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RESUMEN

Diversas investigaciones han documentado que en la leishmaniasis
visceral canina (LVC), causada por Leishmania infantum/chagasi, el
tratamiento con los farmacos convencionales no logra resolver la infeccion.
Por lo tanto, es muy importante desarrollar nuevas estrategias en el
tratamiento de la LVC para controlar la propagacion de la enfermedad entre
los perros y de los perros a los humanos. En el presente estudio, se analiz6 la
respuesta de citocinas inducida por 5 secuencias de epitopes derivadas de p36/
LACK de L. donovani, seleccionadas in silico y sintetizadas en un estudio
previo. La producciéon de IFN-v, IL-6 y TNF-a se determinaron por ELISA en los
sobrenadantes de cultivos de células mononucleares de sangre periférica de
caninos naturalmente infectados sintométicos (LVC) y perros sanos,
estimulados in vitro en ausencia o presencia de fitohemaglutinina , antigenos
crudos de L. donovani (Ld) y 5 péptidos sintéticos de la proteina p36/LACK.
Los péptidos p36L02, p36L03 y p36L04 indujeron produccién de IEN-y
(p<0,01). Mientras que una baja secrecion de IL-6 se observé tras la
estimulaciéon con p36L.01, p36L.02 y p36L03. Los péptidos no estimularon a la
producciéon de TNF-a en los cultivos linfocitario de los perros parasitados. Los
resultados generales sugieren que los péptidos p36L02, p36L03 y p36L04
podrian ser buenos candidatos en el desarrollo de vacunas de segunda
generacion y/o inmunoterapia debido a la induccién de IFN-y de proteccion.

Palabras Clave: leishmaniasis visceral, caninos, citocinas, epitopes, p36/
LACK

IMMUNOGENICITY OF P36/LACK SYNTHETIC PEPTIDES OF Leishmania
donovani IN CANINES WITH VISCERAL LEISHMANIASIS.

ABSTRACT

Several investigations have documented that in canine visceral
leishmaniasis (CVL), caused by Leishmania infantum/chagasis, treatment with
conventional drugs fails to resolve the infection. Therefore, it is very
important to develop new strategies of CVL treatment to control the spread of
the disease between dogs and from dogs to humans. In the present study, we
analyzed the cytokine response induced by 5 epitope sequences derived from
L. donovani p36/LACK, selected in silico and synthesized in a previous study.
The production of IFN-y, IL-6 and TNF-a were determined by ELISA in
supernatants of peripheral blood mononuclear cell cultures from symptomatic
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sensibilidad: 62,5 - 4000 pg/mL; R&D Systems, MN,
USA). Los resultados fueron expresados en pg/mL.

Anilisis estadistico

Las diferencias entre los grupos para cada
parametro evaluado fueron establecidas mediante el
test de Mann-Whitney. Las comparaciones fueron
consideradas significativas cuando p<0,05. Para los
analisis se uso6 el programa Prism 5 para Windows,
version 5.01 (GraphPad Software, Inc. 2007).

RESULTADOS

Evaluacioén serolégica de los perros con LVC

Para estudiar la inmunogenicidad de los péptidos,
se decidi6 previamente evaluar el estado
inmunolégico de los perros bajo estudio (LVC vy
sanos), para ello se les determinaron las
concentraciones séricas de IFN-y, TNF- e [L-6 (Figura
1).

En los perros enfermos se evidencié una menor
(p<0,05) concentracion de IFN-y (228,82 + 163,69 pg/
mL) y de TNF-a (17,37 + 7,85 pg/mL) respecto a lo
encontrado en los perros sanos: 447,8 + 147,49 pg/mL
para IFN-y y 26,45 + 11,6 pg/mL para TNF-a (Figura
la y 1b). En contraste, no evidenciamos diferencias
significativas en la concentracion sérica de IL-6, entre
ambos grupos de caninos (Figura 1c).

Respuesta de citocinas en cultivos de PBMC
estimulados con PHA, L. donovani y los péptidos
sintéticos de p36/LACK

La figura 2 muestra la concentracion (pg/mL)
promedio + desviacion estandar de IFN-y, TNF-a e
IL-6 en respuesta al mitégeno PHA, en los cultivos
linfocitarios de los caninos sintomaticos y sanos. Las
células de los perros sanos produjeron mayores
(p<0,05) concentraciones de IFN-y y TNF-a en
respuesta a la PHA (44,4 + 25,7 pg/mL; 203,8 + 74,5
pg/mL; respectivamente) comparado con lo
encontrado en los perros con LVC (10,8 = 8,0 pg/mL;
72,6 + 20,2 pg/mL; respectivamente). Mientras que, la
IL-6 detectada en los sobrenadantes de los cultivos
celulares de los perros infectados (58,6 + 21,6 pg/mL)
(p<0,05)

comparado con los perros sanos (34,2 + 29,9 pg/mL).

estuvo incrementada significativamente
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Figura 1

Concentraciones séricas de citocinas de caninos con

LVC y sanos. (a) citocina Th1 IFN-y. (b) y (c) citocinas
proinflamatorias TNF-a e IL-6.

La respuesta de citoquinas IFN-y, TNF-a e IL-6
PBMC de caninos
sintomaticos y controles sanos con antigeno crudo

luego estimulacion de las
de Ld o los péptidos epitopes de p36/LACK se
representa en la figura 3. Los perros con LVC
mostraron una disminucion de TNF-a y un
incremento IL-6 significativos luego de estimulacion
con Ld comparado con lo observado en los perros
sanos.
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Figura 2

Produccion de citocinas en cultivos de linfocitos de
caninos con Leishmaniasis visceral (LVC) y perros sanos
estimulados con PHA. * p<0,05.

Los péptidos de p36/LACK indujeron una
respuesta de citocinas en mas del 20% de la
con LVC vy
Interesantes resultados obtuvimos con tres de ellos
(p36L02, p36L03 y p36L04), cuya respuesta de IFN-y
en los caninos infectados p36L02 (194,0 + 70,7 pg/
mL), p36L03 (233,6 + 49,3 pg/mL) y p36L04 (344,8 +
68,3 pg/mL), fue significativamente mayor (p<0,05)

poblacion de los perros sanos.

que la obtenida en respuesta al antigeno crudo de Ld
(1174 £ 45,6 pg/mL) (Figura 3a). Mas aun, la
respuesta de IFN-y asociada a estas secuencias
(p36L02, p36L03 y p36L04) resultd ser mucho mayor
(p<0,01) en los perros infectados comparado con los
sanos.

En la Figura 3b, se puede apreciar que en los
perros con LVC, indujeron
produccion de TNF-q, en contraste a lo observado

estos péptidos no

previamente bajo el estimulo con Ld (23,6 + 6,4 pg/
mL). IL-6,
demostramos que a diferencia de lo obtenido en los

Adicionalmente, respecto a la
cultivos estimulados con Ld para perros infectados,
los péptidos p36L02, p36L03 y p36L04 no indujeron
una producciéon importante de esta citocina.

Finalmente, los péptidos p36L01 y p36L05 no
las

indujeron una produccion significativa de

citocinas estudiadas (datos no mostrados).
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Figura 3
Produccién de citocinas en cultivos de linfocitos de
caninos con Leishmaniasis visceral (LVC) y perros sanos
estimulados con L. donovani (Ld) y péptidos. (a) citocina
Th1 IFN-y. (b) y (c) Citocinas proinflamatorias TNF-a e
IL-6.* p<0,05.

DISCUSION

Es conocido que en leishmaniasis visceral, la
principal respuesta protectora frente al parasito
Leishmania, es inducida principalmente por la

respuesta inmune de tipo CD4+ Th1, caracterizada
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por la produccion de IFN-y y TNF-a. Este tipo de
respuesta esta relacionada con la regulacion positiva
de la actividad leishmanicida en los macrofagos
(Gongalves et al., 2019; Koutinas and Koutinas, 2014),
principal mecanismo efector de la muerte intracelular
de los amastigotes de Leishmania (Barbiéri, 2006;
Scott and Novais, 2016). En este sentido, el IFN-yy
el TNF-q, son predominantes en perros asintomaticos,
lo que demuestra su potencial protector contra la
enfermedad (Costa-Pereira et al., 2015; Rodriguez et
al., 2010).

Los perros incorporados en nuestro estudio, con
diagnostico confirmado de LVC por criterios clinicos
y la seropositividad a la prueba con rK39, también
presentaron pobres niveles serologicos de IFN-y vy
TNF-a. Resultados similares se han reportado en otras
investigaciones, en las cuales se ha evidenciado que
los perros con baja respuesta de estas citocinas (IFN-y
y TNF-a) presentaban sintomatologia clinica (Barbiéri,
2006; Boggiatto et al., 2010; Rodriguez et al., 2010)
con una mayor parasitemia (Martinez-Orellana et al.,
2017; Solano-Gallego et al., 2009).
tampoco

Estos estudios,

encontraron diferencias en las
concentraciones serologicas de IL-6 en perros con
LVC (Rodriguez et al., 2010).

Con relacién a las respuestas in vitro, se ha
observado en caninos, que los linfocitos de animales
polisintomaticos con LVC estimulados con antigenos
crudos de Leishmania spp producen concentraciones
bajas de IFN-y, IL-18, TNF-a e IL-10, lo cual
concuerda con nuestros hallazgos
Moreno, 2009).

reportado, concentraciones significativas de IL-6 en

(Carrillo and
En estos estudios también han

respuesta a los estimulos especificos ya mencionados
(Dayakar et al.,2019). Nuestra investigacion reprodujo
estas observaciones: las células minonucleares de
caninos con LVC mostraron una mayor produccién de
IL-6 en respuesta a la PHA y al antigeno crudo de L.
donovani. Lo cual indica que la baja produccion de
citocinas proinflamatorias junto a los elevados niveles
de IL-6 esta vinculada con la progresion de la
enfermedad.

Estudios con p36/LACK han demostrado que es

esencial para la viabilidad del parasito y para su

establecimiento en el huésped, la respuesta
inmunoldgica a esta molécula ha sido estudiada y
utilizada para estudios experimentales de vacunas (De
Oliveira Gomes et al., 2011; Dondji et al., 2005; Ramiro
et al., 2003; Ramos et al., 2008), también se ha
utilizado como  herramienta  para  investigar
mecanismos relacionados con inmunidad y se ha
ensayado en varios experimentos de inmunizacion,
proporcionando resultados heterogéneos (Alcolea et
al., 2019; Evans y Kedzierski, 2012).

Mediante el analisis in silico de p36/LACK de L
donovani, (99% homologa con la de L. infantum/
chagasi especie infectante de los caninos estudiados)
hemos seleccionado 5 péptidos epitopes, en un
estudio previo. Estos péptidos constituyen epitopes T
ya que tienen estructura a-hélice anfipatica con
patrones repetitivos conocidos por unirse a las
moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase I y Il (Teran-Angel
et al., 2007).

En el presente estudio, evidenciamos que tres de
los cinco péptidos, pudieron ser reconocidos por los
linfocitos T de los caninos sintomaticos y activarlos.
Como lo refleja la produccion de IFN-y asociada a las
secuencias p36L02, p36L03 y p36L04, que resulto ser
mucho mayor en los perros infectados que en los
sanos. Esto sugiere que estos péptidos son epitopes
inmuno-dominantes dentro de la molécula p36/LACK,
involucrados en el desarrollo de una respuesta
mediada por células T, que incluye la estimulacion y
proliferacion de células productoras de citocinas como
IFN-y, que potenciaria la actividad anti- Leishmania
mediada por radicales de oxigeno y el 6xido nitrico,
esenciales para la proteccion y/o curacion de la LV
(Dias et al., 2018; Reed et al., 2016; Singh y Sundar,
2014).

Con respecto al TNF-a, no encontramos una
produccion importante de esta citocina en los cultivos
linfocitarios de perros con LV al estimularlos con el
antigeno crudo de Ld y los 5 péptidos. El TNF-a junto
con el IFN-y, se asocian con respuestas Th1, por lo que

esperabamos una respuesta similar a la obtenida con
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el IFN-y, sin embargo, esto no fue asi. Probablemente
el TNF-a pudo haberse producido tempranamente y
para el momento en que se colectaron los
sobrenadantes de los cultivos estimulados con Ld y
péptidos, éste podria haberse consumido.

Ninguno de los péptidos indujo una produccion
evidente de IL-6, resultado alentador puesto que esta
citocina se ha relacionado con la progresion de la
enfermedad en humanos y caninos (Dayakar et
al.,2019).

Las vacunas clasicas contra la leishmaniasis han
estado basadas en el uso de parasitos atenuados o
subunidades del mismo, lo cual es desventajoso

porque consisten en un amplio rango de

determinantes antigénicos capaces de activar
respuestas protectoras o respuestas inadecuadas. En
contraste, el uso de péptidos en vacunas e
inmunoterapias tiene varios beneficios como lo son:
buena estabilidad, ausencia de toxicidad, baja
complejidad y bajo costo. Por lo cual si se acompania
de un adjuvante apropiado puede ser de utilidad en el
desarrollo de una vacuna terapéutica (De Brito et
al.,2018).

En conclusién, estos resultados sugieren el
potencial inmunogénico de estos péptidos: p36L02,
p36L03 'y p36L04, los

considerados como base en el desarrollo de terapias

cuales pudieran ser
alternativas por asociarse con una alta produccion de
IFN-y por los linfocitos de los perros con LVC, que

podria contribuir con su recuperacion.
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