Significancia estadistica obtenida mediante el andlisis de ANOVA de dos vias
(factores), mostrando diferencias significativas por la dieta (a) (p=0.01), por la infeccion (b) (p
<0.0001), en (A) y por la infeccion (b) (p<0.01) en (B), y por interaccién (c) ns= no significativo.
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3.5.2 La desnutricion moderada y la infeccién con L. infantum
inducen cambios en la proporcion y distribucion tisular de
IgA en el duodeno de los ratones BALB/c.
Con frecuencia cambios en la concentracion local de SIgA en la luz intestinal, resultan
estar asociadas con un desequilibrio en la homeostasis tisular. A consecuencia de este,
no solo se compromete la secrecion de IgA hacia la luz intestinal, sino que también
puede afectar su produccion y distribucion a traves de la lamina propia. A modo
exploratorio tomando el duodeno como tejido blanco para evaluar los efectos de la
restriccion de proteina en la dieta o la infeccion con L. infantum para inducir cambios en
la IgA contenida a través de la lamina propia. Inicialmente fue posible observar
exitosamente la marcaciéon de la IgA presente a través de la lamina propia en los
diferentes individuos de cada grupo (Figura 3.5.2). Observando cambios en el patron de
distribucion de la IgA tisular apreciables principalmente entre los individuos del grupo Lp,
mostrando un patrén de distribucién con una mayor cantidad de IgA orientada hacia las
velocidades del duodeno con direccién hacia la luz intestinal, para ser exteriorizada. En
contraste, la IgA en los individuos del grupo Cpi mostro una mayor cantidad de IgA hacia
a parte media de la lamina propia o la ausencia de un patrén discernible para el grupo Lpi
(A). En base a los resultados observados respecto al cambio a los cambios en el
porcentaje de las areas positivamente marcadas para IgA, se observo una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.0005) en el porcentaje de IgA para el grupo Cpi
(1,1%), frente al porcentaje de IgA en el grupo Cp (0,1%). Adicionalmente, fue posible
identificar un aumento moderadamente significativo (p =0.01) en el porcentaje de IgA en
el grupo Lpi (0,9%) y Lp (0,7%), frente al porcentaje de IgA del grupo Cp (B).

Por dltimo, evaluando los cambios transcripcionales en la expresion relativa de los
mensajeros para MyD88, que como proteina actla como intermediario clave en la
respuesta inmune mediada por los receptores tipo Toll, que consecuentemente inducen
una respuesta inmune efectiva dependiente de anticuerpos en respuesta a diferentes
patégenos intestinales, fue posible observar como en funcién de la infeccién se aprecio
un aumento significativo (p <0.005) de MyD88 para el duodeno de los miembros del
grupo Cpi, y por otra parte, en los grupos Lp, se generé una diminucion en el transcrito
de MyD88 de forma significativa (p <0.005), frente al grupo Cp. Aunque para el grupo Lpi
también se observé una diminucién en la expresion de transcritos, esta disminucién no

resulto estadisticamente significativa (C).
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Figura 3.5.1. Cambios tisulares de IgA en el duodeno de los ratones BALB/c
sometidos a restriccién proteica e infeccion con L. infantum. Imagenes representativas
de IgA tisular (verde) y nucleos marcados con DAPI (azul) detectados en cortes de duodeno (A).
Porcentaje de areas marcada positivamente para IgA (B) para (n=4) animales por grupo. Cambios
en la relativa de MyD88 en duodeno (C). £SEM (n=6). Significancia estadistica obtenida mediante
el analisis de ANOVA de dos vias (factores), mostrando diferencias significativas por la dieta (a)
(p=0.01), por la infeccién (b) (p <0.0005), e interaccién (c) (p=0.01) en (B), por la dieta (a) e
infeccion (b) (p<0.005) en (B), y por interaccién (c) ns= no significativo.
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4.Discusion

Con un enfoque en restriccion proteica como precondicién frente a una infeccion,
corroboramos que el modelo BALB/c present6 un estado de desnutricibn moderada [84],
caracterizado por pérdida en el peso corporal, tal como se observa en nifios con
desnutricion proteica [4, 86] o0 modelos murinos [87]. Como parte de una desnutricion
proteica sostenida y antecediendo al deterioro sistémico de un individuo, resalta la
alteracion de érganos linfoides primarios como el timo [88] o secundarios como el bazo
[89] y de forma similar a lo observado en nuestro modelo [8], estos érganos experimentan
una disminucién en su peso, efecto inverso al causado por la respuesta a la infeccion con
LV, en el cual se genera hiperplasia de higado y bazo [90]. En el modelo murino se
identificaron cambios en la concentracion de proteinas marcadoras de estrés nutricional,
asi la restriccion proteica alter6é la produccion de hormonas leptina e IGFI, resultando
disminuidas frente a un aumento del glucocorticoide corticosterona, lo cual refleja un
desbalance asociado a atrofia funcional del timo cuando es inducido por desnutricion [88,
91, 92], que sin embargo no se presenta por la infeccion con L. infantum u otros modelos
[93].

En un principio, el tropismo visceral que presenta L. infantum se restringié al higado,
bazo y médula 6sea [1, 94-96]. En estudios posteriores se logré identificar un fuerte
tropismo al timo, y ahora se sabe que existe un patron de diseminacién mas extenso a
Grganos con un sistema inmune asociados a mucosas como son los pulmones, riflones o
intestinos, lo cual establece una relacion entre la apariciébn de patologias locales con la
presencia de L. infantum o L. donovani como agentes causantes de LV [97-102]. Poco o
nada, se ha evaluado el efecto de LV sobre los pardmetros morfométricos en estos
organos blanco de infeccién no canoénicos y en el modelo de forma similar a lo observado
en higado y bazo, la restriccion proteica indujo una disminucion en el peso del intestino,
junto a un leve aumento por efecto de la infeccion; aumento que podria estar relacionado

a la identificacion de hiperplasias en los foliculos linfoides del intestino delgado (Placas
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de Peyer) o foliculos linfoides aislados del intestino grueso. Resultado que clinicamente
se encuentra asociado al desencadenamiento de una respuesta inflamatoria local,
posiblemente por el reconocimiento de antigenos provenientes de L. infantum [103] o el
aumento de antigenos provenientes del microbiota en estado de disbiosis, que genera un
aumento de células linfoides y la diferenciacion de células B a células plasmaticas
productoras de inmunoglobulinas. En este trabajo la hiperplasia linfoide se identificd
predominantemente en el yeyuno de los grupos infectados, siendo la seccién del intestino
delgado que presenta un mayor niumero de Placas de Peyer en modelos murinos [104].
En la mayoria de los casos, alteraciones macroscoépicas del intestino acompafian a
alteraciones microscépicas mayormente de tipo inmune que conducen a eventos de
inflamacién que, al volverse crénica puede generar dafos a nivel tisular de forma similar
a lo ocurrido en la colitis ulcerosa. En nuestro modelo observamos como las alteraciones
de tipo inmune y mas puntualmente las que involucraron infiltraciones de células linfoides
en la lamina propia de la mucosa, resultaron ser las mas frecuentes. La desnutricion o la
infeccion son capaces de inducir alteraciones de forma independiente y la severidad esta
estrechamente relacionada a la intensidad del estimulo, lo cual indica que con niveles de
desnutricién severa o con una mayor progresion y establecimiento de una infeccion, se
causan darfos tisulares mayores [87]. Aunque nosotros no logramos identificar formas
amastigote o0 KDNA de L. infantum libres o parasitando monocitos, los grupos Cpi y Lpi
resultaron tener una mayor afectacion a nivel histolégico con los valores mas altos por
ocurrencias y severidad, lo cual puede considerarse un indicio de correlacién entre la
desnutricién e infeccion con L. infantum, para el intestino delgado. En el caso del colon
esta correlaciébn no se hace evidente ya que como factor determinante inductor de
alteraciones resalta la desnutricibn mas que la infeccion, debido probablemente a las
adaptaciones propias del colon como su multicapa gruesa de moco que limita alin mas el
contacto con agentes patdgenos, o la ausencia de vellosidades, que resultan un posible
punto de entrada de parasitos o lugar de establecimiento de los mismos como se ha

reportado para L. infantum en otros modelos [103, 105].

El intestino se considera un microambiente complejo con respuestas pro y
antinflamatorias presentes, y producidas en respuesta a estimulos como la dieta o el
microbioma, razén por la cual, en eventos inflamatorios, moléculas mediadoras de la

respuesta inmune antagonizan entre si de tal forma que propende un equilibrio que
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previene una exacerbacibn o una respuesta insuficiente que no logre mantener la
integridad funcional del tejido [106]. En la actualidad, se ha establecido que una
respuesta inmune eficaz y protectora contra LV se basa en lograr montar una respuesta
predominantemente proinflamatoria que inicia con la expresién de IL12 por parte de
macrofagos activados o células dendriticas que reconocen y fagocitan parasitos.
Posteriormente, IL12 direcciona la produccién de IFNy por células T CD4*, CD8" activas y
Natural Killer, que a su vez actia como factor activador de monocitos y otras células T
para generar la produccién de TNF-a, el cual potencia la resolucion de la infeccion por
medio de granulomas. De forma paralela, IL17A favorece el desarrollo del granuloma y la
resolucion de la infeccidon que al actuar de forma sinérgica con IFNy son capaces de
regular la carga parasitaria en higado y bazo de animales infectados con LV. La
respuesta esta acompafiada y regulada por IL10 o TGF- [107-109]. En ratones BALB/c
la respuesta inmune a LV difiere, se retrasa el desarrollo de una fase aguda y de esta
forma se promueve la progresion acelerada de la infeccién, favoreciendo incrementos
considerables en la carga parasitaria del higado o bazo [95, 110]. Con base en la
expresion de citoquinas, logramos establecer patrones similares de respuesta por parte
de las citoquinas proinflamatorias en funcion de la infeccién o la restriccién proteica o la
interaccion, patrones que también resultaron diferentes entre duodeno y colon. Como
parte de la heterogeneidad de respuestas que puede desarrollar BALB/c, observamos
animales que no presentaron una respuesta diferencial frente al control, siendo mas
frecuentes en el duodeno que el colon. Por efecto de la infeccion con L. infantum, en
duodeno se observé una tendencia a la reduccion en la expresion de todas las citoquinas
proinflamatorias evaluadas, lo cual concuerda con un modelo de respuesta a Leishmania,
caracterizado por una mayor expresion de TGF- que fuera de regular negativamente la
expresion de citoquinas proinflamatorias, se le ha atribuido el efecto de retrasar la
curacion de la infeccion y contribuye con su establecimiento sistémico [111]. Segun la
dindmica temporal establecida por varios autores, sobre la infecciéon con LV en modelos
murinos, la expresion proteica y génica de las citoquinas varia en concordancia a la
carga parasitaria. Estableciendo que, un aumento en la carga parasitaria del higado o
bazo genera un incremento de citoquinas proinflamatorias desde las primeras horas de
infeccion hasta 12 o 15 dias post infeccién, tiempo a partir del cual tiende a disminuir.
Este comportamiento resulta sucesivo hasta alcanzar el control y cura de la enfermedad
[112]. Por efecto de la infeccibn se observd en duodeno un aumento en la expresion

génica de las citoquinas proinflamatorias e IL10 que, de llegar a convertirse en proteina,
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resultaria similar a la dinAmica oscilante de citoquinas en respuesta a LV ya descrita. En
contraste, por efecto de la restriccion proteica los animales experimentaron menores
cambio frente al control, aunque se apreci6 un aumento en las citoquinas
proinflamatorias y TGF-B, lo cual indica que la desnutricion moderada no afecta
significativamente la respuesta inmune del duodeno, e incluso al desencadenarse un
evento inflamatorio en respuesta al cambio de dieta o disbiosis, es posible llegar a su
control para volver a un estado de homeostasis. A nivel transcripcional, se observd una
muy fuerte regulacién a la baja de la expresién génica para todas las citoquinas pro o
antiinflamatorias. Lo cual puede ser la representacion del efecto inmunosupresor
atribuido a la desnutricién proteica sostenida en el tiempo, que conlleva a una respuesta

inmune disminuida.

La respuesta inmune mediada por citoquinas en colon presentd un patrén de respuesta
mas homogéneo que el observado en el duodeno, caracterizado por el aumento
generalizado de las citoquinas pro y antinflamatorias de forma independiente a la
infeccion o restriccion proteica, mostrando un aumento en las citoquinas proinflamatorias
junto al aumento de TGF-f como citoquina reguladora de inflamacion. A nivel
transcripcional la restriccion proteica resulto ser un regulador positivo de inflamacion, lo
cual indica una respuesta inmune sostenida que sera potencialmente regulada por IL10
mas que TGF-B. Es de resaltar que la infeccion se identificé por una regulacién negativa

de la expresion de todas las citoquinas medidas.

La interaccion entre desnutricion e infecciébn en humanos se ha descrito como un proceso
sinérgico que deteriora aun mas la salud de un individuo; en el modelo BALB/c mas que
un efecto sinérgico se observd un perfil inmune mediado por citoquinas de tipo mixto, en
el cual se evidencia respuesta proinflamatoria reguladas por respuestas antiinflamatorias
gue promueven la homeostasis local [112, 113]. Aunque un perfil de citoquinas mixto no
concuerda con una respuesta clasica a LV en humanos, si resulta Util para el estudio de
LV en pacientes asintomaticos [114] en los que se han observado respuestas adaptativas

similares.

La identificacion de altos niveles de IgA circulante en suero en animales desnutridos

concuerda con lo observado en nifios con desnutricion [115, 116] u otro modelos [117]. A
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su vez, el aumento en la concentracion de IgA en respuesta a la infeccion con L. infantum
sugiere el montaje de una respuesta humoral [85]. Siendo la IgA la inmunoglobulina

dominante que controla la homeostasis intestinal, neutraliza agentes patogénicos
provenientes de la dieta, microbiota intestinal o residuos producidos durante la
restauracion tisular induce la regulacion tolerogénica [118, 119]. En duodeno, gracias a la
tolerancia inmune a antigenos de la dieta mas significativa en intestino delgado que
grueso por su funcion digestiva, es probable que se observe una menor produccion y

secrecion de IgA por efecto de la restriccion proteica.

Por efecto de la infeccidén, se observé una mayor respuesta humoral mediada por un
aumento tisular y luminal de IgA. Este aumento particular se relaciona con el resultado
previo en el que se mostro la hiperplasia de las placas de Peyer de los grupos infectados,
en los cuales se asocia un aumento en la produccién de IgA por las células plasmaticas

locales, y consecuentemente un aumento de la concentracion de IgAS [120-122].

En colon la regulacién tolerogénica controla la proliferacion, establecimiento y
traslocacion de diferentes poblaciones microbianas, secretando IgA especifica que
reconocer familias especificas de bacterias propias del microbiota normal, manteniendo
de esta forma un equilibrio que logra prevenir eventos disbioticos y promover el
desarrollo de microorganismos no patogénicos manteniendo la salud intestinal [123]. En
colon la restriccion proteica se establecié como el factor determinante de los cambios en
los niveles de IgAS, lo cual indica el cambo de dieta y sus efectos en colon pueden
promover el crecimiento de ciertas poblaciones bacterianas controladas por un aumento
de IgAS.

En resumen, nuestros resultados muestran como la desnutricion moderada induce una
variedad de alteraciones estructurales, inmunes y funcionales en los diferentes
segmentos del intestino, que logran alterar la forma como el duodeno y colon responden
a la infeccion con L. infantum. Esta respuesta alterada puede facilitar la diseminacion de
parasitos resultando en formas mas severas de la enfermedad cuando hay una
precondicion de desnutricion. Ademas, nuestros resultados revelan que la infeccién per
se, logra desencadenar una la respuesta inmune local inflamatoria que puede llegar a
una eliminacion del parasito, aunque por la concomitancia con desnutricidn este proceso

puede verse afectado generando una dificultad sistémica para controlar la Leishmaniasis.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La infeccién por L. infantum indujo un aumento en el tamafio de las placas de Peyer en el

yeyuno de ratones BALB/c, macroscopicamente apreciables.

La infeccidon y la desnutricién causan cambios microscépicos, siendo el infiltrado linfoide

la alteracion mas frecuentemente observada.

Se identific6 un efecto sinérgico entre la desnutricibn y la infeccion de manera

comparable para cada segmento del intestino delgado.

Una condicion previa de la desnutricion aumenta el nimero y la gravedad de los cambios
inmunes y estructurales en los diferentes segmentos del intestino y estos se acompafian
de un aumento en la respuesta antiinflamatoria, mediada por citoquinas, lo que podria

resultar en la colonizacién y el establecimiento de parasitos en estos tejidos.

Aunque no es posible detectar parasitos en estos tejidos después de 15 dias de
infeccion, ya es posible observar respuestas asociadas exclusivamente con la infeccion
por L. infantum en estos tejidos. Sin embargo, estas respuestas son revocadas por la
condicion previa de la desnutricion, lo que indica el efecto perjudicial que la deficiencia de

proteinas en la dieta ejerce sobre este tejido en animales infectados.

5.2 Recomendaciones

Con el fin de llegar a una caracterizacion mas especifica de los cambios funcionales en
segmentos del intestino, se recomienda evaluar el efecto de la desnutricion y la infeccién

por L. infantum sobre la permeabilidad celular, midiendo la Calprotectina como marcador.
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Para el analisis de la funcién de barrera, también re recomienda evaluar los niveles de
expresion (ARNm) de proteina de union estrecha-1 (TJP1), claudina2 (CLDNZ2),
claudina4 (CLDN4) y claudinal5 (CLDN15). Asociado a esta recomendacion, cabe
mencionar que como parte de la consecucién del tercer objetivo, se realizo un analisis
proteémico usando como tejido evaluado el Yeyuno por la factibilidad de recurrir a mas
materia después de la extraccion. En este caso en particular hubo una falla técnica en la
cual a pesar de haber podido extraer una concentracion considerable de proteinas, el
procesamiento de masas en tdndem, no genero resultados para el grupo control Cp, lo

cual anula la opcién de comparacién entre todos los grupos.

También se recomienda evaluar la posible existencia de una traslocacion bidtica entre
diferentes segmentos del intestino mediante el uso del inmunoensayo EndoCab, que

evalla diferentes poblaciones bacterianas, junto con la evaluacién de CD14 soluble.

Como perspectiva a largo plazo, evaluar si la desnutricion y/o la infeccion por L. infantum
alterar el microbiota intestinal de ratones BALB/c, pretendemos andlisis metagendmico
del contenido luminal de duodeno y colon.



A. Anexo: Amplificacion de KDNA por
gPCR de ratones BALB/c infectados con L.
iInfantum.

Tipo de alteracion Puntuacién Cp | Lp | Cpi | Lpi

Discreto 1 5 8 7 10

Infiltrado inflamatorio
linfocitario en la Moderado 2 2 0 4 12
ldmina propia

Transmural 3 0 3 0 0
Infiltrado inflamatorio |  Discreto 1 1 11 0 0
linfocitario en la
submucosa Moderado 2 0 2 0 0
Neutréfilos, macrofagos y células
plasmaticas 1 1 2 6 16
Hiperplasia linfoide 1 0 1 2 3
Atrofia de vellosidades 1 3 2 2 1
Ulceras 1 0 2 2 0
Total, de alteraciones histolégica 12 21 21 42
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B. Anexo: Anélisis inmunohistoquimico

de la presencia de L. infantum en las
secciones del intestino de ratones BALB/c
sometidos a restriccion proteica e
infeccion con L. infantum.

S A I

En la parte superior izquierda de la figura se muestra un control positivo de la
marcacion para Leishmania (nédulo linfatico de perro infectado). Las demas
figuras muestran imagenes representativas de las diferentes secciones del
intestino de ratones pertenecientes al grupo (Cpi-izquierda) y (Lpi-derecha). No se
identificaron parasitos en ninguno de los tejidos evaluados. n=6 animales por
grupo

o,




C. Anexo: Amplificacion de KDNA por
gPCR de ratones BALB/c infectados con L.
infantum.

Bazo Higado

CPi LPi CPi LPi CPi

MW B-30 B-34 B-35 B-36 B-42 B-43 B-45 B-46 F-33 F-34 F-35 F-36 () F42 F-43 F-44 F-48 F-25

PCR realizada segun protocolo descrito anteriormente [5]. Correspondencia en Bazo de
cuatro animales (Cpi), y cuatro animales (Lpi), corrido en gel de poliacrilamida del 7% vy
tincion con plata. MW =10-330pb (invitrogen). Correspondencia en higado de cinco
animales (Cpi) y cuatro animales (Lpi). En gel de poliacrilamida 15% y tincion con plata.
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D. Anexo: Determinacion de los
cambios en concentracion de
citoquinas y quimioquinas en el
duodeno de ratones BALB/c
sometidos a restriccion proteica e
infeccion con L. infantum.

Cambios en la concentracion (pg/ml) de quimioquinas y citoquinas

Duodeno
Tipo de citoquina Cp Lp Cpi Lpi
Quimioquina
CCL5 6.99 14.42 19.89 12.88
CXCL9 11.30 17.72 10.27 16.70
CXCL10 25.74 23.62 18.37 16.25
Citoquinas Th1l
INFy 5.43 5.91 4.17 3.73
TNFa 13.88 15.25 10.20 8.82
IL12 18.90 21.80 13.39 16.29
Citoquinas Th17
IL17A 18.73 18.96 16.36 21.33
IL21 10.05 23.61 9.09 22.66
IL22 62.05 68.83 31.97 98.91
Citoquinas Th2
TGF-B 34.72 39.72 29.78 24.78
IL13 23.97 28.15 19.91 24.10
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E. Anexo: Determinacidon de los
cambios en la concentracion de
guimioquinas y citoquinas en el
colon proximal de ratones BALB/c
sometidos a restriccion proteica e
infeccion con L. infantum.

Cambios en la concentracion (pg/ml) de quimioquinas y citoquinas

Colon
Tipo de citoquina Cp Lp Cpi Lpi
Quimioquina
CCL5 14.12 26.52 8.53 20.75
CXCL9 6.70 4.74 7.29 5.32
CXCL10 15.99 16.73 17.87 18.61
Citoquinas Th1l
INFy 294 5.50 3.99 4.50
TNFa 7.65 12.21 8.26 11.60
IL12 11.74 18.49 14.18 16.04
Citoquinas Th17
IL17A 11.86 15.68 16.55 12.73
IL21 3.30 8.41 5.23 10.34
IL22 23.75 25.00 36.27 35.02
Citoquinas Th2
TGF-B 22.52 31.50 23.30 30.72
IL13 13.88 10.62 17.40 14.14
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