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RESUMEN

Titulo: Virulencia de aislados de Leishmania infantum procedentes del brote de leishmaniosis
humana en la Comunidad de Madrid: caracterizacidn y evaluacién en células de reservorios

mamiferos.

La leishmaniosis visceral zoonédtica (ZVL) producida por L.infantum, es una enfermedad
parasitaria que constituye un gran reto para la salud publica al afectar tanto a seres humanos
como a perros, siendo estos Ultimos el principal reservorio. Su transmision, fundamentalmente
vectorial, se lleva a cabo mediante insectos denominados flebotomos pertenecientes al género
Lutzomyia en América Central y del Sur y Phlebotomus en la Cuenca Mediterrdnea, Oriente
Medio y Asia. Se trata de una enfermedad que cursa con cuadros clinicos de gravedad variable
en los hospedadores, con manifestaciones tanto cutdneas como viscerales, que pueden incluso

llegar a producir la muerte de los pacientes si no se recibe el tratamiento adecuado.

En Espafia, la ZVL se presenta de forma endémica y afecta fundamentalmente a los canidos.
Tradicionalmente el nimero de casos en la poblacion humana ha sido siempre muy bajo y ha
estado ligado a situaciones de inmunosupresion. Sin embargo, en los Ultimos afios su incidencia
ha aumentado a consecuencia del brote de leishmaniosis acontecido en el suroeste de la
Comunidad de Madrid. Este es, hasta la fecha, el mayor brote de leishmaniosis humana
declarado en Europa y ha despertado el interés de la comunidad cientifica al presentar
importantes particularidades, entre las que se encuentra el elevado numero de pacientes
inmunocompetentes afectados. No obstante, al investigar los aislados responsables no se hallé
un nuevo genotipo emergente de L. infantum, sino que presentaron el mismo genotipo que la
cepa MHOM/ES/87/LOMBARDI, aislada en diferentes localizaciones de la Comunidad de Madrid
desde el afio 1992. Ademds, ante la ausencia de un incremento de la prevalencia de la
leishmaniosis canina, mediante estudios de xenodiagnéstico, se confirmd el papel ejercido por
las liebres y los conejos como reservorios alternativos, hallandose por primera vez en la Cuenca

Mediterrdnea un ciclo de transmision silvestre independiente de los cdnidos.

Las dimensiones ecoepidemioldgicas de este brote hicieron que en el grupo de investigacion
INMIVET, en colaboracidon con otros grupos, nos plantedsemos la posibilidad de que se hubiese
producido un cambio en el perfil de virulencia de los aislados parasitarios responsables que
pudiera explicar parte de lo acontecido. En ese contexto, centramos el objetivo general de la
presente tesis doctoral que consistia en la caracterizacion funcional de la virulencia y tropismo
diferencial de dos de estos aislados, inicialmente en un modelo murino experimental y

posteriormente en un modelo de infeccidn ex vivo en células de origen canino.

En primer lugar, basdndonos en los resultados obtenidos en estudios previos de interaccién
Leishmania-hospedador, llevamos a cabo un ensayo de infeccién in vivo en ratones BALB/c en

el que comparamos los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7, procedentes del brote, con



la cepa tradicional BCN150. Estudiamos la capacidad metastasica de los pardsitos y la respuesta
inmunitaria desencadenada en los animales infectados. Los resultados apuntaron a una mayor
virulencia de los aislados procedentes del brote, en términos de carga parasitaria en los érganos
diana (higado y bazo) y capacidad para modular en su beneficio la respuesta inmunitaria de los
hospedadores, originando un aumento de la actividad arginasa, de la respuesta humoral y un
predominio de citoquinas caracteristicas de un perfil antinflamatorio. Al comparar ambos
aislados procedentes del brote, BOS1FL1 presenté un fenotipo de mayor agresividad que el
aislado POL2FL7.

Posteriormente, estudiamos el comportamiento del aislado BOS1FL1 y la cepa BCN150 en su
interaccion con células de origen canino. Para ello, caracterizamos el desarrollo in vitro de los
pardsitos estudiando su cinética de crecimiento y metaciclogénesis, sin hallar importantes
diferencias entre ambos. Ademas, evaluamos su resistencia en condiciones de estrés oxidativo,
encontrando una menor susceptibilidad del aislado BOS1FL1 al efecto de las especies reactivas
de oxigeno (ROS). A continuacién, llevamos a cabo la infeccién de monocitos y macrdéfagos
derivados de sangre periférica de perro con promastigotes de ambos parasitos para estudiar su
capacidad infectiva y la respuesta defensiva de las células. Los resultados mostraron una menor
capacidad de infeccién del aislado BOS1FL1 en comparacion con la cepa BCN150 en las células
caninas, sin embargo, apenas se encontraron diferencias en la produccién de citoquinas o
compuestos con actividad leishmanicida como ROS. En funcidén de estos resultados, el aislado
BOS1FL1 mostrdé una menor virulencia que la cepa BCN150 en las células caninas, siendo aun
necesarios mas estudios para investigar en detalle los mecanismos implicados en este cambio

de comportamiento.

En este contexto, llevamos a cabo un andlisis del perfil transcripcional desarrollado tras la
infeccidn de la linea celular DH82 de macréfagos tumorales caninos con el aislado BOS1FL1y la
cepa BCN150 mediante secuenciacion masiva del RNA. Los resultados obtenidos mostraron que
la infeccion con L. infantum no inducia una importante modificacién en los patrones de
expresion génica celular o parasitaria. No obstante, si se observaron algunas diferencias en la
respuesta desencadenada por cada cepa o aislado parasitario como la diferente modulacién de
la via de sefializacién PI3K-Akt. Esta via se encuentra implicada en la supervivencia celular y, ante
una infeccién por Leishmania, puede influir en la produccién de citoquinas antinflamatorias y
compuestos leishmanicidas. Esto podria justificar, en parte, las diferencias observadas en la
capacidad infectiva de ambos parasitos en células caninas. En su conjunto, los resultados
derivados de esta tesis doctoral suponen el inicio en la caracterizacién de la virulencia de los
aislados de L. infantum responsables del brote de leishmaniosis humana de la Comunidad de
Madrid, sin embargo, es indispensable continuar investigando cual es el verdadero papel de la
adaptacion y coevolucion de distintos aislados de L. infantum en la interaccidn de este protozoo

con sus diferentes hospedadores.



SUMMARY

Zoonotic visceral leishmaniasis (ZVL) caused by L. infantum is a parasitic disease that constitutes
a major public health challenge as it affects both humans and dogs, the main reservoir. The
transmission is carried by insects called phlebotomine sandflies belonging to the genus
Lutzomyia in Central and South America and Phlebotomus in the Mediterranean Basin, the
Middle East and Asia. It is a disease that causes a wide spectrum of clinical presentations, with
both cutaneous and visceral manifestations, which can even lead to death if not adequately

treated.

In Spain, ZVL is endemic and mainly affects canids. Traditionally, the number of cases in the
human population has always been low and has been linked to immunosuppression states.
However, in the last years, its incidence has increased due to the leishmaniosis outbreak in the
southwest of the Community of Madrid. This is, to date, the largest outbreak of human
leishmaniosis reported in Europe and has attracted the interest of the scientific community as it
has important particularities, including the high number of immunocompetent patients
affected. Nevertheless, when investigating the responsible isolates, no new emerging genotype
of L. infantum was found, presenting the same genotype as the MHOM/ES/87/LOMBARDI strain,
which has been found in different locations in the Community of Madrid since 1992. Moreover,
in the absence of an increase in the prevalence of canine leishmaniasis, xenodiagnostic studies
confirmed the role of hares and rabbits as alternative reservoirs, finding a novel wild

transmission cycle in the Mediterranean basin independent of canids.

The ecoepidemiological features of this outbreak led the INMIVET research group, in
collaboration with other groups, to consider the possibility of a change in the virulence profile
of the parasite isolates from the outbreak, that could explain part of its different behaviour. In
this context, we focused the general objective of this doctoral thesis on the functional
characterisation of the virulence and differential tropism of two of these isolates, initially in an

experimental murine model and subsequently in an ex vivo infection model with canine cells.

First, based on the results obtained in previous Leishmania-host interaction studies, we
performed an in vivo infection assay in BALB/c mice in which we compared L. infantum isolates
BOS1FL1 and POL2FL7 from the outbreak with the traditional BCN150 strain. We studied the
metastatic capacity of the parasites and the immune response triggered in infected animals. The
results showed a higher virulence of the isolates from the outbreak than BCN150, in terms of
parasite load in the target organs (liver and spleen) and the ability to modulate the host immune
response to their benefit, causing an increase in arginase activity, humoral response and a
prevalence of cytokines characteristic of an anti-inflammatory profile. When comparing the two

isolates from the outbreak, BOS1FL1 showed a more aggressive phenotype than POL2FL7.



Subsequently, we studied the behaviour of BOS1FL1 and BCN150 in their interaction with canine
cells. We characterised the in vitro development of the parasites by studying their growth
kinetics and metacyclogenesis. No significant differences were found between them. In addition,
we evaluated their resistance under oxidative stress conditions, finding a lower susceptibility of
BOS1FL1 to the effect of reactive oxygen species (ROS). Then, we carried out the infection of
dog peripheral blood-derived monocytes and macrophages with promastigotes of both
parasites to study their infective capacity and the defensive response of the cells. The results
showed a lower infectivity of BOS1FL1 compared to BCN150 in canine cells, however, few
differences were found in the production of cytokines or compounds with leishmanicidal activity
such as ROS. Based on these results, BOS1FL1 showed lower virulence than BCN150 in canine
cells, although further studies are still needed to investigate in detail the mechanisms involved

in its behavioural change.

In this context, we analysed the transcriptional profile developed after infection of the canine
tumour macrophage cell line DH82 with BOS1FL1 and BCN150 by RNA sequencing. The results
showed that infection with L. infantum did not induce a significant change in cellular or parasitic
gene expression patterns. However, some differences were observed in the response triggered
by each parasite strain or isolate, such as the different modulation of the PI3K-Akt signalling
pathway, which is involved in cell survival and response to Leishmania by affecting the
production of anti-inflammatory cytokines and leishmanicidal compounds. This could partially
explain the differences observed in both parasites when infecting canine cells. Taken together,
the results obtained in this doctoral thesis represent the beginning of the virulence
characterisation of the L. infantum isolates responsible for the human leishmaniasis outbreak in
the Community of Madrid. However, it is essential to continue investigating the true role of
adaptation and co-evolution of different L. infantum isolates in terms of the interaction of this

protozoan with its different hosts.
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1. Aspectos generales de la leishmaniosis
1.1. Descripcion bioldgica y morfoldgica

Leishmania spp. es un protozoo englobado en el subreino protozoa (Akhoundi et al., 2016) y el
orden kinetoplastida (Honigberg, 1963), cuyos miembros se caracterizan por presentar en todas
sus formas una estructura circular de 4acido desoxirribonucléico (DNA) mitocondrial,
denominada kinetoplasto (Filardy et al., 2018). Dentro de este orden se encuentra la familia
Tripanosomatidae (Doflein, 1901), compuesta por protozoos patdgenos que, a su vez, se dividen
en dos categorias: los tripanosomatidos monoxenos, que desarrollan su ciclo biolégico completo
en un Unico hospedador y cuyo interés cientifico esta creciendo en los ultimos afios (Yurchenko
et al., 2014), y los tripanosomatidos heteroxenos que, por el contrario, requieren de al menos
dos hospedadores distintos. Estos Ultimos estdn representados por dos géneros diferenciados,
Trypanosoma y Leishmania (Wheeler et al., 2013), ambos de gran relevancia sanitaria al ser
responsables de enfermedades que presentan una alta incidencia en el ser humano (Barrett and
Croft, 2012).

Estos parasitos tienen en su ciclo bioldgico distintas fases morfolégicamente bien diferenciadas.
Leishmania, en concreto, es un parasito dimodrfico con una fase infectiva extracelular

denominada promastigote y una fase intracelular denominada amastigote (Kaufer et al., 2017).

La estructura celular de los tripanosomatidos comparte importantes caracteristicas con el resto
de células eucariotas, pero también posee rasgos distintivos como por ejemplo la presencia de
organulos especificos. Estas estructuras les permiten realizar funciones esenciales, resultando
su estudio muy interesante para la busqueda de dianas terapéuticas (Rodrigues et al., 2014).
Entre las caracteristicas morfoldgicas diferenciales mas importantes de los tripanosomatidos se

encuentran (Figura 1):

La membrana plasmatica, formada por un conjunto de proteinas y lipidos anclados a grupos
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (McConville and Ferguson, 1993). Su composicidn especifica varia
en funcién del género, de modo que en Leishmania spp. la proporcion de glicofosfolipidos es
mayor que en otros tripanosomatidos, siendo el mas abundante de los mismos el
lipofosfoglicano (LPG) (McConville and Ferguson, 1993; ligoutz and McConville, 2001). Este,
junto con otros componentes de la membrana cémo el proteofosfoglicano (PPG) o la
glicoproteina de superficie GP63, actian como importantes factores de virulencia para el
parasito (Forestier et al., 2014). La membrana plasmatica recubre a los protozoos delimitando
el cuerpo celular y el flagelo, invaginandose alrededor de este Ultimo para crear el bolsillo

flagelar (Rodrigues et al., 2014), lugar donde se llevan a cabo procesos de trafico vesicular


https://www.ecured.cu/index.php?title=Honigberg&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/1963
https://www.ecured.cu/index.php?title=Doflein&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/1901

(endocitosis y exocitosis), determinantes de la patogenicidad (Gadelha et al., 2009; Sunter et al.,
2019).

El flagelo, una estructura formada por microttubulos que se organizan dando lugar a un axonema
cuya longitud y disposicion varia en funcién del género y el estadio parasitario (Wheeler et al.,
2015). De esta manera los tripanosomatidos se pueden dividir en dos clases morfoldgicas:
“yuxtaforme”, que son aquellos que presentan el flagelo adherido lateralmente al cuerpo celular
y estan representados por el género Trypanosoma; y “liberoforme” que son los que presentan
un flagelo libre que no se adhiere al cuerpo celular, salvo en su base, y estdn representados por
el género Leishmania (Kaufer et al., 2017). En la forma intracelular de amastigote, el flagelo
presenta una longitud muy reducida, pero sin llegar a desaparecer. En la forma libre extracelular
de promastigote, el flagelo desempefia funciones fundamentales para su mantenimiento tanto
en el hospedador vertebrado como invertebrado, relacionadas con la motilidad, la adhesiény la

capacidad sensorial (Sunter and Gull, 2017).
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Figura 1. Representacion esquematica de las caracteristicas morfologicas mas importantes de
Leishmania spp. Figura creada con BioRender.

El kinetoplasto, localizado en el extremo basal de la mitocondria, que en el caso de los
tripanosomatidos es Unica y se encuentra distribuida a lo largo de todo el cuerpo celular
(Menna-Barreto and de Castro, 2014). Este, aparece como una masa de DNA mitocondrial
extranuclear “kDNA” organizado en estructuras circulares denominadas maxicirculos y

minicirculos; y constituye cerca del 25% del total del material genético parasitario (Kaufer et al.,
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2019). En los maxicirculos se codifican diferentes genes relacionados con el metabolismo
energético y la respuesta oxidativa, mientras que los minicirculos contienen el material genético
no codificante que actla como guia para la transcripcién de los maxicirculos (Menna-Barreto
and de Castro, 2014).

Los glicosomas, organulos citoplasmaticos caracteristicos de los tripanosomatidos relacionados

con el metabolismo energético (Bakker et al., 2000).
1.2. Distribucidn, vectores y hospedadores

La organizaciéon mundial de la salud (WHO) define las Enfermedades Tropicales Desatendidas
(NTD) como un grupo de enfermedades transmisibles que prevalecen en las regiones tropicales
y subtropicales afectando a mds de mil millones de personas cada afo. Se denominan
desatendidas u olvidadas porque no han recibido la atencidén necesaria al afectar, de manera
general, a paises en vias de desarrollo y poblaciones que viven en condiciones de pobreza, sin
un adecuado acceso a los sistemas sanitarios (WHO). Dentro de este grupo, la leishmaniosis ha
adquirido una especial relevancia al experimentar un importante incremento en su incidencia.
Su distribucién geografica mundial, presente en los cinco continentes, y su notable expansion
en los Ultimos afios hasta hacerse endémica en 98 paises con 350 millones de personas viviendo

en dreas de riesgo, son claros ejemplos de ello (Alvar et al., 2012; Akhoundi et al., 2016).

Del total de 53 especies reconocidas dentro del género Leishmania, 29 se encuentran
distribuidas en el Viejo Mundo (Europa meridional, Africa, Oriente Medio, Asia central y el
Subcontinente Indio), 20 en el Nuevo Mundo (América central y del Sur), 3 estan presentes en
ambos y solamente una se encuentra en Australia. Ademads, de entre todas ellas, 31 resultan
patégenas para los mamiferos y 20 son responsables de las diferentes formas clinicas de la

enfermedad en los humanos (Akhoundi et al., 2016).

Leishmania infantum es una de las especies de mayor relevancia, ya que, no sélo se encuentra
presente tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo, sino que ademas es el agente causal de la
leishmaniosis visceral zoondtica (ZVL) (Quinnell and Courtenay, 2009). Afecta
fundamentalmente a seres humanos y perros, siendo éstos el reservorio mas importante de la
enfermedad. Los cuadros clinicos desencadenados en los seres humanos varian desde la
leishmaniosis cutanea (CL) hasta cuadros mucho mas graves de leishmaniosis visceral (VL)
(Leveque et al., 2020).

La amplia distribucién de la leishmaniosis esta directamente relacionada con su transmision
vectorial, que depende de la alimentacidon de hembras hematéfagas de insectos denominados
flebotomos. Taxondmicamente estos vectores estan clasificados en el orden Diptera, suborden
Nematocera, familia Psychodidae y subfamilia Phlebotominae (Akhoundi et al., 2016). Ademas,
dentro de esta familia, se encuentran distintos géneros que se distribuyen geograficamente, de
modo que el género Phlebotomus es el principal responsable de la transmisiéon de la
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leishmaniosis en el Viejo Mundo y el género Lutzomyia en el Nuevo Mundo (Pace, 2014). El
género Sergentomyia ha cobrado relevancia en los Ultimos afios al encontrarse evidencias de su
relacidon con Leishmania spp., si bien su posible papel como vector aun tiene que ser evaluado
en profundidad (Maia and Depaquit, 2016).

En concordancia con las dreas de presentaciéon de la leishmaniosis, estos dipteros se encuentran
mayoritariamente distribuidos en las regiones mas calidas de Europa, Asia, Africa y América
Central y del Sur (Killick-Kendrick, 1999). Sin embargo, impulsados por el cambio climatico y el
calentamiento global, estdan en continua expansiéon pudiendo llegar a encontrarse, en la
actualidad, en paises del centro de Europa como Alemania o Bélgica e, incluso, en regiones del
suroeste de Canada. Unicamente estan ausentes en Nueva Zelanda y las islas del Pacifico (Killick-
Kendrick, 1999; Aspock et al., 2008).

El ciclo completo de desarrollo de los flebotomos requiere de 35 - 69 dias y atraviesa cuatro
fases: huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras deben ingerir al menos una vez sangre para
llevar a cabo la oviposicidn, que realizan en habitats humedos y cdlidos con un alto contenido
organico, lo que proporciona a las formas inmaduras refugio y nutricion. Las formas adultas son
muy pequeiias (en torno a 3,5 mm de longitud) y sus periodos de actividad se concentran en las
primeras y ultimas horas del dia. Presentan una marcada estacionalidad, condicionada
principalmente por la temperatura y humedad ambientales, en los meses mas célidos (Maroli et
al., 2013). Existen estudios que demuestran que los flebotomos no sélo actian como vectores
en la transmisién de la leishmaniosis, sino que modulan y condicionan la interaccién del pardsito
con los hospedadores vertebrados. La saliva de estos insectos contiene componentes
anticoagulantes, antiplaquetarios, vasodilatadores y moléculas inmunomoduladoras que
influyen directamente sobre la respuesta inmunitaria desarrollada en el hospedador y el

establecimiento de la infeccidén (Andrade et al., 2007).

Existen otras vias de transmisidn, independientes de la via vectorial, como la transmisién
venérea y la transmision vertical transplacentaria (Boggiatto et al., 2011; Boechat et al., 2020),
pero son mucho mas infrecuentes y su conocimiento, especialmente en la especie humana, estd

mucho mas limitado.

Los pardsitos del género Leishmania necesitan al menos dos elementos para el mantenimiento
de su ciclo bioldgico: vectores y hospedadores. Existe un gran abanico de especies vertebradas
(carnivoros, marsupiales, lagomorfos, roedores, primates y murciélagos) que pueden ser
infectadas y actuar como hospedadores mamiferos (Maia, 2018; Azami-Conesa et al., 2020), sin
embargo, no todas ellas pueden ser consideradas reservorio de la enfermedad. La figura del
reservorio se define como aquella especie que resulta fundamental para garantizar la
supervivencia de este protozoo a largo plazo y su transmision a nuevos vectores y hospedadores
(Ashford, 1996).



A menudo diferentes hospedadores toman partido en el ciclo de transmisidon de una misma
especie de Leishmania, pudiendo clasificarse en: reservorios primarios, principales responsables
del manteniendo del parasito; reservorios secundarios, capaces de mantener la circulacién del
mismo al transmitirlo a otros hospedadores y vectores, requiriendo para ello del reservorio
primario; y hospedadores accidentales, que pueden resultar infectados sin desempefiar ninguna

funcién clave en el ciclo de transmisién (Quinnell and Courtenay, 2009; Maia, 2018).

Basandonos en el reservorio principal, las distintas especies del género Leishmania se pueden
dividir en dos categorias epidemioldgicas: antropondticas, que desarrollan su ciclo utilizando al
ser humano como Unico reservorio y son las que tienen una menor representacion; y zoondticas,
las que tienen como reservorio principal a los mamiferos domésticos y salvajes, pero también

infectan al ser humano (Tabla 1) (Gramiccia and Gradoni, 2005).

Tabla 1. Principales especies de Leishmania causantes de enfermedad en seres humanos

Subgénero Especie Ciclo de transmision  Distribucion  Forma clinica
L. amazonensis Zoondtico NW CL
L. mexicana Zoonodtico NW CL
L. pifanoi Zoonodtico NW CL
L. aethiopica Zoondtico ow CL
Leishmania
L. major Zoondtico ow CL
L. tropica Antropondtico ow CL
L. donovani Antropondtico ow VL
L. infantum Zoondtico NW, OW VL, CL
L. braziliensis Zoondtico NW CL, MCL
L. panamensis Zoonodtico NW CL, MCL
Viannia
L. guyanensis Zoonético NW CL
L. peruviana Zoonético NW CL

L. infantum (también conocida como L. chagasi) es una especie zoondtica cuya transmision
vectorial depende de Lutzomyia longipalpis en América central y del Sur; mientras que es
vectorizada por distintas especies del género Phlebotomus en la Cuenca Mediterranea, Oriente
Medio y Asia (Maroli et al., 2013), constituyendo un gran reto al que se enfrenta la salud publica.
Los canidos domésticos han sido tradicionalmente el reservorio mas importante de esta especie
parasitaria, convirtiéndola en el principal agente causal de leishmaniosis canina (CanL) (Moreno
and Alvar, 2002). No obstante, L. infantum es capaz de infectar a otras especies de mamiferos,
como los lepdridos (liebres y conejos), que han demostrado su capacidad para ejercer como
reservorios secundarios, desempefiando un papel muy importante tanto en la aparicién de

nuevos brotes como en la expansién de la enfermedad (Molina et al., 2012; Jimenez et al., 2014).
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Por otro lado, en el contexto epidemiolégico y de control, existen otras especies como los gatos
gue adquieren especial relevancia al encontrarse en contacto estrecho con el hombre y los

canidos, aunque se desconoce su papel exacto (Maia and Campino, 2011).
1.3. Taxonomia, ciclo bioldgico y fases del desarrollo de Leishmania

A lo largo de la historia se ha intentado clasificar taxonémicamente el género Leishmania en
diferentes subgéneros y especies atendiendo a distintos criterios. Uno de lo mas acertados
resultd ser el de Laison et al. en 1979, basado en la localizacion del desarrollo parasitario dentro
del tubo digestivo del insecto vector. Se diferenciaron tres porciones del tubo digestivo: la region
hipopildrica (detras del piloro), que dio lugar al subgénero L. (Sauroleishmania), la regién
peripilérica y la regién suprapildrica. Unos aflos mas tarde, en 1987, Laison y Shaw asignaron el
subgénero L. (Viannia) a los protozoos desarrollados en las zonas adyacentes al piloro vy el
subgénero L. (Leishmania) a los que se desarrollaban con anterioridad al mismo (Lainson et al.,
1979; Akhoundi et al., 2016; Kaufer et al., 2017). Sin embargo, con el estudio de nuevos
pardmetros como la distribucién geografica o diferentes aspectos intrinsecos del parasito,
bioquimicos, inmunoldgicos y moleculares, esta clasificacion se ha ido revisando y adaptando
para dar lugar a una nueva (Akhoundi et al., 2016). En la actualidad se distinguen dos lineas
filogenéticas bien diferenciadas: Euleishmania, formada por los subgéneros L. (Leishmania), L.
(Sauroleishmania), L. (Viannia) y el complejo L. enrietti; y Paraleishmania que esta formada por
el subgénero L. (Endotrypanum), si bien su naturaleza resulta mucho mds controvertida
(Cupolillo et al., 2000).

El ciclo biolégico de Leishmania se divide en tres etapas relacionadas con cambios en su

morfologia: amastigogénesis, promastigogénesis y metaciclogéneis (Figura 2).

La amastigogénesis comienza cuando, durante la ingesta de sangre, la hembra infectada del
flebotomo regurgita la fase infectiva del parasito, promastigotes metaciclicos, en el hematoma
dérmico del hospedador (Figura 2, punto 1), desencadenando asi una respuesta inflamatoria
local (Cojean et al., 2020). Entre las células inmunitarias del sistema fagocitario, los neutréfilos
y macrofagos son los primeros en entrar en contacto con Leishmania a través de diferentes
receptores de superficie, como los receptores tipo Toll (TLR) o del complemento (CR1y CR3), y
llevan a cabo su fagocitosis (Figura 2, punto 2) (Conceicao-Silva and Morgado, 2019). Una vez
en el interior del fagosoma los promastigotes se diferencian en amastigotes (Figura 2, punto 3),
que son las formas parasitarias intracelulares y tienen un tamafio aproximado de 2-4 um. Estos
permanecen en el interior de la vacuola parasitéfora (PV), en un proceso mediado por el
aumento de la temperatura, el descenso del pH y la ausencia de nutrientes (De Pablos et al.,
2016). En funcién de la especie de Leishmania, los amastigotes pueden residir en una gran
vacuola comunal o, como en el caso de L. infantum, en vacuolas individualizadas que les

proporcionan el ambiente adecuado para su desarrollo y multiplicacién (Figura 2, punto 4)



(Young and Kima, 2019). Para ello, los amastigotes cuentan con mecanismos de evasion de la

respuesta inmunitaria del hospedador (Podinovskaia and Descoteaux, 2015; Alves et al., 2018).

Cuando se alcanza una alta carga de amastigotes en el interior de la célula fagocitica, esta se lisa
y son liberados al torrente sanguineo (Figura 2, punto 5). En caso de permanecer en la dermis
infectando células préximas, se desencadenan cuadros clinicos locales caracteristicos de la CL.
Por el contrario, si se produce una diseminacion sistémica de los amastigotes, estos
metastatizan a drganos diana (bazo, higado, médula ésea y nddulos linfaticos), desencadenando
cuadros de VL de gravedad variable que pueden causar la muerte del hospedador (Kima, 2007;
Steverding, 2017).

El ciclo bioldgico parasitario continua cuando un nuevo flebotomo ingiere sangre infectada al
alimentarse del hospedador (Figura 2, punto 6), comenzando asi la etapa de promastigogénesis
que tiene una duracién de 24 - 48h (De Pablos et al., 2016). En ella, los amastigotes se convierten
en promastigotes prociclicos (Bates, 1994), capaces de escapar de la matriz peritrofica, una
envoltura de cardcter glicoproteico que forma el sistema inmunitario del vector a modo de
barrera protectora para las células epiteliales del intestino medio abdominal (Figura 2, punto 7)
(Shao et al., 2001). Los promastigotes prociclicos se caracterizan por adoptar una morfologia
elipsoidal con un flagelo y cuerpo celular reducidos, con un tamano de entre 6 y 8 um, y se
multiplican de forma activa, aumentando la carga parasitaria en el insecto vector (Bates and
Rogers, 2004).

Estomodeo
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Figura 2. Ciclo biolégico de Leishmania spp. Figura creada con BioRender.
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La metaciclogénesis constituye la ultima etapa del ciclo de desarrollo bioldgico del parasito (De
Pablos et al., 2016), durante la cual los promastigotes prociclicos adquieren diferentes
morfologias intermedias, con funciones especificas, hasta alcanzar la forma definitiva e infectiva

de promastigotes metaciclicos (Bates, 1994).

La primera diferenciacidén se lleva a cabo entre 2 y 3 dias después de la alimentacion del vector
y da lugar a la forma de promastigotes nectomonas (Bates and Rogers, 2004). El cuerpo y el
flagelo de los promastigotes prociclicos incrementan su longitud hasta alcanzar un tamafio de
entre 12 y 20 um, dotando a estas nuevas formas de una gran capacidad mévil que favorece su
migracion hacia las zonas anteriores del tubo digestivo (Figura 2, punto 8). Una vez en la region
tordcica, estas formas se adhieren con su flagelo entre las microvellosidades intestinales (Killick-
Kendrick et al., 1974). Esta diferenciacion se produce en respuesta a la disminucidn de los niveles
de nutrientes, pH y dxido nitrico. Cuando se reproduce el desarrollo de Leishmania in vitro, esta

etapa del ciclo coincide con la fase exponencial tardia de cultivo (Bates and Rogers, 2004).

A partir de los promastigotes nectomonas se diferencian los promastigotes leptomonas que, al
igual que los prociclicos, son una fase multiplicativa (Figura 2, punto 9). Presentan un tamano
ligeramente inferior, en torno a 7 um, y se localizan en el lumen intestinal. Su principal funcién
es la de producir una sustancia rica en proteofosfoglicanos, denominada gel secretado por
promastigotes (PSG), que favorece la transmision y el desarrollo de las fases infectivas (Rogers
etal., 2002).

Los promastigotes haptomonas son una forma intermedia caracterizada por presentar
prolongaciones con las cuales se adhieren a la superficie de la valvula estomodeal del vector
(Figura 2, punto 10). Su origen, posiblemente a partir de los promastigotes nectomonas, genera
controversia, pero su funcidn parece estar relacionada con favorecer la transmision al

hospedador vertebrado (Bates and Rogers, 2004).

Por ultimo, los promastigotes leptomonas sufren una modificacién en la composicion de las
moléculas de LPG que recubren su superficie, lo que disminuye su adhesién al epitelio intestinal,
qguedando libres en la parte anterior del tubo digestivo y dando lugar a los promastigotes
metaciclicos (Sacks et al., 1994; Coelho-Finamore et al., 2011). Estos se caracterizan por
presentar una morfologia alargada (5—-8 um), con un flagelo que duplica la longitud del cuerpo
celular, adaptada para su motilidad, y constituyen la fase infectiva para los hospedadores
vertebrados (Figura 2, punto 11). Cuando se reproduce su desarrollo in vitro su diferenciacién

coincide con la fase estacionaria de cultivo (Bates and Rogers, 2004).

El ciclo se completa cuando el flebotomo se alimenta de un nuevo hospedador mamifero sano

al que infecta con promastigotes metaciclicos.



1.4. Sintomatologia y cuadros clinicos

1.4.1. Leishmaniosis humana

Los diferentes cuadros clinicos y formas de presentacién de la leishmaniosis dependen en gran
medida de las especies implicadas en el binomio protozoo/vector. Sin embargo, como ocurre en
el caso de L. infantum, en ocasiones un mismo binomio puede dar lugar a distintos cuadros
clinicos en funcién de cémo se desarrolle la respuesta inmunitaria en el hospedador (Lauthier,
2018).

Leishmaniosis cutanea (CL)

La CL es la forma de presentacion mas habitual, con una incidencia de entre 700.000 y 1,2
millones de casos anuales en todo el mundo (Alvar et al., 2012). Es producida por un amplio
abanico de especies, entre las que se encuentran L. major y L. tropica en el Viejo Mundo y L.
amazonensis, L. braziliensis y L. mexicana en América central y del Sur (McGwire and Satoskar,
2014). L. infantum, a pesar de ser una especie fundamentalmente viscerotrdpica, también

puede dar lugar a este tipo de presentacion (Tabla 1) (Barkati et al., 2019).

Las manifestaciones cutdneas suelen ser de tipo leve y se caracterizan por la aparicién de
lesiones papulares o nodulares, generalmente asociadas al punto de inoculacién del parasito en
la dermis del hospedador, que pueden evolucionar hasta lesiones ulcerativas (Dos Santos Meira
and Gedamu, 2019). La progresion de la enfermedad esta estrechamente relacionada con el tipo
de respuesta inmunitaria desencadenada en el hospedador. Cuando se desencadena una
respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) de tipo celular, caracterizada por la produccién
de interferén (IFN)-y, se favorece el control de la infeccidon (Scott and Novais, 2016). Los
hospedadores capaces de desarrollar esta respuesta presentan cuadros de CL localizados con un
escaso numero de lesiones que pueden llegar a resolverse sin necesidad de tratamiento (Scorza
et al., 2017). Por el contrario, cuando la respuesta inmunitaria del hospedador no es eficaz,
puede incluso aparecer un cuadro mucho mas grave de leishmaniosis cutanea difusa (DCL),
caracterizada por la diseminacidn de las lesiones que ocupan toda la superficie corporal con una

intensa proliferacion de los parasitos (Dos Santos Meira and Gedamu, 2019).

Leishmaniosis mucocutanea (MCL)

La MCL es una forma de leishmaniosis menos frecuente, que concentra su mayor incidencia en
Ameérica del Sur, concretamente en Brasil, Bolivia y Perd, y es producida fundamentalmente por
L. braziliensis (Desjeux, 2004; Dos Santos Meira and Gedamu, 2019). Se desencadena como
consecuencia de una CL en la que los pardsitos persisten en las cicatrices de las lesiones,
desencadenando una respuesta inmunitaria exagerada que, en lugar de resultar positiva para el
control de la infeccion, da lugar a una intensa inflamacion y a la destruccidon de los tejidos (Dos

Santos Meira and Gedamu, 2019). Esto lleva a la aparicion de lesiones que metastatizan, por via



hematdgena o linfatica, hasta las superficies mucosas del tracto respiratorio y digestivo

superiores, desfigurando el rostro de los pacientes afectados (Scorza et al., 2017).

Leishmaniosis cutanea recidivante (RCL)

Este cuadro clinico es consecuencia de la elevada capacidad que tiene Leishmania para
sobrevivir en el organismo del hospedador infectado de forma silente a pesar de que este haya
logrado la curacién sintomatolédgica (Marovich et al., 2001). Se presenta en pacientes que han
sufrido un cuadro de CL con anterioridad y se caracteriza por la aparicién de nuevas lesiones, en
las mismas localizaciones o adyacentes a las cicatrices del cuadro primario, que son indoloras y
no ulcerativas. Puede presentarse en intervalos de tiempo muy amplios con respecto al cuadro
primario y su tratamiento, al igual que en la MCL, resulta muy complejo (McGwire and Satoskar,
2014; Scorza et al., 2017).

Leishmaniosis visceral (VL)

La VL, también conocida como “Kala-azar”, es la forma mds grave de leishmaniosis. Ocupando
el segundo lugar en mortalidad y cuarto en morbilidad entre las enfermedades tropicales, es
responsable de entre 20.000 y 40.000 muertes anuales (McCall et al., 2013). En el Viejo Mundo
existen fundamentalmente dos especies implicadas: L. donovani, en las regiones de India,
Pakistan, Chinay Africa, y L. infantum en la Cuenca Mediterranea (Tabla 1). En el Nuevo Mundo
Unicamente ésta Ultima es responsable de su incidencia (McGwire and Satoskar, 2014). Se
desencadena cuando la respuesta inmunitaria del hospedador no logra impedir la diseminacion
de los amastigotes libres o las células infectadas, que alcanzan érganos diana como el higado o
el bazo (Zijlstra, 2016). Cursa con un cuadro clinico muy amplio que puede incluir desde pérdida
de peso; distension y dolor abdominal, como consecuencia del aumento del tamafio del higado
y el bazo; y fiebre, entre los signos mds habituales, hasta manifestaciones neuroldgicas y

autoinmunes (Zijlstra, 2016).

En la Cuenca Mediterrdanea la incidencia de la VL ha sido siempre baja y ha estado
tradicionalmente ligada a situaciones de inmunosupresion, encontrdndose una mayor
susceptibilidad en mujeres embarazadas, nifios y pacientes con enfermedades concomitantes
como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (AIDS) (McGwire and Satoskar, 2014). Sin
embargo, esta situacién esta cambiando y prueba de ello es el brote de leishmaniosis acontecido
en la Comunidad de Madrid que no solo incluye casos de CL sino también de VL, implicando un

alto nimero de pacientes (Horrillo et al., 2019).

Leishmaniosis dérmica Post-Kala-Azar (PKDL)

La PKDL es una forma de enfermedad que se presenta de manera secundaria a un cuadro de VL
en pacientes infectados por L. donovani. La mayor parte de los casos se concentran en el sur de
Asiay en Africa y se caracteriza por la presencia de lesiones dérmicas maculares o papulares. Se

puede desencadenar en los hospedadores una vez la VL ha remitido por completo o cuando aun



se esta recibiendo el tratamiento, y en escasas ocasiones se presenta en pacientes que no han
sido nunca diagnosticados de VL. No implica un riesgo para la vida del hospedador, pero si tiene
un gran interés epidemioldgico, debido al potencial papel de reservorio que ejercen los
pacientes como consecuencia de la gran carga parasitaria presente en sus lesiones

(Mukhopadhyay et al., 2014; Zijlstra, 2016).
1.4.2. Leishmaniosis canina (Canl)

Tanto la ZVL como la CanlL comparten un mismo agente causal, L. infantum. Los cdnidos actian
como principal reservorio, manteniendo la transmisidn de la enfermedad entre ellos mismos y
la especie humana, convirtiéndola en una zoonosis de gran relevancia sanitaria (Gramiccia and
Gradoni, 2005). La CanL es endémica en 50 paises distribuidos en el Nuevo y Viejo Mundo y su
incidencia varia entre las distintas regiones, siendo especialmente elevada en la Cuenca

Mediterranea y Brasil (Campino, 2018).

Al igual que en la especie humana, el establecimiento de la enfermedad en los cdnidos estd muy
relacionado con distintos factores genéticos del hospedador, el vector y el aislado parasitario,
asi como otros aspectos relacionados con la edad, el sexo, la raza y la naturaleza de la respuesta

inmunitaria desarrollada en el animal (Alvar et al., 2004; Maia and Campino, 2018).

Los signos clinicos de la CanL no se agrupan en cuadros bien diferenciados, como en el caso de
la leishmaniosis humana, sino que originan cuadros mixtos en los que la afectacién puede ser
local y sistémica al mismo tiempo (Solano-Gallego et al., 2011). Entre los signos clinicos mas
habituales se encuentran: linfadenopatia generalizada, pérdida de peso progresiva, atrofia
muscular, hepatoesplenomegalia, poliuria, polidipsia, epistaxis, cojera, vomitos y diarrea
(Solano-Gallego et al., 2009). A nivel cutaneo los animales presentan cuadros de dermatitis no
pruriginosa, que pueden ser localizados o generalizados, acompanados a menudo de
hiperqueratosis nasal y onicogrifosis (Ribeiro et al., 2018). Los cuadros mas severos implican la
afectacién sistémica de dérganos vitales entre los que el mas afectado es el rifién, siendo la
insuficiencia renal la principal causa de muerte en los canidos infectados (Campino, 2018). No
obstante, existen otras manifestaciones clinicas menos habituales como las alteraciones
oftalmolégicas o neuroldgicas (Maia et al., 2015). Ademas, existe un elevado porcentaje de
animales que desarrollan cuadros asintomaticos que pueden resolverse o dar lugar a la aparicidn
de sintomatologia cuando se produce un desequilibro en su sistema inmunitario (Campino,
2018).

1.5. Diagndstico, tratamiento y control

1.5.1. Diagnéstico

La gran variedad de cuadros clinicos de la leishmaniosis humana y canina, que a menudo

comparten sintomatologia o se presentan de forma simultdnea a otras enfermedades, y la



presencia de portadores asintomaticos dificultan mucho su diagndstico e influyen directamente

en su control (Thakur et al., 2020).

Para lograr un diagnéstico fiable y temprano se debe emplear un enfoque transversal que tenga
en cuenta los aspectos clinicos y epidemioldgicos y que se apoye en diferentes técnicas

laboratoriales parasitoldgicas, moleculares y/o seroldgicas (Gramiccia, 2018).

El diagndstico parasitoldgico consiste en la observacién directa de las formas parasitarias en los
individuos infectados mediante microscopia. Permite tanto la deteccién de los amastigotes
intracelulares, a partir de biopsias de los 6rganos diana en el caso de la VL o de lesiones cutdneas
en el caso de a CL y MCL; como la deteccidn de los promastigotes flagelados tras su adecuado
cultivo. Este tipo de diagndstico tiene una gran especificidad, pero requiere de tiempo y latoma
de muestras puede ser muy invasiva (Elmahallawy et al., 2014). En este sentido, se han
desarrollado algunos kits de deteccién de antigenos de Leishmania en orina que facilitan y

reducen el tiempo de diagndstico, pero cuya sensibilidad es muy variable (Vogt et al., 2018).

El diagndstico molecular basado en técnicas de amplificacion del material genético de
Leishmania, como la reaccidon en cadena de la polimerasa convencional (PCR) o cuantitativa
(gPCR), se ha impuesto en los ultimos afios como método de eleccidon por su elevada
especificidad y sensibilidad (Gramiccia, 2018). Utilizando el kDNA presente en los maxicirculos y
minicirculos y el DNA ribosomal, las técnicas moleculares permiten incluso la identificacién del
agente causal a nivel de especie y cepa (Cruz et al., 2002; Buitrago et al., 2011). Sin embargo,
tiene un elevado coste y resulta de dificil aplicacion en las regiones mas desfavorecidas
(ElImahallawy et al., 2014).

El diagndstico seroldgico es de tipo indirecto y se basa en la inmunodeteccién de anticuerpos
especificos frente al parasito mediante ensayos de inmunoabsorcién ligada a encimas (ELISA),
inmunofluorescencia indirecta (IFAT), Western Blot (WB), test de aglutinacién directa (DAT) o
inmunocromatografia (ICT). Tiene una mayor utilidad en los cuadros de VL que presentan una
mayor respuesta inmunitaria humoral (Thakur et al., 2020). Este tipo de diagnéstico resulta
rapido y econdmico, pero tiene importantes limitaciones. La imposibilidad de distinguir entre
individuos que han tenido contacto con el parasito en el pasado y los que tienen una infeccién
activa, o la presencia de anticuerpos en pacientes clinicamente sanos en las zonas endémicas,
hacen que sean técnicas que deben ser complementadas con el analisis clinico (Elmahallawy et
al., 2014).

Por ultimo, existe una técnica de diagndstico basada en la evaluacién de la respuesta inmunitaria
de DTH desarrollada ante una infeccién por Leishmania conocida como Reaccién de
Montenegro. Sin embargo, es una técnica que da lugar a resultados variables en funcidn de la

cepa parasitaria y su estandarizacion resulta muy compleja (Gramiccia, 2018).



En ausencia de un método diagndstico de eleccidn, en la actualidad, se estan haciendo avances
incorporando herramientas novedosas como la citometria de flujo o los estudios proteémicos a
las técnicas disponibles (De Brito et al., 2020). No obstante, el uso de distintas técnicas
combinado con el analisis de la situacion clinico-epidemioldgica de cada caso sigue siendo

necesario.

Los métodos diagnodsticos de la Canl no difieren en gran medida de los empleados en la especie
humana y se basan en criterios epidemioldgicos y clinicos que se combinan con las técnicas
laboratoriales anteriormente descritas (Alvar et al., 2004). Detectar de manera temprana los
casos de enfermedad en los canidos permite la implementacidn de tratamientos especificos que
reducen la carga parasitaria en los animales infectados y mejoran el prondstico y la calidad de

vida de los mismos.

1.5.2. Tratamiento

Existe un amplio repertorio de herramientas terapéuticas para las distintas formas de
leishmaniosis. La eleccién de una u otra depende de muiltiples factores como la naturaleza de la
especie parasitaria, el drea geogréfica, el cuadro desencadenado o el estado inmunitario del
hospedador (Croft et al., 2006).

De manera general, el tratamiento se debe basar en el uso de moléculas con capacidad
leishmanicida, entre las que se encuentran los antimoniales pentavalentes (Frezard et al., 2009),
la anfotericina-B (de aplicacion directa o en formulacion lipidica) (Sundar et al., 2007), la
miltefosina (Sundar et al., 2002) o la paramomicina (Kim et al., 2009). Estos farmacos, a su vez,
se combinan con otras terapias adyuvantes y de soporte en funcidon de cada caso. En la
progresion de la enfermedad la respuesta inmunitaria del hospedador es determinante por lo
que incluir terapias inmunomoduladoras, que favorezcan un perfil inmunitario protector, resulta
muy interesante, especialmente en los casos de VL y en las coinfecciones con el virus de la

inmunodeficiencia humana (HIV) (Roatt et al., 2020).

Ademas, en los cuadros localizados de CL y MCL se puede recurrir al uso de tratamientos locales
intralesionales, como la crioterapia o el didxido de carbono (CO,), que favorezcan la reduccién

de la carga parasitaria y la curacidn de las lesiones (Asilian et al., 2004).

La escasez de moléculas leishmanicidas, los elevados costes, la larga duracién de los
tratamientos y la aparicién de resistencias parasitarias son limitaciones que hay que tener en
cuenta (Hendrickx, 2018). Por tanto, es recomendable aplicar terapias combinadas que de forma

sinérgica puedan reducir los efectos adversos y mejorar los resultados (Thakur et al., 2020).

Salvo algunas variaciones, el tratamiento de la CanL se basa en las mismas herramientas
terapéuticas disefiadas para su uso en medicina humana. Si la anfotericina-B es uno de los

farmacos mas utilizados en la especie humana, en los cdnidos se recurre con mayor frecuencia



a los antimoniales pentavalentes o la miltefosina (Solano-Gallego et al., 2009). Ademads, estos
tratamientos se administran siempre en conjunto con alopurinol, una molécula andloga de las
purinas que, a pesar de ser utilizada en medicina humana en escasas situaciones (Husein-
ElIAhmed et al., 2020), ha demostrado tener un efecto positivo en la mejoria clinica de la CanLy

en la reduccion de la carga parasitaria de los animales infectados (Yasur-Landau et al., 2016).

1.5.3. Prevencion y Control

La gran variedad de agentes implicados y formas de presentacion de la leishmaniosis, hacen
necesario para su control un enfoque multidisciplinar con medidas que se apliquen
simultdneamente sobre los vectores, hospedadores y reservorios, en el caso de las formas

zoonodticas (Boelaert, 2018).

Su transmisiéon, fundamentalmente vectorial, permite la aplicacién de medidas de prevencion
que minimicen la exposicién de los hospedadores al contacto con los flebotomos. En zonas
endémicas se pueden utilizar insecticidas en las viviendas o aplicados sobre redes en los puntos
de acceso a las mismas. Ademas, existen formulaciones tdpicas de estos mismos compuestos
para su uso directo sobre la piel de las personas, pero la corta duraciéon de su efecto hace
necesario aplicarlos de forma repetida (Boelaert, 2018). El uso de insecticidas como la
deltametrina o permetrina para la prevencién de la CanL estd mucho mas extendido, con
estudios que avalan su eficacia cuando son vehiculados en collares o sistemas de tipo “Spot-on”
(Killick-Kendrick et al., 1997; Miro et al., 2007).

El diagndstico y tratamiento tempranos de los casos de leishmaniosis, tanto humana como
canina, junto con la deteccidn de los portadores asintomaticos, repercuten directamente en la
potencial transmision de la enfermedad, adquiriendo una enorme importancia clinica y

epidemioldgica (Ribeiro et al., 2018).

Lograr una reduccién global de la carga parasitaria circulante entre vectores y hospedadores
vertebrados es uno de los pilares fundamentales en el control de esta enfermedad. En este
contexto, la vacunacidn es una herramienta de control esencial. La administraciéon de vacunas
persigue prevenir o mitigar la infeccion por Leishmania de manera que el hospedador desarrolle
una respuesta eficiente cuya memoria inmunoldgica permita el control de la infeccion incluso

ante infecciones posteriores (Requena et al., 2004).

El desarrollo histérico de vacunas frente a la leishmaniosis permite diferenciar vacunas de
primera, segunda y tercera generacién (Palatnik-de-Sousa, 2008). Su uso comenzd con la
denominada “leishmanizacion” que consistia en la inoculacién de formas parasitarias, obtenidas
a partir de lesiones cutaneas, en zonas no expuestas de la dermis de los pacientes. En la
actualidad es una técnica que se encuentra en desuso al considerarse poco ética y de riesgo, ya
que puede desencadenar cuadros clinicos de leishmaniosis de gravedad variable, especialmente

en situaciones de inmunosupresién (Dunning, 2009).



Las vacunas de primera generacion se basan en el uso de formulaciones antigénicas fraccionadas
o muertas capaces de activar la respuesta inmunitaria del hospedador, sin embargo, presentan
un importante inconveniente ya que, en muchas ocasiones, como consecuencia de los
procedimientos empleados para inactivar o fraccionar los antigenos se destruyen sus proteinas

disminuyendo en gran medida su inmunogenicidad (Thomaz-Soccol et al., 2018).

Las vacunas de segunda generacién se basaron inicialmente en la utilizacién de formas
parasitarias atenuadas, en las que se delecionaban genes esenciales (Souza et al., 1994) o se
insertaban genes de sensibilidad a medicamentos (Muyombwe et al., 1998), con el objetivo de
permitir a los parasitos desencadenar la respuesta inmunitaria sin dar lugar a la enfermedad. No
obstante, al igual que en la leishmanizacion, estas vacunas pueden desencadenar cuadros
clinicos de sintomatologia variable en funcidn del estado inmunolégico del hospedador
(Thomaz-Soccol et al., 2018). Dentro de esta generacion, se encuentran, también, las vacunas
recombinantes que se basan en la utilizacién de proteinas de diferentes especies de Leishmania
vehiculadas en organismos celulares. Estas vacunas son mas seguras que las anteriores, pero

tienen un elevado coste de produccién (Thomaz-Soccol et al., 2018).

La tercera generacion de vacunas frente a Leishmania, la constituyen las vacunas de DNA que se
basan en secuencias del material genético del parasito que se expresan en células eucariotas
(Requena et al., 2004). Este tipo de vacunas cuentan con importantes ventajas como su
estabilidad o su reducido coste econdmico, sin embargo, su uso no esta del todo extendido al
existir preocupacion acerca de la posible insercion de este material genético en el del

hospedador (Thomaz-Soccol et al., 2018).

A pesar de que no existen vacunas comercializadas para su uso en medicina humana (Thomaz-
Soccol et al., 2018), si existen tres vacunas para el control de la CanL y por tanto de la ZVL: Leish-
Tec®, vacuna recombinante que utiliza la proteina A2 de los amastigotes de distintas especies
de Leishmania, cuya administracidon Unicamente estd aprobada en América del Sur (Grimaldi et
al., 2017); Canileish®, que se basa en un purificado de distintas proteinas secretadas vy
excretadas de L. infantum administrado junto a saponina como adyuvante (Moreno et al., 2012);
y LetiFend®, vacuna recombinante cuya formulacién es una proteina quimera que contiene
cinco determinantes antigénicos de un total de cuatro proteinas de L. infantum (H2A, Lip2a,
Lip2b, y LiP0O) (Fernandez Cotrina et al., 2018). Actualmente solo LetiFend® puede formar parte
del calendario vacunal habitual de los perros en Europa, ya que la comercializacién de CaniLeish®
se suspendid en el afio 2020. Los estudios de eficacia de estas vacunas la estiman en torno al 68

- 72% por lo que aun deben ser mejoradas (Moreno, 2019).

Por ultimo, para el control de la leishmaniosis se hace imprescindible el empleo de medidas de
vigilancia epidemiolégica que permitan la deteccidén y notificacion de nuevos casos de la
enfermedad con el consiguiente seguimiento y manejo de los mismos (Boelaert, 2018).

Identificar brotes activos permite estudiar los factores y cambios epidemioldgicos implicados,



como por ejemplo la aparicion de nuevos reservorios, e implementar medidas adaptadas tanto

al area geografica como a la poblacion de riesgo.

2. Interaccidn Leishmania-hospedador
2.1. Respuesta inmunitaria inducida

En la leishmaniosis, infeccién y enfermedad no siempre estan ligadas. Cuando los promastigotes
son inoculados por el vector en la dermis de los hospedadores mamiferos se desencadena una
interaccion patégeno-hospedador que puede derivar hacia el control de la infeccién o, por el
contrario, hacia una progresion de la misma con la aparicion de patologia asociada. Esta
interaccion puede alterar el equilibrio homeostatico existente entre la respuesta inmunitaria
inducida en el hospedador y la capacidad de Leishmania para evadirla y modularla, lo que a su
vez estd condicionado por distintos factores genéticos tanto del pardsito como del hospedador,
asi como la carga infectiva, el punto de inoculacidn y la saliva del propio vector (Goncalves-de-
Albuquerque et al., 2017).

En lineas generales, una respuesta inmunitaria eficaz frente a la leishmaniosis depende de la
accion coordinada de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, que favorezca el predominio
de una respuesta celular parasito-especifica basada en la diferenciacién mayoritaria de linfocitos
T colaboradores (Th) de tipo Thl. Asi, se genera un ambiente de citoquinas proinflamatorias
producidas por estos linfocitos que actian controlando la respuesta antinflamatoria asociada a
los linfocitos de tipo Th2 y favoreciendo la produccion de compuestos con actividad
leishmanicida como el éxido nitrico (NO) o las especies reactivas de oxigeno (ROS). Sin embargo,
es necesario que estd respuesta sea regulada y mantenida dentro de unos limites adecuados ya
que, un exceso de respuesta proinflamatoria puede contribuir a la patogenia de la enfermedad
dando lugar a la destruccion de los tejidos y a la aparicidon de determinados cuadros clinicos

(Goncalves-de-Albuquerque et al., 2017).

En la respuesta inmunitaria intervienen diferentes componentes celulares y moléculas, cada uno

de los cuales desempefia distintas funciones esenciales.

2.1.1. Respuesta inmunitaria innata

La respuesta inmunitaria innata es la que se desencadena de forma mas temprana y de manera
inespecifica. Constituye una herramienta defensiva necesaria para iniciar el control de la
infeccidon frente a Leishmania e incluye una serie de elementos de diferente naturaleza que se

describen a continuacion:

El sistema del complemento consiste en un conjunto de proteinas solubles, presentes en el
plasma sanguineo, que en contacto con los promastigotes se activan por distintas vias (Figura 3).

Sintetizan moléculas como el factor del complemento C3b, que favorece la unién del complejo



de atague a membrana C5-C9 (MAC) a la superficie de los parasitos induciendo su lisis (Gurung
and Kanneganti, 2015). La fase de maduracion de los promastigotes influye en su vulnerabilidad
a la lisis mediada por el complemento, siendo los promastigotes metaciclicos los mas resistentes
(Puentes et al., 1990). Ademas, este sistema desencadena la quimiotaxis de células inflamatorias
al foco de infeccién y actia como una opsonina facilitando la fagocitosis de los patégenos
(Jacobs et al., 2005).
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Figura 3. Representacidon esquematica de la respuesta inmunitaria innata desencadenada tras la
infeccion por Leishmania spp. en el hospedador mamifero. Figura creada con BioRender.

Los neutrdfilos y monocitos constituyen los primeros elementos celulares en entrar en contacto
con los parasitos de Leishmania, para lo que cuentan con una serie de receptores de superficie
capaces de reconocer antigenos especificos de patdgenos e inducir su fagocitosis (Gurung and
Kanneganti, 2015; Scott and Novais, 2016). Entre ellos, se encuentran los receptores tipo Toll
(TLR) y tipo Nod (NLR) (Figura 3). Los TLR, en especial TLR2, TLR4 y TLR9, reconocen secuencias
del LPG, las glicoproteinas de membrana y el DNA parasitario, modulando la respuesta
inmunitaria del hospedador a través de la sintesis de citoquinas proinflamatorias, como el factor
de necrosis tumoral (TNF)-a o el IFN-y. Asi mismo, promueven la activacion de la respuesta
oxidativa celular, favoreciendo la produccion de NO y ROS (Ashour, 2015). Por su parte, el
receptor NLRP3, perteneciente al grupo de NLR, participa en la activacién de los inflamosomas,
unas estructuras formadas por complejos de proteinas que contribuyen directamente a la
sintesis de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina (IL)-1B o la IL-18 (Davis et al., 2011;

Dos-Santos et al., 2016). No obstante, la enorme diversidad de respuesta puede determinar que



estos receptores alteren su funcion dependiendo de la especie parasitaria implicada (Rossi and
Fasel, 2018).

Los neutrdfilos son atraidos hasta el foco de infeccién gracias a la accién de quimiocinas. Estas
pueden ser sintetizadas por el parasito, como el PSG y el denominado factor quimiotactico de
Leishmania (LCF), o por los propios neutréfilos tras su activaciéon como la IL-8 (Hurrell et al.,
2016). Esta estirpe celular posee tres mecanismos de defensa implicados en la eliminacion
parasitaria: la sintesis de proteinas leishmanicidas como la elastasa (NE), la activacién de la
respuesta oxidativa tras la fagocitosis y la liberacién de “Neutrophil extracelular traps” (NETs)
(Figura 3) (Oualha et al., 2019). Los NETs son una malla estructural compuesta por DNA de doble
cadena asociado a proteinas con actividad antimicrobiana (Rossi and Fasel, 2018), pero su
eficacia varia en funcién de la especie de Leishmania, siendo inefectivos frente a L. infantum
(Hurrell et al., 2016). Ademas de la eliminacién directa de los parasitos, los neutrdfilos
contribuyen al control de la infeccién atrayendo al foco inflamatorio a otras estirpes celulares,
como los macroéfagos, mediante la sintesis de la proteina inflamatoria del macréfago 1B (MIP-
1B) (Laskay et al., 2003). Sin embargo, los neutréfilos también pueden ejercer un papel
perjudicial en el progreso de la leishmaniosis. Una vez infectados, pueden actuar como “Caballo
de Troya”, entrando en apoptosis y emitiendo sefiales que facilitan su fagocitosis por los
macroéfagos, lo que permite la invasion silenciosa de estos Ultimos por parte de los parasitos
(Laskay et al., 2003; Rossi and Fasel, 2018).

Leishmania tiene como diana las células del sistema mononuclear fagocitario, principalmente
monocitos, macréfagos y células dendriticas (DC) (Figura 3). Los monocitos inflamatorios, al
igual que los neutrofilos, son rapidamente atraidos al foco de infeccion gracias a la sintesis de
quimiocinas y factores del complemento (lkeogu et al., 2020). Son uno de los elementos clave
en el control de la infeccidn inicial, con una vida media mds prolongada que la de los neutréfilos
y con capacidad de diferenciacién en macrdfagos o DC, tras su activacion (Goncalves et al.,
2011). Los monocitos son capaces de desencadenar su respuesta oxidativa, sin necesidad de ser
previamente estimulados via IFN-y, lo que los convierte en la principal fuente de ROS (Scott and
Novais, 2016).

Los macrdfagos son las células diana mas importantes en el establecimiento y la persistencia de
los parasitos (Podinovskaia and Descoteaux, 2015). Una vez infectados actuan como células
presentadoras de antigeno para los linfocitos T, activando la respuesta inmunitaria adaptativa.
En funcion del ambiente de citoquinas en el que se encuentran, se pueden diferenciar en
macroéfagos de tipo M1 o M2 (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). Si las citoquinas son de tipo
proinflamatorio, como el IFN-y o el TNF-q, se diferencian en macréfagos M1, que se caracterizan
por una mayor actividad de la enzima dxido nitrico sintasa (iNOS), implicada en el metabolismo
de la L-arginina para producir compuestos con actividad leishmanicida como el NO y la citrulina.
Por el contrario, si las citoquinas son de tipo antinflamatorio como la IL-4, la IL-10 o la IL-13 se

diferencian en macréfagos M2. En este caso se caracterizan por una mayor actividad de la



enzima arginasa, que utiliza la L-arginina para producir poliaminas, compuestos que favorecen

la supervivencia parasitaria (Figura 4) (Iniesta et al., 2001; Iniesta et al., 2002; Rath et al., 2014).

Las DC cumplen un papel esencial como células presentadoras de antigeno (APC), siendo un
nexo entre la respuesta inmunitaria innata y la adquirida. Pueden encontrarse como células
residentes en los tejidos del hospedador o diferenciarse a partir de los monocitos inflamatorios
y migrar a los nodulos linfaticos, donde presentan los antigenos a los linfocitos. Son las
principales células productoras de IL-12, una citoquina que resulta clave en la diferenciacidn de
los linfocitos Th1 (Soong, 2008; lkeogu et al., 2020).

Otra estirpe celular implicada en la respuesta inmunitaria innata son las células “Natural Killer”
(NK). Estas células son reclutadas, al igual que los monocitos y neutrofilos, hacia el foco de
infeccion, y contribuyen a la eliminacién directa de los parasitos gracias a su actividad citotdxica
(Figura 3). Son una fuente de IFN-y, por lo que participan en la activacion de los macrofagos para
producir NO, la diferenciacidn de los linfocitos Thl y la activacion de la respuesta adaptativa
(Bogdan, 2012).

2.1.2. Respuesta inmunitaria adaptativa

A diferencia de la respuesta innata, la de tipo adaptativo se genera de forma especifica, por lo
gue requiere de tiempo para un adecuado reconocimiento del patégeno y su posterior
activacion. Es la responsable en ultimo término del control o progresion de la leishmaniosis a

largo plazo, asi como de su cronificacion.

El éxito en la respuesta adaptativa frente a Leishmania se basa en el predominio de la respuesta
celular mediada por linfocitos Th (CD4*) (lkeogu et al., 2020). Cuando las APC, presentan el
antigeno a una poblacién de linfocitos ThO, éstos se diferencian en linfocitos Thl o Th2. Si las
APC secretan IL-12, se produce una mayor diferenciacién de linfocitos Thl productores de
citoquinas proinflamatorias y se favorece el control de la infeccién. Si, por el contrario, no hay
una suficiente produccién de IL-12, se favorece la diferenciacion de linfocitos Th2 productores
de citoquinas antinflamatorias y la progresion de la enfermedad (Figura 4). Ambas vias de
diferenciacidn tienen como consecuencia la inhibicidn de la via contraria (Alexander and Bryson,
2005).

En los ultimos afios, se ha descrito un tercer subtipo de linfocitos T CD4*, los linfocitos Th17,
cuya diferenciaciéon se favorece en un ambiente de citoquinas como la IL-6, la IL-1B o el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Goncalves-de-Albuquerque et al., 2017). Los
linfocitos Th17 son productores de IL-17, una citoquina que actua atrayendo neutréfilos al foco
de infeccidn e incrementado la respuesta oxidativa de los macréfagos (Figura 4). Estas células
participan en la defensa frente a bacterias extracelulares y hongos, asi como en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, y pueden contribuir tanto al control como a la progresién de la

leishmaniosis, dependiendo de la especie de Leishmania implicada. En el caso de L. infantum,



se han relacionado con fenotipos de resistencia frente a la infeccidn (Goncalves-de-Albuquerque
etal., 2017).
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Figura 4. Representacion esquematica de la respuesta inmunitaria adaptativa desencadenada tras la
infeccion por Leishmania spp. en el hospedador mamifero. Figura creada con BioRender.

Los linfocitos T reguladores (Treg) constituyen otra subpoblacion de linfocitos T. Estos, son
productores de IL-10 y ejercen un papel regulador de gran interés en algunas formas de
leishmaniosis en las que se hace necesario evitar un exceso de la respuesta proinflamatoria
(Belkaid et al., 2002). Ademas, permiten la supervivencia a largo plazo de algunos pardsitos, lo
que favorece la respuesta de memoria inmunoldgica frente a posibles reinfecciones (Mandell
and Beverley, 2017; Bunn et al., 2018).

No sélo los linfocitos T CD4" resultan determinantes en el control de la infeccidn. Los linfocitos
T CD8*, también denominados citotoxicos (Tc), actian produciendo IFN-y y favoreciendo la
diferenciacidn de los linfocitos Thl. Tienen un efecto importante en el control de la infeccién
temprana gracias a su accion citotdxica que favorece la destruccién de los parasitos. Al igual que

la de los linfocitos CD4*, su accidn estd regulada por la sintesis de IL-10 (Campos et al., 2017).

Por ultimo, cuando la respuesta adaptativa conduce a la diferenciacion mayoritaria de linfocitos
Th2, se favorece la activacién de los linfocitos B (Figura 4). Estos, al reconocer los antigenos de
Leishmania, se diferencian en células plasmaticas responsables de la produccion de anticuerpos,
que constituyen los principales mediadores de la respuesta humoral (Silva-Barrios et al., 2018).

Los anticuerpos resultan ineficientes frente a parasitos intracelulares como Leishmania y



pueden formar inmunocomplejos que contribuyen a la progresion de la enfermedad, induciendo

la produccion de IL-10 por parte de los macrofagos (Miles et al., 2005).
2.2. Factores de virulencia y modulacion de la respuesta del hospedador

El control de la leishmaniosis por parte del hospedador se basa en su capacidad para desarrollar
una respuesta inmunitaria mixta Th1-Th2 orientada hacia un perfil proinflamatorio que
favorezca la eliminacidén de los parasitos, manteniéndose dentro de unos niveles controlados, y
sin desembocar en la destruccidn tisular (Boggiatto et al., 2010). Existen diferentes factores que
pueden influir directamente en este delicado equilibrio, como la herencia genética o el estado
inmunitario del hospedador. No obstante, Leishmania cuenta con sus propias estrategias de

evasion defensiva para favorecer su supervivencia (Rossi and Fasel, 2018).

Las herramientas o factores de virulencia de las que dispone el protozoo varian en funcién de la
especie y la cepa y pueden clasificarse en: las que afectan a su fisiologia y resistencia, las que
influyen en su capacidad de invasion celular y las que modulan el efecto de los mecanismos de
defensa del hospedador (Bifeld and Clos, 2015).

2.2.1. Factores de virulencia relacionados con la fisiologia y resistencia

parasitarias

El éxito de Leishmania para establecer la infeccidn en el hospedador y su posterior transmisiéon
se basa en su capacidad para adaptar su fisiologia y desarrollar mecanismos de defensa que

garanticen su supervivencia en los ambientes mas hostiles (Podinovskaia and Descoteaux, 2015).

Leishmania desarrolla su ciclo biolégico en dos escenarios con temperaturas muy diferentes, lo
que ha determinado a lo largo del curso de la evolucién una selecciéon de dos formas de vida
adaptadas bien al hospedador vertebrado (36°C), bien al vector invertebrado (27°C) (Hassani et
al., 2011). Los amastigotes, al ser la forma intracelular presente en los mamiferos, estan
adaptados a temperaturas mas elevadas que los promastigotes y, dentro de éstos, las especies
viscerotrdpicas, al estar localizadas en los drganos internos, ain mayores que las productoras
de CL (Berman and Neva, 1981).

La principal herramienta de control del sistema inmunitario del hospedador es la activacion de
la respuesta oxidativa y la produccién de NO o ROS. Por ello, muchos de los mecanismos
defensivos del protozoo se basan en disminuir la produccién de estos reactivos por parte de los
hospedadores (Kima, 2007). No obstante, Leishmania posee herramientas propias, como las
enzimas metionina-sulfoxido reductasas (Msr), que actuan disminuyendo los efectos directos de
estos compuestos sobre los parasitos e incrementando su resistencia al estrés oxidativo (Sansom
etal., 2013).



2.2.2. Factores de virulencia relacionados con la invasion celular

Uno de los puntos criticos en la infeccidn es lograr la invasién de las células diana sin
desencadenar la activacion de sus mecanismos de defensa. Para ello, Leishmania cuenta con
distintos factores de virulencia. Uno de los mas importante es el LPG, que es el principal
componente de la membrana parasitaria, cuya cantidad y composicién se modifica durante la
metaciclogénesis del parasito (Pimenta et al., 1992; Bifeld and Clos, 2015). En el caso de los
promastigotes metaciclicos, la modificacién de la composicién de las moléculas de LPG de su
superficie les confieren resistencia frente a la lisis mediada por el complemento, al evitar la

unién del complejo de atague a membrana C5-C9 (Puentes et al., 1990).

Otro componente de membrana que actia como un factor de virulencia es la GP63, una
metaloproteasa dependiente de zinc presente en la superficie de los promastigotes. Actla
confiriendo proteccion a los parasitos frente al sistema del complemento al interaccionar con el
factor C3b para dar lugar a su forma inactiva (iC3b), lo que impide la unién del complejo de
ataque C5-C9 y favorece que los promastigotes sean reconocidos a través del receptor CR3,

promoviendo su fagocitosis (Gabriel et al., 2019).

2.2.3. Factores de virulencia relacionados con la modulacion y evasién de la

respuesta inmunitaria

Una vez que los promastigotes se encuentran en el interior del fagosoma de las células diana,
cuentan con mecanismos de virulencia que les permiten modular la respuesta inmunitaria del
hospedador, diferenciarse en amastigotes y utilizar la maquinaria celular para sobrevivir y
multiplicarse (Kima, 2007). Estos factores de virulencia pueden actuar sdlo a un nivel o

modulando simultdneamente diferentes aspectos.

Para garantizar la presencia en el interior del fagosoma de los nutrientes necesarios para su
desarrollo, Leishmania interactua con las moléculas del reticulo endoplasmatico del hospedador
o sintetiza sus propias permeasas y proteasas y recluta poliaminas y aminoacidos (Podinovskaia
and Descoteaux, 2015). Asi mismo, en el momento de la infeccidn, otros factores como el PSG
secretado por los vectores, pueden modular la respuesta inmunitaria y favorecer la polarizacion
de los macréfagos en el tipo M2, induciendo una mayor sintesis de poliaminas (Rogers et al.,
2009). Ademads, otro nutriente esencial en la replicacion de los parasitos es el hierro, por ello,
Leishmania es capaz de sintetizar sus propias moléculas transportadoras de hierro (LIT1 y LIT2),
contrarrestando los mecanismos defensivos del hospedador que tratan de impedir su llegada al
interior de la PV (Kaye and Scott, 2011).

El principal mecanismo de defensa del hospedador se basa en la activacion de distintas rutas de
sefializaciéon que tienen como resultado final la produccion de compuestos con actividad
leishmanicida y citoquinas proinflamatorias. Es por esto que muchos de los factores de virulencia

de Leishmania actian a este nivel para paliar sus efectos (Podinovskaia and Descoteaux, 2015).
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Es el caso del LPG y la GP63, que ademads de facilitar la invasidn celular, interactidan con la ruta
de sefializacidn de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), disminuyendo la
produccidn de IL-12 (Soares-Silva et al., 2016) e impiden la unién al fagosoma de la enzima
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa implicada en la sintesis de ROS
(Lodge et al., 2006; Gupta et al., 2013). Ambos factores de virulencia pueden actuar, también,
modulando el reconocimiento de Leishmania a través de receptores celulares, como los
receptores TLR2 y TLR4 en el caso del LPG (lbraim et al., 2013) y el receptor NLRP3 en el caso de
la GP63 (Gurung and Kanneganti, 2015) e influyen en la activacién de las células del sistema
inmunitario y la produccidn de citoquinas como el TNF-a o la IL-1P3 (Ibraim et al., 2013; Gurung

and Kanneganti, 2015).

Otra forma de modulacién de la defensa del hospedador ejercida por los parasitos es la
activacidon de enzimas como la fosfotirosina fosfatasa SHP-1. Esta enzima inhibe la via de
sefializacion JAK/STAT, que es una via que se activa en respuesta al IFN-y y da lugar a la sintesis
de NO para controlar la infeccién (Blanchette et al., 1999). Asi mismo, los pardsitos son capaces
de modular la accién de enzimas como la proteina quinasa C (PKC) o la proteina quinasa R (PKR)
para favorecer el establecimiento de un ambiente de citoquinas que garantice su supervivencia
(Olivier et al., 1992; Pingel et al., 1998; Pereira et al., 2010).

A su vez, estos factores de virulencia pueden expresarse directamente en superficie o, por el
contrario, ser englobados en el interior de exosomas, unas estructuras vesiculares que sirven
como vehiculo permitiendo su liberacidn de la PV y su acceso al citosol de las células

hospedadoras (Silverman et al., 2010).

La naturaleza de la interaccion entre Leishmania y el hospedador debe ser todavia estudiada en
detalle. En los ultimos afios las herramientas de secuenciacién masiva han abierto un nuevo
campo de investigacion basado en el andlisis transcriptdémico. Esto ha permitido llevar a cabo
distintos estudios para analizar los cambios inducidos por los pardsitos, tanto en su propia
expresién como en la de las células infectadas, haciendo posible la identificacién de nuevos
mecanismos implicados en su virulencia (Aoki et al., 2017; Shadab et al., 2019; Kalavi et al.,
2021).

3. Situacién epidemiolégica y estatus de la leishmaniosis

La leishmaniosis esta considerada entre las Enfermedades Tropicales Desatendidas de mayor
relevancia y su control es una de las principales preocupaciones de la WHO (WHO). La
determinacion de su prevalencia resulta muy compleja debido a su gran dispersiéon y a su
incidencia tan heterogénea, que fluctia mucho en funcidn del afio y la regidn (Bern et al., 2008).
A esto hay que anadirle un elevado nimero de casos sin notificar, bien porque se den en
portadores asintomaticos o bien porque escapen a los mecanismos de vigilancia sanitaria

establecidos. De hecho, existen estudios diferentes que comparan la incidencia de la



leishmaniosis en una misma regién y un mismo periodo de tiempo, cuyos datos pueden no ser
siempre coincidentes (Wamai, 2020). La necesidad de disponer de informacién fiable y
actualizada impulsé ala WHO a establecer el Registro Epidemioldgico Semanal (WER), que retine
los datos de los sistemas de vigilancia de todas las regiones que notifican la incidencia de
distintas enfermedades (WHO) (Figura 5). Esta herramienta ha permitido analizar las tendencias

generales e investigar la aparicién de nuevos brotes y focos de leishmaniosis (WHO, 2018).
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Figura 5. Evolucidon en el nimero de casos de CL (A) y VL (B) entre 1998 y 2016. Figura modificada a partir
de WHO, Surveillance of Leishmaniasis in the WHO European Region, 2016 and Global leishmaniasis
surveillance update, 1998-2016. AFR, regién de Africa; AMR, regién de América; EMR, regién del
Mediterraneo Oriental; EUR, region de Europa; SEAR, region del Sudeste Asiatico; WPR, region del Pacifico
Occidental.



Al ser la ZVL, producida por L. infantum, una de las formas de enfermedad mas relevantes, la
WHO también recomienda la monitorizacion de la prevalencia de la CanL. De esta forma, se

podrian entender mejor sus dindmicas y adaptar las medidas de control (WHO, 2018).

Africa y Oriente Medio

El continente africano y la regidn de Oriente Medio son unos de los mds damnificados por la
leishmaniosis. Las condiciones de malnutricidon, hacinamiento y escaso acceso a los recursos
sanitarios hacen que estas zonas sean muy susceptibles a la infeccién (Gradoni, 2018). Asi
mismo, la explosidn de conflictos armados en estos mismos territorios tiene como consecuencia
la destruccién de las viviendas, con la consiguiente sobrexposicion de la poblacién a los vectores
y su desplazamiento masivo hacia otras dreas, favoreciendo la dispersidn de grandes epidemias
(Reithinger et al., 2007). Mas del 90% de los casos de VL reportados proceden de Unicamente
siete paises (Brasil, India, Sudan, Sudan del Sur, Etiopia, Kenia y Somalia), cinco de los cuales se
encuentran en el continente africano (Boelaert, 2018). Sin embargo, en muchas de estas
regiones, especialmente Africa occidental, los casos de leishmaniosis se reportan solo de forma
esporadica (Kone et al., 2019; Cisse et al., 2020), lo que lleva a pensar que la incidencia de la

enfermedad es mucho mayor de la que se encuentra registrada (Tabbabi, 2019).

En ambas regiones se establecen ciclos de transmision de VL y CL antropondticos y zoonéticos,
con una amplia incidencia de ZVL, en mas de la mitad de los paises del norte de Africa y Oriente
Medio (Tabbabi, 2019). Ademas, en estas regiones se concentra una gran parte de los casos de
CL (WHO). Se esta haciendo un gran esfuerzo por llevar a cabo estudios epidemioldgicos que
permitan analizar y describir los brotes de leishmaniosis acontecidos en estas regiones con el
objetivo de mejorar las actuales estrategias de vigilancia y control (Kweku et al., 2011; Sunyoto
et al., 2017; El Hamouchi et al., 2019; Kanyina, 2020).

Asia vy el Pacifico occidental

El sur del continente asiatico, y mas concretamente el subcontinente Indio, es el que presenta
una mayor incidencia de VL a nivel mundial, englobando el 67% del total de casos (Abdullah et
al., 2017). En esta region, la principal especie responsable de la VL es L. donovani, que desarrolla
un ciclo antroponético en el que la transmisidn se lleva a cabo entre seres humanos (Sundar et
al., 2018). En 2005, los gobiernos de India, Nepal y Bangladés pusieron en marcha un plan de
contingencia conjunto, que tenia como principal objetivo lograr la eliminacién de esta
enfermedad en una década (Zijlstra et al., 2017). Implementando medidas basadas en la
deteccidén y diagndstico temprano de los casos, la administracidén de tratamientos adecuados en
los pacientes y el control de vectores, se logré una reduccion del 59% de los casos de VL
(Bhattacharya and Dash, 2017). Sin embargo, su incidencia sigue siendo elevada y su
presentacién todavia se considera endémica (WHO, 2018). En esta nueva fase, las medidas estan
encaminadas a consolidar los resultados obtenidos e introducir nuevas estrategias como la

monitorizacién y control de casos de PKLD y de coinfeccion con el virus HIV, que son esenciales



para controlar el papel de reservorio que pueden desarrollar los individuos infectados (Zijlstra
et al., 2017; Boelaert, 2018). Ademas, resulta especialmente interesante la investigacion en
posibles reservorios animales y nuevos brotes (Bhattarai et al., 2010; Sundar et al., 2018). Como
ejemplo, la creciente incidencia de casos producidos por esta misma especie de Leishmania en
Sri Lanka, un pais que se encuentra muy préximo al subcontinente indio, ha hecho saltar las
alertas epidemioldgicas al poner en grave peligro los éxitos conseguidos hasta la fecha

(Karunaweera et al., 2020).

En la regién mas central de Asia, mds concretamente los paises que conformaban la antigua
Unidn Soviética, también se ha incrementado la incidencia de la VL tanto antroponética como
zoonodtica a lo largo de los afios como resultado del colapso de sus sistemas sanitarios y el
detrimento de sus sistemas de vigilancia desde su declarada independencia (Sergiev et al.,
2018). Al igual que en el subcontinente indio, en China también se han realizado grandes
esfuerzos a lo largo de la historia para controlar los casos de VL (Boelaert, 2018). Sin embargo,
en la actualidad, esta forma de presentacién sigue siendo endémica en determinadas regiones
del pais (Qian et al., 2019)

En cuanto a la regién del Pacifico Occidental, a lo largo de los afos se han reportado casos de VL
y CL de forma ocasional en diferentes regiones, como Tailandia. Producidos por distintas
especies de Leishmania, entre ellas L. infantum, parecian estar asociados con el movimiento de
viajeros desde zonas endémicas. Sin embargo, su prevalencia estd aumentando, extendiéndose

hacia nuevas zonas e implicando especies de Leishmania autdctonas (Leelayoova et al., 2017).

América

La leishmaniosis esta ampliamente extendida en el continente americano con una gran variedad
de especies parasitarias, vectores y reservorios implicados (Boelaert, 2018). Como ejemplo,
Unicamente en Brasil se han aislado hasta ocho especies diferentes de Leishmania causantes de
enfermedad en seres humanos, algunas de las cuales comparten nicho ecolégico (Anversa et al.,
2018).

La VL, fundamentalmente producida por L. infantum, se distribuye desde el sur de Estados
Unidos de América (EE. UU.), afectando la mayoria de los paises Latinoamericanos, hasta el norte
de Argentina, Uruguay y Paraguay. Es de especial relevancia en Brasil, donde se recogen el 90%
de los casos de VL de todo el continente, que, ademas, presentan una preocupante mortalidad,
alcanzando el 8% de los mismos un desenlace fatal (Boite et al., 2019; Servadio et al., 2020).
Aunque los casos reportados de VL no han experimentado un incremento de su incidencia en
los uUltimos afios (Boelaert, 2018), se esta produciendo un cambio en su epidemiologia que,
anteriormente ligada a las zonas mads rurales, ahora se encuentra mas relacionada con los nichos
urbanos con el consiguiente aumento en el riesgo de exposicion de la poblacion (Boite et al.,
2019). El principal reservorio de VL en esta region, al igual que en la Cuenca Mediterranea, es el

perro, por lo que muchas de las medidas implementadas para su control han ido enfocadas al



control de la CanL. En este contexto, en las Ultimas décadas paises como Brasil han practicado
el sacrificio masivo de animales seropositivos con el fin de reducir la incidencia de la enfermedad
(Dantas-Torres et al., 2019). Ademas del gran problema ético y moral que plantea esta medida,
los resultados de diferentes estudios han demostrado su ineficacia (Costa, 2011). La falta de
sensibilidad y especificidad en los sistemas de diagndstico empleados en los animales, la
existencia de reservorios alternativos y la posible infeccidén cruzada con otras especies, que no
tienen en el perro su principal reservorio, han llevado a los expertos a recomendar otras medidas
mas encaminadas a la prevencidn de la infeccion y el tratamiento de los animales infectados
(Dantas-Torres et al., 2019).

Las formas cutdneas de leishmaniosis en esta regidon se agrupan en la denominada leishmaniosis
cutanea americana (ACL), producida por diferentes especies de Leishmania (Pinart et al., 2020).
Su incidencia también se ha visto incrementada en los Ultimos afios en determinadas zonas,
extendiéndose incluso con brotes atipicos en paises como EE. UU. y Argentina (Clarke et al.,
2013; Acosta-Soto et al., 2020).

Europa

La leishmaniosis, tanto humana como canina, sigue siendo una enfermedad relativamente
desconocida en Europa, si bien su incidencia ha crecido mucho en los ultimos afos en la Cuenca
Mediterrdnea (Gianchecchi and Montomoli, 2020). Existen varias especies de Leishmania
circulantes, pero la de mayor relevancia es L. infantum, cuya transmision autdctona se ha
descrito en numerosos paises de la Cuenca Mediterranea siendo los mas afectados Francia,
Italia, Grecia y Espafia (Torpiano and Pace, 2015). El principal reservorio es, al igual que en
Ameérica Latina, el perro. La prevalencia de la CanL, en esta misma regién, se estima en 2,5
millones de canidos afectados y se estd extendiendo hacia nuevos territorios (Dumitrache et al.,
2016). Entre los factores que contribuyen a la dispersidon de esta enfermedad se encuentra el
cambio climdtico, que ha llevado a un aumento global de la temperatura favoreciendo la
dispersion de los vectores hasta hacerlos presentes en paises del centro de Europa, como
Alemania, lo que podria suponer la puerta de entrada para la infeccidén en los mismos (Baylis,
2017). Enlos paises del este europeo los casos de L. infantum eran tradicionalmente esporadicos
e importados, pero con el crecimiento econdmico y el turismo de la regién, y gracias a su
proximidad a los paises mediterraneos, en la actualidad se describe su transmisién autéctona
en Bulgaria, Hungria y Rumania (Mihalca et al., 2019). El aumento de personas
inmunodeprimidas, bien por la coinfeccién con otros patdégenos como el virus del HIV o por estar
sometidos a terapias de inmunomodulacién frente a otras patologias, también ha favorecido el
incremento de la incidencia de la leishmaniosis (Torpiano and Pace, 2015). Todos estos factores
han desencadenado en los ultimos diez afios importantes brotes de leishmaniosis humana,
fundamentalmente en Espafia e ltalia (Noguerol Alvarez et al., 2012; Varani et al., 2013;
Franceschini et al., 2016; Roth-Damas et al., 2017).



Existen otras especies circulando en Europa como L. trdpica, que adquiere importancia en
Grecia, (Boelaert, 2018) o L. donovani, que se ha introducido recientemente en Chipre (Antoniou
et al., 2013). En la actualidad, el reciente conflicto en Siria ha dado lugar a un dramatico
incremento de la poblacidon que ha visto mermado su acceso a una vivienda y a un adecuado
sistema sanitario, lo que ha llevado a un grave aumento en la incidencia de la CL, producida por
L. major, en los campamentos de refugiados de paises como el Libano y debido a la migracién

masiva también en otros paises europeos como Turquia (Al-Salem et al., 2016).

4. Brote de leishmaniosis humana en la Comunidad de Madrid

La ZVL en Espafia se presenta de forma endémica, afectando fundamentalmente a los canidos y
en mucha menor medida a los humanos (WHO). Se encuentra incluida en la lista de
enfermedades de declaracion obligatoria (EDO) desde 1982; y en 1996 las competencias de
vigilancia se transfirieron a las comunidades auténomas (Gil-Prieto et al., 2011).
Tradicionalmente, el nimero de casos en la poblacién humana era relativamente bajo, siendo
las areas mas afectadas, aquellas situadas en la Comunidad de Madrid, las Islas Baleares y la
costa mediterranea (Gil-Prieto et al.,, 2011). En los afos 90, se observé un incremento
significativo de su incidencia, que se asocid a la coinfeccidn con el virus del HIV. La introduccidn
de la terapia con antirretrovirales en 1997 contribuyd a su control, sin embargo, hay que tener
en cuenta que la coinfeccién de ambos patégenos puede darse incluso en pacientes tratados,
disminuyendo el éxito de la terapia (Monge-Maillo et al., 2014). Ademas, cabe destacar que
hasta 2009, los principales registros de los casos de leishmaniosis se basaban fundamentalmente
en los pacientes hospitalizados por lo que las formas cutdneas y mas leves de la enfermedad

podian ser subestimadas (Gil-Prieto et al., 2011).

Entre los aflos 2000 y 2009 en la Comunidad de Madrid se reportaban entre 12 y 25 casos de
leishmaniosis humana al aino, lo que se traducia en una incidencia media de 0,5 casos por cada
100.000 habitantes (Arce et al., 2013). En 2010 se detectd un brusco aumento de esta incidencia,
superandose en hasta 5 veces los datos previos, lo que alertd a los sistemas sanitarios. Se
determind la existencia de un brote activo de leishmaniosis humana cuya fecha de inicio se
establecié en junio de 2009 y cuyos casos tenian un asentamiento geografico comun en el
suroeste de la comunidad. Entre los aflos 2009 y 2012, en las localidades de Fuenlabrada, Getafe,
Leganés y Humanes (Figura 6) se reportaron 446 casos, lo que supuso una incidencia media de
22,2 casos por cada 100.000 habitantes (Arce et al., 2013), y siguieron aumentando en los afios

siguientes hasta alcanzar los 733 casos en enero de 2018 (Gonzalez et al., 2018).

Este brote de leishmaniosis humana supuso un aumento muy significativo de la prevalencia de
la enfermedad en Espafia y en todo el continente europeo, convirtiéndose en el mayor brote
acontecido hasta la fecha en Europa (Arce et al., 2013). Pero, ademas, despertd el interés de la

comunidad cientifica al presentar importantes particularidades.



A diferencia de lo que habia ocurrido hasta ese momento, Unicamente un 15% de los casos se
dieron en personas con sistemas inmunitarios comprometidos o enfermedades concomitantes,
siendo el 85% restante personas sanas e inmunocompetentes. La edad media de presentacion
se establecié en los 44 afios (Arce et al., 2013). A nivel clinico, el 64,1% de los pacientes
desarrollaron cuadros de CL, caracterizados por lesiones papulares o nodulares que en muchas
ocasiones se presentaron de forma multiple. El 35,9% de los pacientes desarrollaron cuadros de
VL que cursaron principalmente con fiebre, esplenomegalia y pancitopenia (Noguerol Alvarez et
al., 2012; Arce et al., 2013). Ademas, el 19% de los casos de VL estudiados (todos ellos
inmunocompetentes) presentaron una forma atipica de linfadenopatia leishmanial localizada
(LLL), que hasta ese momento sélo se habia descrito de forma esporadica en la cuenca

mediterranea (Horrillo et al., 2015).

/

Visceral leishmaniasis case

Cutaneous leishmaniasis case

. 2 sl

/A

A7 7
Humanes de Madrid A

Region of Madrid, Spain

Figura 6. Distribucidn espacial del nimero de casos de CL y VL en funcion del lugar de residencia, brote
de leishmaniosis Comunidad de Madrid (2009-2012). Arce, A., et al., Re-emergence of leishmaniasis in
Spain: community outbreak in Madrid, Spain, 2009 to 2012. Euro Surveill, 2013.

En todos los casos, la especie de Leishmania implicada fue L. infantum (Horrillo et al., 2019), por
lo que se decidid llevar a cabo estudios de tipificacién molecular que permitieran esclarecer si
existian diferencias genéticas que explicaran su elevada afectacion de individuos
inmunocompetentes (Chicharro et al., 2013). Se analizaron 73 aislados parasitarios obtenidos
entre 2008 y 2012 en diferentes zonas de Madrid, incluidas las dreas afectadas por el brote, que
se tipificaron segun las regiones gendmicas de los espaciadores intergénicos ribosomales ITS1 e
ITS2. Veintiun aislados se clasificaron como ITS tipo A, mientras que los 52 aislados restantes no
coincidian con ningun tipo de ITS descrito previamente. Por el contrario, se asemejaban a la

secuencia incluida en la cepa de L. infantum MHOM/ES/87/Lombardi, por lo que esta nueva
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clasificacion se denomind ITS-Lombardi. Todos los aislados que procedian de las regiones del
brote tenian en comun estar clasificados dentro de la denominaciéon ITS-Lombardi, que
posteriormente también se hallé en los aislados obtenidos en los vectores y reservorios de la
zona (Chicharro et al., 2013).

Paralelamente, se tipificaron 83 aislados de L. infantum obtenidos en Madrid entre los afios
1988 y 2005 que se habian clasificado previamente, por medio de electroforesis de enzimas
multilocus (MLEE), como zimodema MON-1 o MON-24. De los aislados clasificados como
zimodema MON-1, el 80% se incluyeron en la clasificacidn de ITS tipo A, mientras que el 20%
restante, al igual que el 100% de los aislados zimodema MON-24, correspondian con el ITS-
Lombardi. En cuanto a su presentacién en los pacientes, tanto el ITS-A como el ITS-Lombardi se
identificaron en casos de VL y CL y demostraron estar ampliamente distribuidos por toda la
Comunidad de Madrid. En definitiva, no podia afirmarse que el brote fuera producido por un

nuevo genotipo emergente de L. infantum (Chicharro et al., 2013).

La colaboracidon de las autoridades sanitarias y los profesionales de distintos ambitos
relacionados con la salud publica permitid el desarrollo de diferentes estudios epidemioldgicos
gue tenian como objetivo investigar las posibles causas del brote. Se relaciond la agregacién de
casos en estas localidades con la creacidn de zonas verdes urbanas y parques, que compartian,
y en las que confluian los factores necesarios para la transmisién de la enfermedad. Estos
espacios verdes fueron creados de forma artificial utilizando terrenos que anteriormente eran
de uso agricola para proporcionar dreas de recreo a la poblacidn colindante, lo que favorecia la
presencia en ellas de un elevado nimero de vectores y potenciales reservorios y hospedadores
(Gonzalez et al., 2017).

Los canidos son el reservorio mas importante de L. infantum, resultando infectivos para los
vectores tanto los animales infectados clinicamente sanos como los enfermos (Molina et al.,
1994). Un estudio de serodiagndstico realizado en la Comunidad de Madrid entre los afios 2006
y 2007 reveld una seroprevalencia de la enfermedad en los perros de entre el 0 y el 16%,
estableciéndose la media en el 8,1% (Galvez et al., 2010). Ante la excepcional incidencia de la
enfermedad en humanos, se llevd a cabo otro estudio para analizar la variaciéon de la
seroprevalencia en los canidos entre los afios 2009 y 2016. Se analizaron muestras obtenidas de
animales en toda la Comunidad de Madrid, incluidas las areas sanitarias afectadas por el brote
de leishmaniosis humana. Se evaluaron, tanto animales con propietario, en los que se
implementaban medidas de control y prevencion de la leishmaniosis, como animales de alto
riesgo al tener una mayor exposicion a los vectores. La seroprevalencia de los perros de alto
riesgo, en las areas del brote se establecid en el 4,7%, fuera de estas areas en el 5,4% y en los
animales que utilizaban medidas preventivas entre el 1,4 y el 3,6% (Miro et al., 2017). Estos
resultados ponian de manifiesto la ausencia de un incremento de la prevalencia de la
enfermedad en los canidos asociada al brote de leishmaniosis humana, lo que abria la

posibilidad de que existiera un ciclo de transmision independiente de los perros.



Las especies de vectores relacionadas con la transmisién de L. infantum en Madrid son P.
perniciosus y P. ariasi, siendo el primero el que ha actuado como via de infeccién para los
hospedadores en el brote (Jimenez et al., 2013). En relacién con el alto nimero de casos en la
poblacidn humana, y mediante un sistema de vigilancia entomolégica, se observé una elevada
densidad de flebotomos en las dreas afectadas, alcanzandose los 143,8 insectos por m? (Arce et
al., 2013). Esto, unido a la gran densidad de lagomorfos (conejos y liebres) en las areas verdes
recreativas de los nucleos urbanos afectados por el brote, hizo necesario investigar un posible

ciclo silvestre con estas especies como nuevos reservorios.

Mediante estudios entomoldgicos se evaluaron las preferencias alimenticias de los vectores y se
observé que un 60% de la sangre ingerida por los flebotomos procedia de liebres (Jimenez et al.,
2013). Ademas, utilizando estudios de xenodiagndstico basados en la exposicion de liebres
naturalmente infectadas a los vectores, se demostrd su capacidad para transmitir el patégeno
(Molina et al., 2012). A pesar de que existian estudios que describian un riesgo bajo de infeccién
por L. infantum para los conejos en el sur de Espafia (Chitimia et al., 2011), también se evaluo el
papel de estos mamiferos en la transmisidn del brote. Se demostrd la presencia de anticuerpos
especificos y DNA de L. infantum en los conejos de la zona sin que se observara ningln signo
clinico en los mismos (Garcia et al., 2014) y mediante estudios de xenodiagndstico se demostro,
también, su papel como reservorios alternativos (Jimenez et al., 2014). Por ultimo, se detecté
un cambio en las tendencias alimentarias de los vectores con el tiempo, que parecian preferir la
sangre de conejo, probablemente debido a la menor disponibilidad de liebres una vez
implementadas las medidas de control (Gonzalez et al., 2017). Esta era la primera vez que los
lagomorfos se describian como reservorios de Leishmania en la Cuenca Mediterranea y su
elevada disponibilidad favorecia la alimentacion de los vectores y la presencia de altas cargas
parasitarias en los mismos, lo que resulté clave en el desencadenamiento y evolucién del brote
(Gonzalez et al., 2017).

En el afio 2012 se implementaron medidas de control ambiental, enfocadas a la eliminacién de
la poblacion de vectores y lagomorfos como el uso de trampas e insecticidas o la destruccién de
madrigueras. Esto, se tradujo en un descenso gradual del nimero de casos en la poblacién
humana entre los afios 2013 y 2015 (Seva et al., 2017).

Aunque, en la actualidad el brote de leishmaniosis humana acontecido en la Comunidad de
Madrid parece estar controlado, ha supuesto un antes y un después en la percepcion de la
leishmaniosis en Europa. Su importancia y sus caracteristicas diferenciales ponen de manifiesto
la necesidad de continuar investigando los mecanismos de interaccion de este patégeno con
hospedadores y reservorios con el fin de hallar nuevas herramientas que permitan predecir la
aparicion de nuevos casos y controlar su dispersion. De esta necesidad surge la linea de

investigacidon de la presente tesis doctoral.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

1. Antecedentes e hipétesis de la tesis doctoral

Los estudios epidemioldgicos, entomoldgicos y de tipificacion molecular realizados con aislados
de L. infantum responsables del brote de leishmaniosis acontecido en la Comunidad de Madrid,
han sido esenciales para el manejo de la situacién. Sin embargo, aun quedan por encontrar
respuestas a algunas de las incertidumbres mas importantes de dicho brote. La adaptacién a
nuevos reservorios, el elevado porcentaje de individuos inmunocompetentes afectados, el
predominio del ITS-Lombardi y la aparicion de nuevas formas de VL atipicas como la LLL, son
caracteristicas diferenciales a las que todavia hay que dar una explicacién. En este contexto, en
el grupo de investigacion INMIVET, nos planteamos la posibilidad de que se hubiese producido
un cambio en los mecanismos de virulencia desarrollados por los aislados parasitarios
responsables en comparacién con los que se encontraban circulando con anterioridad, lo que

podria ayudar a explicar parte de lo acontecido.

En 2014, en colaboraciéon con los investigadores Maribel Jiménez y Ricardo Molina,
pertenecientes al Laboratorio de Entomologia Médica del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII),
tuvimos acceso a dos aislados de L. infantum procedentes de flebotomos capturados en las
areas sanitarias del brote: IPER/ES/2012/BOS1FL1 (BOS1FL1) y IPER/ES/2012/POL2FL7
(POL2FL7?). En un estudio ex vivo sobre células derivadas de médula ésea murina (macréfagos y
células dendriticas), analizamos diferentes pardmetros relacionados con la virulencia de estos
aislados, comparando los resultados con los obtenidos tras la infeccion con la cepa
MCAN/ES/96/BCN150 (BCN150), una cepa ampliamente distribuida en Espafia. Tanto BOS1FL1
como POL2FL7 dieron lugar a tasas de infeccién mas elevadas en ambos tipos celulares que
BCN150. Esto se correspondia con la induccién por parte de estos aislados de un desequilibrio
en la respuesta defensiva de las células, caracterizado por una menor sintesis de NO y una mayor
actividad de la enzima arginasa. Ademas, al estudiar la produccién de citoquinas, se observé una
modulacién de la respuesta inmunitaria celular por parte de los aislados procedentes del brote
hacia un perfil fundamentalmente de tipo antiinflamatorio (Dominguez-Bernal et al., 2014).
Estos datos indicaban una mayor virulencia para los aislados obtenidos en el brote y supusieron

uno de los puntos de partida en el estudio de su comportamiento.

Posteriormente, en el afio 2015, en un estudio realizado por Martin-Martin & col. (Martin-
Martin et al., 2015), se recred una infeccidn natural mediante la exposicién experimental de
hamster a flebotomos infectivos. En esta ocasion, se compararon los aislados BOS1FL1 y
IPER/ES/2012/POL2FL6 (POL2FL6) con la cepa MCAN/ES/98/LLM-877 (JPCM5) y se llevaron a
cabo andlisis de xenodiagndstico y de afectacion clinico-patoldgica de los animales. La alta
virulencia de los aislados procedentes del brote se manifesté no sélo a nivel clinico, sino también

en la alta carga parasitaria en los drganos diana de los animales infectados y su elevada



infectividad para los vectores (Martin-Martin et al., 2015). Estos resultados iban en concordancia
con lo que se habia observado en el ensayo ex vivo realizado en 2014 en las células murinas,
dejando la puerta abierta al estudio de los mecanismos de interaccién parasito-hospedador

implicados.

Una de las caracteristicas diferenciales mas importantes del brote de leishmaniosis de la
Comunidad de Madrid fue el establecimiento de un ciclo de transmisidén, fundamentalmente
silvestre, independiente de los canidos. Los estudios seroldgicos realizados demostraron que, a
pesar de que las preferencias alimentarias de los vectores estaban claramente dirigidas hacia
otras especies como liebres y conejos (Jimenez et al., 2013; Gonzalez et al., 2017), los canidos
de las areas afectadas también estuvieron expuestos a los flebotomos. Prueba de ello son los
mayores niveles de anticuerpos frente a la saliva de los vectores encontrados en su sangre con
respecto a los de los animales no expuestos, especialmente en aquellos animales en los que no
se aplicaban medidas preventivas (Martin-Martin et al., 2014). Sin embargo, los estudios
epidemioldgicos de seroprevalencia en esta especie no revelaron un aumento significativo de la
incidencia de la CanL en asociacién con el brote de leishmaniosis detectado en los humanos, ni
siquiera en los animales de mayor riesgo (Miro et al., 2017). Mas alla del uso de medidas
preventivas por parte de los propietarios, en aquellos animales en los que se aplicasen, no existia
ninguna razon para entender la discrepancia observada entre la especie humana y la poblaciéon
canina. Por ello en el grupo de investigacién INMIVET formulamos la siguiente hipétesis: la
infeccién por L. infantum de liebres y conejos, especies hospedadoras atipicas, se ha traducido
en una mayor virulencia parasitaria, lo que ha favorecido que incluso seres humanos
inmunocompetentes estén padeciendo la enfermedad en el actual brote de Madrid. Este
incremento de la virulencia, sin embargo, no se ha reflejado en un aumento de la prevalencia de
la enfermedad en el perro, lo que podria estar relacionado con un cambio en el tropismo y la

adaptacion a nuevos hospedadores de los aislados implicados en el brote.

2. Objetivos de la tesis doctoral
2.1. Objetivo general

En este contexto, se plantea como objetivo general: la caracterizacion funcional de la virulencia
y tropismo diferencial de dos aislados de L. infantum procedentes del brote de leishmaniosis
acontecido en la Comunidad de Madrid al compararlos con la cepa BCN150, inicialmente en un
modelo experimental murino in vivo de VL y posteriormente en un modelo de infeccidén ex vivo

en células de origen canino.



2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Caracterizar el perfil de virulencia in vivo de los aislados de L. infantum BOS1FL1 y

POL2FL7, en comparacién con la cepa BCN150, en un modelo experimental murino de VL.

Objetivo 2: Analizar el perfil de virulencia ex vivo y el tropismo diferencial del aislado de
L. infantum BOS1FL1, en comparacion con la cepa BCN150, tras la infeccidn de células primarias

de origen canino.

Objetivo 3: Estudiar el perfil transcriptomico desarrollado en la interaccién parasito-célula
hospedadora, empleando el aislado de L. infantum BOS1FL1 en comparacidon con la cepa

BCN150, y la linea celular DH82 de macrdfagos caninos.






MATERIALES Y
METODOS i .\} '®@®






MATERIALES Y METODOS

1. Aislados y cepas de L. infantum
1.1. Obtencidn vy cultivo de cepas y aislados de L. infantum

Los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 se obtuvieron a partir de necropsias realizadas
en flebotomos de la especie P. perniciosus, capturados durante un estudio entomoldgico llevado
a cabo en 2012 en las areas afectadas por el brote de leishmaniosis humana de la Comunidad
de Madrid. La cepa de L. infantum BCN150 se aisld por primera vez en 1996, a partir de un caso

de leishmaniosis canina (Fernandez-Cotrina et al., 2013).

Para minimizar el efecto sobre la virulencia de Leishmania, derivado del mantenimiento
prolongado de los pardsitos en condiciones in vitro, todos los aislados o cepas fueron inoculados
previamente en ratones (Moreira et al., 2012). Se infectaron dos hembras BALB/c (Janvier-Labs,
Francia) por cada cepa o aislado, por via intravenosa (IV) en la vena lateral de la cola con 1x10°
promastigotes por animal. Los ratones se mantuvieron en el centro de ayuda a la investigaciéon
(CAl) animalario de la Universidad Complutense de Madrid (UCM). Cinco semanas después de la
infeccién fueron eutanasiados con CO,. Se extrajeron los bazos, se homogenizaron y se
incubaron a 26°C en medio Schneider (Dutscher, Francia) suplementado con suero fetal bovino
(FBS) al 20% (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) y una mezcla antibiética de penicilina (200 U/ml)
y estreptomicina (200 ug/ml) (Lonza, Suiza). Transcurridos aproximadamente siete dias, se
observaron los promastigotes libres por microscopia dptica. Estos parasitos se emplearon en los
posteriores ensayos de infeccion mediante la realizacién de subcultivos. Para ello, en el
momento en el que se alcanzé la fase estacionaria se transfirieron 2x10° promastigotes a un
nuevo frasco de cultivo con 4 ml de medio fresco para permitir su desarrollo, esto constituiria el
subcultivo “uno”. En todos los ensayos se compararon parasitos que procedian del mismo

numero de subcultivo, sin superar en ningun caso los diez primeros subcultivos.
1.2. Obtencidn de Antigeno Soluble de Leishmania

El antigeno soluble de Leishmania (SLA) se obtuvo a partir de cultivos en fase estacionaria de
cada aislado o cepa de L. infantum siguiendo un protocolo previamente descrito (Scott et al.,
1987). Los promastigotes se sometieron a un proceso de lisis celular mediante choque térmico
y sonicacién. Una vez lisados, se calculd la concentracién del antigeno obtenida por el método

de Bradford para la cuantificacidn de proteinas totales (Bradford, 1976).
1.3. Cinética de crecimiento in vitro y metaciclogénesis de L. infantum

Las curvas de crecimiento de L. infantum se realizaron a partir de cultivos de promastigotes

axénicos en una densidad parasitaria inicial de 5x10° parasitos/ml, que se incubaron en medio
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Schneider completo a 26°C durante 20 dias. El recuento diario de los promastigotes viables se
llevd a cabo utilizando una camara Neubauer mejorada (Brand, Alemania) hasta que la densidad
parasitaria estimada resultd ser inferior a la inicial. La metaciclogénesis se evalué mediante la
observacién microscopica de la morfologia de los promastigotes tras su fijacion con metanaol,
determinando la relacidén entre la longitud del cuerpo celular y el flagelo. Siguiendo criterios
previamente descritos, se consideraron metaciclicos aquellos promastigotes con una relacién

superior a dos (Zakai et al., 1998).
1.4. Determinacion de la viabilidad parasitaria en condiciones de estrés oxidativo

Los promastigotes de L. infantum en fase estacionaria se incubaron en una densidad de 1x10’
promastigotes/ml en una placa de 96 pocillos de fondo plano, utilizando medio Schneider
completo suplementado con peréxido de hidrogeno (H,0,) (Panreac, Espafa) en
concentraciones crecientes (0-10 mM). Después de 2h a 26°C, se afiadié una solucion de
bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) (Thermo Fisher Scientific) a
una concentracién final de 0,5 mg/ml y se incubé 1h a 37°C. Posteriormente, se afiadid
dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck, Alemania) para disolver los cristales de formazan. Finalmente,
se realizd la lectura de la absorbancia a 570 nm con una longitud de onda de referencia de 630

nm. Los controles de citotoxicidad se hicieron con Triton™ X-100 2% (Merck) (Mosmann, 1983).

2. Modelo experimental murino de VL

2.1. Ensayo de infeccion in vivo con L. infantum

Los ensayos de infeccion in vivo se realizaron utilizando 24 ratones hembra BALB/c de seis
semanas de edad (Janvier-Labs) que se mantuvieron en el CAl animalario de la UCM. Se
constituyeron los grupos experimentales: PBS (n = 6), BCN150 (n = 6), BOS1FL1 (n = 6) y POL2FL7
(n = 6). Los animales se inocularon por via IV en la vena lateral de la cola con 100 pl de tampdn
fosfato salino (DPBS) (MERK) que contenian 1x10° promastigotes en fase estacionaria del aislado
0 cepa parasitaria correspondiente (BCN150, BOS1FL1 y POL2FL7). Como control negativo se
empled un grupo de seis ratones a los que se administrd por la misma via, Unicamente, 100 pl
de DPBS. A las cinco semanas postinfeccion (Pl) los animales fueron eutanasiados y se recogieron

muestras de sangre, higado y bazo.
2.2. Cuantificaciéon de la carga parasitaria

La carga parasitaria presente en los érganos diana de los animales infectados se cuantifico
mediante un ensayo de dilucidon limite (LDA) (Buffet et al., 1995). Tras la obtencién del higado y
bazo de los ratones, ambos érganos se homogenizaron en 4 ml de DPBS. Posteriormente, se
cultivaron 200 pl de cada homogenizado en medio Schneider completo, en placas de 96 pocillos
de fondo plano, haciendo diluciones seriadas por cuadruplicado. Las placas se incubaron a 26°C

durante diez dias, hasta la deteccién de promastigotes méviles por microscopia dptica. La

{

i



determinacién del nimero de parasitos por érgano se realizé teniendo en cuenta el promedio
de la dltima dilucién en la que se observd al menos un promastigote vivo y el peso de cada uno
de los drganos (Buffet et al., 1995).

2.3. Técnicas utilizadas para medir la respuesta inmunitaria frente a L. infantum

2.3.1. Andlisis del metabolismo enzimatico y la produccién de citoquinas in vivo

Las actividades de las enzimas iNOS y arginasa, y la produccién de citoquinas se analizaron en el
cocultivo de esplenocitos de los animales infectados con DC de ratones “naive” en una ratio
esplenocito-DC de 5:1. Estos cocultivos se mantuvieron durante 96h en condiciones estandar
(37°C, 5% de CO,). Las DC fueron previamente cultivadas en presencia o ausencia de SLA a una
concentracion de 25 pg/ml durante 12h a 37°C 5% CO,. Las actividades de ambas enzimas se
midieron, siguiendo las técnicas descritas en el apartado 4.2. La produccién de IFN-y, TNF-a e IL-

10 se determind siguiendo las técnicas descritas en el apartado 4.3.

2.3.2. Cuantificacion de la respuesta humoral

Transcurridas cinco semanas de infeccion, y justo en el momento anterior a la eutanasia de los
animales, se obtuvieron 50 pl de sangre entera de cada animal para la determinacion del titulo
de anticuerpos anti-SLA presentes en el suero mediante la técnica de ELISA estandar. Los pocillos
de una placa de 96 pocillos de fondo plano (MicroWell™) se tapizaron con 100 pl de SLA a una
concentracion de 10 pg/ml y se incubaron a 4°C durante 12h. Posteriormente, se afiadieron a
cado pocillo los sueros de los animales correspondientes haciendo diluciones seriadas. Como
anticuerpo secundario se utilizé anti-ratén 1gG de cabra (AB_2619745) conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) a una dilucion 1/1000 (SouthernBiotech, Espafia). Tras el
lavado y la adicion del sustrato de la peroxidasa (Ultra TMB-ELISA) (Thermo Fisher Scientific) se
detuvo la reaccién con 4cido sulfurico 2M. La densidad éptica de las muestras se midié por
espectrofotometria a 450 nm y el titulo de cada suero se definid como el inverso del factor de

dilucién mas elevado que presentaba valores de densidad dptica mayores a 0,2.

2.4. Estudio histopatologico del higado de los animales infectados

Tras el sacrificio, se obtuvieron tres muestras independientes de localizaciones diferentes del
higado de cada uno de los animales infectados, que se fijaron en una solucién de formol al 10%.
A continuacidn, se introdujeron en bloques de parafina y se seccionaron con un microtomo para
posteriormente teiiirlas con hematoxilina y eosina. El andlisis descriptivo de la distribucién y
gravedad de las lesiones fue llevado a cabo por M2 Angeles Jiménez Martinez del Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Veterinario de la UCM. Se evalud la gravedad de la
inflamacién de los tejidos mediante una puntuacién clinica semicualitativa, determinada en
funcién del nimero medio de granulomas e infiltrados inflamatorios presente en los tejidos. Se

definieron tres categorias de gravedad: leve (menos de 5 infiltrados), moderada (entre 5y 14
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infiltrados) y grave (mas de 14 infiltrados). Por ultimo, se estudio el grado de maduracién y la
organizacion de los granulomas, clasificdndolos en: granulomas inmaduros, aquellos que se
encontraban en desarrollo; granulomas maduros, aquellos que habian iniciado el proceso de
diferenciacidn; y granulomas crdénicos o estériles, aquellos que no presentaban amastigotes y se
encontraban bien diferenciados, organizados con las células de Kupffer y macréfagos en la parte

central y un infiltrado inflamatorio, fundamentalmente compuesto por linfocitos.

3. Técnicas de biologia celular

3.1. Aislamiento y diferenciacion de células primarias

3.1.1. Obtencidon de DC murinas derivadas de médula dsea

Las DC murinas, empleadas en los cocultivos con esplenocitos de ratones infectados que han
sido descritos en el apartado 2.3.1, se obtuvieron a partir de médula ésea de fémur y tibia de
ratones BALB/c (n = 2) mediante perfusién con soluciéon salina Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS) (Thermo Fisher Scientific). Los precursores celulares obtenidos fueron cultivados en
condiciones estandar en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) (Merck) suplementado con
FBS al 10%, una mezcla antibidtica de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pug/ml) y el
factor estimulante de colonias de granulocitos y macrdfagos (GM-CSF) (PeproTech, Reino Unido)
a una concentracion de 20 ng/ml para su diferenciacidn (Lutz et al., 1999). En los dias 3 y 6 se
anadiéo medio de cultivo fresco con GM-CSF. Transcurridos diez dias, las células no adherentes
fueron consideradas DC, cuya caracterizacion fenotipica ha sido ya descrita (Dominguez-Bernal

etal., 2014), y sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 5x10° células/ml.

3.1.2. Obtencién de monocitos y macréfagos caninos de sangre periférica

Para la obtencidon de células primarias a partir de sangre periférica canina, se emplearon
donantes sanos (n = 10) de diferentes razas, edad media y ambos sexos, que cumplian con el
criterio de ser animales negativos frente a Leishmania por serologia y PCR. Basandonos en un
protocolo previamente descrito (Martinez-Rodrigo et al., 2019), se extrajeron 250 ml de sangre
entera de cada animal mediante venopuncién yugular y se aislaron las células mononucleares
por medio de un gradiente de densidad utilizando Histopaque®-1077 (Merck). A partir de las
células mononucleares se obtuvieron los monocitos (Mon), a través de una seleccion magnética
positiva utilizando microesferas recubiertas con anticuerpos anti-CD14 (Miltenyi Biotec,
Espafia). Estos se mantuvieron en cultivo en medio completo (CM), constituido por Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640 con 2 mM de L-glutamina (GE Healthcare, EE. UU.)
suplementado con FBS al 10%, una mezcla antibidtica (100 U/ml de penicilina, 100 pug/ml de
estreptomicina) y 10 mM de HEPES (Lonza), incubandose en condiciones estandar hasta ser

utilizados en los ensayos de infeccion. Las células CD14  se recogieron y se almacenaron a -80°C.



Para la diferenciacion de los Mon en macréfagos (Mg), se cultivaron en frascos de 25 cm? con
una densidad celular de 6x10° células/ml en CM suplementado con 33 ng/ml de GM-CSF
(Kingfisher Biotech, EE. UU.) y se incubaron durante un periodo de siete dias a 37°C 5% CO,. En

los dias tres y seis, el CM fue reemplazado por medio fresco con GM-CSF.
3.2. Inmunofenotipado de cultivos celulares primarios

La caracterizacion de los Mon y Mg primarios caninos, se llevé a cabo por citometria de flujo en
los dias cero y siete de cultivo. Las células se incubaron con anticuerpos monoclonales anti-CD14
(CD14: RPE, TUK4), anti-MHCII (MHC clase II: FITC, YKIX334.2), anti-CD86 (CD86: RPE, BU63) y
anti-CD40 (CD40: FITC, LOB7/6) conjugados con los fluorocromos correspondientes (Bio-Rad,
Espafia). Las células CD14  se marcaron con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (CD3: FITC,
CA17.2A12) para caracterizarlas como linfocitos T (CD14°CD3"). La intensidad de fluorescencia
se cuantificd utilizando el citémetro de flujo FACScan (BD Biosciences, Espafia), y los datos se

procesaron con el software FlowJo X, version 10.0.7 (Beckton Dickinson, EE. UU.).
3.3. Cultivo de lineas celulares

Las células pertenecientes a la linea celular DH82 (ATCC®-CRL-10389™) de macrdfagos
tumorales caninos, se mantuvieron en cultivo en medio DMEM suplementado con FBS al 10% vy
una mezcla antibidtica de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml) en condiciones

estandar hasta su utilizacion en los ensayos de infeccidn.

3.4. Infeccidn in vitro

Los ensayos de infeccion en células se llevaron a cabo con un nimero variable de las mismas en
funcién del tipo y los pardmetros determinados posteriormente (Tabla 2). Las células se
sembraron en placas de cultivo celular de 6 pocillos (P6) o 24 pocillos (P24) en las que se habian
dispuesto con antelacién lentillas de 13 mm de diametro, tratadas con poli-L-lisina (Merck) para
favorecer la adherencia celular (Mon y Mg primarios caninos). Tras 12h de incubacién a 37°C 5%
de CO,, las células fueron infectadas con promastigotes en fase estacionaria de L. infantum en
una ratio 5:1 parasitos-células. A las 4h Pl se lavaron los parasitos no internalizados con DPBS y

se determind el tiempo cero de infeccidn. La cinética de infeccién fue de 4, 24 y 72h (Tabla 2).

Tabla 2. Condiciones de infeccidn in vitro en cultivos celulares

Tipo celular N° Cel /pocillo Placa de cultivo Ratio de infeccion Cinética de infeccién

y 5x10° P24 24y72h
on
2x10° P6 72 h
Mo 5 x10° P24 5:1 24y72h
2x10° P6 72h
DHE2 2,5x10° P24 4,24y 72h
1x 106 P6 4h
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3.5. Estimacion del indice de infeccidn

Para cuantificar la capacidad de infeccién de L. infantum en los distintos tipos celulares, las
células se sembraron sobre lentillas en placas de cultivo de 24 pocillos tal y como se describe en
el apartado 3.4. Tras los correspondientes tiempos de infeccion (Tabla 2), las células fueron
fijadas con metanol al 70% durante 5 minutos y tefiidas con Giemsa (R66, Gurr™) (VWR, EE.
UU.). Se contaron 400 células por duplicado mediante un microscopio dptico Olympus BX41,
utilizando el objetivo de 100 aumentos, y se determind el porcentaje de células infectadas vy el
numero de amastigotes intracelulares por cada célula infectada, lo que se denomind intensidad
de infeccion. El indice de infeccidn se calculé como el resultado de la multiplicacién de ambos

parametros (Cunha et al., 2013).

3.6. Anadlisis del metabolismo enzimatico y la produccién de citoquinas en cultivos

celulares

Las actividades enzimaticas, de la iNOS y la arginasa, asi como la produccidn de citoquinas, se
analizaron en sistemas de cocultivo de Mon o Mg primarios caninos derivados de sangre
periférica con linfocitos autélogos de los perros donantes. A las 4 h PI, tras el lavado de los
parasitos extracelulares se afiadieron los linfocitos autoldgos a los cultivos en una ratio 5:1
linfocito-Mon/Mg y se incubaron a 37°C 5% de CO, durante 72h. Para la determinacién de la
actividad de la enzima iNOS, una vez aiadidos los linfocitos autélogos al cocultivo, se agregé al
medio de cultivo lipopolisacarido (LPS) a una concentracion de 1 pg/ml (Merck) que se incubé
junto a las células durante las 72h. Las actividades de ambas enzimas se midieron en funcién de
las técnicas descritas en el apartado 4.2. La produccién de IFN-y, TNF-a e IL-10 se evalud

siguiendo las técnicas descritas en el apartado 4.3.

4. Técnicas inmunoldgicas

4.1. Determinacion de la produccion de ROS

La determinacién de la produccién de ROS se llevd a cabo tras 24 y 72h de infeccién por
citometria de flujo, utilizando el fluoréforo dihydroethidium (DHE) como sistema indicador. Las
células fueron incubadas en presencia de DHE 10 mM (Merck) durante 30 min a 37°C con un 5%
de CO,. Como control positivo se utilizé el inductor de ROS forbol-12-miristato-13 acetato (PMA)
(Merck), que se incubd junto con las células a una concentracion de 1 pg/ml durante 30 min en
condiciones estdndar. La intensidad de fluorescencia del DHE se cuantificd utilizando el

citdmetro de flujo FACScan y el software FlowJo X, versién 10.0.7.
4.2. Cuantificacion del metabolismo enzimatico

La produccién de NO se estimd de forma indirecta a partir de la concentracidon obtenida de

nitritos utilizando la prueba quimica de Griess (Ding et al., 1988). La actividad arginasa se midio
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tras la lisis de las células, mediante su incubacion durante 30 min en una solucién compuesta
por tris-acido clorhidrico (Tris-HCI) 0,1M, cloruro sdédico (NaCl) 300 uM, floruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1uM y Tritén X-100 al 1% (Merck) (Corraliza et al., 1994). La cantidad
de arginasa suficiente para inducir la formaciéon de 1 mmol de urea por min se definié como la

unidad de actividad enzimatica (U). Los resultados se expresaron en miliunidades (mU).
4.3. Medicion de la produccion de citoquinas

La produccion de IFN-y, TNF-a e IL-10, se determind mediante técnicas de ELISA. Para ello, se
emplearon los kits comerciales correspondientes para cada especie, (DuoSet®ELISA

Development Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D systems, EE. UU.).

5. Técnicas de biologia molecular

5.1. Extraccién de acido ribonucleico

El acido ribonucleico (RNA) total de los cultivos celulares infectados se aislo a las 4 y 72h Pl
mediante el kit comercial NZY Total RNA Isolation Kit (NZYTech, Portugal) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez obtenido se determind su concentracidén y pureza

utilizando el espectrofotémetro NanoDrop™2000 (Thermo Fisher Scientific).

5.2. Cuantificacion de los niveles de expresion de citoquinas, TLR, NO y arginasa

por qPCR

El RNA total obtenido de los cultivos celulares tras 72h de infeccién se ajusté a una
concentracién de entre 200y 400 ng para cada muestra, que se retrotranscribieron para obtener
el DNA complementario (cDNA) mediante un kit comercial denominado NZY First-Strand cDNA
Synthesis Kit (NZYTech). Se cuantificaron los niveles de expresién de IL-1, IL-6, IL-12p40, IL-18,
TNF-0, iNOS, arginasa, TLR2 y TLR4. Los cebadores empleados para la amplificacion de los genes
analizados se disefiaron de forma especifica para estos estudios (Tabla 3). Las reacciones de
gPCR de transcripcion inversa (QRT-PCR) se realizaron utilizando el kit comercial NZYSpeedy
gPCR Green Master Mix (2x) (NZYTech), empleando 5 pmol de cada cebador y 4 ul de cDNA
diluido en un volumen final de 20 pl, usando el sistema de qPCR 7500 FAST (Applied Biosystems,
EE. UU.). La cuantificacidn relativa de los niveles de expresion de los genes de interés se llevo a
cabo mediante el método comparativo 2AACt (Schmittgen and Livak, 2008), previa
normalizacién de los valores en base a los genes metabdlicos B-actina y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GADPH). La eficiencia de las reacciones de qPCR se establecié en un indice de

determinacién R? superior a 0,99 y una pendiente de la recta de entre -3,6 y -3,0.



Tabla 3. Cebadores empleados en las reacciones de qRT-PCR

N NCBI®
Tamaio
Gen Nombre Secuencia (5’2 3’) Orientacion Posicion b Referencia
(bp) N° de acceso

gmB-actin-1D  GGCACCACACCTTCTACAATG  Forward  343-363

B-actin 151 NM_001195845.2 (M;;;;)”"'
gmB-actin-1R TGGATGGCTACGTACATGGCT Reverse 476-496
qGAPDH-1D CCAGAACATCATCCCTGC Forward  603-620

GAPDH 240 AB038240.1 (M;;:é)""’
QGAPDH-1R GAGACCACCTGGTCCTCAGTG ~ Reverse  822-842
qIl-18-1D  GATGGCTTACTCCAGTAACAATG  Forward — 1429-1451

IL-1p 158  XM_005630074.2 (M:;:S)""'
gil-1B-1R  GCCTCAGACTCTTGTTACAGAGC  Reverse  1564-1586
qIL-6-1D GAGACCTGCTTGACAAGAATCAC  Forward  367-389

IL-6 123 NM_001003301.1 (M;;;)""’
qIL-6-1R GATCTTGGTACTCATGTGCACAG ~ Reverse  467-489
qll-10-1D  CACGACCCAGACATCAAGAACCAC  Forward  304-327

IL-10 142 EU426968.1 (Mj;:;)""’
qIL-10-1R TACTAAATGCGCTCTTCACCTGC ~ Reverse  423-445
qlL-12-1D AGCAGTGACACTTTCAGCAGAG ~ Forward  513-534

I-12 143  NM_001003292.1 (M;;;é)""'
qIL-12-1R GCTTGTGAATAGCATCCACCACG ~ Reverse  633-655
qlL-18-1D GATTCTGACTGTACAGATAATGC  Forward  211-233

IL-18 99  NM_001003169.1 (M;;:;)""’
qlL-18-1R  CTTCACAGAGATAGTTACTGCCAG  Reverse  286-309
GTNFa-1D AGCCAGTAGCTCATGTTGTAGC ~ Forward  260-281

TNF-a 122 NM_001003244.4 (M;;;é)""'
qTNFa-1R CGGCACTATCAGCTGGTTGTCTG ~ Reverse  359-381
gArg-1D GCATGGCTATTGGAAGCATCTC Forward 794-815

Arginasa 182 XM_532053.6 (M;;:g)""’
gArg-1R GAATCCTGGTACATCGGGTATC Reverse 954-975
ginos-1D GTCTTGTCTGGGAGCCATCATG ~ Forward  586-607

iNOS 161 XM 022422531.1 (M:;:é)""'
qinos-1R CCACCCTGGCCAGATGTTCCTC ~ Reverse  725-746
qTLR2-1D  GAACTTATCCGACACAAGAATGC  Forward  1331-1353

TLR2 164 EU487534.1 (MSZ;)""'
qTLR2-1R  AGGCATCTGGTAGAGTCTTCAAC  Reverse  1472-1494
qTLR4-1D  ATTCCAGTTTGAAGCAGGCCAGTG Forward  1300-1323

TLR4 134  NM_001002950.2 (M:;:é)""’
qTLR4-1R  GACTTCGAGGCTGACCAAGCCATC Reverse  1410-1433
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5.3. Construccion de librerias de cDNA y secuenciacion del RNA

Para la construccion de las librerias de cDNA, se partio del RNA total obtenido de tres réplicas
bioldgicas de los cultivos celulares a las 4h Pl. Una vez aislado, su concentracién y pureza se
evaluaron tal y como se describe en el apartado 5.1. Ademas, se analizé su integridad mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, que incluia la tincién de acido nucleico intercalante
GelRed (Biotium, EE.UU), y el kit comercial RNA 6000 Nano perteneciente al bioanalizador Agilent
2100 (Agilent Technologies, EE.UU.). Se utilizé un maximo de 1 pg de RNA por muestra. Tanto la
construccién de librerias como la secuenciacién masiva de RNA (RNA-seq) fueron realizadas por
la empresa Novogene® de acuerdo a sus protocolos optimizados. Brevemente, las librerias de
secuenciacidn se generaron usando el kit comercial NEBNext® Ultra™ RNA Library Prep Kit para
la tecnologia lllumina® (NEB, EE. UU.), siguiendo con las recomendaciones del fabricante. El RNA
mensajero (MRNA) se purificd a partir del RNA total utilizando esferas magnéticas unidas a
oligonucledtidos Poli-T y se fragmentd mediante cationes divalentes. Tras la retrotranscripcion
y adenilacion de los extremos 3’, el cDNA se unié a adaptadores para favorecer su hibridacion.
Se seleccionaron los fragmentos de cDNA de 150-200bp usando el sistema AMPpure XP
(Beckman Coulter, EE. UU.) y se amplificaron por PCR. La calidad de las librerias se analizé en el
bioanalizador Agilent 2100. Por ultimo, las librerias fueron secuenciadas en la plataforma

Illumina Hiseq 2000 (lllumina, EE. UU.) para generar las lecturas pareadas (paried-end).

Los datos crudos obtenidos en la secuenciacion se encuentran disponibles en la base datos NCBI

Sequence Read Archive con el nimero de acceso PRINA701880.
5.4 Control de calidad, mapeo y cuantificacion de los niveles de expresion génica

La calidad de los datos obtenidos tras la secuenciacion se analizé mediante la herramienta
informatica FASTP (http://github.com/OpenGene/fastp) (Chen et al., 2018), elimindndose las
lecturas que contenian adaptadores, secuencias Poli-N y las lecturas de baja calidad. Se
calcularon los indices de calidad Phred (Q) 20 y 30 (Ewing and Green, 1998) y el contenido de
guanina-citosina (GC) (Sheng et al., 2017) para cada muestra. Todos los analisis posteriores se

realizaron Unicamente teniendo en cuenta las lecturas de alta calidad.

Las lecturas se alinearon frente al genoma de referencia de los canidos (Canis lupus familiaris,
versiéon CanFam3.1. NCBI: GCA_ 000002285.2) y de Leishmania infantum JPCM5 (versién
ASM287v2. NCBI: GCA_000002875.2), obtenidos de la base de datos ENSEMBL/NCBI (Flicek et
al., 2014; Hunt et al, 2018) usando el software HISAT2 (https://ccb.jhu.edu/
software/hisat2/inde) (Pertea et al., 2016). Los niveles de expresidn se estimaron en funcién de
los fragmentos por kb de transcrito por millén de lecturas mapeadas (FPKM) de cada gen,
conocido y nuevo, teniendo en cuenta la longitud del gen y el nimero de lecturas (Trapnell et
al., 2010).



5.5 Analisis del enriquecimiento y la expresion diferencial de genes

En primer lugar, se investigd la correlacion entre las muestras infectadas en las mismas
condiciones para asegurar su aceptacién como réplicas bioldgicas y se realizd un analisis de
componentes principales (PCA) para valorar su agrupacién (Son et al., 2018). La expresion
diferencial de los genes en las distintas condiciones se estudié utilizando el algoritmo DESeq2
del software estadistico R (http://www.r-project.org), con base en un modelo de distribucién
binomial negativa para la determinacién de diferencias estadisticas (Anders and Huber, 2010).
Los valores P resultantes se ajustaron utilizando el enfoque de Benjaminiy Hochberg (Benjamini,
1995) para controlar la Tasa de descubrimientos falsos (FDR). Los genes con un valor FDR < 0,05

se definieron como genes diferencialmente expresados (DEG).

Los DEG fueron analizados para la asignacién de términos de ontologia génica (GO) y para
establecer su distribucion entre las categorias funcion molecular, proceso bioldgico y
componente celular (Ashburner et al., 2000; The Gene Ontology, 2019). Los términos GO
enriquecidos se identificaron mediante la herramienta bioinformdtica PANTHER 16.0
(http://www.pantherdb.org) (Thomas et al., 2003; Thomas et al., 2006; Mi et al., 2020),
utilizando la prueba estadistica de sobrerrepresentacién. Para facilitar su andlisis, una vez
obtenidos, se utilizd el servidor REVIGO para identificar los términos GO no redundantes y
agruparlos en funcién de su similitud semdntica, permitiendo una semejanza del 0,5 en todos
los casos (Supek et al., 2011). Las rutas bioldgicas se identificaron mediante la base de datos
KEGG (Kyoto Encyclopedia of genes and genomes) (Kanehisa and Goto, 2000; Kanehisa, 2019;
Kanehisa et al, 2020) y la herramienta bioinformatica STRING 10 version 11.0
(https://www.string-db.org) (Szklarczyk et al., 2019). Los términos GO y rutas bioldgicas con un
valor FDR inferior a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. El analisis de
enriquecimiento funcional con los DEG hallados en L. infantum se realizd6 mediante la base de
datos TriTrypDB (https://tritrypdb.org, VEuPathDB) (Aslett et al., 2010; Harb and Roos, 2020).

6. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados, en primer lugar, se estudid la distribucidn de las
variables. Aquellas variables que se ajustaron a una distribucién normal se analizaron mediante
las pruebas de inferencia estadistica paramétrica: t de Student para muestras relacionadas o
independientes y analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias, en funcion del nimero de
variables comparadas. Por el contrario, aquellas variables que no se ajustaban a una distribucién
normal se analizaron mediante pruebas de inferencia estadistica no paramétrica como la prueba
de Mann-Whitney. La prueba especifica realizada en cada caso se encuentra recogida en la figura
correspondiente. Todos los analisis se realizaron usando el Software Prism 6 (Graph Pad
software) y los resultados se representan como la media * el error estandar de la media (SEM).
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los valores de p se
encontraron por debajo de 0,05 (*p < 0,05) y 0,01 (**p < 0,01).
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7. Consideraciones éticas

Todos los ensayos que han implicado el uso de animales han sido disefiados de acuerdo con la
legislacidon aplicable (Ley espafiola 63/2013 y Directiva de la Union Europea 2010/63/UE),
siguiendo el principio de las 3R (reemplazo, reduccién y refinamiento). Todos los procedimientos
han sido aprobados por el Comité de ética y experimentacion animal de la Universidad
Complutense de Madrid y la Comunidad de Madrid con los nimeros de procedimiento: PROEX
05/2018 y PROEX 212/18.
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OBJETIVO 1

Caracterizar el perfil de virulencia in vivo de los aislados de
L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7, en comparacién con la
cepa BCN150, en un modelo experimental murino de VL






OBIJETIVO 1

1. Contexto cientifico

La reciente dispersiéon de la leishmaniosis hacia zonas no endémicas pone de manifiesto el
cambio acontecido en su perfil epidemioldgico. Esta extensién es fruto del incremento en los
movimientos de personas y animales desde zonas endémicas, pero también de los cambios
medioambientales y ecolégicos inducidos por actividades humanas como la urbanizacién y la
deforestacion (Alvar et al., 2012; Gradoni, 2013). La creacion del parque forestal periurbano
Bosquesur, entre las localidades madrilefias de Fuenlabrada, Leganés, Alcorcon, Getafe y Pinto
en 2009, tuvo como consecuencia la alteracién de sus condiciones ecoldgicas, con el
consiguiente incremento en la densidad de vectores (P. perniciousus) y hospedadores
alternativos (liebres y conejos) de Leishmania (Arce et al., 2013). Esta confluencia de factores
dio lugar al mayor brote de leishmaniosis humana en Europa (Arce et al., 2013), afectando a
unas 800 personas con manifestaciones cutdneas y viscerales (gran parte en personas
inmunocompetentes). Los estudios de xenodiagndstico realizados revelaron el papel de
reservorio ejercido por los lagomorfos, al resultar, no solo seropositivos frente al parasito, sino
también infecciosos para la poblacién de vectores (Molina et al., 2012; Jimenez et al., 2014).
Ademds, la abundancia de estas especies en el entorno del parque y el facil acceso a las mismas
favorecio un cambio en las preferencias alimenticias de los vectores que pasaron a consumir su
sangre como principal fuente de alimento (Jimenez et al., 2013; Gonzalez et al., 2017). Cabe
destacar que, aunque el perro es el principal reservorio de leishmaniosis en la cuenca
Mediterrdnea, en este caso los canidos no contribuyeron de forma significativa en la transmisién
de la enfermedad (Miro et al., 2017). Por ultimo, los estudios filogenéticos y de tipificacion
molecular llevados a cabo con distintos aislados obtenidos de pacientes, reservorios y vectores
revelaron la implicacion del genotipo de L. infantum ITS-Lombardi (Chicharro et al., 2013). Un
genotipo que a pesar de encontrarse circulando previamente, no habia sido descrito hasta el

momento.

Este inusual escenario, en el que se afectaron un gran nimero de personas en un area geografica
muy reducida, apuntaba hacia un cambio en la virulencia de los aislados de L. infantum
responsables. En un estudio ex vivo, realizado previamente en nuestro laboratorio, se hallé un
incremento en la virulencia de dos de estos aislados tanto en DC como en M@ murinos al
compararlos con la cepa BCN150 (Dominguez-Bernal et al., 2014). Posteriormente, otro estudio
de un grupo colaborador, que reproducia una infeccidén natural in vivo en hamster con aislados
de L. infantum procedentes del brote, mostré una mayor virulencia de estos en términos de
carga parasitaria en drganos diana, alteraciones clinicopatoldgicas e infectividad para los

vectores (Martin-Martin et al., 2015).

En este objetivo y con el fin de caracterizar el perfil de virulencia, profundizamos en el estudio

comparativo entre los aislados BOS1FL1 y POL2FL7, procedentes del brote de la Comunidad de



Madrid, y la cepa de referencia BCN150. Se trataba de analizar si los resultados observados ex
vivo, se reproducian en un modelo murino in vivo de VL, y asi evaluar los mecanismos
inmunoldgicos que podrian haber permitido al pardsito superar la inmunocompetencia de

muchos de los pacientes afectados.

2. Resultados

2.1. Variabilidad en el grado de visceralizacion en funcién del aislado o cepa de

L. infantum

En primer lugar, se evallo el potencial de diseminacién de BCN150, BOS1FL1 y POL2FL7 en el
higado y bazo de los animales. Se inocularon por via IV seis ratones BALB/c, por grupo, con el
mismo numero de promastigotes de cada cepa/aislado, tal y como se describe en el apartado
2.1. Cinco semanas después de la infeccidn, los ratones se eutanasiaron y la carga parasitaria en
ambos drganos se determiné mediante un ensayo LDA. Los resultados obtenidos mostraron una
mayor capacidad metastasica de los aislados del brote (BOS1FL1y POL2FL7), con mayores cargas
parasitarias en ambos érganos en comparacion con el grupo BCN150. El aislado BOS1FL1 fue el

gue presentd un potencial de diseminacion en 6rgano diana mas elevado (Figura 7).

*
I 1
* &

5 10 f I |
c
©
2
) 8
S
-1
E 6 T [ Bazo
= T -
o
g 4
= 5 B Higado
g [ |
|

0

A >4 O
\')?' s"('(\’ \S’
L P &

Figura 7. Determinacion de la carga parasitaria en higado y bazo de los animales infectados por
L. infantum. Se inocularon seis ratones por grupo con 1x108 promastigotes/animal en fase estacionaria y
se determind la carga parasitaria en ambos drganos a las 5 semanas Pl, mediante un ensayo LDA. Los
resultados se representan como la media + SEM. El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizo
con la prueba paramétrica t de Student. (*P < 0,05; **P < 0,01).
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2.2. Induccion de una respuesta humoral especifica frente a L. infantum

Para evaluar la respuesta humoral inducida en los ratones por cada aislado o cepa parasitaria,
se obtuvieron las correspondientes muestras de sangre y se cuantificd la presencia de
anticuerpos IgG especificos anti-SLA presentes en el suero. El titulo medio de anticuerpos del
grupo BCN150 se establecio en 1:220 (+ 49), mientras que los de los grupos POL2FL7 y BOS1FL1
se establecieron en 1:500 (+ 100) y 1:1267 (+ 217) respectivamente (Figura 8). En correlacion
con la carga parasitaria y la progresién de la enfermedad, los ratones infectados por el aislado

BOS1FL1 fueron los que presentaron una respuesta humoral anti-SLA mas elevada.
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Figura 8. Respuesta inmunitaria humoral frente a SLA. El suero de los ratones infectados por L. infantum
se obtuvo a las 5 semanas Pl en todos los grupos. El titulo de anticuerpos presentes en el suero se
determind mediante técnicas de ELISA. Los resultados se representan como la media + SEM. Los datos
obtenidos no se ajustaron a una distribucion normal, por lo que su andlisis estadistico se realizé con la
prueba no paramétrica Mann-Whitney (*P < 0,05; **P < 0,01).

2.3. Predominio de la actividad arginasa tras la infeccién por POL2FL7 y BOS1FL1

El estudio del metabolismo de la L-arginina en las células fagociticas, mas concretamente las
actividades de las enzimas iNOS y arginasa, resulta de gran importancia para determinar la
tendencia del perfil inmunolégico del hospedador frente a la infeccion por Leishmania. La
cuantificacion de ambas actividades enzimaticas se realizd6 en un sistema de cocultivo de
esplenocitos de los ratones infectados con DC de ratones naive, previamente estimuladas con
SLA durante 96h. Todos los grupos infectados produjeron niveles de nitritos entre 5 y 10 veces
superiores a los niveles basales del grupo no infectado (PBS: 3,08 + 1,06 uM), sin que se
observasen diferencias significativas entre los distintos aislados o cepas de L. infantum (Tabla
4). Los valores de actividad arginasa detectados en los cocultivos celulares de los ratones
infectados fueron, también, significativamente superiores a los del grupo control (PBS). Entre
los grupos infectados, los ratones inoculados con el aislado BOS1FL1 presentaron una actividad
arginasa significativamente mayor (30,69 * 6,55 mU) que el resto. Por el contrario, no se hallaron

diferencias entre los grupos inoculados con POL2FL7 y BCN150 (Tabla 4).
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Tabla 4. Evaluacion del metabolismo de la L-arginina en los ratones infectados por L. infantum BCN150,
POL2FL7 y BOS1FL1.

Grupo Nitritos (uM) Actividad arginasa (mU) Ratio iNOS/Arginasa
POL2FL7 28,97 £ 4,12%* 20,18 + 3,99* 1,44%
BOS1FL1 18,42 £ 10,01** 30,69 + 6,55%, **a, *b 0,60*, **a, **p
BCN150 31,86 +7,32*%* 18,30 +£5,46 1,74%*

PBS 3,08+ 1,06 10,79+ 1,96 0,19*

Los resultados se representan como la media + SEM. Los asteriscos (*) indican diferencias
estadisticamente significativas (*P < 0,05; **P < 0,01) entre los grupos infectados y el grupo control PBS.
La letra (a) indica diferencias significativas entre los grupos POL2FL7 o BOS1FL1 y el grupo BCN150. La
letra (b) indica diferencias significativas entre POL2FL7 y BOS1FL1. El analisis estadistico de los datos se
realizé mediante la prueba paramétrica t de Student.

2.4. Modulacién diferencial de la defensa inmunoldgica del hospedador basada en

la produccién de citoquinas en respuesta a la infeccion

La infeccion de los ratones por BOS1FL1 y POL2FL7 indujo una produccidn significativamente
menor de citoquinas proinflamatorias, IFN-y y TNF-o, (Figura 9A, B) y mayor de citoquinas
antinflamatorias, IL-10, (Figura 9C) en comparacién con la cepa BCN150. La produccion de IL-10
de los esplenocitos de los ratones pertenecientes al grupo BOS1FL1, al igual que la carga
parasitaria, el titulo de anticuerpos IgG anti-SLA vy la actividad arginasa, se encontrd por encima
de los niveles observados para el grupo POL2FL7 (**p < 0,01). Las ratios IFN-y/IL-10 y TNF-a/IL-
10 resultaron significativamente reducidos en los ratones infectados por POL2FL7 y BOS1FL1 con
respecto al grupo BCN150 (Tabla 5). Entre los aislados procedentes del brote, BOS1FL1 dio lugar
a unas ratios de citoquinas Th1/Th2 cuyos valores fueron de entre 0,6 y 0,75 veces los del grupo
POL2FL7.

Tabla 5. Ratios de citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias en los ratones infectados por
L. infantum BCN150, POL2FL7 y BOS1FL1.

Grupo Ratio IFN-y/IL-10 Ratio TNF-a/IL-10
POL2FL7 0,19 £ 0,08**, **3 0,48 £0,19%, *a
BOS1FL1 0,12 £ 0,09**, **3 0,36 £ 0,23%, *a
BCN150 0,93 +£0,18** 0,89 +0,22*

PBS 3,94 +1,68 10,79 £1,96

Los resultados se representan como la media * SEM. Los asteriscos (*) indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos infectados y el grupo control PBS. La letra (a) indica
diferencias significativas entre los grupos POL2FL2 o BOS1FL1y el grupo BCN150. El andlisis estadistico de
los datos obtenidos se realizé con la prueba paramétrica ANOVA de dos vias seguida del test de Tukey.
(*P<0,05; **P<0,01).
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Figura 9. Produccién de citoquinas en los animales infectados por L. infantum. Los esplenocitos de los
ratones infectados se cocultivaron con DC derivadas de médula dsea de ratones naive estimuladas con
SLA durante 96h. La produccién de IFN-y (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) se determiné mediante técnicas de
ELISA. Los resultados obtenidos se representan como la media + SEM. El analisis estadistico de los datos
se realizd con la prueba paramétrica ANOVA de dos vias seguida del test de Tukey. (¥*P < 0,05; **P < 0,01).

2.5. Diferencias en la afectacion hepatica de los ratones en respuesta a la infeccién

En el estudio anatomopatoldgico de los higados de los ratones se observd que, después de cinco
semanas de infeccidn, todos los animales desarrollaron una hepatitis de tipo granulomatoso.
Por el contrario, el grupo control no presentd lesiones inflamatorias ni de cualquier otra indole.
La gravedad de la hepatitis desarrollada se expresé de forma semicuantitativa mediante su
clasificacion en tres categorias: leve, moderada y grave. De acuerdo con este criterio, los ratones
pertenecientes al grupo BOS1FL1 presentaron una afectacién hepdtica entre moderada y grave,
mientras que los ratones de los grupos POL2FL7 o BCN150 desarrollaron mayoritariamente una

hepatitis leve (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de la afectacion hepatica en los ratones infectados por L. infantum.
Representacion grafica del nimero total de infiltrados o granulomas hepdticos hallados en cada animal
en todos los grupos. La gravedad de la inflamacidn se clasificd en 1 leve (< 5 granulomas), 2 moderada (5
- 14 granulomas) y 3 grave (> 14 granulomas).
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El porcentaje de granulomas maduros y crdnicos o estériles en relacién con el porcentaje de
infiltrados inmaduros resultdé mucho menor en los ratones infectados por BOS1FL1 que en el
resto de los grupos. Aunque la gravedad de la inflamacién fue similar en los grupos POL2FL7 y
BCN150, los ratones infectados por el aislado POL2FL7 mostraron un mayor porcentaje de

granulomas estériles que el grupo BCN150 (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de granulomas hepaticos en funcion de su fase de maduracidon. Los granulomas se
clasificaron en inmaduros (IM), maduros (M) y crénicos o estériles (C/S). Los granulomas IM (a) se
caracterizaron por presentar en su interior una poblacidén de células de Kupffer hipertrofiadas con un
numero variable de amastigotes (flechas) intercaladas con algunos linfocitos y macréfagos. Los
granulomas M (b) presentaron una poblaciéon de macréfagos y células gigantes en la parte central que
contenian amastigotes. Los granulomas C/S (c) se caracterizaron por la ausencia de amastigotes y la
presencia de una poblacién de linfocitos en la periferia.
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3. Discusion

Existen muchos factores que influyen en la virulencia de Leishmania y pueden favorecer un
incremento en el niumero y la gravedad de los casos de leishmaniosis (Buckling, 2007). En el
brote de la Comunidad de Madrid, se describié por primera vez el papel ejercido por los
lagomorfos como reservorios alternativos sin que se hallase ninguna afectacién
clinicopatoldgica de los mismos (Molina et al., 2012; Jimenez et al., 2014). No obstante, la
interaccion de L. infantum con estas especies pudo aumentar la virulencia de los aislados
responsables, favoreciendo el gran nimero de personas inmunocompetentes afectadas. Esto
podria ser debido a que el patégeno y el hospedador no habrian tenido la oportunidad de
coevolucionar hacia una situacion de equilibrio (Casadevall et al., 2011). En base a los resultados
obtenidos en estudios previos de interaccién Leishmania-hospedador (Carrion et al., 2006; Nieto
et al., 2011; Dominguez-Bernal et al., 2014), en este objetivo, se pretendia evaluar el potencial
patégeno de los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 al compararlos con la cepa,

previamente caracterizada, BCN150 en un modelo experimental murino de VL.

Los resultados, en linea con los previamente obtenidos en el grupo INMIVET tras la infeccidn ex
vivo de Mg y DC murinas y por Martin-Martin y colaboradores en un modelo in vivo de infeccién
natural en hamster (Dominguez-Bernal et al., 2014; Martin-Martin et al., 2015), revelaron un
espectro de fenotipos de virulencia que abarcaban un rango de agresividad de moderado a
elevado. En comparacion con la cepa BCN150, la infeccidn con BOS1FL1 y POL2FL7 dio lugar a
mayores cargas parasitarias, titulos serolégicos mas elevados vy, en funcién de los pardmetros

inmunoldgicos analizados, una menor capacidad de control de la infeccidn.

Cinco semanas después de la inoculacidn intravenosa, en todos los grupos, los promastigotes de
L. infantum fueron capaces de visceralizar y establecer la infeccién. Los pardsitos se encontraron
en el higado y el bazo de los ratones, pero con distintos niveles de diseminacion dependiendo
del grupo analizado. Los ratones infectados por los aislados POL2FL7 y BOS1FL1 presentaron un
mayor niumero de parasitos en érgano que los del grupo BCN150, siendo las cargas parasitarias
en el grupo BOS1FL1 practicamente el doble de las observadas para la cepa BCN150y superiores
a las del aislado POL2FL7.

En vista de los resultados obtenidos, decidimos investigar si esta gran capacidad metastasica de
los aislados procedentes del brote se relacionaba con otros biomarcadores inmunoldgicos
asociados con la progresion de la infeccion. La produccién de anticuerpos especificos es un buen
marcador del establecimiento de la infeccién y desarrollo de la enfermedad. La sintesis de
anticuerpos IgG anti-SLA no constituye un mecanismo de defensa efectivo ante un patégeno
intracelular, como L. infantum, pero su deteccidon mediante técnicas de ELISA tiene un gran valor
serodiagndstico (Maalej et al., 2003; Lakhal et al., 2012). Su determinacion permite el
diagndstico cualitativo de la infeccidn y la cuantificacién de la intensidad de diseminacién del

parasito en el hospedador. Los ratones infectados por POL2FL7 y BOS1FL1 mostraron titulos de



anticuerpos IgG anti-SLA entre 2 y 6 veces superiores a los hallados en el grupo BCN150 y, a su
vez, los del grupo BOS1FL1 fueron 2,5 veces superiores a los del grupo POL2FL7, lo que se asocid

CONh su mayor carga parasitaria.

Leishmania es un parasito intracelular obligado y, por tanto, requiere de un microambiente en
el interior de las células del hospedador que permita su mantenimiento y multiplicacién. La L-
arginina es un aminodcido esencial cuyo metabolismo refleja la capacidad de control de la
infeccion por parte del hospedador (Iniesta et al., 2001; Kropf et al., 2005). Cuando las células
fagociticas son activadas de forma adecuada, se induce la actividad enzimdatica de la iNOS que
actua sobre la L-arginina para producir moléculas con actividad leishmanicida como el NO. Por
el contrario, cuando las células fagociticas son activadas de forma inadecuada, se induce la
accion de la enzima arginasa que, empleando el mismo sustrato, da lugar a la sintesis de
poliaminas, compuestos que favorecen el crecimiento y supervivencia de los parasitos (Wanasen
and Soong, 2008). En un estudio reciente se describio que la actividad arginasa podia servir como
uno de los principales marcadores de gravedad de la enfermedad (Badirzadeh et al., 2017) y en
otro estudio se le atribuyd un gran valor prondstico en el progreso de la infeccion (Muxel et al.,
2017). Nuestros resultados mostraron un incremento de la actividad arginasa en los ratones
infectados en comparacién con el grupo control, especialmente en aquellos infectados por los
aislados procedentes del brote. La elevada virulencia del aislado BOS1FL1, en términos de carga
parasitaria y respuesta humoral, también se observd en su mayor induccion de esta actividad

enzimatica.

La respuesta inmunitaria celular en los ratones tras su infeccidn por los aislados POL2FL7 y
BOS1FL1 (especialmente este ultimo) se inclind hacia un perfil fundamentalmente de tipo Th2.
La produccion de IFN-y y TNF-a en los ratones infectados por los aislados procedentes del brote
fue menor que la inducida por la cepa BCN150 y a la vez, en estos mismos grupos, se observé
un incremento en la produccion de IL-10, lo que se reflejé en sus ratios IFN-y/IL-10 y TNF-0/IL-
10. La correlacién positiva entre el control de la infeccidn y una respuesta inmunitaria celular
polarizada hacia un perfil de tipo Th1, ha sido ampliamente descrita en células de origen murino,
canino y humano (Paul et al., 2012; Gradoni, 2015; Holowka and Bucala, 2020). Ademas,
numerosos estudios han demostrado que la sobreproduccién de IL-10, una citoquina inhibidora
de la actividad fagocitica en las células del hospedador mamifero es uno de los principales
factores que favorecen la supervivencia parasitaria (Nylen et al., 2007; Nylen and Sacks, 2007;
Paul et al., 2014). Este predominio del perfil Th2 en la respuesta de los ratones infectados por
los aislados procedentes del brote se asocié con la gran diseminacién de los parasitos y la

progresion de la enfermedad en los mismos.

En el estudio histopatoldgico de los higados de los ratones infectados se hallé una mayor
gravedad de la inflamacién hepdtica tras la infeccidon con los aislados POL2FL7 y BOS1FL1 en
comparacién con la cepa BCN150. Estos resultados se correlacionaron con la elevada carga

parasitaria detectada vy el alto titulo serolégico anti-SLA encontrado en estos grupos. Una mayor

{



carga parasitaria da lugar a una mayor respuesta inflamatoria, pero esta respuesta no es siempre
efectiva (Murray, 2001; McFarlane et al., 2011). Numerosos estudios en seres humanos y
modelos animales han demostrado que la capacidad de resolucion de la infeccidon por
L. infantum esta ligada con la formacion de granulomas y su grado de maduracién (Stager et al.,
2003; Nieto et al., 2011; Dominguez-Bernal et al., 2015). En el grupo de ratones infectados por
el aislado BOS1FL1, el porcentaje de granulomas inmaduros fue 2 veces superior al de
granulomas maduros y estériles. Estos resultados se correspondian con una respuesta
inflamatoria desencadenada en este grupo menos efectiva, relacionada con su elevada
respuesta humoral anti-SLA. El grupo de ratones infectados por el aislado POL2FL7 desarrolld
una hepatitis inflamatoria ligeramente mas grave que la del grupo BCN150, lo que se asocid con
su mayor carga parasitaria. Sin embargo, el porcentaje de formacidn de granulomas crénicos o
estériles en este grupo fue superior, lo que no se tradujo en una mayor capacidad para contener

la infeccidn, pudiendo estar implicados otros factores en la virulencia del aislado.

En conjunto, los resultados obtenidos en este objetivo ponen de manifiesto el incremento en el
perfil de virulencia exhibido por los aislados BOS1FL1 y POL2FL7, y suponen una primera
aproximacién al estudio de los mecanismos implicados. Las razones que explican la gran
afectacién de pacientes inmunocompetentes en el brote de leishmaniosis de la Comunidad de
Madrid aun no se han aclarado en su totalidad. No obstante, estos resultados constituyen un

paso mas en el conocimiento y abren puertas hacia futuras investigaciones al respecto.
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OBJETIVO 2

Analizar el perfil de virulencia ex vivo y el tropismo diferencial
del aislado de L. infantum BOS1FL1, en comparacién con la cepa
BCN150, tras la infeccién de células primarias de origen canino






OBIJETIVO 2

1. Contexto cientifico

En la leishmaniosis se produce un desequilibrio entre la respuesta inmunitaria del hospedador y
la capacidad de Leishmania para modularla que condiciona el establecimiento y progreso de la
enfermedad. Inmediatamente después de la infeccidén se activa la maquinaria defensiva del
hospedador dando lugar a la produccidon de compuestos como NO y ROS (Carneiro et al., 2016).
Si bien, la produccién de NO depende de la activacion previa de las células, la produccién de
ROS, fundamentalmente por parte de los monocitos, es un mecanismo innato que resulta critico
en la adquisicion de resistencia frente a la infeccidn (Scott and Novais, 2016). Sin embargo, que
se logre o no el control de la parasitosis depende de muchos factores, entre ellos la naturaleza
genética del hospedador (Chapman and Hill, 2012) o el genotipo de Leishmania implicado
(Guerbouj et al., 2001). De hecho, existen estudios previos que han demostrado que en la
especie murina el principal mecanismo de control de las células fagociticas es la produccién de
NO, mientras que en la especie humana este papel recae en mayor medida en la produccion de
ROS (Novais et al., 2014).

En Espafia la CanL causada por L. infantum es una enfermedad parasitaria endémica y la
leishmaniosis humana se considera hipoendémica, si bien ha experimentado un importante
aumento de su incidencia en los ultimos afios a consecuencia del brote de la Comunidad de
Madrid (Arce et al., 2013). A pesar de que los cdnidos son el principal reservorio de leishmaniosis
en la cuenca mediterrdnea, en este brote no han tenido un papel relevante en la transmision,
siendo los lagomorfos los que han actuado como reservorios alternativos (Molina et al., 2012).
Prueba de ello, son los resultados mostrados en los estudios epidemiolégicos desarrollados en
la zona, que no revelaron un aumento significativo de la prevalencia de la CanL (Miro et al.,
2017).

Los resultados obtenidos tanto ex vivo como in vivo en el modelo murino revelaron una mayor
virulencia de los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7, procedentes del brote, en términos
de capacidad de infeccién y habilidad para comprometer la integridad de la respuesta defensiva
de los hospedadores. Sin embargo, ante la ausencia de un recrudecimiento de la enfermedad
en los cdnidos, nos planteamos la hipétesis de que existiese un tropismo diferencial de estos
aislados que hubiese favorecido su adaptacidn a otros reservorios. Por ello, decidimos comparar
el comportamiento del aislado BOS1FL1 y la cepa BCN150 en su interaccion con células primarias

de origen canino, concretamente en Mon y Mg derivados de sangre periférica de perro.



2. Resultados

2.1. Caracterizacion in vitro de L. infantum BOS1FL1 y BCN150

En primer lugar, se estudié la cinética de crecimiento y metaciclogénesis de L. infantum BOS1FL1
y BCN150 para descartar que cualquier diferencia que obtuviéramos en los analisis posteriores
pudiera estar relacionada con un diferente desarrollo de los parasitos in vitro. Los promastigotes
se cultivaron a 26°C durante 20 dias, llevandose a cabo un recuento diario de las formas viables
de cada aislado/cepa en la camara de Neubauer mejorada. No se hallaron diferencias
significativas en el nimero de promastigotes en cada recuento, ambos parasitos presentaron
una velocidad de crecimiento similar y alcanzaron la fase estacionaria entre los dias cinco y ocho
de cultivo (Figura 12A). Mediante la observacion microscopica de su morfologia se estudié su
metaciclogénesis in vitro. Los resultados no revelaron diferencias significativas en el nimero de
promastigotes metaciclicos entre BCN150 y BOS1FL1 en ninguna de las fases del ciclo (Figura
12B).
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Figura 12. Cinética de crecimiento (A) y metaciclogénesis (B) de los parasitos in vitro. Los promastigotes
de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 se cultivaron durante 20 dias, llevandose a cabo recuentos diarios de
las formas viables en la cdmara de Neubauer mejorada. Los pardsitos se consideraron metaciclicos cuando
presentaron una relaciéon entre la longitud de su flagelo y su cuerpo celular >2. Los resultados obtenidos
se representan como la media £ SEM de tres experimentos independientes. El analisis estadistico de los
datos obtenidos se realizé con la prueba paramétrica t de Student. (*P < 0,05; **P < 0,01)

Ademas, se evalud la viabilidad de los promastigotes tras exponerlos a concentraciones
crecientes de H,0, para determinar su susceptibilidad al efecto leishmanicida ejercido por ROS.
Los resultados mostraron una reduccion del porcentaje de viabilidad de ambos parasitos
correlacionado con la concentracién H,0,. La cepa BCN150 presentd una mayor resistencia que
el aislado BOS1FL1 (Figura 13), diferencia que se hizo estadisticamente significativa a una

concentracion de 4 mM (p < 0,01).
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Figura 13. Viabilidad de los promastigotes en condiciones de estrés oxidativo. Los promastigotes de
L. infantum BCN150 y BOS1FL1 se expusieron a concentraciones crecientes de H,0, y su viabilidad se
determiné mediante un ensayo MTT. El grafico muestra los resultados obtenidos (media + SEM) en un
experimento representativo de un total de 4 experimentos independientes realizados. El analisis
estadistico de los datos se realizé con la prueba paramétrica t de Student. (*P < 0,05; **P < 0,01)

2.2. Diferencias en la interaccion de L. infantum con Mon y Mg caninos en funcién

del aislado o cepa

El estudio del comportamiento de L. infantum en su interaccidén con células caninas, se realizd
aislando Mon y Mg a partir de sangre periférica de perros donantes, que se caracterizaron por
citometria de flujo. Los Mon se definieron como una poblacién celular CD14* MHC-II** CD40*" y
CD86". Una vez diferenciados, los M@ se caracterizaron en funcién de los mismos marcadores de
superficie como una poblacién CD14*" MHC-Il */, CD40* y CD86  y se infectaron con
promastigotes de ambos tipos parasitarios. El progreso de la infeccidén se evalué a lo largo de
72h. BCN150 presentd un mayor indice de infeccion celular en comparaciéon con BOS1FL1 tanto
alas24h (279 £+ 18vs 73+ 7, p <0,0001) como a las 72h PI (176 £ 17 vs 53 + 3, p = 0,0002). Estas

diferencias se correspondieron con un mayor porcentaje e intensidad de infeccién en ambos
tiempos (Figura 14A, B).

Los resultados fueron similares tras la infeccién de los Mon con ambos parasitos. El indice de
infeccion celular de BCN150 resultd superior al de BOS1FL1 tanto a las 24h (200 £ 28 vs 86 + 6;
p =0,0002) como a las 72h PI (435 + 16 vs 142 + 14; p <0,0001). De acuerdo con estos resultados,
BOS1FL1 mostrd una menor capacidad de infeccién en términos de porcentaje e intensidad en

ambos puntos temporales (Figura 14A, B).
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Figura 14. Capacidad de infeccion de BCN150 y BOS1FL1 en Mon y Mg caninos. Las células fueron
infectadas con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio de 5:1 pardsitos-células. El
porcentaje (A) y la intensidad (B) de infeccidn se evaluaron a las 24 y 72h Pl mediante el recuento de las
células por microscopia optica. El grafico representa los resultados obtenidos (media + SEM) en un
experimento representativo de un total de 4 experimentos independientes realizados. El analisis
estadistico de los datos se realizé con la prueba paramétrica ANOVA de una via seguida por el test de
Tukey de comparacion multiple (*P < 0,05; **P < 0,01).

2.3. Evaluacion de la respuesta oxidativa desarrollada tras la infeccion con

L. infantum

La produccidn de compuestos con actividad leishmanicida (NO y ROS) es uno de los principales
mecanismos de proteccion de las células fagociticas frente a L. infantum. Por ello, decidimos
investigar si existian diferencias en la induccién de estos compuestos tras la infeccién de las
células caninas con BCN150 y BOS1FL1. La produccidon de NO, en los cocultivos de linfocitos
autdlogos con Mon y Mg infectados, se determindé de forma indirecta a través de Ia
concentracion de nitritos. No se alcanzaron los limites de deteccidn de la técnica, en ninguno de
los tipos celulares, ni tras la infeccidn con L. infantum ni en el grupo control de células no

infectadas.

La produccidn de ROS se determiné por citometria de flujo. Como control positivo se utilizaron
células tratadas con PMA, un inductor especifico de estos compuestos. La mayor produccién de
ROS se obtuvo en los Mon a la 24h de infeccion con la cepa BCN150 (295,2 * 7,2), superando,
incluso, los valores obtenidos en el control positivo. En los Mg la produccidon de ROS en las
células infectadas fue mayor que en el grupo control de células no infectadas, pero, a diferencia

de lo observado en los Mon, no se superaron los niveles inducidos por el PMA (Figura 15).
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Figura 15. Determinacion de la producciéon de ROS en los Mon y Mg caninos infectados por BCN150 y
BOS1FL1. Las células se infectaron con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1
parasitos-células. Transcurridas 24 y 72h Pl, las células se incubaron con DHE (10 uM) durante 30 minutos
a37°C5% CO2. Como control positivo se utilizd PMA (1 pg/ml). La intensidad media de fluorescencia (MFI)
del DHE se determind por citometria de flujo. Los resultados mostrados en el grafico se corresponden con
un experimento representativo de un total de tres experimentos independientes. El analisis estadistico
de los datos se realizd con la prueba paramétrica ANOVA de una via seguida por el test de Tukey de
comparaciéon multiple. (*P < 0,05; **P < 0,01).

Posteriormente se analizé el efecto de ROS sobre la infectividad de ambos parasitos. Para ello,
las células fueron incubadas con el inductor PMA (1ug/ml) durante 30 min y posteriormente se
llevé a cabo la infeccidn. En los Mon, a las 24 y 72h PI, en las células tratadas con PMA se observé
una reduccidn significativa del porcentaje, la intensidad (Figura 16A, B) y el indice de infecciéon
(Tabla 6). Esta reduccidn en la infectividad de los parasitos fue mas pronunciada en el caso de
la cepa BCN150, lo que indicaba una mayor susceptibilidad de la misma a ROS (Tabla 6). En los
Mg caninos el porcentaje de infeccion se redujo significativamente sélo a las 24h Pl y la
intensidad no disminuyé e incluso se incrementd a las 72h Pl en el caso del aislado BOS1FL1
(Figura 16A, B).

Tabla 6. Efecto de la induccion de ROS sobre el indice de infeccion de BCN150 y BOS1FL1 en monocitos

y macréfagos caninos.

Monocitos Macrofagos

BCN150 BOS1FL1 BCN150 BOS1FL1

NT PMA NT PMA NT PMA NT PMA

24hPl 286+15 18+#2** 152+13 26+1** 4493 328+10 332:11 288 +17

72h Pl 298+34 42+4** 161+12 37+9*%* 41414 432+38 330+£20 500+30**

Las células fueron tratadas con PMA (1 ug/ml) durante 30 min e infectadas con L. infantum BCN150 y BOS1FL1
en una ratio 5:1 parasitos-células. El andlisis estadistico de los datos se realizé con la prueba paramétrica

ANOVA de una via seguida por el test de Tukey de comparacién multiple (*P < 0,05; **P < 0,01).



Porcentaje de infeccion Intensidad de infeccion
24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h
100- % ; 74 : : l = BCN150
= s . 6 H H
§ 804 * ] Et M K - = BOS1FL1
* ' 3
= ; @ 97 un
K : : o * *
£ % ! ; g 4 |
— * : bt E
& 40l * ; 2 3 i *
e i 5 a9 * :
2 : : 2 !
(3] : : £ :
< 204 H : H : < ﬂ ;
i e Ly :
0 : i 0 :
NT PMA NT PMA|NT PMA NT PMA NT PMA NT PMA|NT PMA NT PMA
Monocitos Macrofagos Monocitos Macrofagos

Figura 16. Efecto de ROS sobre la capacidad de infeccion de L. infantum BCN150 y BOS1FL1. Las células
fueron tratadas con PMA (1 pug/ml) e incubadas durante 30 min. Transcurrido este tiempo se infectaron
con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5: 1 parasitos-células. El porcentaje (A)
y la intensidad (B) de infeccion se evaluaron a las 24 y 72h Pl mediante el recuento de las células por
microscopia Optica. El grafico representa los resultados obtenidos (media £ SEM) en un experimento
representativo de un total de 4 experimentos independientes realizados. El andlisis estadistico de los
datos se realizé con la prueba paramétrica ANOVA de una via seguida por el test de Tukey de comparacién
multiple. Los asteriscos (*) indican las diferencias entre las células tratadas y no tratadas con PMA (*P <
0,05; **P < 0,01).

2.4. Anadlisis de la actividad de las enzimas arginasa e iNOS

Los niveles de actividad de la enzima arginasa se analizaron en los cocultivos de Mon o Mg
caninos con linfocitos autélogos de los donantes. Para ello, los Mon o Mg fueron infectados con
promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 y posteriormente se afadieron los linfocitos.
La determinacidon de la actividad arginasa se llevd a cabo a las 72h PI. Al igual que en los
resultados obtenidos en la produccién de NO, los niveles de actividad de esta enzima no

superaron en ningun caso los limites de deteccidén de la técnica empleada.

Con el objetivo de descartar que los resultados negativos obtenidos se debieran a la falta de
sensibilidad de los métodos empleados, se analizé la expresién del mRNA de las enzimas
arginasa e iNOS mediante qRT-PCR. Los niveles de expresion de la enzima iNOS no resultaron
significativos y aunque la enzima arginasa si se expresd ligeramente, no se observaron
diferencias entre las células infectadas con cualquiera de los pardsitos y el control de células no

infectadas

2.5. Cuantificacidon de la expresion diferencial de citoquinas inflamatorias y TLRs
tras la infeccion con BCN150 y BOS1FL1

Los niveles de expresion de los genes que codificaban las citoquinas proinflamatorias IL-1
(IL1B), IL-6 (IL6), IL12p40 (/L12B), IL-18 (IL18) y TNF-a. (TNF), y la citoquina antinflamatoria IL-10
(IL10), se estudiaron en los Mon y Mg caninos mediante qRT-PCR. Las células se infectaron con

promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 y la expresidon de los genes de interés se



cuantificd a las 72h PI. Los resultados revelaron un aumento de la expresién de IL1By TNF en los
Mon infectados con respecto al grupo control de células no infectadas. Entre ambos parasitos,
estos niveles de expresion fueron superiores en el caso de la cepa BCN150, sin embargo, la
diferencia con BOS1FL1 no resulté estadisticamente significativa (Figura 17A, B). El resto de las
citoquinas proinflamatorias solo se expresaron ligeramente en respuesta a la infeccion, sin que
se observasen diferencias importantes. En los Mon, la cepa BCN150 dio lugar a una expresion

significativamente mayor del gen /IL10 que el aislado BOS1FL1 (Figura 17C).

Ademas, se analizo la expresion de los genes que codificaban los receptores TLR-2 (TLR2) y TLR-
4 (TLR4), observandose un incremento de la misma tras la infeccién de los Mon que fue mayor
en el caso de la cepa BCN150, aunque la diferencia con BOS1FL1 no resulté estadisticamente
significativa (Figura 17D). En los Mg, no se hallaron diferencias en los niveles de expresion de

las citoquinas ni los receptores TLR.
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Figura 17. Analisis de la expresion de IL-1f (IL1B), IL-10 (/L10), TNF-a (TNF), TLR2 (TLR2) y TLR4 (TLR4).
Se cuantificaron los niveles de expresion relativa (Fold change) de IL1B (A), TNF (B), IL10 (C) y TLR2 y TLR4
(D) en los Mon y Mg caninos a las 72h PI. Las células fueron infectadas con promastigotes de L. infantum
BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1 parasitos-células. El grafico muestra los resultados obtenidos (media
+ SEM) en 4 experimentos independientes. El andlisis estadistico de los datos se realizd con la prueba
paramétrica ANOVA de una via seguida por el test de Tukey de comparacion multiple (*P < 0,05; **P <
0,01).
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2.6. Predominio de un perfil Th2 de susceptibilidad en las células caninas infectadas
con L. infantum BCN150

Finalmente, se analizé la produccion de citoquinas de los Mon y Mg, al ponerlos, una vez
infectados, en cocultivo con linfocitos autdlogos de los perros donantes. La infeccidon con
L. infantum dio lugar a un aumento significativo de la produccion de citoquinas tanto
proinflamatorias (TNF-a e IFN-y) como antinflamatorias (IL-10) (Figura 18). La cepa BCN150
indujo una produccidn significativamente mayor de IL-10 (264 + 31 vs 165 + 24 pg/mL, p =
0,0002) y menor de IFN-y (196 + 3 vs 261 + 26 pg/mL, p = 0,0151) que el aislado BOS1FL1 en
ambos tipos celulares. No se hallaron diferencias en la producciéon de TNF-a en funcién del
aislado o cepa (Figura 18). Estos resultados indicaron un desequilibrio en la produccién de

citoquinas tras la infeccion con BCN150 hacia un perfil de susceptibilidad de tipo Th2.
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Figura 18. Produccion de IFN-y, TNF-a e IL-10 en el cocultivo de Mon (A) y M@ (B) caninos con linfocitos
autdlogos. La concentracion de las citoquinas se analizd en el sobrenadante de los cocultivos celulares
infectados por L. infantum BCN150 y BOS1FL1. El grafico representa los resultados obtenidos (media +
SEM) en tres experimentos independientes. El analisis estadistico de los datos se realizé con la prueba
paramétrica ANOVA de dos vias seguida por el test de Tukey de comparacion multiple (*P < 0,05; **P <
0,01).

3. Discusion

Los cambios en la virulencia de L. infantum se reflejan en su capacidad de evadir la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa del hospedador, facilitando su adaptacion a nuevas especies y
la dispersion de la enfermedad (Gupta et al.,, 2013). En este contexto, en el grupo de
investigacion INMIVET nos planteamos la posibilidad de que existiese un cambio en el tropismo
de los aislados de Leishmania responsables del brote de leishmaniosis de la Comunidad de
Madrid, que hubiese permitido su adaptacién a nuevos reservorios como liebres y conejos,
mostrando una menor virulencia en los canidos (Miro et al., 2017; Horrillo et al., 2019). Por ello,
se decidié comparar el comportamiento del aislado BOS1FL1 en su interaccidon con células de

origen canino con la cepa de referencia BCN150.



La caracterizacidén fenotipica de los promastigotes in vitro se llevd a cabo para descartar que
cualquier diferencia hallada en la interaccién con las células caninas pudiera estar asociada con
cambios en su cinética de crecimiento y metaciclogénesis. Los resultados obtenidos no revelaron
diferencias en la velocidad de crecimiento o el desarrollo de formas metaciclicas entre BCN150
y BOS1FL1. Sin embargo, al comparar su porcentaje e intensidad de infeccion en los Mon y Mg
caninos, el aislado BOS1FL1, que habia mostrado una mayor virulencia en la especie murina
(Dominguez-Bernal et al., 2014), presentd una menor capacidad de infeccién que la cepa
BCN150.

Para intentar entender las razones de este cambio en el comportamiento intracelular de
BOS1FL1 y BCN150 en funcién de la especie de origen de las células infectadas, investigamos su
capacidad para modular la respuesta defensiva de las células. Se analizaron los niveles de
actividad de la enzima arginasa y la produccién de NO a las 72h PI. Ambos pardmetros se
encontraron por debajo de los limites de deteccion de la técnica empleada para su
determinacion, con independencia del aislado o cepa. Para corroborar estos resultados, se
evaluaron los niveles de expresion del mRNA de las enzimas iNOS y arginasa mediante qRT-PCR.
Coincidiendo con otros estudios (Singh et al., 2018), esta expresidon resulté insignificante en
ambos casos tanto en las células infectadas como en el grupo control de células no infectadas.
En la especie murina se establece una relacidn directa entre la actividad del NO y la eliminacién
de los pardsitos (Mauel et al., 1991), sin embargo, estudios previos han demostrado que en otras
especies, como la humana, el NO no tiene un papel significativo en la defensa de los Mon y Mg
frente a Leishmania (Gantt et al., 2001; Almeida et al., 2017), aunque, si se observa un efecto de
otros compuestos como ROS (Novais et al., 2014). En los canidos la informaciéon es mucho mas
limitada y el papel que ejerce el NO, es controvertido. Mientras algunos autores defienden que
las células caninas también utilizan este compuesto como estrategia leishmanicida (Petitdidier
etal.,, 2016; Almeida et al., 2017), otros, en concordancia con los resultados obtenidos en esta
tesis doctoral, no han hallado una produccidn significativa del mismo al infectar Mon y Mg
caninos con L. infantum (Turchetti et al., 2015; Montserrat-Sangra et al., 2018; Martinez-Rodrigo
etal., 2019).

La elevada produccion de ROS observada en las células caninas infectadas con BCN150 vy
BOS1FL1, apunta a un predominio de estos compuestos en la respuesta oxidativa defensiva de
los cédnidos frente a la leishmaniosis. La susceptibilidad de Leishmania frente a ROS ha sido
previamente estudiada (Cortes et al., 2019), hallandose diferencias entre hibridos naturales de
L. infantumy L. major (Cortes et al., 2019). Los resultados obtenidos en el analisis de la viabilidad
de BCN150 y BOSFL1 tras su exposicién a H,0,, uno de los componentes englobados entre las
especies reactivas de oxigeno, revelaron una mayor resiliencia in vitro de BOS1FL1 a diferentes
concentraciones de este compuesto. Esto podria concederle una ventaja potencial a este aislado
al enfrentarse a la maquinaria defensiva del hospedador, especialmente en aquellas células en

las que la produccion de radicales oxidativos es mayor. Ademas, al inducir la produccion de ROS



en las células caninas mediante su tratamiento con PMA, se observé una clara reduccién en el
porcentaje y la intensidad de infecciéon de ambos parasitos, menos intensa en el caso del aislado
BOS1FL1, lo que probablemente se deba a su mayor capacidad de resistencia. No obstante, esta
diferencia no se correspondié con una mayor infectividad en las células caninas, por lo que
parecian existir otros factores implicados en el diferente comportamiento intracelular de ambos

parasitos.

En vista de los resultados obtenidos en la evaluacidon de la respuesta oxidativa, decidimos
investigar si la infeccion con BCN150 y BOS1FL1 desencadenaba una diferente modulacion de la
produccidon de citoquinas en las células. Para ello, se analizd la expresidon de citoquinas
proinflamatorias (IL-1pB, IL-6, IL-12, IL-18 y TNF-a) y antinflamatorias (IL-10) en los Mon y Mg
infectados. La infeccion por BCN150 y BOS1FL1 no indujo una expresion significativa de IL-6, IL-
12 o IL-18. La concentracién de IL-12 ya habia sido analizada en otros estudios a partir del
sobrenadante de Mg humanos infectados con L. major, sin que se encontrase una produccion
significativa de la misma (Brodskyn et al., 2000). Resultados semejantes se obtuvieron en otro
estudio en el que se infectaron monocitos humanos con aislados de L. infantum viscerotrdpicos
y dermotrdpicos y con aislados de L. major con diferente perfil de virulencia (Meddeb-Garnaoui
et al., 2009). Estos resultados, en conjunto con nuestros datos, sugerian que la virulencia de
Leishmania parecia no influir en la expresion de esta citoquina en las células caninas. Por el
contrario, si observamos un aumento de la expresion de IL-1B, TNF-a e IL-10 en los Mon caninos
tras la infeccion por L. infantum. La IL-1B actla incrementando la respuesta inflamatoria al
favorecer la expresion de TNF-a y ambas citoquinas pueden jugar un papel dual en la respuesta
frente a la leishmaniosis, promoviendo su progreso o su control (Scott and Novais, 2016). Son
muy pocos los estudios que se han realizado para investigar el papel de la IL-1B en pacientes
humanos infectados por Leishmania, pero los resultados disponibles indican que puede
contribuir al progreso de la enfermedad (Santos et al., 2018). En los canidos se ha descrito una
mayor produccidn de IL-1f en el rifidn de los animales tras su infeccidn por L. infantum, asociada
con la respuesta inflamatoria y la activacion a nivel glomerular de complejos multimoleculares
denominados inflamosomas. Esto, a su vez, se relaciona con una mayor gravedad de la
enfermedad renal, que es uno de los procesos patogénicos mas relevantes en la CanL (Esch et
al., 2015). Aunque algunos estudios han sugerido que la produccién IL-10 no se relaciona con la
susceptibilidad de los canidos frente a Leishmania (Solano-Gallego et al., 2016), muchos otros
(Almeida et al., 2017; Medina-Colorado et al., 2017; Martinez-Rodrigo et al., 2019; Reza et al.,
2019), si defienden esta asociacion. Nuestros resultados, en linea con estos estudios, revelaron
un incremento de la expresién de IL-1B e IL-10 en las células infectadas que, ademas, fue
superior en la cepa BCN150, si bien la diferencia con BOS1FL1 sélo resultd estadisticamente
significativa en el caso de la IL-10. Estas diferencias podrian explicar, en parte, la menor
capacidad de infeccion del aislado BOS1FL1 observada en los monocitos y estar relacionadas con
una menor virulencia en la especie canina. En el caso de los M@ no se hallaron diferencias

significativas en la expresién de citoquinas ni proinflamatorias ni antinflamatorias en respuesta
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a la infeccién que permitiesen explicar la diferente infectividad de los parasitos. Sin embargo,
cuando se analizd la respuesta adaptativa desencadenada ante la infeccién, mediante el
cocultivo de los Mon y Mg con linfocitos autélogos de los perros donantes, si se hallé una mayor
produccion de IL-10 y una menor produccion de IFN-y en las células infectadas con la cepa
BCN150 en comparacion con el aislado BOS1FL1, tanto en los Mon como en los Mg. Este
desequilibrio en el ambiente de citoquinas generado por la cepa BCN150 apuntaba a un mayor
perfil de diferenciacidn de linfocitos Th2, lo que esta ampliamente descrito que conlleva a la

mayor susceptibilidad frente a la infeccidén (Gradoni, 2015).

La expresion de receptores TLR en la superficie de las células inmunitarias innatas es clave en el
reconocimiento de patégenos como Leishmania (Faria et al., 2012). A pesar de que gran parte
de los estudios describen su papel defensivo, en la actualidad existen evidencias de que estos
receptores, también, pueden actuar facilitando el progreso de la enfermedad (Faria et al., 2012).
Nuestros resultados mostraron un incremento en la expresion de los receptores TLR2 y TLR4 en
los Mon caninos infectados en comparacién con el grupo control de células no infectadas.
Existen estudios que han demostrado un aumento de la expresiéon de estos receptores en
pacientes que presentan cuadros de VL no tratados, atribuyéndoles un importante papel en la
patogenia de la enfermedad al favorecer la producciéon de TNF-a, IL-10 y TGF-B (Gatto et al.,
2015). La funcidn que desempeiian en la CanL no se ha estudiado en detalle (Hosein et al., 2017),
sin embargo, diferentes autores han hallado un aumento de la expresidn de TLR2, en distintos
tejidos y 6rganos de canidos naturalmente infectados con L. infantum (Melo et al., 2014; Esteve
et al., 2015; Montserrat-Sangra et al., 2016). Por el contrario, la expresién de TLR4 no se ha
relacionado con el progreso de la infeccidon e incluso se ha visto disminuida en el bazo y
linfonédulo de los animales infectados (Hosein et al., 2015). La mayor expresién de TLR2 y TLR4
observada en los Mon caninos infectados con BCN150 con respecto a BOS1FL1, si bien no resulté
estadisticamente significativa, podria estar relacionada con su mayor produccién de IL-10, lo
que podria favorecer la mayor infectividad observada en esta cepa. Ademas, algunos estudios
atribuyen a los TLR un importante papel en la produccion de ROS ante la infeccion por
Leishmania (Srivastava et al., 2012). El incremento en la expresion de estos receptores,
observado en los Mon caninos, podria haber contribuido, por tanto, a la gran produccién de ROS

observada en los mismos, especialmente en las células infectadas con la cepa BCN150.

La mayor resistencia del aislado BOS1FL1 al efecto de ROS in vitro, no se reflejé en un incremento
de su capacidad de infeccion en las células caninas, resultando incluso inferior a la de la cepa
BCN150. Los resultados obtenidos en el analisis del perfil de citoquinas, la expresién de TLR y el
desarrollo de la respuesta oxidativa en las células caninas, no fueron suficientes para explicar el
diferente comportamiento mostrado por BOS1FL1 en los cédnidos. Los factores implicados en el
perfil de virulencia de los diferentes aislados y cepas de L. infantum aun estan escasamente
definidos, pero su estudio se hace indispensable para explicar los cambios observados en

términos de patologia y epidemiologia en el brote de leishmaniosis de la Comunidad de Madrid.






OBJETIVO 3

Estudiar el perfil transcriptdmico desarrollado en la interaccién
parasito-célula hospedadora, empleando el aislado de

L. infantum BOS1FL1 en comparacién con la cepa BCN150, y la
linea celular DH82 de macréfagos caninos






OBIJETIVO 3

1 Contexto cientifico

En la leishmaniosis, la naturaleza de la interaccidn entre Leishmania y las células del sistema
inmunitario del hospedador resulta determinante para el establecimiento, desarrollo y posterior
evolucion de la enfermedad (Meddeb-Garnaoui et al., 2009). Los macréfagos son las células
diana por excelencia del protozoo, pero también actian como células presentadoras de
antigeno para los linfocitos activando la respuesta defensiva del hospedador, por lo que juegan
un papel fundamental en el control o el progreso de la infeccién (Tomiotto-Pellissier et al., 2018).
Por su parte, Leishmania cuenta con sus propios mecanismos para modular y evadir esta
respuesta, adaptandose al ambiente generado en el interior de los macréfagos y utilizando su

propia maquinara para sobrevivir y multiplicarse (Podinovskaia and Descoteaux, 2015).

En los ultimos afios, el desarrollo de las técnicas de secuenciacidn masiva del RNA (RNA-seq) ha
supuesto un importante avance en el estudio de la interaccién entre Leishmania y sus diferentes
hospedadores (Patino and Ramirez, 2017). Mediante su uso, se han podido identificar cambios
en el perfil transcripcional tanto de los patdgenos como de las células infectadas de manera
simultanea (Westermann et al., 2012). Esto ha contribuido en gran medida al conocimiento de
los mecanismos involucrados en la virulencia de los parasitos (Shadab et al., 2019) y su capacidad

de evasion de la respuesta inmunitaria (Dillon et al., 2015; Fernandes et al., 2016).

Los resultados obtenidos en los objetivos 1 y 2 revelaron importantes diferencias en el
comportamiento del aislado de L. infantum BOS1FL1, procedente del brote de la Comunidad de
Madrid, en comparacién con la cepa de referencia BCN150, en funcién de la especie
hospedadora infectada. Este aislado, exhibié una mayor virulencia en el modelo murino
experimental de VL que, sin embargo, no se tradujo en una mayor capacidad de infeccién con
respecto a BCN150 en el caso de los Mon y Mg primarios caninos. No obstante, al evaluar la
respuesta inmunitaria generada en estas células, especialmente en los Mg, no se hallaron
diferencias significativas en la produccidon de citoquinas y compuestos leishmanicidas, como

ROS, que justificasen los diferentes indices de infeccidon observados.

En este contexto, decidimos llevar a cabo un ensayo de RNA-seq infectando la linea celular DH82
de macroéfagos tumorales caninos con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1, con el
objetivo de identificar no solo posibles cambios de la expresion génica de las células y de los
parasitos sino, también de obtener una visién holistica que ayudara a explicar las diferencias en

su comportamiento.



2. Resultados

El estudio transcriptdmico de la interaccién de L. infantum con las células caninas se llevé a cabo
empleando la linea celular de macréfagos tumorales DH82, con el objetivo de mejorar la
reproductibilidad del ensayo y disminuir la posible variabilidad individual derivada de emplear
células primarias de distintos perros donantes.

2.1. Evaluacion de la infectividad de L. infantum BCN150 y BOS1FL1

En primer lugar, estudiamos si el comportamiento observado durante el objetivo 2 en los M@
primarios caninos se reproducia en la linea celular DH82, analizando la capacidad de infeccidn
de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en estas células. La infeccién se llevo a cabo in vitro con
promastigotes estacionarios en una ratio 5:1 parasitos-células. El porcentaje, la intensidad y el
indice de infeccion se determinaron a las 4, 24 y 72h PI tal y como se describe en el apartado
3.5. El porcentaje de infeccion (Figura 19A), y el nimero de amastigotes por célula infectada
(Figura 19B) resultaron superiores en la cepa BCN150 en comparacién con el aislado BOS1FL1,
si bien la diferencia en la intensidad a las 72h no resultod significativa.
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Figura 19. Infectividad de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en células DH82. El porcentaje (A) y la
intensidad de infeccion (B) fueron determinados por microscopia optica. Las células DH82 se infectaron
con promastigotes estacionarios en una ratio 5:1 parasitos-células. El grafico muestra los resultados
obtenidos (media + SEM) en un experimento representativo de un total de 4 experimentos
independientes realizados. El andlisis estadistico de los datos se realizé6 mediante la prueba paramétrica t
de Student. Los asteriscos (*) indican el nivel de significacién (*P < 0,05, **P < 0,01).

En funcidon de ambos parametros se calculd el indice de infeccidn que, en concordancia con los
resultados obtenidos en los Mg caninos primarios, fue significativamente menor en las células

infectadas con el aislado BOS1FL1 en todos los tiempos (Tabla 7).
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Tabla 7. indice de infeccién de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en células DH82

) DH82
Indice de infeccion
BCN150 BOS1FL1
4h PI 281 + 6** 217 £ 14
24h PI 187 + 9** 81+12
72h PI 83 + 9%* 514

Las células DH82 se infectaron con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1
parasitos-células. El analisis estadistico de los datos se realizd con la prueba t de Student (*P < 0,05; **P
<0,01).

2.2. Modulacion de la expresion génica de las células DH82 tras su infeccion por

L. infantum
2.2.1. Secuenciacion, control de calidad y mapeo frente al genoma del perro

El perfil transcripcional de las células DH28 se estudié tras su infeccion temprana (4h Pl)
mediante la técnica de RNA-seq. Se analizaron tres condiciones: células infectadas por el aislado
BOS1FL1 (BOS), células infectadas por la cepa BCN150 (BCN) y un control de células no
infectadas (NI). De cada una de las condiciones se obtuvieron tres réplicas independientes. La
secuenciacién del RNA dio lugar a un total aproximado de 770 millones de lecturas en las 9
muestras, con entre 80 y 90 millones en cada una de ellas. El porcentaje de mapeo obtenido con
el genoma de referencia del perro (Canis lupus familiaris version CanFam 3.1) fue, de media, de

un 79% en las células infectadas y un 96% en las células control (Tabla S1).

La calidad de las lecturas se evalud en funcion de los indices Q20/Q30 y el contenido de GC
(Tabla S2). Todos los andlisis realizados con posterioridad se llevaron a cabo teniendo en cuenta,
Unicamente, las lecturas de alta calidad. La correlacidon entre las muestras se estudié mediante
un andlisis PCA y la determinacién del coeficiente de correlacién R2. Los resultados confirmaron
la validez de todas las réplicas y revelaron una mayor agrupacién entre las muestras infectadas
con L. infantum. El valor de R? fue muy elevado al comparar todas las condiciones, lo que

indicaba una escasa variabilidad entre ellas.
2.2.2. Diferencias en la expresion génica de las células DH82

Los cambios en el perfil transcriptémico de las células DH82 en las distintas condiciones (NI, BCN
y BOS), se estudiaron mediante la cuantificacion del nimero de genes diferencialmente
expresados (DEG) y la determinacién de su Tasa de variacion o “Fold change “(FC), que se calculd
como la relacién entre los niveles de expresién de los DEG al comparar dos condiciones. Se

consideraron DEG aquellos genes que presentaron un valor FDR (tasa de descubrimientos falsos)
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inferior a 0,05. Al calcular el logaritmo en base 2 del FC (Log,FC) de cada uno de los DEG, los
genes que presentaron un valor positivo fueron considerados sobrexpresados y los genes con

un valor negativo infraexpresados.
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Figura 20. Expresion diferencial de genes en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 y
BOS1FL1. Las células se infectaron con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1
pardsitos-células. El nimero de DEG se calculd al comparar las células infectadas con el grupo control de
células no infectadas, teniendo en cuenta aquellos genes con un valor FDR < 0,05. El nimero de DEG

sobrexpresados se representa en los valores positivos. El nimero de DEG infraexpresados se representa
en los valores negativos.

La infeccién de las células con la cepa BCN150 con respecto al grupo control de células no
infectadas (BCN-NI), indujo un total de 191 DEGs, 116 sobrexpresados (Log,FC entre 0,19y 1,39)
y 75 infraexpresados (Log,FC entre -0,17 y -0,84) (Figura 20, Tabla S3). La infeccién con BOS1FL1,
en comparacion con el grupo control (BOS-NI), indujo un total de 262 DEG, 109 sobrexpresados
(LogaFC entre 0,16 y 0,99) y 153 infraexpresados (Log,FC entre -0,17 y -0,92) (Figura 20, Tabla
S4). El nimero de DEG que presenté un valor FC superior a 1,5 fue de 17 genes en BCN-NIy 22
en BOS-NI. Ademas, entre todos los DEG analizados en ambas comparativas, 136 fueron
comunes, 55 resultaron diferencialmente expresados Unicamente en las células infectadas con
BCN150 y 126 unicamente en las células infectadas con BOS1FL1 (Figura 21).

BCN-NI BOS-NI

Figura 21. Diagrama de Venn de la expresion diferencial de genes. Representacion grafica de los DEG
comunes y especificos en BCN-NI y BOS-NI. Los valores hacen referencia al nimero DEG totales,
sobrexpresados (flecha hacia arriba) e infraexpresados (flecha hacia abajo).
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Figura 22. Términos GO enriquecidos en las células DH82 tras su infeccion por L. infantum BCN150 y
BOS1FL1 con respecto al control de células no infectadas. El grafico muestra una seleccién de los
términos GO mas relevantes enriquecidos en BCN-NIy BOS-NI. Las barras representan el numero de DEG
relacionados con cada término GO, incluyendo en color oscuro los DEG sobrexpresados y en color claro
los DEG infraexpresados. Los asteriscos (*) indican los términos GO estadisticamente significativos (FDR <
0,05). R, regulacion; RP, regulacion positiva, RN, regulacion negativa: D, diferenciacidon; Rsp, respuesta;
PK, proteinas quinasas.
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2.2.3. lIdentificacidon de los procesos y rutas biolégicas moduladas en las células

tras su infeccion por L. infantum

Con el objetivo de evaluar las implicaciones de las diferencias de expresidn génica en las células
infectadas con BCN150 y BOS1FL1, identificamos los posibles procesos y rutas bioldgicas
moduladas por los parasitos mediante un andlisis de enriquecimiento funcional de los DEG. La
ontologia génica (GO) es un conjunto de términos o conceptos, relacionados entre si, que
permiten describir los genes y sus productos en funcién de su relacidn con tres aspectos:
procesos bioldgicos, componentes celulares y funciones moleculares (The Gene Ontology,
2019). En relacién con los procesos biolégicos, en BCN-NI se obtuvieron 118 términos GO
enriquecidos estadisticamente significativos que se asociaron en 28 grupos (Tabla S5), mientras
gue en BOS-NI este numero fue superior con 326 asociados en 48 grupos (Tabla S6). En ambos
casos se obtuvieron términos GO relacionados con la respuesta frente a Leishmania como la
regulacién del sistema inmunitario, la respuesta a estimulos, la transduccién de sefiales, la
apoptosis, el metabolismo, la adhesién y la migracidon celular. Los mas relevantes se encuentran

representados en la figura 22.

Posteriormente, para estudiar si existian diferencias en las rutas biolégicas, se compararon los
DEG obtenidos con la base de datos KEGG (Kanehisa and Goto, 2000). Con respecto al control
de células no infectadas, la infeccion con la cepa BCN150 dio lugar a 9 rutas enriquecidas
estadisticamente significativas (Tablas S7). En las células infectadas con BOS1FL1, el nimero fue
mucho mayor, con 39 rutas enriquecidas estadisticamente significativas (Tablas S8). En las
tablas 8 y 9 se muestran las mas interesantes en relacién con la posible respuesta frente a la
infeccion por L. infantum. En ambos casos se hallaron rutas bioldgicas relacionadas con la
transduccion de senales, como la via de sefializacidon de la enzima fosfatidilinositol 3 quinasa
(PI3K)-proteina quinasa B (Akt), PI3K-Akt, y con el sistema inmunitario, como la ruta de
sefializacién de los receptores NLR. Estas, fueron investigadas con mas detalle y los resultados

obtenidos se encuentran recogidos en los apartados 2.2.4y 2.2.5.

Entre las rutas que resultaron estadisticamente significativas solo en BOS-NI, se encontraron
algunas relacionadas con el reconocimiento de patégenos, el metabolismo y la interaccidn entre
células, como la ruta de interaccion citoquina-receptor. Ademas, se encontraron multiples rutas
enriquecidas relacionadas con la sefalizacion, como las vias de sefializacién del factor inducible
por hipoxia 1 (HIF-1), las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), las proteinas de
la familia Janus quinasa (JAK) y activadoras de la transcripcion (STAT), JAK-STAT, y la via de
sefializacion del factor nuclear kappa B (NF- kB). En la figura 23 se representan graficamente las

diferencias en los niveles de expresion de los genes implicados en las rutas de mayor interés.
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Figura 23. Heatmap o mapa de intensidad de los genes diferencialmente expresados en las células
DH82. En la figura se representan graficamente los niveles de expresién basados en los valores FPKM de
una seleccién de los DEG implicados en las rutas biolégicas de mayor interés. Los segmentos localizados
a la derecha de la figura representan las rutas bioldgicas y engloban todos los DEG obtenidos que forman
parte de las mismas. El mapa de intensidad se realizd utilizando la herramienta bioinformatica

Heatmapper (Http://www2.heatmapper.ca).
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Tabla 8. Rutas bioldgicas enriquecidas seleccionadas en BCN-NI

Ruta KEGG imNp(_)IiS:dGos Ngrlg;‘:es FOR
PI3K-Akt 12 319 0,0156
VEGF 4 51 0,0216
Receptores NLR 5 129 0,0165
Rapl 9 193 0,0156
Tabla 9. Rutas biolégicas enriquecidas seleccionadas en BOS-NI
Ruta KEGG N2 DEG N2 genes ruta FDR
implicados
PI3K-Akt 20 319 0,0000048
VEGF 5 51 0,0084
HIF-1 6 94 0,0161
TNF 4 99 0,0323
Interaccidn citoquina-receptor 9 208 0,0174
Receptores NLR 8 129 0,0061
Rapl 11 193 0,0022
Ras 11 212 0,0032
Receptores TLR 5 79 0,0334
JAK-STAT 7 136 0,0207
NF-kB 6 84 0,0109
MAPK 12 273 0,0061
Adhesidn focal 12 184 0,00098
Fagosoma 6 125 0,0485
CAMs 8 126 0,0061
Interaccion ECM-Receptor 6 76 0,0084

2.2.4. Diferencias en la modulacion de la via de sefializacidon PI3K-Akt

La via de sefalizacion PI3K-Akt resulté modulada en las células infectadas por L. infantum
BCN150 y BOS1FL1, siendo la que presentaba un nimero mayor de DEG implicados. En BCN-NI
y BOS-NI se hallaron 8 genes sobrexpresados que fueron comunes (ITGA5, ITGA7, NGF, CSF1,
VEGFA, NR4A1, CDKN1A y DDIT4). Entre los genes infraexpresados implicados, 4 fueron
coincidentes (ITGA4, KITLG, CSFR1 y FGF10) y 8 exclusivos de las células infectadas por el aislado
BOS1FL1 (FGR2, HGF, PRKCA, ITGAV, VWF, JAK1 y TLR4) (Figura 24). Al investigar los productos
resultantes de estos genes se encontraron, entre otros, diferentes factores de crecimiento,
proteinas integrales de membrana, como las integrinas, y receptores de la superficie celular tipo
TLR y tirosina-quinasa. La diferente expresion de estos genes podria dar lugar a una modulacion
diferencial de la actividad de la enzima PI3K'y como consecuencia de la activacidn de la proteina
Akt, relacionadas con la supervivencia celular y la respuesta frente a Leishmania (Kima, 2016).

El gen DDIT4 (también conocido como REDD1) implicado en esta via, resulté sobrexpresado en
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las células infectadas con ambos parasitos y su valor de FC fue el mas elevado de entre todos los
DEG analizados. Este valor FC, ademas, fue superior en BCN-NI (FC 2,62) que en BOS-NI (FC 1,99).
Este gen codifica una proteina que inhibe el complejo 1 del receptor de la rapamicina (mTOR1)
(Foltyn et al., 2019), que desempefia importantes funciones relacionadas con la respuesta

inmunitaria y la proliferacién y supervivencia celular (Kumar et al., 2018).
2.2.5. Expresién diferencial de receptores TLR y NLR en las células infectadas

Las células del sistema inmunitario cuentan con receptores indispensables en el reconocimiento
de patdgenos, como Leishmania, como los TLR y NLR (Rossi and Fasel, 2018). En BOS-NI la ruta
de sefializacién de los receptores TLR resulté significativamente modulada con un total de 5 DEG
implicados, 2 de ellos sobrexpresados (TICAM1 y IRF5) y 3 infraexpresados (TLR4, TLR7 y CD86).
A pesar de que esta ruta no se encontrd entre las rutas significativamente moduladas en las
células infectadas por la cepa BCN150, si se observé un incremento en la expresion del gen IRF5
y una disminucién del nivel de expresién del gen TLR7, con unos valores FC muy similares a los

observados en BOS-NI.

La infeccidn con L. infantum, también indujo la modulacidn de la ruta de sefializacion de los
receptores NLR. Los genes STAT2, PANX1, TXNIPy RNASEL aparecieron infraexpresados tanto en
BCN-NI como en BOS-NI. Los genes JAK1, TLR4 y XIAP resultaron infraexpresados sdélo en las
células infectadas por el aislado BOS1FL1 y el gen PLCB1, unicamente en las células infectadas
por la cepa BCN150 (Figura 25). Los cambios en la expresion de estos genes podrian afectar a la
respuesta defensiva de las células, influyendo en la activacidn de la via de sefializacién NF-kB
implicada en la sintesis de citoquinas proinflamatorias (Reinhard et al., 2012), asi como, a la
activacion del receptor NLRP3 y la formacion de los inflamosomas (Harrington and Gurung,
2020).

2.3. Diferencias en la expresion génica de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 tras la

infeccion de células DH82

Una vez eliminadas las lecturas que se mapearon frente al genoma del perro, las secuencias se
alinearon con el genoma de referencia de L. infantum JPCM5 (versién ASM287v2. NCBI:
GCA_000002875.2). Se obtuvo un total aproximado de 46 millones de lecturas mapeadas en las
muestras infectadas, con entre 6,8 y 8,5 millones en cada una de ellas (Tabla S9). La calidad de
las lecturas se evalud en funcion de los indices Q20/Q30 y el contenido de GC. Los resultados se
encuentran recogidos en la tabla S10. El estudio de la de correlacion entre las muestras de la
misma condicion, permitid su aceptacion como réplicas bioldgicas y al igual que en el caso de
las lecturas mapeadas frente al genoma del perro, el valor del coeficiente R? fue muy elevado al

comparar todas las condiciones.
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Se identificaron 8.300 genes de L. infantum, 8.270 comunes, 18 exclusivamente expresados en
el aislado BOS1FL1y 12 en la cepa BCN150. Los genes que no fueron comunes codificaban en su
mayoria, distintas moléculas de RNA de transferencia (tRNA) y proteinas hipotéticas de funcién

desconocida.

Al comparar la expresion génica de los pardsitos, Unicamente 23 genes presentaron un valor FDR
inferior a 0,05y, por tanto, pudieron ser considerados como DEG. En BCN150 se hallaron 15 DEG
sobrexpresados con un valor Log,FC que oscilaba entre 0,13 y 0,58. Al profundizar en su estudio,
se encontraron, entre otros, genes relacionados con el metabolismo energético (ATPF1A,
metalopeptidasa M49), el transporte intracelular (MVP), el ciclo celular y la transcripcién
(HSP83, fosfoproteina fosfatasa, SMC, CPSF-A). En BOS1FL1 se hallaron 8 genes sobrexpresados
(infraexpresados en BCN150) con un valor Log,FC que oscilaba entre -0,17 y -0,40. En este caso
los genes estaban implicados en la sintesis de las proteinas ribosomales 40S, 60S y las histonas
H1, H2A y H4 (Tabla S11).

El andlisis del enriquecimiento funcional de los DEG se llevé a cabo utilizando la base de datos
TriTrypDB. En el caso de BOS1FL1 no se hallaron rutas bioldgicas significativamente enriquecidas
y en BCN150 unicamente resulto estadisticamente significativa la ruta metabdlica
correspondiente a la biosintesis del ATP (PWY-7980).
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Figura 25. Representaci



3. Discusion

Las herramientas de secuenciacion masiva del RNA, permiten analizar de manera simultanea los
perfiles de expresién génica desencadenados en parasitos y hospedadores tras su interaccién
(Westermann et al., 2012). Por ello, en los ultimos afios se han empleado para investigar los
cambios transcripcionales inducidos por la infeccidon con diferentes especies de Leishmania en
células de distintos origenes (Cruz and Freitas-Castro, 2019). Estos estudios han contribuido al
conocimiento de los mecanismos empleados por el protozoo para evadir y modular la respuesta

inmunitaria del hospedador (Dillon et al., 2015; Fernandes et al., 2016).

El aislado de L. infantum BOS1FL1, procedente del brote de leishmaniosis humana de la
Comunidad de Madrid, exhibié una diferente capacidad de infeccién segin la especie
hospedadora al compararlo con la cepa BCN150. En el modelo murino de VL este aislado
presentd una mayor virulencia en términos de diseminacion en érganos diana y modulacion de
la respuesta defensiva de los hospedadores (objetivo 1). Por el contrario, al infectar Mon y Mg
primarios caninos, fue la cepa BCN150 la que presentd una mayor capacidad de infeccién
(objetivo 2). Para profundizar en este cambio de comportamiento de los parasitos en la especie
canina, analizamos el perfil transcriptémico desencadenado tras la infeccion de macroéfagos
tumorales caninos DH82 por BCN150 y BOS1FL1. El estudio se llevé a cabo empleando esta linea
celular, en lugar de células derivadas de sangre periférica, con el objetivo de minimizar la

diversidad bioldgica entre las distintas condiciones (Williams et al., 2014; Hekman et al., 2015).

En primer lugar, se investigd si el comportamiento que se habia observado en los Mon y Mg
caninos primarios, se mantenia en las células DH82. La capacidad de infeccion de los parasitos
se cuantificé alas 4, 24 y 72h P, observandose la misma tendencia hallada previamente. La cepa
BCN150 presenté una mayor infectividad que el aislado BOS1FL1 en términos de porcentaje,
intensidad e indice de infeccidn en todos los tiempos. Posteriormente, se evalud el perfil de
regulacién génico inducido por ambos pardsitos en las células. El andlisis transcriptémico se llevd
a cabo a las 4h PI, basdandonos en estudios precedentes realizados con macréfagos murinos y
humanos, que habian hallado una mayor respuesta de las células a la infeccion por Leishmania
en este tiempo, con una disminucidn gradual de la misma hasta las 72h PI. Ademas, a las 4h PI

fue cuando las células DH82 presentaron un mayor porcentaje de infeccion con ambos pardésitos.

Las técnicas de RNAseq se han utilizado con anterioridad para evaluar los posibles mecanismos
implicados en la virulencia de Leishmania. Aunque no hay muchos trabajos, existe
heterogeneidad en cuanto a los resultados obtenidos. Shadab y colaboradores hallaron
importantes diferencias en la expresidn génica de Mg peritoneales murinos al infectarlos con
promastigotes de L. donovani con distinto fenotipo de virulencia (Shadab et al., 2019). Nuestros
resultados se encuentran en discordancia con los observados en este estudio, ya que, a pesar
de que se obtuvo un porcentaje de infeccidn proximo al 80%, la infeccion de las células DH82
por BCN150 y BOS1FL1 indujo una escasa regulacion de su perfil de expresion génica, hallandose

un numero relativamente bajo de DEG al compararlas con el grupo control de células no



infectadas, que ademas presentaban un valor FC inferior a 1,5 en la mayoria de los casos. Estos
resultados, también, se contraponian con los obtenidos en otros estudios en los que la infeccién
de Mg primarios murinos y humanos con L. major y L. amazonensis, desencadend importantes

cambios en el perfil transcripcional de las células (Dillon et al., 2015; Fernandes et al., 2016).

Sin embargo, un estudio realizado por Andreu y colaboradores en 2017 compard la expresion
diferencial de la linea celular de macréfagos murinos 1774 con Mg derivados de médula dsea de
la misma especie al infectarlos con Mycobacterium tuberculosis. Los resultados revelaron
grandes diferencias en la respuesta de ambos tipos celulares a la infeccidn, siendo muy superior
en las células primarias. Los autores plantearon la hipdtesis de que el origen tumoral de las
células J774 pudiera influir en su estado de activacidn favoreciendo una menor respuesta frente
a la infecciéon (Andreu et al., 2017). No obstante, las lineas celulares tumorales han sido
previamente utilizadas en estudios de RNAseq. Mas concretamente, las células DH82 se han
empleado con anterioridad para estudiar su interaccion con el virus del moquillo canino
encontrandose importantes variaciones en su expresion génica (Zheng et al., 2020), aunque su
uso con Leishmania no se habia descrito hasta el momento. En el caso de L. infantum, un ensayo
llevado a cabo en el afio 2020 utilizd la linea celular de monocitos humanos THP-1, para analizar
la activacion del inflamosoma. En linea con nuestros resultados, los autores describieron un
perfil transcripcional muy similar en las células infectadas y las células no estimuladas. El nimero
de DEG también resultd relativamente bajo y sus valores de FC fueron inferiores a 1,5 en la
mayoria de los casos (Gatto et al., 2020). La escasa regulacién inducida en el perfil
transcripcional de las células DH82 infectadas por BCN150 y BOS1FL1 podria, por tanto, estar
relacionada con su naturaleza tumoral, pero también con una posible entrada silente del
pardsito en las mismas, evadiendo asi su respuesta defensiva. Estos datos apoyan la hipétesis
de que no solo el patégeno, sino el origen y el tipo celular en el que se realiza el estudio,
condicionan los resultados obtenidos, dificultando su interpretacién y aportando mas

complejidad al proceso de interaccion entre patdgenos y células hospedadoras.

A pesar de que nuestros resultados revelaron que la infeccion de las células DH82 no inducia
una modificacién sustancial de su perfil transcriptémico, si encontraron algunas diferencias en
la modulacién ejercida por ambos pardsitos. En BCN-NI y BOS-NI se obtuvieron,
respectivamente, 191 y 262 DEG estadisticamente significativos, haciéndose necesario estudiar
su posible implicacién bioldgica en la respuesta de las células frente a la infeccion. Para ello, se
llevd a cabo un analisis del enriquecimiento funcional de los DEG en cada una de las condiciones.
La infeccidn con BOS1FL1 fue la que ejercié una mayor modulacion de la expresion génica de las
células con respecto al grupo control. Esto se tradujo en un mayor nimero de términos GO
enriquecidos estadisticamente significativos, entre los cuales se encontraron términos
relacionados con la regulacion del sistema inmunitario. Por el contrario, la cepa BCN150 indujo
un numero considerablemente menor de términos GO enriquecidos estadisticamente
significativos. Estas diferencias podrian apuntar a la existencia de una modulacién especifica de

la expresion génica de las células inducida por cada uno de los parasitos.
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El andlisis de las rutas bioldgicas implicadas en la expresion diferencial de las células infectadas
se llevé a cabo comparando los DEG con la base de datos KEGG. Entre las rutas bioldgicas mas
afectadas, se encontrd la via de sefializacion PI3K-Akt , que puede jugar un papel importante en
la respuesta del hospedador frente a la infeccidon con Leishmania (Kima, 2016). La actividad de
la enzima PI3K se ha relacionado con el progreso de la leishmaniosis al modular la capacidad de
fagocitosis de los macrdfagos y la secrecion de citoquinas antinflamatorias (Cummings et al.,
2012; Oghumu and Satoskar, 2013). Ademas, existen estudios que describen que la activacion
de la via PI3K/AKt tras la infeccidn por L. amazonensis puede inducir una disminucién de la
expresion de la enzima iNOS y, por tanto, de la produccién NO (Calegari-Silva et al., 2015). Los
DEG hallados en BCN-NI y BOS-NI implicados en esta ruta estaban relacionados con diferentes
factores de crecimiento, integrinas y receptores de tipo tirosina quinasa. En ambos casos se
encontraron genes tanto sobrexpresados como infraexpresados, la mayoria de los cuales fueron
comunes. Sin embargo, en el caso de las células infectadas con el aislado BOS1FL1 el nimero de
genes infraexpresados fue mayor. Estos factores de crecimiento, integrinas y receptores
tirosina-quinasa conducen a la activacidn de la enzima PI3K (Shi et al., 2019), con lo que su
menor expresidn en las células infectadas con BOS1FL1 podria estar relacionada con la menor
capacidad infectiva observada en este aislado. El gen DDIT4, también implicado en esta ruta,
aparecio sobrexpresado en BCN-NI y BOS-NI con el mayor valor de FC de entre todos los genes
analizados, siendo superior en las células infectadas con BCN150. Este gen codifica la sintesis de
una proteina inhibidora del complejo mTOR1 (Foltyn et al., 2019). Algunos autores describen
qgue Leishmania es capaz de inhibir este complejo y activar de forma concomitante la proteina 1
de unidén al factor de inicio de la traduccién 4E (4E-BP1), lo que favorece su proliferacién y
supervivencia en el fagosoma (Jaramillo et al., 2011). La mayor expresion del gen DDIT4 inducida
en las células DH82 por la infeccidn con la cepa BCN150 podria dar lugar a una mayor inhibicidon
del complejo mTOR, promoviendo su supervivencia intracelular. Sin embargo, son necesarios
mas estudios que permitan investigar su papel en la diferente respuesta de las células DH82 a la
infeccidn. Estos resultados abren la puerta a nuevas investigaciones acerca de la capacidad de
Leishmania para modular la via de sefializacidn PI3K/Akt en las células hospedadoras y su posible

implicacion en los mecanismos de virulencia del parasito.

Los receptores TLR y NLR tienen un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta
inmunitaria. Estd ampliamente descrito que pueden ejercer una funcién defensiva frente a la
infeccion con Leishmania (Faria et al., 2012), contribuyendo a la produccién de citoquinas
inflamatorias por parte de los macréfagos (Kawai and Akira, 2011). De hecho, existen estudios
gue han demostrado que la activacidn del receptor TLR4 contribuye al control de la infeccidn
con L. major en ratones (Kropf et al., 2004). Sin embargo, en el caso de los canidos, la funcidn
que desempenia este receptor no esta clara, habiéndose observado tanto un aumento como una
disminucién de sus niveles de expresion en distintos drganos y tejidos de animales infectados
por L. infantum (Melo et al., 2014; Hosein et al., 2015). La informacidn acerca del papel que

juega el receptor TLR7 en la leishmaniosis, también, es escasa, pero el uso de agonistas del



mismo se ha relacionado con la proteccidn frente a la infeccion (Reynolds et al., 2013; Craft et
al., 2014). En las células DH82, el gen TLR7 aparecid infraexpresado tanto en las células
infectadas por el aislado BOS1FL1 como por la cepa BCN150, mientras que el gen TLR4 resultd
infraexpresado Unicamente tras la infeccion por BOS1FL1. En este contexto, es necesario
profundizar en el conocimiento de las funciones de estos receptores en el establecimiento de la

infeccion por diferentes cepas o aislados de L. infantum en los canidos.

El receptor NLRP3, perteneciente a la familia NLR, influye directamente en la activacién de los
inflamosomas y junto con la activacién de la via NF-kf3, conduce a la sintesis de citoquinas
proinflamatorias (Harrington and Gurung, 2020). La infeccién de las células DH82 con BCN150 y
BOS1FL1 dio lugar a una disminucidn de los niveles de expresidn de distintos genes relacionados
con la activacién de este receptor y la via de sefializacién NF-k3, como los genes PANX1, TXNIP,
RNASEL, TLR4, XIAP y PLCB1 (Zhou et al., 2010; Murakami et al., 2012; Chakrabarti et al., 2015;
Crespo Yanguas et al., 2017; Vucic, 2018). Coincidiendo con nuestros resultados, algunos autores
sugieren que Leishmania es capaz de modular la respuesta defensiva del hospedador, inhibiendo
la activacidon del receptor NLRP3 para garantizar su supervivencia (Shio et al., 2015; Gupta et al.,
2017; Saresella et al., 2020).

Finalmente, se compard la expresidn génica de los parasitos tras su interaccidén con las células
DH82. El éxito de Leishmania para establecer la infeccién en los hospedadores mamiferos,
depende de su capacidad para diferenciarse en amastigotes y sobrevivir en el fagosoma de las
células infectadas (Hombach and Clos, 2014). Entre los genes sobrexpresados en BCN150, se
hallé el gen que codifica la sintesis de la proteina de choque térmico HSP83 que constituye la
forma citoplasmatica de la proteina HSP90, relacionada con la sefializacién de los parasitos y su
diferenciacion en amastigotes (Requena et al., 2015). Por el contrario, en el aislado BOS1FL1 se
observé una sobrexpresion del gen que codifica la histona H1 que se ha relacionado con una
menor capacidad de diferenciacién de los promastigotes en amastigotes y una disminucién de
la infectividad de los parasitos in vitro e in vivo (Alexandratos et al., 2013). Estos datos apuntan
nuevamente, a la posibilidad de que el comportamiento diferencial observado en ambos
pardsitos se deba al efecto sumatorio de multiples factores implicados en la interaccién parasito-

hospedador.

En su conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de diferencias en el
perfil transcripcional desarrollado tras la infeccidn de las células DH82 por L. infantum BCN150
y BOS1FL1. Estas diferencias, aunque sutiles, podrian contribuir a la menor capacidad de
BOS1FL1 de infectar y multiplicarse en este tipo celular. Esta tesis doctoral es tan solo el punto
de partida en un proyecto mas amplio que persigue llegar a discernir con precisidon cual es el
verdadero papel de la adaptacion y coevolucion de distintos aislados de L. infantum en su
virulencia y en el proceso patogénico que resulta de la interaccidn de este protozoo con sus

diferentes hospedadores.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones mas relevantes del trabajo presentado en esta Tesis Doctoral se resumen a

continuacién:

PRIMERA. Los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 exhiben una mayor virulencia que la
cepa BCN150 en el modelo murino experimental de leishmaniosis visceral, en términos de carga
parasitaria en 6rgano diana, modulacion de la respuesta defensiva de los hospedadores y
alteraciones histopatoldgicas en el higado de los animales infectados. Esto podria relacionarse
con una mayor capacidad de estos aislados para establecer la infeccién, incluso en individuos

inmunocompetentes.

SEGUNDA. Los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 muestran diferencias en su perfil de
virulencia en el modelo murino experimental de VL. BOS1FL1 presenta un fenotipo mas agresivo
que POL2FL7, que se refleja en su mayor capacidad metastdsica y su mayor modulacion de la

respuesta inmunitaria en los animales, favoreciendo la susceptibilidad frente a la infeccién.

TERCERA. Existe un comportamiento diferencial del aislado BOS1FL1 en funcidn de la especie
hospedadora que se refleja en su menor infectividad, en comparacién con la cepa BCN150, tras
la infeccion de células de origen canino. Este cambio de comportamiento podria estar
relacionado con un tropismo diferencial de los aislados del brote de la Comunidad de Madrid

por especies hospedadoras alternativas, como liebres y conejos.

CUARTA. El desarrollo de la respuesta oxidativa como mecanismo de defensa en los monocitos
y macréfagos primarios caninos frente a la infeccidn por L. infantum depende de la produccién
de ROS. El aislado BOS1FL1 presenta una mayor capacidad de resistencia que la cepa BCN150 al
efecto de ROS, lo que sin embargo no supone una ventaja en su interaccidon con estas células,

sugiriendo la existencia de otros factores que condicionen su comportamiento intracelular.

QUINTA. La interaccién de células DH82 con L. infantum induce una escasa modificacion del
perfil transcripcional tanto de las células como de los parasitos, lo que se refleja en el bajo
numero de genes diferencialmente expresados observados. Esto podria estar relacionado tanto
con el origen tumoral de las células DH82, que podria limitar la respuesta producida en las
células primarias, como con la posible entrada silente del parasito en las mismas, evitando asi

desencadenar su respuesta defensiva.

SEXTA. Las diferencias observadas en el analisis transcriptomico de las células DH82 infectadas
con BCN150 y BOS1FL1 apuntan a la existencia de una modulacién especifica inducida por cada
uno de los parasitos. Esto podria relacionarse con su diferente comportamiento intracelular e

influir en el posterior desencadenamiento de la inmunopatogénesis de la leishmaniosis.
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CONCLUSIONS

The most relevant conclusions of the work presented in this Doctoral Thesis are summarised

below:

FIRST. L. infantum isolates BOS1FL1 and POL2FL7 exhibit a higher virulence profile than the
strain BCN150 in the experimental murine model of VL, in terms of parasite load in target organ,
modulation of host defence response and histopathological alterations in the liver of infected
animals. This could be related to an increased ability of these isolates to establish infection, even

in immunocompetent individuals.

SECOND. L. infantum isolates BOS1FL1 and POL2FL7 show differences in their virulence profile
in the experimental murine model of VL. BOS1FL1 presents a more aggressive phenotype than
POL2FL7, which is reflected in its greater metastatic capacity and in the modulation of the host

immune response, promoting susceptibility to infection.

THIRD. There is a differential behaviour of BOS1FL1 isolate depending on the host species that
is reflected in its lower infectivity, compared to BCN150, after infection of canine cells. This
behavioural change could be related to a differential tropism of the isolates from the

leishmaniosis outbreak of Madrid for alternative host species, such as hares and rabbits.

FOURTH. The development of the oxidative burst as a defence mechanism in primary canine
monocytes and macrophages against L. infantum infection depends on the production of ROS.
BOS1FL1is more resistant than BCN150 to the effect of ROS, which, however, does not represent
an advantage in its interaction with these cells, suggesting the existence of other factors that

influence its intracellular behaviour.

FIFTH. The interaction of DH82 cells with L. infantum induces little modification of the
transcriptional profile of both cells and parasites, which is reflected in the low number of
differentially expressed genes observed. This could be related both to the tumour origin of DH82
cells, that could limit the response produced in primary cells, and to the possible silent entry of

the parasite into the cells, avoiding the activation of their defensive response.

SIXTH. The differences observed in the transcriptomic analysis of DH82 cells infected with
BCN150 and BOS1FL1 suggest the existence of a specific modulation induced by each parasite.
This could be related to their different intracellular behaviour and subsequent involvement in

triggering leishmanial immunopathogenesis.
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SUPLEMENTARIO ®






Tabla S1. Resultados del mapeo de las lecturas frente al genoma de referencia del perro (Canis

lupus familiaris).

Muestra Lecturas totales Lecturas mapeadas % de Mapeo
NIR1 85.606.752 81.804.853 95,56
NI R2 84.356.860 80.920.542 95,93
NIR3 93.253.244 89.230.524 95,69

BCN R1 89.101.392 70.090.761 78,66

BCN R2 93.735.740 73.992.850 78,94

BCN R3 82.088.190 64.195.954 78,20

BOS R1 86.499.804 68.713.256 79,44

BOS R2 80.736.160 64.485.975 79,87

BOS R3 81.701.352 64.312.991 78,72

Tabla S2. Andlisis de calidad de lecturas mapeadas frente al genoma del perro.

Muestra Lecturas Crudas Lecturas limpias :::: :;) Q20(%) Q30(%) GC(%)
NI R1 43175966 42803376 0,02 98,03 94,52 50,00
NI R2 42524308 42178430 0,02 98,05 94,53 49,04
NI R3 47038553 46626622 0,02 98,01 94,39 49,58

BCN R1 45166943 44550696 0,02 97,92 94,34 51,69

BCN R2 47368713 46867870 0,03 97,87 94,21 51,88

BCN R3 41440103 41044095 0,03 97,88 94,23 51,80

BOS R1 43741209 43249902 0,02 97,91 94,30 51,41

BOS R2 40854656 40368080 0,02 97,99 94,49 51,50

BOS R3 41435550 40850676 0,02 98,05 94,65 51,56
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Tabla S3. Genes diferencialmente expresados en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 con respecto al control de células no infectadas.

Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm.

ID_Gen BCN1 BCN2 BCN3 NI NI2 NI3 logzFC - p-Valor FOR
ENSCAFG00000032469 1594,538 1242,102 1345,709 609,833 491,623 489,129 1,3956  4,04E-30  4,42E-26
ENSCAFG00000030931 6857,052 6681,020 7068,814 3528,183 4181,125 4073,543 0,8062  1,05E-25  575E-22
ENSCAFG00000013918 8041,875 6459,544 7061,725 3511,831 4108,361 3860,658 09092  1,47E-22  535E-19
ENSCAFG00000007539 1127,527 904,275 1120,046 529,035 505,616 435,908 1,1003  1,61E-20  4,40E-17
ENSCAFG00000017916 2731,794 2798,557 2898,178 1941,078 2097,093 2052,822 04683  1,94E-12  3,58E-09
ENSCAFG00000013182 412,958 318,435 320,182 126,968 180,044 118,270 1,3078  1,96E-12  3,58E-09
ENSCAFG00000029853 5154,411 5308,278 5323,763 4034,133 3430,164 3484,729 05281  533E-12  8,34E-09
ENSCAFG00000012012 2533,964 2421,946 2439,763 1829,500 1877,868 1853,454 04113  698E-11  9,55E-08
ENSCAFG00000005621 5088,467 5133,751 5128,819 3258,856 3831,299 3818,418 04926  123E-10  1,49E-07
ENSCAFG00000008586 4559,837 4612,210 4482,547 3567,621 3462,815 3186,521 04188  1,99E-10  2,18E-07
ENSCAFG00000008265 4018,235 3617,100 3785,472 2991,453 2710,921 2718,511 04397  1,62E-09  1,61E-06
ENSCAFG00000001938  45643,775 46810,007 48191,519 35339,547 37204,738 38467,186 03413  2,12E-09  1,66E-06
ENSCAFG00000030565 3458,255 3440,531 3616,520 2331,602 2767,826 2501,402 04681  2,00E-09  1,66E-06
ENSCAFG00000024645 2127,492 1822,839 1951,810 1327,397 1471,137 1268,864 05373  1,99E-09  1,66E-06
ENSCAFG00000019676 7266,768 7707,770 7971,467 6117,570 5753,945 5877,154 03705  2,41E-09  1,76E-06
ENSCAFG00000010639 7364,061 7000,476 7311,018 9344,684 8902,382 8899,787 03247  6,33E09  4,33E-06
ENSCAFG00000009739 936,183 992,049 932,190 580,015 694,988 665,689 05594  7,15E-09  4,61E-06
ENSCAFG00000030025 2526,396 2314,781 2404,318 3095,337 3086,368 3149,350 -0,3652  1,15E-08  6,62E-06
ENSCAFG00000003989 6427,879 6361,564 6437,902 5270,152 5148,512 5245,257 02957  1,11E-08  6,62E-06
ENSCAFG00000006065 6038,703 6213,573 6078,731 4507,379 4972,199 4872,707 03529  1,30E-08  7,11E-06
ENSCAFG00000028636 11209,329 11243,220 11736,854 9510,128 9165,452 9173,497 02959  2,83E-08  1,48E-05
ENSCAFG00000018466 436,741 434,787 393,434 783,934 604,500 642,035 00,6812  3,16E08  1,57E-05
ENSCAFG00000000192 1086,448 1010,420 992,446 1346,635 1360,125 1439,510 04246  6,98E-08  3,32E-05
ENSCAFG00000005073 1822,638 1995,325 1937,632 1456,289 1319,079 1499,490 04289  813E-08  3,71E-05
ENSCAFG00000003606 317,826 342,930 381,619 228,928 199,634 206,127 07154  1725E-07  5,46E-05
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ENSCAFG00000002576
ENSCAFG00000018622
ENSCAFG00000000160
ENSCAFG00000011405
ENSCAFG00000016734
ENSCAFG00000016129
ENSCAFG00000003871
ENSCAFG00000007338
ENSCAFG00000010241
ENSCAFG00000012922
ENSCAFG00000016456
ENSCAFG00000032027
ENSCAFG00000016475
ENSCAFG00000004510
ENSCAFG00000014175
ENSCAFG00000005770
ENSCAFG00000013410
ENSCAFG00000030120
ENSCAFG00000019187
ENSCAFG00000009793
ENSCAFG00000029842
ENSCAFG00000001611
ENSCAFG00000006404
ENSCAFG00000001007
ENSCAFG00000032206
ENSCAFG00000005123
ENSCAFG00000031319
ENSCAFG00000029394

1649,671
1191,309
1591,295
3052,864
2298,296
8602,936
2729,632
245,397
4040,937
2543,693
2893,951
3657,167
1434,543
537,278
1868,041
2736,119
1086,448
2995,569
4392,276
1721,020
3675,544
3003,136
3082,052
540,521
5540,343
748,081
155,670
12095,784

1862,643
1040,018
1609,528
3055,755
2212,718
8908,027
2700,577
266,383
4011,062
2575,040
3101,683
3798,771
1553,393
588,901
1944,293
2685,268
1013,482
3290,499
4645,891
1668,724
3758,967
3157,818
3323,159
521,540
5557,310
810,377
164,321
11955,617

1805,306
1150,765
1584,369
3000,967
2344,063
8966,276
2706,778

259,926
3855,180
2642,978
2892,271
3731,124
1624,539

548,208
1841,932
2885,182

947,550
3295,157

4253,340
1632,810
3894,169
3195,912
3187,642

521,034
5569,512

797,501

165,408

12379,581

é(é@ﬁfi

1287,960
1748,702
1285,074
3934,098
1697,722
7524,803
3385,825

139,473
3168,440
2072,856
2375,849
2634,595

912,826

435,733
2285,432
2181,549
1677,522
2389,315
3714,789
1400,500
3252,123
2539,369
2085,360

322,230
9998,764

612,719

378,982

10219,997

1290,160
1480,465
1137,169
3657,785
1876,002
7147,653
3219,336

152,991
3307,958
2024,329
2334,975
3044,889
1097,056

355,424
2357,364
2107,354
1292,958
2551,401
3630,732
1195,007
2735,176
2258,479
2352,699

367,551
7052,500

577,447

241,613

10616,998

1399,805
1518,075
1214,798
3711,976
1780,802
7273,580
3361,391

174,870
3312,393
2171,937
2462,542
3056,424
1219,866

347,206
2309,636
2333,290
1362,635
2649,239
3575,966
1279,001
2712,598
2591,794
2699,081

408,875
7052,247

596,417

251,745

10273,404

0,4184
-0,4893
0,3960
-0,3111
0,3561
0,2708
-0,2926
0,7212
0,2827
0,3077
0,3093
0,3566
0,5131
0,5585
-0,2978
0,3263
-0,5071
0,3358
0,2837
0,3748
0,3811
0,3403
0,4262
0,5253
-0,5321
0,3993
-0,8444
0,2277

1,91E-07
2,02E-07
2,15E-07
3,62E-07
4,58E-07
6,53E-07
8,50E-07
1,72E-06
1,88E-06
1,99E-06
2,24E-06
2,61E-06
2,82E-06
3,33E-06
3,51E-06
3,72E-06
4,21E-06
4,42E-06
5,03E-06
4,98E-06
5,44E-06
5,95E-06
7,33E-06
7,59E-06
8,13E-06
8,11E-06
9,09E-06
9,36E-06

8,04E-05
8,19E-05
8,40E-05
1,37E-04
1,67E-04
2,31E-04
2,91E-04
5,69E-04
6,05E-04
6,23E-04
6,82E-04
7,71E-04
8,13E-04
9,36E-04
9,62E-04
9,93E-04
1,10E-03
1,12E-03
1,22E-03
1,22E-03
1,29E-03
1,39E-03
1,67E-03
1,70E-03
1,74E-03
1,74E-03
1,88E-03
1,88E-03



ENSCAFG00000012775
ENSCAFG00000018931
ENSCAFG00000002588
ENSCAFG00000011698
ENSCAFG00000000060
ENSCAFG00000001307
ENSCAFG00000032695
ENSCAFG00000020200
ENSCAFG00000000643
ENSCAFG00000010491
ENSCAFG00000014961
ENSCAFG00000019798
ENSCAFG00000015190
ENSCAFG00000015351
ENSCAFG00000014882
ENSCAFG00000018487
ENSCAFG00000008630
ENSCAFG00000007417
ENSCAFG00000018924
ENSCAFG00000030617
ENSCAFG00000004127
ENSCAFG00000003169
ENSCAFG00000005147
ENSCAFG00000014968
ENSCAFG00000028815
ENSCAFG00000032748
ENSCAFG00000012052
ENSCAFG00000023455

3284,207
809,701
358,906
1797,774
2804,224
415,120
1058,341
473,497
7858,098
5092,791
595,654
3807,432
30651,878
1338,331
1700,480
3381,501
3059,350
18023,140
752,406
139,454
427,012
5465,751
3623,654
1439,949
1961,011
3869,051
3991,209
2856,114

3358,881
786,903
412,333
1825,901
2647,505
466,426
1083,905
434,787
7724,100
5273,576
644,015
3813,060
30401,397
1357,433
1809,571
3429,305
3279,272
17639,485
849,161
139,826
405,189
5256,226
3842,658
1519,713
1849,375
3702,832
3999,835
2947,569

3256,168
702,983
398,160

1746,232

2793,026
394,615

1102,324
476,138

7574,489

5166,626
609,645

3758,298

30534,253

1404,784
1654,077

3510,187

3422,757

17521,396
847,123
131,145
391,071
5147,722
3831,550
1530,021
1898,644
3798,469

4052,487
3002,149

2613,434
616,566
258,746

3126,117
2236,376
289,527
1700,608
908,979
8831,039
4493,913
494,407
2590,348

27310,718

914,750
1467,832
4430,429
2441,257

20685,274
596,367

55,789

655,042
6833,210
3220,381
1304,312
2258,499
4721,879
3323,303
3871,575

2808,873
473,898
280,794

2238,889
2341,505
295,720
1335,870
624,090
9031,118
4389,155
429,120
3140,042

25881,557
1139,035
1140,901
3891,935
2764,095

20143,471
625,956

85,824
545,729
5977,834
2822,866
997,238
2267,808
4498,301
3486,137
3465,614

2759,061
506,870
266,951

2314,705

2180,384
307,501

1377,841
623,450

9192,927

4324,443
446,890

3151,885

25715,189

1061,892
1259,571

4277,980

2639,102

20267,185
646,259
81,099
518,697

6421,194
3171,315
1054,289
2275,845

4303,324

3477,126
3401,940

0,2750
0,5271
0,5361
-0,5158
0,2868
0,5164
-0,4438
-0,6390
-0,2245
0,2341
0,4334
0,3571
0,2150
0,3957
0,4174
-0,2880
0,3151
-0,2001
0,3894
0,8798
-0,4898
-0,2772
0,2940
0,4204
-0,2529
-0,2501
0,2273
-0,2862

9,49E-06
9,52E-06
9,62E-06
1,19E-05
1,36E-05
1,44E-05
1,53E-05
1,87E-05
1,87E-05
2,16E-05
2,52E-05
2,71E-05
2,84E-05
2,81E-05
2,86E-05
3,46E-05
3,42E-05
3,58E-05
3,57E-05
4,29E-05
4,60E-05
5,90E-05
5,85E-05
6,62E-05
7,36E-05
7,26E-05
7,43E-05
7,76E-05

1,88E-03
1,88E-03
1,88E-03
2,29E-03
2,56E-03
2,67E-03
2,79E-03
3,31E-03
3,31E-03
3,75E-03
4,31E-03
4,56E-03
4,60E-03
4,60E-03
4,60E-03
5,40E-03
5,40E-03
5,44E-03
5,44E-03
6,43E-03
6,81E-03
8,49E-03
8,49E-03
9,41E-03
1,02E-02
1,02E-02
1,02E-02
1,05E-02



ENSCAFG00000015925
ENSCAFG00000009242
ENSCAFG00000002001
ENSCAFG00000006491
ENSCAFG00000006091
ENSCAFG00000029989
ENSCAFG00000012813
ENSCAFG00000014584
ENSCAFG00000019430
ENSCAFG00000029846
ENSCAFG00000011187
ENSCAFG00000030747
ENSCAFG00000004794
ENSCAFG00000005560
ENSCAFG00000004176
ENSCAFG00000008643
ENSCAFG00000006979
ENSCAFG00000012327
ENSCAFG00000015266
ENSCAFG00000004620
ENSCAFG00000003717
ENSCAFG00000015043
ENSCAFG00000005088
ENSCAFG00000005856
ENSCAFG00000001757
ENSCAFG00000008028
ENSCAFG00000007235
ENSCAFG00000001870

1357,789
403,229
2286,405
24021,845
3127,456
636,734
241,072
212,965
1577,241
823,754
1837,772
4378,222
1428,057
2940,436
1515,622
1291,846
1249,685
3060,431
6671,113
4290,658
1263,739
81986,261
1149,148
609,708
156,751
635,653
5906,816
2355,592

1256,391
391,921
2214,759
23965,327
3062,900
628,706
240,868
199,022
1633,002
774,655
1790,179
4394,817
1549,311
2891,434
1408,464
1251,288
1168,617
3032,281
6712,659
4372,363
1175,762
83617,876
1136,978
618,500
186,775
630,747
5889,014
2344,379

1390,606
400,523
2152,662
23959,298
3113,208
663,994
259,926
174,860
1595,002
802,227
1778,132
4295,873
1414,235
3013,964
1543,017
1232,287
1218,109
3034,049
6415,454
4554,618
1248,828
82918,856
1220,472
628,549
173,678
539,938
6045,650
2295,622
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1770,825
550,197
2575,920
19441,561
3888,889
492,484
433,809
320,307
1320,664
1052,299
2633,633
3834,062
1183,115
5155,688
1904,527
1506,307
853,189
3610,905
5751,093
3443,538
1521,697
94253,863
983,043
747,382
392,448
948,416
7400,721
2595,158

1637,188
568,118
2665,211
21248,922
3488,935
461,771
307,847
278,928
1347,998
1026,157
2084,032
3418,970
1220,194
3421,769
1761,259
1500,056
1022,426
3528,116
5453,560
3753,871
1456,211
91486,601
931,938
781,745
220,157
736,968
6717,600
2875,107

1582,278
488,284
2650,084
21016,507
3733,940
524,610
367,481
269,486
1339,826
941,933
2213,331
3726,337
1197,902
3764,352
1776,578
1529,902
983,327
3466,989
5812,951
3868,261
1478,370
95584,643
947,846
796,630
267,796
779,735
6804,726
2933,931

-0,3176
-0,4254
-0,2459
0,2215
-0,2563
0,3824
-0,5805
-0,5631
0,2616
-0,3309
-0,3582
0,2514
0,2868
-0,4804
-0,2852
-0,2648
0,3464
-0,2166
0,2185
0,2560
-0,2732
-0,1789
0,2922
-0,3255
-0,7661
-0,4471
-0,2298
-0,2649

8,19E-05
8,60E-05
9,48E-05
9,37E-05
9,72E-05
1,02E-04
1,03E-04
1,15E-04
1,19E-04
1,23E-04
1,33E-04
1,38E-04
1,38E-04
1,45E-04
1,47E-04
1,47E-04
1,56E-04
1,59E-04
1,58E-04
1,76E-04
1,87E-04
1,87E-04
1,85E-04
1,93E-04
2,02E-04
2,02E-04
2,07E-04
2,13E-04

1,09E-02
1,13E-02
1,22E-02
1,22E-02
1,24E-02
1,28E-02
1,28E-02
1,41E-02
1,45E-02
1,48E-02
1,59E-02
1,61E-02
1,61E-02
1,66E-02
1,66E-02
1,66E-02
1,74E-02
1,75E-02
1,75E-02
1,91E-02
1,97E-02
1,97E-02
1,97E-02
2,02E-02
2,06E-02
2,06E-02
2,09E-02
2,14E-02



ENSCAFG00000012409
ENSCAFG00000004443
ENSCAFG00000005212
ENSCAFG00000013968
ENSCAFG00000011677
ENSCAFG00000031999
ENSCAFG00000023478
ENSCAFG00000013121
ENSCAFG00000000374
ENSCAFG00000018832
ENSCAFG00000006224
ENSCAFG00000008700
ENSCAFG00000015822
ENSCAFG00000018219
ENSCAFG00000007270
ENSCAFG00000006250
ENSCAFG00000017455
ENSCAFG00000031209
ENSCAFG00000012028
ENSCAFG00000005078
ENSCAFG00000031552
ENSCAFG00000003397
ENSCAFG00000001002
ENSCAFG00000016627
ENSCAFG00000019715
ENSCAFG00000025555
ENSCAFG00000031938
ENSCAFG00000005157

1150,229
263,774
2479,911
5138,195
2251,811
6097,080
219,452
618,356
382,689
7000,831
438,903
2386,942
4918,743
8639,691
391,337
170,805
992,397
1177,255
772,945
3277,721
2525,315
983,749

116119,097

1769,667
1299,413
389,175
455,119
3349,070

1087,988
330,683
2624,030
5360,330
2323,966
6001,283
195,960
596,046
473,571
7336,262
433,766
2356,626
5152,122
8986,615
354,157
168,403
1024,709
1130,854
828,749
3263,963
2408,678
992,049

114476,513

1754,457
1364,577
390,900
516,437
3606,894

1072,787
322,545
2555,548
5062,656
2163,296
6169,705
106,333
578,927
385,164
7138,522
465,504
2379,507
4970,500
8275,109
381,619
177,222
942,824
1218,109
762,057
3285,705
2401,955
988,901

114911,059

1690,702
1330,350
373,349
505,675
3458,201

924,369
187,567
2257,537
8405,887
3540,688
9186,936
297,222
1113,859
514,607
6275,319
311,650
1923,764
4217,853
13006,569
534,806
130,816
1206,200
939,759
630,033
2758,678
2122,874
1260,066

200113,794

1443,785
1116,745
321,269
212,576
3070,328

847,979
227,620
1979,551
5961,975
2543,005
7028,246
296,653
747,229
566,252
6031,007
317,176
1915,183
4337,847
10034,887
499,086
92,354
1153,028
927,273
644,613
2879,771
2068,174
1152,095

130670,889

1405,836
1106,384
260,271
396,470
2747,303

911,521
212,040
2111,112
6380,645
2856,211
7236,410
307,501
751,857
651,328
6343,474
364,946
2121,250
4446,092
10181,323
461,251
99,684
1295,897
1009,515
620,071
2853,676
2072,252
1187,765
142015,596
1520,609
1116,803
232,315
323,552
2954,206

0,3030
0,5473
0,2711
-0,4149
-0,4074
-0,3603
-0,7852
-0,5422
-0,4802
0,2035
0,4270
0,2566
0,2102
-0,3590
-0,4073
0,6794
-0,3042
0,2927
0,3200
0,2106
0,2282
-0,2798
-0,4525
0,2548
0,2583
0,5056
0,6628
0,2477

2,15E-04
2,18E-04
2,22E-04
2,27E-04
2,31E-04
2,32E-04
2,36E-04
2,49E-04
2,46E-04
2,49E-04
2,45E-04
2,57E-04
2,63E-04
2,73E-04
2,78E-04
2,79E-04
2,82E-04
2,86E-04
2,91E-04
2,99E-04
2,99E-04
3,23E-04
3,33E-04
3,32E-04
3,34E-04
3,30E-04
3,43E-04
3,78E-04

2,14E-02
2,15E-02
2,17E-02
2,20E-02
2,21E-02
2,21E-02
2,23E-02
2,27E-02
2,27E-02
2,27E-02
2,27E-02
2,32E-02
2,36E-02
2,43E-02
2,44E-02
2,44E-02
2,45E-02
2,47E-02
2,49E-02
2,52E-02
2,52E-02
2,70E-02
2,70E-02
2,70E-02
2,70E-02
2,70E-02
2,76E-02
3,00E-02



ENSCAFG00000030441
ENSCAFG00000003025
ENSCAFG00000007621
ENSCAFG00000023062
ENSCAFG00000019791
ENSCAFG00000014195
ENSCAFG00000015416
ENSCAFG00000019919
ENSCAFG00000032121
ENSCAFG00000003564
ENSCAFG00000032033
ENSCAFG00000019226
ENSCAFG00000013504
ENSCAFG00000011943
ENSCAFG00000013084
ENSCAFG00000008755
ENSCAFG00000032326
ENSCAFG00000000121
ENSCAFG00000008713
ENSCAFG00000005849
ENSCAFG00000008833
ENSCAFG00000015444
ENSCAFG00000007894
ENSCAFG00000007160
ENSCAFG00000003833
ENSCAFG00000004034
ENSCAFG00000031326
ENSCAFG00000006006

1037,801
1690,750
247,559
447,552
1967,497
1837,772
1072,394
877,806
837,808
76,754
8264,570
1358,870
424,850
1091,853
1852,907
7364,061
1516,703
1397,788
2438,832
2680,985
2060,467
1651,833
291,881
569,709
4780,370
4554,432
3649,599
10542,326

1125,751
1622,796
238,827
386,817
2055,541
1772,828
1035,936
915,502
884,883
102,063
8805,964
1358,454
458,261
1099,215
1869,787
7502,624
1477,867
1437,042
2310,698
2765,897
2084,119
1560,538
291,899
575,633
4915,336
4461,158
3970,236
11228,931

1049,157
1711,969
276,467
453,690
1993,162
1878,558
1027,890
879,024
939,279
128,782
8809,139
1415,417
464,323
1137,768
1899,825
7346,463
1459,132
1377,609
2453,941
2626,437
2068,777
1492,213
285,919
603,738
5063,837
4406,932
3870,539
11298,524

é(é@ﬁfi

833,952
2836,590
177,948
535,768
1601,534
1611,152
811,828
750,268
696,403
135,625
7612,335
1149,449
779,124
1592,877
1640,971
6811,087
979,196
1764,092
2941,435
2988,568
2818,314
1824,690
396,295
764,696
4113,008
3525,298
3424,300
9343,722

914,213
1985,148
162,319
595,171
1769,655
1436,620
853,576
731,370
710,847
206,164
7429,380
1141,833
598,903
1308,817
1480,465
6056,195
1299,488
1640,919
2867,644
3238,926
2332,176
1867,607
383,410
715,512
4410,611
4073,845
2421,732
8916,375

866,747
2017,341
190,921
553,333
1684,497
1525,678
899,694
697,791
740,030
197,679
7564,185
1180,162
527,989
1305,189
1604,243
5975,149
1185,230
1617,759
2682,185
3229,605
2447,336
1894,848
366,636
700,325
4250,947
3731,406
2969,412
9998,005

0,2974
-0,4443
0,5195
-0,3884
0,2510
0,2631
0,2894
0,2950
0,3089
-0,8145
0,1951
0,2510
-0,4994
-0,3374
0,2506
0,2376
0,3623
-0,2532
-0,2373
-0,2282
-0,2900
-0,2478
-0,3975
-0,3181
0,2082
0,2444
0,3824
0,2267

3,78E-04
3,99E-04
3,97E-04
4,05E-04
4,02E-04
4,29E-04
4,41E-04
4,42E-04
4,52E-04
4,62E-04
4,62E-04
4,71E-04
4,80E-04
4,78E-04
4,94E-04
5,04E-04
5,07E-04
5,17E-04
5,22E-04
5,20E-04
5,36E-04
5,34E-04
5,53E-04
5,41E-04
5,54E-04
5,54E-04
5,53E-04
5,61E-04

3,00E-02
3,12E-02
3,12E-02
3,12E-02
3,12E-02
3,29E-02
3,33E-02
3,33E-02
3,39E-02
3,42E-02
3,42E-02
3,46E-02
3,48E-02
3,48E-02
3,56E-02
3,60E-02
3,60E-02
3,64E-02
3,64E-02
3,64E-02
3,69E-02
3,69E-02
3,70E-02
3,70E-02
3,70E-02
3,70E-02
3,70E-02
3,72E-02



ENSCAFG00000006973
ENSCAFG00000019536
ENSCAFG00000010370
ENSCAFG00000024944
ENSCAFG00000004773
ENSCAFG00000004384
ENSCAFG00000001521
ENSCAFG00000030544
ENSCAFG00000002330
ENSCAFG00000019456
ENSCAFG00000002007
ENSCAFG00000019591
ENSCAFG00000007492
ENSCAFG00000005354
ENSCAFG00000016426
ENSCAFG00000000185
ENSCAFG00000001047
ENSCAFG00000017669
ENSCAFG00000013102
ENSCAFG00000003190
ENSCAFG00000000886
ENSCAFG00000010304
ENSCAFG00000012082
ENSCAFG00000011727
ENSCAFG00000019218
ENSCAFG00000017553

399,986
3585,818
11607,153
4745,776
1179,417
3368,528
2723,146
1156,715
289,719
1296,170
3310,152
2358,835
3089,619
2220,461
5976,003
1229,145
3726,353
1764,261
2762,064
1511,297
3140,428
9903,430
3263,667
1241,037
857,267
4039,856

392,941
3662,007
11224,849
4975,553
1255,370
3482,377
2757,732
1005,317
308,229
1338,041
3105,766
2328,049
3035,343
2330,090
6104,366
1261,494
3653,842
1721,797
2800,599
1463,578
3094,539
9791,889
3283,355
1204,339
958,368
2815,908

446,601
3655,509
11690,777
4639,685
1291,361
3415,668
2619,348
1081,057
334,360
1400,058
3305,790
2401,955
3101,393
2139,666
6037,379
1284,272
3643,694
1628,084
2732,771
1417,780
2861,552
9660,988
3436,935
1225,198
932,190
3453,475

287,603
3205,953
15737,353
7500,756
1057,108
4034,133
2428,752
837,799
220,271
1163,877
5404,815
2072,856
4116,855
1986,286
5587,573
1471,680
4214,005
1926,650
4469,866
1262,951
3833,100
7871,081
3099,184
1669,827
758,925
2472,999

322,773
3037,426
13146,010
5458,225
1041,083
3901,264
2092,428
925,407
219,225
1015,896
3906,861
2017,799
3318,220
1846,151
4895,704
1472,070
4139,146
2042,053
3043,023
1160,491
3478,674
8730,734
2352,699
1416,097
617,560
2918,952

321,017
3216,088
13010,500
5685,388
993,465
3842,072
2258,104
859,144
242,453
1129,475
3694,235
2041,840
3819,263
1824,731
4746,835
1496,110
4174,917
2066,339
3438,266
1257,882
3458,541
8752,795
2379,753
1419,235
767,063
2306,257

0,4103
0,2049
-0,2791
-0,3764
0,2694
-0,1979
0,2571
0,3062
0,4490
0,2854
-0,4197
0,2089
-0,2867
0,2427
0,2507
-0,2344
-0,1845
-0,2387
-0,4005
0,2550
-0,2432
0,2113
0,3505
-0,2952
0,3580
0,4213

5,67E-04
5,73E-04
6,06E-04
6,11E-04
6,29E-04
6,48E-04
6,54E-04
6,43E-04
6,51E-04
6,66E-04
6,86E-04
7,08E-04
7,40E-04
7,53E-04
7,54E-04
7,70E-04
7,68E-04
7,80E-04
7,92E-04
7,96E-04
8,11E-04
8,07E-04
8,10E-04
8,27E-04
8,49E-04
8,52E-04

3,74E-02
3,75E-02
3,95E-02
3,96E-02
4,05E-02
4,11E-02
4,11E-02
4,11E-02
4,11E-02
4,16E-02
4,27E-02
4,38E-02
4,55E-02
4,59E-02
4,59E-02
4,63E-02
4,63E-02
4,67E-02
4,71E-02
4,71E-02
4,72E-02
4,72E-02
4,72E-02
4,79E-02
4,89E-02
4,89E-02




Tabla S4. Genes diferencialmente expresados en las células DH82 infectadas por L. infantum BOS1FL1 con respecto al control de células no infectadas.

Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm. Lecturas norm.

ID_Gen BOS1 BOS2 BOS3 NI NI2 NI3 COAS AT FOR
ENSCAFG00000030931 6513,391 6484,288 7258,086 3421,439 4054,305 3955,399 08252  2,95E-23  3,02E-19
ENSCAFG00000032469 1163,801 923,880 990,423 591,383 476,711 474,943 09976  3,12E-16  1,59E-12
ENSCAFG00000013918 6308,968 5447,350 5635,922 3405,582 3983,748 3748,688 06430  1,09E-14  3,73E-11
ENSCAFG00000030565 3637,418 3551,627 3749,953 2261,060 2683,874 2428 854 05689  2,97E-13  7,60E-10
ENSCAFG00000007539 1030,764 743,443 873,562 513,029 490,280 423,265 0,8936  898E-12  1,84E-08
ENSCAFG00000029853 4975,356 5059,069 5261,042 3912,081 3326,122 3383,662 05262  121E-11  2,05E-08
ENSCAFG00000002576 1726,232 1888,872 1873,241 1248,993 1251,027 1359,207 05074  7,71E-11  1,13E-07
ENSCAFG00000030025 2273,522 2354,308 2177,541 3001,688 2993,239 3058,010 04116  1,51E-10  1,94E-07
ENSCAFG00000008586 4361,008 4314,484 4642,028 3459,683 3357,782 3094,103 04264  9,96E-10  1,13E-06
ENSCAFG00000009739 909,625 959,282 937,199 562,467 673,908 646,382 05750  3,05E-09  3,12E-06
ENSCAFG00000012012 2260,542 2395,920 2433,246 1774,149 1820,909 1799,698 03939  4,36E-09  4,06E-06
ENSCAFG00000018466 412,089 408,837 347,111 760,216 586,165 623,414 -0,7529  5,75E-09  4,90E-06
ENSCAFG00000000643 7164,513 7045,011 6743,205 8563,858 8757,190 8926,306 0,3250  8,26E-09  6,50E-06
ENSCAFG00000005621 5007,804 4687,919 4804,013 3160,260 3715,089 3707,674 04541  9,06E-09  6,62E-06
ENSCAFG00000017916 2582,859 2482,713 2602,174 1882,351 2033,485 1993,285 03757  2,58E-08  1,76E-05
ENSCAFG00000019676 7100,699 7055,289 7188,664 5932,484 5579,418 5706,700 0,3100  3,05E-08  1,95E-05
ENSCAFG00000001938  44201,715 44011,620 44643,071 34270,356 36076,259 37351,531 0,3028  4,42E-08  2,66E-05
ENSCAFG00000000060 2766,731 2748,799 2830,110 2168,715 2270,483 2117,147 0,3483  6,94E-08  3,94E-05
ENSCAFG00000008643 1048,070 1176,262 1023,977 1460,734 1454,557 1485,530 04383  853E-08  4,59E-05
ENSCAFG00000003989 6049,384 6318,698 6250,308 5110,704 4992,349 5093,130 02930  1,12E-07  573E-05
ENSCAFG00000018622 1157,311 1083,760 1065,630 1695,795 1435,560 1474,046 04773 121E-07  5,89E-05
ENSCAFG00000023478 190,361 115,342 155,043 288,229 287,655 298,583 09228  1,47E-07  6,85E-05
ENSCAFG00000006091 2826,219 2805,899 2838,209 3771,232 3383,110 3625,645 -0,3478  1,93E-07  858E-05
ENSCAFG00000032695 1027,519 974,128 940,670 1649,156 1295,351 1337,880 0,5408  2,59E-07  1,10E-04
ENSCAFG00000013410 965,868 983,264 933,728 1626,769 1253,741 1323,115 -0,5437  2,88E-07  1,18E-04
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ENSCAFG00000003606
ENSCAFG00000008265
ENSCAFG00000007770
ENSCAFG00000011405
ENSCAFG00000004127
ENSCAFG00000005073
ENSCAFG00000000374
ENSCAFG00000015444
ENSCAFG00000003871
ENSCAFG00000007417
ENSCAFG00000019187
ENSCAFG00000002588
ENSCAFG00000018931
ENSCAFG00000001870
ENSCAFG00000023455
ENSCAFG00000010639
ENSCAFG00000032206
ENSCAFG00000007338
ENSCAFG00000014175
ENSCAFG00000030829
ENSCAFG00000006404
ENSCAFG00000000160
ENSCAFG00000018219
ENSCAFG00000000192
ENSCAFG00000012922
ENSCAFG00000015925
ENSCAFG00000018487
ENSCAFG00000008028

302,848
3511,953
1669,989
2997,111

308,256
1717,580
308,256
1461,241
2673,713

16382,983

4267,991
374,233
801,465

2154,546

2772,139

7491,156

5438,281
235,789

1773,823
464,006

3004,683

1479,628

7984,365

1068,620

2513,637
1289,266

3369,182
564,595

367,725
3352,918
1732,417
2900,685

389,423
1866,031
405,411
1436,639
2628,889

17005,554

4250,532
368,867
726,313

2198,354

2768,213

7352,210

5385,682
239,820

1875,167
330,039

3182,760

1497,165

8245,255

1083,760

2459,873

1244,782

3290,108
590,415

335,540
3552,100
1472,907
2699,365

358,681
1855,885
357,524
1423,154
2569,777

16809,417

4240,536
443,145
732,404

1948,448

2731,762

7082,216

5196,248
278,846

1826,960
393,392

3134,410

1542,329

7602,883
984,638

2478,371
1287,781

3149,452
525,294
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222,002
2900,947
2237,740
3815,072

635,224

1412,230
499,038

1769,485
3283,387

20059,445

3602,398
250,918
597,912

2516,642

3754,442

9061,963

9696,253
135,253

2216,287
166,035

2022,268

1246,195

12613,058
1305,893
2010,142
1717,249
4296,387

919,722
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193,579
2628,695
2090,473
3546,838
529,176
1279,069
549,077
1810,959
3121,688
19532,487
3520,606
272,277
459,524
2787,900
3360,496
8632,359
6838,587
148,350
2285,861
188,152
2281,338
1102,677
9730,513
1318,870
1962,928
1587,529
3773,887
714,614

200,149
2639,667
2163,083
3604,318

503,653
1456,000
632,437
1839,892
3263,901

19679,380

3472,253
259,209
492,169

2848,839

3303,275

8641,669

6847,712
169,798

2242,650
282,177

2620,800
1179,565

9886,036
1397,760

2108,944
1536,388

4153,907
757,120

0,7085
0,3509
-0,4128
-0,3509
-0,6590
0,3908
-0,6515
-0,3271
-0,2965
-0,2397
0,2682
0,5998
0,5456
-0,3719
-0,3325
-0,2643
-0,5454
0,7318
-0,3008
0,8977
0,4284
0,3570
-0,4354
-0,3588
0,2928
-0,3406
-0,3175
-0,5085

3,21E-07
3,99E-07
4,14E-07
4,31E-07
7,41E-07
1,43E-06
1,60E-06
1,58E-06
1,76E-06
2,04E-06
2,20E-06
2,76E-06
2,88E-06
3,73E-06
3,65E-06
3,55E-06
3,83E-06
4,19E-06
4,68E-06
4,81E-06
5,35E-06
5,78E-06
8,09E-06
8,15E-06
8,05E-06
1,06E-05
1,06E-05
1,27E-05

1,26E-04
1,51E-04
1,51E-04
1,52E-04
2,53E-04
4,70E-04
4,96E-04
4,96E-04
5,30E-04
5,96E-04
6,25E-04
7,62E-04
7,76E-04
9,30E-04
9,30E-04
9,30E-04
9,33E-04
9,95E-04
1,09E-03
1,09E-03
1,19E-03
1,26E-03
1,67E-03
1,67E-03
1,67E-03
2,08E-03
2,08E-03
2,44E-03



ENSCAFG00000008700
ENSCAFG00000011187
ENSCAFG00000002758
ENSCAFG00000006979
ENSCAFG00000008284
ENSCAFG00000003169
ENSCAFG00000003717
ENSCAFG00000018731
ENSCAFG00000011677
ENSCAFG00000030120
ENSCAFG00000032027
ENSCAFG00000013182
ENSCAFG00000031868
ENSCAFG00000031999
ENSCAFG00000014345
ENSCAFG00000029394
ENSCAFG00000019798
ENSCAFG00000016129
ENSCAFG00000005883
ENSCAFG00000013121
ENSCAFG00000003776
ENSCAFG00000017315
ENSCAFG00000004820
ENSCAFG00000012775
ENSCAFG00000016863
ENSCAFG00000007669
ENSCAFG00000011698
ENSCAFG00000008894

2410,885
1689,458
1394,181
1194,086
1101,068
5130,025
1169,209

825,260
2174,014
2901,931
3439,486

272,563

947,481
5639,458

61021,665

11658,558
3620,113
8219,072

439,129

576,492
7752,903
2892,196

849,055
3138,801

34935,655
1426,629
1844,127
2177,259

2443,885
1726,707
1466,331
1277,900
1226,510
5139,010
1124,872
859,928
2039,616
3041,152
3552,769
219,264
912,460
5885,879
62071,242
11618,730
3800,583
8318,344
473,931
533,315
8113,925
3081,122
881,626
3199,890
35518,550
1460,621
1755,257
2262,306

2340,684
1646,462
1297,037
1196,375
1082,986
4944,014
1180,177

784,470
2045,639
3133,253
3687,473

230,250

922,158
5568,814

60210,988
11816,807
3660,861
8391,981

468,600
538,022
7326,351
2879,862
823,810
3174,906

35461,992
1427,782
1735,554
2027,127
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1865,561
2553,953
1989,621
827,376
1882,351
6626,473
1475,659
1020,462
3433,565
2317,027
2554,886
123,127
1089,488
8908,987
76357,413
9910,793
2511,978
7297,142
635,224
1080,160
12819,203
3573,482
1072,698
2534,365
30488,864
1869,292
3031,537
2689,206

1857,092
2020,820
1673,464

991,414
1396,664
5796,516
1412,042
1049,307
2465,871
2474,013
2952,533

174,583
1254,645
6815,068

68225,758
10294,968
3044,799
6930,853

606,065

724,565
9044,845
3436,480
1063,780
2723,675

31098,383
1718,692
2170,980
2529,192

2059,728
2149,138
1782,472

954,808
1519,162
6234,962
1435,493
1120,505
2773,373
2572,404
2967,780

114,839
1284,561
7026,534

80422,887
9975,447
3060,471
7062,626

600,446

730,051

10081,263
3665,019
1076,210
2679,040

30796,659
1729,974
2247,572
2740,561

0,3150
-0,4091
-0,3891
0,4028
-0,4922
-0,2944
-0,3153
-0,3698
-0,4703
0,3013
0,3332
0,8097
-0,3837
-0,4123
-0,2957
0,2176
0,3626
0,2276
-0,4148
-0,6204
-0,4618
-0,2701
-0,3307
0,2612
0,1972
-0,3013
-0,4814
-0,2996

1,29E-05
1,40E-05
1,41E-05
1,37E-05
1,47E-05
1,67E-05
1,70E-05
1,73E-05
1,87E-05
2,02E-05
1,98E-05
1,99E-05
2,25E-05
2,47E-05
2,50E-05
2,43E-05
2,53E-05
2,58E-05
2,61E-05
2,80E-05
2,83E-05
3,10E-05
3,28E-05
3,35E-05
3,40E-05
3,48E-05
3,88E-05
4,05E-05

2,44E-03
2,54E-03
2,54E-03
2,54E-03
2,60E-03
2,89E-03
2,89E-03
2,89E-03
3,08E-03
3,18E-03
3,18E-03
3,18E-03
3,48E-03
3,69E-03
3,69E-03
3,69E-03
3,69E-03
3,71E-03
3,71E-03
3,90E-03
3,90E-03
4,22E-03
4,41E-03
4,44E-03
4,45E-03
4,50E-03
4,96E-03
5,11E-03



ENSCAFG00000012813
ENSCAFG00000013504
ENSCAFG00000011751
ENSCAFG00000012327
ENSCAFG00000008630
ENSCAFG00000025555
ENSCAFG00000008833
ENSCAFG00000006099
ENSCAFG00000001611
ENSCAFG00000016475
ENSCAFG00000020200
ENSCAFG00000013968
ENSCAFG00000032748
ENSCAFG00000005037
ENSCAFG00000019715
ENSCAFG00000006349
ENSCAFG00000015190
ENSCAFG00000001211
ENSCAFG00000000886
ENSCAFG00000018924
ENSCAFG00000002663
ENSCAFG00000008713
ENSCAFG00000007235
ENSCAFG00000013102
ENSCAFG00000007160
ENSCAFG00000006224
ENSCAFG00000004443
ENSCAFG00000001047

209,830
426,150
3062,007
2837,035
3064,171
396,947
1968,511
454,272
2909,502
1483,954
464,006
5029,436
3754,231
2112,363
1319,551
767,935
29339,461
15018,005
3009,009
752,793
3574,685
2333,010
5682,722
2659,652
552,697
428,313
313,664
3409,201

219,264
385,997
2984,052
2979,484
3051,430
382,571
1951,682
452,233
3005,750
1411,515
455,659
5048,791
3678,389
2064,740
1317,870
745,727
29331,183
15533,513
2802,473
782,271
3666,969
2296,566
5853,903
2582,067
518,469
433,961
269,513
3585,887

258,019
418,847
2771,101
2834,738
3174,906
393,392
1880,183
418,847
2903,003
1339,848
474,385
4697,566
3483,835
2219,195
1314,393
760,173
29718,466
16495,860
2756,059
780,999
3450,281
2200,682
5450,796
2441,346
561,162
473,228
312,400
3259,370
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420,684
755,552
5060,334
3501,658
2367,397
311,549
2733,047
599,778
2462,541
885,209
881,478
8151,569
4579,020
1773,216
1082,958
614,702
26484,437
10428,486
3717,130
578,324
4195,647
2852,443
7176,813
4334,631
741,561
302,221
181,892
4086,511
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298,510
580,737
3611,063
3421,103
2680,256
252,376
2261,437
572,596
2189,976
1063,780
605,161
5781,139
4361,860
1748,543
1072,826
575,310
25096,528
12941,754
3373,160
606,970
4123,053
2780,663
6513,844
2950,724
693,809
307,555
220,716
4013,599

356,823
512,676
3648,613
3366,436
2562,560
225,577
2376,356
581,580
2516,625
1184,487
605,368
6195,588
4178,515
1792,316
1084,413
590,603
24969,378
13255,754
3358,234
627,516
4246,599
2604,395
6607,370
3338,547
680,014
354,362
205,891
4053,833

-0,6474
-0,5856
-0,4824
-0,2501
0,2876
0,5733
-0,3454
-0,4037
0,2985
0,4340
-0,5848
-0,4459
-0,2649
0,2673
0,2864
0,3530
0,2075
0,3612
-0,2860
0,3527
-0,2329
-0,2699
-0,2568
-0,4674
-0,3734
0,4682
0,5572
-0,2451

4,39E-05
4,78E-05
4,75E-05
4,57E-05
4,75E-05
4,62E-05
4,95E-05
5,44E-05
6,17E-05
6,22E-05
6,70E-05
6,72E-05
6,67E-05
7,44E-05
7,54E-05
7,47E-05
7,63E-05
7,94E-05
8,18E-05
8,69E-05
8,78E-05
8,97E-05
8,98E-05
9,38E-05
9,31E-05
9,21E-05
1,00E-04
1,05E-04

5,48E-03
5,61E-03
5,61E-03
5,61E-03
5,61E-03
5,61E-03
5,75E-03
6,25E-03
6,99E-03
6,99E-03
7,31E-03
7,31E-03
7,31E-03
7,95E-03
7,95E-03
7,95E-03
7,96E-03
8,20E-03
8,37E-03
8,80E-03
8,80E-03
8,83E-03
8,83E-03
8,96E-03
8,96E-03
8,96E-03
9,48E-03
9,87E-03



ENSCAFG00000014882
ENSCAFG00000005560
ENSCAFG00000004496
ENSCAFG00000002554
ENSCAFG00000017669
ENSCAFG00000018615
ENSCAFG00000004176
ENSCAFG00000031552
ENSCAFG00000014475
ENSCAFG00000002001
ENSCAFG00000003397
ENSCAFG00000008101
ENSCAFG00000029842
ENSCAFG00000004530
ENSCAFG00000015351
ENSCAFG00000023062
ENSCAFG00000004186
ENSCAFG00000028636
ENSCAFG00000005770
ENSCAFG00000004510
ENSCAFG00000013940
ENSCAFG00000016982
ENSCAFG00000019954
ENSCAFG00000003483
ENSCAFG00000000245
ENSCAFG00000019704
ENSCAFG00000010769
ENSCAFG00000016456

1640,786
3027,396
1193,004
1264,389
1665,663
5045,660
1466,649
2349,234
1412,569
2212,952
953,971
8260,173
3653,642
1370,386
1324,959
399,110
4991,580
10091,321
2519,045
486,720
1845,208
1078,354
1049,151
726,835
3656,887
2027,999
842,566
2588,267

1582,815
2833,307
1188,824
1289,320
1604,513
4938,017
1482,319
2505,553
1355,557
2165,236
967,276
7572,616
3349,492
1320,154
1233,362
427,109
4890,053
10600,064
2526,109
507,049
1677,601
1014,098
1123,730
677,207
3730,921
2166,378
802,827
2865,283

1653,404
2627,628
1056,374
1309,765
1579,354
4876,906
1378,030
2376,552
1478,692
2032,912

857,364
7543,874
3571,770
1354,889
1338,690

418,847

4823,682

11791,352
2721,348

518,352
1688,115
985,795
1107,283
719,676
3627,307
2067,623
765,958
2971,268
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1423,423
4999,704
1811,460
1484,054
1868,359
5825,214
1846,905
2058,647
1206,085
2497,986
1221,942
8925,777
3153,731
1578,265
887,074
519,559
6080,796
9222,401
2115,546
422,550
2895,351
1426,221
1318,952
405,760
4340,228
1833,846
1019,529
2303,968

1106,295
3317,981
1404,805
1630,949
1980,115
5669,876
1707,838
2005,443
1125,291
2584,371
1117,150
9538,743
2652,214
1658,990
1104,486
577,119
5482,629
8887,449
2043,435
344,643
2066,049
1228,413
1321,584
560,836
4281,353
1687,032
990,510
2264,151

1223,040
3655,176
1414,166
1616,775
2006,409
5709,982
1725,053
2012,151
1119,685
2573,224
1153,316
9181,414
2633,925
1631,540
1031,094
537,285
5769,042
8907,440
2265,618
337,136
2142,576
1238,625
1340,340
554,510
4159,649
1660,250
979,416
2391,121

0,3784
-0,4960
-0,4289
-0,2929
-0,2719
-0,2113
-0,2868
0,2511
0,2996
-0,2558
-0,3294
-0,2419
0,3257
-0,2673
0,3662
-0,3925
-0,2370
0,2657
0,2732
0,4546
-0,4467
-0,3382
-0,2797
0,4805
-0,2144
0,2736
-0,3094
0,2753

1,09E-04
1,12E-04
1,12E-04
1,13E-04
1,17E-04
1,19E-04
1,22E-04
1,27E-04
1,32E-04
1,37E-04
1,45E-04
1,45E-04
1,45E-04
1,54E-04
1,63E-04
1,80E-04
1,82E-04
1,79E-04
1,82E-04
1,79E-04
1,85E-04
1,88E-04
1,91E-04
1,90E-04
2,05E-04
2,05E-04
2,20E-04
2,27E-04

1,01E-02
1,02E-02
1,02E-02
1,02E-02
1,05E-02
1,06E-02
1,08E-02
1,11E-02
1,15E-02
1,18E-02
1,22E-02
1,22E-02
1,22E-02
1,28E-02
1,34E-02
1,44E-02
1,44E-02
1,44E-02
1,44E-02
1,44E-02
1,46E-02
1,46E-02
1,47E-02
1,47E-02
1,55E-02
1,55E-02
1,65E-02
1,69E-02



ENSCAFG00000006065
ENSCAFG00000000094
ENSCAFG00000000445
ENSCAFG00000028476
ENSCAFG00000002105
ENSCAFG00000010476
ENSCAFG00000013324
ENSCAFG00000006790
ENSCAFG00000015266
ENSCAFG00000031938
ENSCAFG00000019218
ENSCAFG00000023287
ENSCAFG00000020062
ENSCAFG00000018282
ENSCAFG00000015043
ENSCAFG00000010241
ENSCAFG00000011821
ENSCAFG00000015228
ENSCAFG00000007907
ENSCAFG00000006211
ENSCAFG00000014559
ENSCAFG00000000240
ENSCAFG00000016734
ENSCAFG00000010768
ENSCAFG00000014584
ENSCAFG00000013421
ENSCAFG00000010370
ENSCAFG00000001432

5572,399
2066,936
1929,573

10095,647
2573,125
5618,908
1527,218
2371,947
6347,906

472,659
862,035
772,262
1535,871
5093,251

79633,824
3543,319

13455,094

521,331
509,433
616,512
3051,191
1929,573
2105,874
1287,103
184,953
1127,026

11201,042

1684,050

5341,144
2059,030
1894,582
10337,403
2505,553
6289,006
1543,987
2479,287
6380,366
480,783
947,862
749,153
1710,719
5036,229
80046,355
3764,039
13195,835
553,871
462,511
677,207
3087,974
1966,528
1980,232
1348,705
192,998
1251,634
11005,475
1633,063

5477,408
2074,565
1917,208

10211,998
2714,406
5684,517
1416,212
2417,048
6335,928

476,699
909,430
797,198
1541,172
4775,087

81471,522
3829,789

13526,906

498,682
437,360
644,469
2960,855
1941,506
2164,814
1371,087
211,738
1129,267

11136,470
1681,173

4371,009
2448,549
2344,077
8928,575
1953,242
6926,828
1736,837
2947,586
5577,095

206,144
735,964
1003,672
2431,759
5739,399

91402,230
3072,579

11533,831

852,561
609,106
838,570
3471,809
1570,802
1646,358
1540,021
310,616
1344,137

15261,222

2090,361

4821,385
2390,792
2171,884
9143,444
2200,831
6799,690
1797,390
2842,175
5288,145

384,444
598,829
930,808
1871,566
5725,960

88711,667
3207,623

11637,357

584,355
583,451
792,408
3597,495
1684,319
1819,100
1604,716
270,468
1471,743

12747,270
1917,699

4731,385
2425,573
2300,070
8544,875
2237,729
7046,221
1915,358
2760,248
5644,359

314,168

744,816

937,582

1942,427
5741,973

92812,423
3216,325

12094,235

768,604
633,258
792,392
3488,658
1668,453
1729,154
1678,297
261,670
1507,678

12633,160

1947,349

0,2353
-0,2285
-0,2475
0,2034
0,2856
-0,2398
-0,2805
-0,2342
0,2075
0,6597
0,3863
-0,3086
-0,3833
-0,2072
-0,1786
0,2297
0,1881
-0,4867
-0,3732
-0,3223
-0,2143
0,2454
0,2670
-0,2681
-0,5148
-0,3021
-0,2855
-0,2525

2,29E-04
2,32E-04
2,34E-04
2,42E-04
2,44E-04
2,57E-04
2,65E-04
2,72E-04
2,70E-04
2,71E-04
2,82E-04
2,88E-04
2,91E-04
3,00E-04
3,06E-04
3,21E-04
3,40E-04
3,48E-04
3,54E-04
3,52E-04
3,44E-04
3,51E-04
3,54E-04
3,57E-04
3,67E-04
3,76E-04
3,73E-04
3,73E-04

1,70E-02
1,71E-02
1,71E-02
1,76E-02
1,76E-02
1,84E-02
1,88E-02
1,89E-02
1,89E-02
1,89E-02
1,95E-02
1,97E-02
1,99E-02
2,03E-02
2,06E-02
2,15E-02
2,26E-02
2,26E-02
2,26E-02
2,26E-02
2,26E-02
2,26E-02
2,26E-02
2,27E-02
2,32E-02
2,33E-02
2,33E-02
2,33E-02



ENSCAFG00000010883
ENSCAFG00000006941
ENSCAFG00000007617
ENSCAFG00000011265
ENSCAFG00000014597
ENSCAFG00000001480
ENSCAFG00000004034
ENSCAFG00000005088
ENSCAFG00000019791
ENSCAFG00000013762
ENSCAFG00000003518
ENSCAFG00000031319
ENSCAFG00000006052
ENSCAFG00000018832
ENSCAFG00000006695
ENSCAFG00000001308
ENSCAFG00000014278
ENSCAFG00000032033
ENSCAFG00000007775
ENSCAFG00000019116
ENSCAFG00000009264
ENSCAFG00000001007
ENSCAFG00000005749
ENSCAFG00000019226
ENSCAFG00000031890
ENSCAFG00000001757
ENSCAFG00000029621
ENSCAFG00000000185

196,851
1781,394
842,566
9765,759
18796,031
2976,561
4361,008
1102,150
1869,003
5827,657
2703,998
179,545
512,678
6937,377
519,168
1316,306
489,964
8080,628
635,980
208,749
214,157
464,006
8241,786
1280,613
10933,887
139,526
1255,737
1233,023

196,424
1725,565
901,040
9845,200
19645,863
3003,466
4264,236
1149,996
1974,522
5485,036
2406,198
179,294
586,989
6829,173
539,025
1422,935
464,795
8461,094
647,515
218,122
187,288
483,067
7869,537
1346,421
11054,581
198,708
1256,202
1203,670

189,754
1675,388
753,230
9484,223
18661,831
2916,887
4496,241
1114,226
2105,805
5966,834
2496,883
175,869
585,460
6921,388
444,302
1288,938
423,475
8497,271
585,460
224,465
168,927
479,013
8102,722
1478,692
10973,328
172,398
1174,391
1198,689
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289,162
2603,390
1134,261

12210,097

22518,254
2634,172
3418,641

953,302
1553,080
5287,000
3214,362

367,516

867,486
6085,460

765,813
1857,166

898,268
7382,025

743,426

140,850

286,364

312,481
7436,126
1114,673
9456,529

380,574
1466,331
1427,154

248,758
1959,309
983,273
11393,122
21410,385
2368,177
3950,279
903,670
1715,979
4276,830
3046,608
234,285
685,668
5848,077
570,787
1585,720
502,944
7204,035
767,984
142,018
241,522
356,403
6481,280
1107,200
9547,789
213,480
1551,346
1427,419

286,278
2122,069
1063,085

10661,202

21433,143
2530,569
3623,185

920,356
1635,642
4037,427
2889,853

244,444

699,700
6159,496

734,152
1576,582

693,958
7344,803

916,255

164,877

302,684

397,016
6206,252
1145,934
9997,594

260,029
1419,087
1452,719

-0,4995
-0,3669
-0,3489
-0,2358
-0,1948
0,2402
0,2554
0,2776
0,2782
0,3455
-0,2661
-0,6608
-0,4187
0,1933
-0,4626
-0,3170
-0,6037
0,1912
-0,3781
0,5384
-0,5417
0,4181
0,2671
0,2853
0,1846
-0,7421
-0,2669
-0,2447

3,96E-04
3,94E-04
4,02E-04
3,97E-04
3,81E-04
3,99E-04
4,00E-04
3,84E-04
3,87E-04
4,00E-04
4,07E-04
4,11E-04
4,29E-04
4,40E-04
4,47E-04
4,59E-04
4,63E-04
4,66E-04
5,10E-04
5,21E-04
5,31E-04
5,35E-04
5,45E-04
5,64E-04
5,72E-04
5,76E-04
5,83E-04
5,85E-04

2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,35E-02
2,37E-02
2,38E-02
2,47E-02
2,52E-02
2,54E-02
2,59E-02
2,60E-02
2,60E-02
2,83E-02
2,88E-02
2,92E-02
2,92E-02
2,96E-02
3,05E-02
3,08E-02
3,08E-02
3,10E-02
3,10E-02



ENSCAFG00000025580
ENSCAFG00000003816
ENSCAFG00000002416
ENSCAFG00000032121
ENSCAFG00000011629
ENSCAFG00000019825
ENSCAFG00000000507
ENSCAFG00000010491
ENSCAFG00000007894
ENSCAFG00000015715
ENSCAFG00000032626
ENSCAFG00000015237
ENSCAFG00000006703
ENSCAFG00000005849
ENSCAFG00000005078
ENSCAFG00000003550
ENSCAFG00000004973
ENSCAFG00000009242
ENSCAFG00000010917
ENSCAFG00000008371
ENSCAFG00000030307
ENSCAFG00000011326
ENSCAFG00000006006
ENSCAFG00000004620
ENSCAFG00000013490
ENSCAFG00000019016
ENSCAFG00000012052
ENSCAFG00000018376

215,238
1585,624
302,848
864,198
817,689
1598,604
3197,207
4918,032
270,400
1189,759
2673,713
1619,154
1608,338
2630,449
3111,761
10319,538
233,625
385,049
3164,759
684,652
723,590
750,630
10385,516
4165,239
3266,430
7122,331
3882,941
2099,384

253,524
1498,307
272,939
814,248
758,289
1534,851
3276,404
4856,935
299,205
1316,728
2779,633
1740,411
1728,991
2652,871
3188,470
10693,708
247,814
428,251
3132,512
694,337
757,147
704,615
10590,928
4177,444
3461,408
7391,038
3768,607
2226,904

237,192
1634,892
285,788
888,604
868,934
1618,693
3233,915
4841,038
263,804
1277,368
2714,406
1595,552
1571,255
2576,719
3199,204
11369,034
204,795
381,822
3093,914
667,610
711,577
696,536
10799,773
4202,354
3298,709
6944,529
3800,863
2369,609

326,473
1373,986
418,818
675,333
498,105
1793,737
3558,558
4357,951
384,306
1099,748
2150,059
1947,646
1877,687
2898,149
2675,215
10045,113
333,935
533,550
4468,951
838,570
847,897
910,394
9061,030
3339,354
3833,728
7715,028
3222,757
1530,693

327,456
1204,894
368,162
689,286
658,531
1951,168
3899,623
4256,025
371,780
1001,364
2294,907
1981,924
1943,932
3140,684
2792,423
7310,775
313,888
550,886
3490,755
793,312
892,815
846,682
8645,928
3640,010
3812,783
8689,347
3380,397
1848,951

309,246
1306,709
369,127
718,567
666,889
1888,289
3861,887
4199,022
356,002
1001,564
2444,440
1922,741
2020,354
3135,937
2770,912
7956,733
296,122
474,123
3695,369
899,029
976,956
880,162
9708,035
3756,070
3867,629
8963,219
3376,280
1949,810

-0,4486
0,2804
-0,4230
0,3009
0,4221
-0,2455
-0,2219
0,1901
-0,4157
0,2865
0,2451
-0,2401
-0,2515
-0,2233
0,2053
0,3554
-0,4587
-0,3824
-0,3114
-0,3069
-0,3107
-0,2930
0,2129
0,2245
-0,1997
-0,2416
0,1986
0,3287

5,95E-04
6,03E-04
6,08E-04
6,17E-04
6,17E-04
6,35E-04
6,34E-04
6,36E-04
6,52E-04
6,50E-04
6,66E-04
6,70E-04
6,79E-04
6,81E-04
6,91E-04
7,03E-04
7,60E-04
7,64E-04
7,66E-04
7,74E-04
7,81E-04
7,91E-04
7,90E-04
7,84E-04
7,97E-04
8,44E-04
8,46E-04
8,40E-04

3,14E-02
3,16E-02
3,17E-02
3,19E-02
3,19E-02
3,24E-02
3,24E-02
3,24E-02
3,29E-02
3,29E-02
3,34E-02
3,34E-02
3,36E-02
3,36E-02
3,40E-02
3,44E-02
3,69E-02
3,69E-02
3,69E-02
3,71E-02
3,73E-02
3,73E-02
3,73E-02
3,73E-02
3,74E-02
3,90E-02
3,90E-02
3,90E-02



ENSCAFG00000000820
ENSCAFG00000015822
ENSCAFG00000019919
ENSCAFG00000012374
ENSCAFG00000004076
ENSCAFG00000011356
ENSCAFG00000002825
ENSCAFG00000004354
ENSCAFG00000017181
ENSCAFG00000016387
ENSCAFG00000011943
ENSCAFG00000006491
ENSCAFG00000000121
ENSCAFG00000008123
ENSCAFG00000015300
ENSCAFG00000017913
ENSCAFG00000018577
ENSCAFG00000030576
ENSCAFG00000019974
ENSCAFG00000008582
ENSCAFG00000001866
ENSCAFG00000004944
ENSCAFG00000018946
ENSCAFG00000012666
ENSCAFG00000010793
ENSCAFG00000006266
ENSCAFG00000007179
ENSCAFG00000002921

1869,003
4726,589
837,158
1143,250
12825,604
453,190
786,323
1241,676
1770,578
1661,336
1130,271
22726,563
1416,895
5584,297
5160,310
3004,683
1468,812
1031,846
2543,921
7289,979
2647,755
290,950
1294,674
301,766
482,393
947,481
947,481
7001,192

1828,345
4751,871
863,354
1084,902
12826,968
400,843
808,538
1226,510
1612,507
1529,141
1015,240
22739,546
1362,409
5654,053
5268,056
2961,212
1434,355
1044,932
2576,357
7087,265
2606,049
276,365
1149,996
269,513
465,937
970,702
1079,192
6789,203

2185,641
5198,562
875,876
1165,135
12506,400
378,351
797,198
1302,822
1800,348
1596,709
1100,341
22800,548
1316,707
5248315
5013,436
3187,634
1441,667
1114,226
2426,304
7118,085
2673,910
276,532
1229,929
268,432
441,988
861,992
953,398
6797,586
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1774,149
4090,243
727,569
1494,314
13981,447
543,811
1067,101
1409,431
2164,984
1831,981
1544,685
18853,360
1710,719
8849,289
6358,765
2123,941
1715,383
866,553
2989,562
7694,506
3054,856
362,852
1094,152
439,340
373,112
1377,717
1200,489
8135,712

1188,612
4206,274
709,187
1268,214
14420,734
492,089
909,098
1571,247
2000,920
1968,355
1269,119
20604,409
1591,147
6010,901
5775,711
2703,775
1688,841
862,965
2844,888
8806,942
3133,448
358,212
950,708
360,021
358,212
1024,883
1198,562
7917,745

1383,815
4317,143
677,553
1383,815
14544,416
575,018
972,854
1533,107
2010,511
1857,118
1267,335
20406,970
1570,840
6704,983
5778,065
2570,763
1668,453
916,255
2893,134
8586,710
2943,991
382,251
931,840
346,159
360,104
1186,127
1200,893
7477,689

0,4369
0,2184
0,2855
-0,2890
-0,1705
-0,3861
-0,3018
-0,2597
-0,2526
-0,2408
-0,3297
0,1894
-0,2500
-0,3873
-0,2140
0,3068
-0,2232
0,2697
-0,2096
-0,2230
-0,2039
-0,3869
0,3047
-0,4462
0,3498
-0,3679
-0,2728
-0,1926

8,39E-04
8,83E-04
8,81E-04
9,35E-04
9,46E-04
9,60E-04
9,67E-04
9,79E-04
9,79E-04
9,79E-04
9,87E-04
9,89E-04
1,00E-03
1,01E-03
1,03E-03
1,03E-03
1,04E-03
1,05E-03
1,06E-03
1,07E-03
1,07E-03
1,10E-03
1,14E-03
1,15E-03
1,15E-03
1,16E-03
1,16E-03
1,18E-03

3,90E-02
4,03E-02
4,03E-02
4,25E-02
4,28E-02
4,33E-02
4,34E-02
4,34E-02
4,34E-02
4,34E-02
4,34E-02
4,34E-02
4,37E-02
4,40E-02
4,45E-02
4,45E-02
4,46E-02
4,48E-02
4,51E-02
4,53E-02
4,53E-02
4,63E-02
4,77E-02
4,78E-02
4,78E-02
4,79E-02
4,79E-02
4,85E-02



ENSCAFG00000006022
ENSCAFG00000007083
ENSCAFG00000005707
ENSCAFG00000001100
ENSCAFG00000003967
ENSCAFG00000024219
ENSCAFG00000013170
ENSCAFG00000006370
ENSCAFG00000002366
ENSCAFG00000016880
ENSCAFG00000014567
ENSCAFG00000015002
ENSCAFG00000029475

256,339
1137,842
2005,285
2701,835

15052,616
1720,824

853,382

2079,915
14501,001
4372,906
7045,537
3667,703
981,010

275,223
1261,912
1925,416
2842,443

15604,317
1754,115

883,910
2119,556

15197,764
4933,449
7033,591
3685,241
1064,346

285,788
1123,482
1899,853
2786,142

15504,280
1767,951

904,802

2061,838
14790,389
4729,963
7564,700
3845,987
1099,184

465,457
1353,465
2121,143
3061,386

13655,907

1393,574
1004,605
2378,590

13465,620
4045,469
5453,968
2751,703

500,903

317,506
1450,938
2445,971
3261,897

13754,062
1487,121
1080,063
2436,925

12948,991
4045,259
6289,510
3305,317

876,533

373,228
1424,829
2375,536
3334,445

13824,209
1556,075
1095,896
2387,020

13120,407
4014,459
6443,313
3258,159

807,978

-0,5001
-0,2637
-0,2520
-0,2136
0,1628
0,2403
-0,2683
-0,2020
0,1703
0,2134
0,2509
0,2654
0,5242

1,19E-03
1,20E-03
1,21E-03
1,21E-03
1,20E-03
1,21E-03
1,23E-03
1,26E-03
1,27E-03
1,27E-03
1,26E-03
1,27E-03
1,28E-03

4,85E-02
4,85E-02
4,85E-02
4,85E-02
4,85E-02
4,85E-02
4,93E-02
4,97E-02
4,97E-02
4,97E-02
4,97E-02
4,97E-02
5,00E-02




Tabla S5. Términos GO enriquecidos en la categoria de procesos bioldgicos en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 con respecto al control
de células no infectadas.

S P N2 de genes
ID_GO Descripcion término GO (Procesos biolégicos) N2 genes ref N2 DEG BCN-NI FC p-Valor FDR
esperados
G0:0043407 Negative regulation of MAP kinase activity 51 6 0,48 12,41 1,54E-05 5,01E-03
G0:0001755 Neural crest cell migration 48 5 0,45 10,99 1,38E-04 2,09E-02
G0:0061180 Mammary gland epithelium development 49 5 0,46 10,77 1,51E-04 2,18E-02
G0:0007229 Integrin-mediated signaling pathway 74 6 0,7 8,56 1,07E-04 1,88E-02
G0:0071901 Negative regulatiqn of prot-ei.n serine/threonine 94 7 0,89 7,86 4,70E-05 1,14E-02
kinase activity
G0:0030879 Mammary gland development 87 6 0,82 7,28 2,45E-04 3,10E-02
G0:0050731 Positive reg:;a()ts'g::rillpa‘ifot'ndy"tyros'”e 138 9 1,31 6,88 1,06E-05 4,20E-03
G0:0048762 Mesenchymal cell differentiation 111 7 1,05 6,65 1,26E-04 2,00E-02
G0:0001667 Ameboidal-type cell migration 143 9 1,36 6,64 1,39E-05 4,61E-03
G0:0051607 Defense response to virus 112 7 1,06 6,59 1,33E-04 2,04E-02
G0:0043409 Negative regulation of MAPK cascade 118 7 1,12 6,26 1,81E-04 2,48E-02
G0:0050730 Regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 190 11 1,8 6,11 3,26E-06 2,59E-03
G0:0006469 Negative regulation of protein kinase activity 164 9 1,55 5,79 3,87E-05 9,87E-03
G0:0043405 Regulation of MAP kinase activity 209 11 1,98 5,55 7,73E-06 3,45E-03
G0:0051348 Negative regulation of transferase activity 197 10 1,87 5,36 2,71E-05 7,59E-03
G0:0033673 Negative regulation of kinase activity 178 9 1,69 5,33 7,07E-05 1,42E-02
G0:0007411 Axon guidance 182 9 1,72 5,22 8,32E-05 1,61E-02
G0:0097485 Neuron projection guidance 183 9 1,73 5,19 8,66E-05 1,63E-02
G0:0050920 Regulation of chemotaxis 173 8 1,64 4,88 3,19E-04 3,93E-02
G0:0070663 Regulation of leukocyte proliferation 179 8 1,7 4,72 3,97E-04 4,81E-02
G0:0030335 Positive regulation of cell migration 382 16 3,62 4,42 1,18E-06 1,41E-03
G0:0071900 LD &7 pmte;rl ts“e;lrt';e/ el e 340 14 3,22 4,34 6,79E-06 3,13E-03
G0:2000147 Positive regulation of cell motility 396 16 3,75 4,26 1,85E-06 1,89E-03
G0:0043408 Regulation of MAPK cascade 500 20 4,74 4,22 1,05E-07 2,14E-04
GO:0051272 Positive regulation of cellular component 402 16 381 42 2 24E-06 2 00E-03
movement
G0:0040017 Positive regulation of locomotion 407 16 3,86 4,15 2,60E-06 2,19E-03
G0:0007169 Transmerk?:;:iirgicjﬁqt;;g{:&,egc tyrosine 314 12 2,98 4,03 6,26E-05  1,38E-02
G0:0043410 Positive regulation of MAPK cascade 369 14 3,5 4 1,65E-05 4,90E-03
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G0:0001933
G0:0042326

G0:0022603

G0:0006935
G0:0042330
G0:0045859
G0:0030334
G0:0034097
G0:0071345
G0:0001944

G0:0010563

G0:0045936
G0:2000145
G0:0008284

G0:0043549
G0:0060548
G0:0001932
G0:0040012
G0:0051270
G0:0042325
G0:0001934
G0:0032101

G0:1902533

G0:2000026

G0:0051338
G0:0016477

G0:0051240

G0:0042327
G0:0019220
G0:0051174
G0:0009605

Negative regulation of protein phosphorylation
Negative regulation of phosphorylation
Regulation of anatomical structure
morphogenesis
Chemotaxis
Taxis
Regulation of protein kinase activity
Regulation of cell migration
Response to cytokine
Cellular response to cytokine stimulus
Vasculature development
Negative regulation of phosphorus metabolic
process
Negative regulation of phosphate metabolic
process
Regulation of cell motility
Positive regulation of cell population
proliferation
Regulation of kinase activity
Negative regulation of cell death
Regulation of protein phosphorylation
Regulation of locomotion
Regulation of cellular component movement
Regulation of phosphorylation
Positive regulation of protein phosphorylation
Regulation of response to external stimulus
Positive regulation of intracellular signal
transduction
Regulation of multicellular organismal
development
Regulation of transferase activity
Cell migration
Positive regulation of multicellular organismal
process
Positive regulation of phosphorylation
Regulation of phosphate metabolic process
Regulation of phosphorus metabolic process
Response to external stimulus

298
328

650

358
359
553
662
572
509
382

417

417
696
603

642
642
1070
732
746
1184
726
623

664

936

719
656

967

781
1328
1329
1410

11
12

23

12
12
18
21
18
16
12

13

13
21
18

19
19
31
21
21
33
20
17

18

25

19
17

25

20
34
34
36

2,82
3,11

6,16

3,39
3,4
5,24
6,27
5,42
4,82
3,62

3,95

3,95
6,6
571

6,08
6,08
10,14
6,94
7,07
11,22
6,88
59

6,29

8,87

6,81
6,22

9,16

7,4
12,59
12,6
13,36

3,89
3,86

3,73

3,54
3,53
3,43
3,35
3,32
3,32
3,31

3,29

3,29
3,18
3,15

3,12
3,12
3,06
3,03
2,97
2,94
2,91
2,88

2,86

2,82

2,79
2,73

2,73
2,7
2,7
2,7

2,69

1,70E-04
9,34E-05

9,34E-08

2,05E-04
2,10E-04
7,75E-06
1,93E-06
1,21E-05
3,80E-05
3,63E-04

2,22E-04

2,22E-04
4,11E-06
2,39E-05

1,58E-05
1,58E-05
3,95E-08
8,70E-06
1,15E-05
3,31E-08
2,54E-05
1,18E-04

8,00E-05

3,88E-06

7,00E-05
2,14E-04

6,75E-06
6,83E-05
1,45E-07
1,47E-07
6,19E-08

2,38E-02
1,71E-02

2,23E-04

2,79E-02
2,84E-02
3,36E-03
1,83E-03
4,42E-03
1,00E-02
4,43E-02

2,89E-02

2,86E-02
2,45E-03
6,96E-03

4,89E-03
4,79E-03
1,88E-04
3,65E-03
4,43E-03
4,73E-04
7,25E-03
1,98E-02

1,59E-02

2,52E-03

1,43E-02
2,83E-02

3,21E-03
1,44E-02
2,30E-04
2,10E-04
1,77E-04



G0:0009888
G0:0010941
G0:0040011

G0:0051130

G0:0010562

G0:0045937

G0:0002682
G0:0044092
G0:0043067
G0:0051094

G0:0045944

G0:0044419
G0:0045595
G0:0042127
G0:0042981
G0:0031399
G0:1902531
G0:0051239
G0:0050793
G0:0009653
G0:0048585
G0:0071310
G0:0010033
G0:0007166
G0:0065009
G0:0030154
G0:0048513
G0:0050790
G0:0048869
G0:0032268
G0:0051246
G0:0070887
G0:0048583
G0:0032879

Tissue development
Regulation of cell death
Locomotion
Positive regulation of cellular component
organization
Positive regulation of phosphorus metabolic
process
Positive regulation of phosphate metabolic
process
Regulation of immune system process
Negative regulation of molecular function
Regulation of programmed cell death
Positive regulation of developmental process
Positive regulation of transcription by RNA
polymerase Il
Interspecies interaction between organisms
Regulation of cell differentiation
Regulation of cell population proliferation
Regulation of apoptotic process
Regulation of protein modification process
Regulation of intracellular signal transduction
Regulation of multicellular organismal process
Regulation of developmental process
Anatomical structure morphogenesis
Negative regulation of response to stimulus
Cellular response to organic substance
Response to organic substance
Cell surface receptor signaling pathway
Regulation of molecular function
Cell differentiation
Animal organ development
Regulation of catalytic activity
Cellular developmental process
Regulation of cellular protein metabolic process
Regulation of protein metabolic process
Cellular response to chemical stimulus
Regulation of response to stimulus
Regulation of localization

1193
1009
902

785

827

827

926
800
931
892

942

858
1040
1086

914
1398
1143
1861
1714
1638
1153
1417
1749
1401
2207
2329
2142
1727
2368
1973
2082
1817
2729
1965

5(5@@:?

30
25
22

19

20

20

22
19
22
21

22

20
24
25
21
32
26
42
38
36
25
30
37
29
43
45
41
33
45
37
39
34
50
36

11,31
9,56
8,55

7,44

7,84

7,84

8,78
7,58
8,82
8,45

8,93

8,13

9,86

10,29
8,66

13,25
10,83
17,64
16,24
15,52
10,93
13,43
16,58
13,28
20,92
22,07
20,3

16,37
22,44
18,7

19,73
17,22
25,86
18,62

2,65
2,61
2,57

2,55

2,55

2,55

2,51
2,51
2,49
2,48

2,46

2,46
2,43
2,43
2,42
2,42
2,4
2,38
2,34
2,32
2,29
2,23
2,23
2,18
2,06
2,04
2,02
2,02
2,01
1,98
1,98
1,97
1,93
1,93

1,26E-06
1,37E-05
5,89E-05

2,12E-04

1,45E-04

1,45E-04

8,56E-05
2,67E-04
9,24E-05
1,41E-04

1,09E-04

2,33E-04
9,56E-05
6,58E-05
3,15E-04
4,61E-06
4,96E-05
1,24E-07
8,67E-07
3,37E-06
1,25E-04
4,51E-05
3,97E-06
8,24E-05
6,61E-06
3,63E-06
1,55E-05
1,29E-04
4,86E-06
6,98E-05
3,81E-05
1,25E-04
3,64E-06
1,23E-04

1,39E-03
4,66E-03
1,34E-02

2,83E-02

2,14E-02

2,12E-02

1,63E-02
3,35E-02
1,71E-02
2,13E-02

1,90E-02

2,97E-02
1,73E-02
1,42E-02
3,92E-02
2,63E-03
1,18E-02
2,22E-04
1,13E-03
2,53E-03
2,01E-02
1,11E-02
2,46E-03
1,61E-02
3,26E-03
2,59E-03
4,92E-03
2,00E-02
2,67E-03
1,44E-02
9,89E-03
2,02E-02
2,48E-03
2,03E-02



G0:0006950 Response to stress 2099 38 19,89 1,91 1,13E-04 1,94E-02

G0:0009966 Regulation of signal transduction 2053 37 19,46 1,9 1,59E-04 2,27E-02
G0:0048522 Positive regulation of cellular process 4099 72 38,85 1,85 3,70E-08 2,65E-04
G0:0031325 Positive regulation of cellular metabolic process 2512 44 23,81 1,85 6,01E-05 1,34E-02

Positive regulation of nitrogen compound

G0:0051173 R 2377 41 22,53 1,82 1,68E-04 2,37E-02
metabolic process
G0:0007275 Multicellular organism development 3163 54 29,98 1,8 1,34E-05 4,68E-03
G0:0048731 System development 2872 49 27,22 1,8 4,03E-05 1,01E-02
G0:0048518 Positive regulation of biological process 4475 76 42,41 1,79 5,87E-08 2,10E-04
Go:0010604 ' Ostve regulation °;:2?:§m°'e°“'e metabolic 2641 44 25,03 1,76 2,14E04  2,80E-02
G0:0042221 Response to chemical 2884 48 27,33 1,76 1,03E-04 1,84E-02
G0:0009893 Positive regulation of metabolic process 2836 47 26,88 1,75 1,43E-04 2,12E-02
G0:0032502 Developmental process 3783 62 35,85 1,73 6,43E-06 3,28E-03
G0:0048856 Anatomical structure development 3499 57 33,16 1,72 3,01E-05 8,28E-03
G0:0048519 Negative regulation of biological process 3852 62 36,51 1,7 1,17E-05 4,39E-03
G0:0048523 Negative regulation of cellular process 3521 55 33,37 1,65 1,15E-04 1,95E-02
G0:0051171 Regulation of ”'trosfoncz;mpo””d metabolic 4484 67 42,5 1,58 5,22E-05 1,20E-02
G0:0031323 Regulation of cellular metabolic process 4744 70 44,96 1,56 4,98E-05 1,17E-02
G0:0080090 Regulation of primary metabolic process 4580 67 43,41 1,54 1,19E-04 1,98E-02
G0:0050896 Response to stimulus 5856 85 55,5 1,53 6,18E-06 3,27E-03
G0:0060255 Regulation of micrz’cr;c;'ec”'e metabolic 4899 70 46,43 1,51 1,71E-04 2,37E-02
G0:0019222 Regulation of metabolic process 5251 74 49,77 1,49 1,27E-04 2,00E-02
G0:0050789 Regulation of biological process 9256 118 87,72 1,35 1,33E-05 4,76E-03
G0:0050794 Regulation of cellular process 8874 113 84,1 1,34 3,39E-05 9,15E-03
G0:0065007 Biological regulation 9881 124 93,65 1,32 1,03E-05 4,20E-03
G0:0009987 Cellular process 12768 147 121,01 1,21 6,61E-05 1,41E-02

Los términos GO enriquecidos con un valor FDR < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. N2 genes ref, nUmero de genes presentes en el genoma
de referencia del perro asociados al término GO; N2 DEG BCN-NI, numero de genes diferencialmente expresados presentes en la muestra asociados al término
GO.

r

{

i\jome



Tabla S6. Términos GO enriquecidos en la categoria de procesos bioldgicos en las células DH82 infectadas por L. infantum BOS1FL1 con respecto al control
de células no infectadas.

ID_GO Descripcidn términos GO (Procesos bioldgicos) N2 genes ref L HCUL gL LHCUEES FC p-Valor FDR
NI esperados
G0:0048522 Positive regulation of cellular process 4099 113 53,24 2,12 1,28E-16 1,83E-12
G0:0048518 Positive regulation of biological process 4475 117 58,12 2,01 1,40E-15 1,00E-11
G0:0051239 Regulation of multicellular organismal process 1861 64 24,17 2,65 6,30E-13 3,00E-09
G0:0001932 Regulation of protein phosphorylation 1070 46 13,9 3,31 1,73E-12 6,17E-09
G0:0031399 Regulation of protein modification process 1398 53 18,16 2,92 2,90E-12 8,30E-09
G0:0042325 Regulation of phosphorylation 1184 48 15,38 3,12 3,95E-12 9,40E-09
G0:0009987 Cellular process 12768 216 165,83 1,3 9,20E-12 1,88E-08
G0:0009605 Response to external stimulus 1410 52 18,31 2,84 1,32E-11 2,35E-08
G0:0008284 Positive regulation of cell population 603 32 7,83 4,09 4,12E-11 5,35E-08
proliferation
G0:0009888 Tissue development 1193 46 15,49 2,97 6,08E-11 5,43E-08
G0:0051174 Regulation of phosphorus metabolic process 1329 49 17,26 2,84 5,85E-11 5,57E-08
G0:0048583 Regulation of response to stimulus 2729 77 35,44 2,17 3,96E-11 5,66E-08
G0:0042127 Regulation of cell population proliferation 1086 44 14,1 3,12 3,69E-11 5,85E-08
G0:0050793 Regulation of developmental process 1714 57 22,26 2,56 5,80E-11 5,93E-08
G0:0001934 Positive regulation of protein phosphorylation 726 35 9,43 3,71 5,79E-11 6,36E-08
G0:0019220 Regulation of phosphate metabolic process 1328 49 17,25 2,84 5,70E-11 6,79E-08
G0:0050896 Response to stimulus 5856 126 76,06 1,66 1,03E-10 8,66E-08
G0:0009966 Regulation of signal transduction 2053 63 26,66 2,36 1,23E-10 9,79E-08
G0:0051240 Positive regulation ;:;:;‘ltsice”“'ar organismal 967 40 12,56 3,18 1,81E-10 1,29€-07
G0:0010941 Regulation of cell death 1009 41 13,1 3,13 1,74E-10 1,31E-07
G0:0048519 Negative regulation of biological process 3852 94 50,03 1,88 2,28E-10 1,48E-07
G0:0031325 Positive regulation of cellular metabolic process 2512 71 32,63 2,18 2,24E-10 1,53E-07
G0:0032502 Developmental process 3783 93 49,13 1,89 2,66E-10 1,65E-07
600031401 Positive regulation of protein modification 897 38 11,65 3,26 2.87E-10 1.71E-07
process
G0:0048869 Cellular developmental process 2368 68 30,75 2,21 3,00E-10 1,72E-07
G0:0048523 Negative regulation of cellular process 3521 88 45,73 1,92 4,20E-10 2,00E-07
G0:0010033 Response to organic substance 1749 56 22,72 2,47 3,83E-10 2,03E-07
G0:1902533 Positive regulation of in.tracellular signal 664 32 8,62 371 4,19E-10 2 07E-07
transduction
G0:0042327 Positive regulation of phosphorylation 781 35 10,14 3,45 3,80E-10 2,09E-07
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G0:0009653
G0:0009967
G0:1902531
G0:0009893
G0:0048856

G0:0051173
G0:0043408
G0:0010604

G0:0022603
G0:0007275
G0:0050731

G0:0065007
G0:0030154

G0:0045937

G0:0010562

G0:0048731
G0:0008150
G0:0010646
G0:0010647

G0:0032270

G0:0023051
G0:0023056
G0:0051247
G0:0051246
G0:0042981
G0:0042221
G0:0043410
G0:0048584
G0:0043067

Anatomical structure morphogenesis
Positive regulation of signal transduction
Regulation of intracellular signal transduction
Positive regulation of metabolic process
Anatomical structure development
Positive regulation of nitrogen compound
metabolic process
Regulation of MAPK cascade
Positive regulation of macromolecule metabolic
process
Regulation of anatomical structure
morphogenesis
Multicellular organism development
Positive regulation of peptidyl-tyrosine
phosphorylation
Biological regulation
Cell differentiation
Positive regulation of phosphate metabolic
process
Positive regulation of phosphorus metabolic
process
System development
Biological_process
Regulation of cell communication

Positive regulation of cell communication

Positive regulation of cellular protein metabolic
process

Regulation of signaling

Positive regulation of signaling

Positive regulation of protein metabolic process
Regulation of protein metabolic process

Regulation of apoptotic process

Response to chemical
Positive regulation of MAPK cascade
Positive regulation of response to stimulus

Regulation of programmed cell death

1638
1051
1143
2836
3499

2377
500
2641

650
3163
138

9881
2329

827

827

2872
15171
2329
1161

1161

2340
1169
1225
2082
914
2884
369
1438
931

54
41
43
76
87

67
27
72

31
81
15

177
66

35

35

75
235
65
42

42

65
42
43
60
36
74
22
47
36

21,27
13,65
14,84
36,83
45,44

30,87
6,49
34,3

8,44
41,08
1,79
128,33
30,25
10,74

10,74
37,3
197,04
30,25
15,08

15,08

30,39
15,18
15,91
27,04
11,87
37,46
4,79

18,68
12,09

2,54

2,9
2,06
191

2,17
4,16
2,1

3,67
1,97
8,37
1,38
2,18
3,26

3,26
2,01
1,19
2,15
2,79

2,79

2,14
2,77
2,7
2,22
3,03
1,98
4,59
2,52
2,98

4,11E-10
5,64E-10
5,91E-10
5,62E-10
6,77E-10

1,04E-09
1,07E-09
9,87E-10

1,02E-09
1,14E-09
1,27E-09
1,35E-09
1,32E-09
1,61E-09

1,61E-09
2,32E-09
2,43E-09
2,81E-09
2,96E-09

2,96E-09

3,25E-09
3,60E-09
4,44E-09
4,91E-09
5,69E-09
7,57E-09
7,56E-09
9,02E-09
9,01E-09

2,10E-07
2,52E-07
2,56E-07
2,59E-07
2,84E-07

4,01E-07
4,02E-07
4,03E-07

4,07E-07
4,17€-07
4,55E-07
4,58E-07
4,59E-07
5,23E-07

5,36E-07
7,36E-07
7,55E-07
8,36E-07
8,47E-07

8,64E-07

9,12E-07
9,89E-07
1,20E-06
1,30E-06
1,48E-06
1,90E-06
1,93E-06
2,18E-06
2,22E-06



G0:2000026

G0:0050730

G0:0030335
G0:0048513
G0:0065009
G0:0019222
G0:0045595
G0:0032268
G0:0006950
G0:0030334
G0:0051716
G0:2000147
G0:0007166
G0:0070887
G0:0002376

G0:0051272

G0:0051094
G0:0050789

G0:0060255

G0:0040017
G0:0031323
G0:0040012
G0:2000145
G0:0050794

G0:0051172
G0:0030155
G0:0051171

G0:0080090

Regulation of multicellular organismal
development
Regulation of peptidyl-tyrosine
phosphorylation
Positive regulation of cell migration
Animal organ development
Regulation of molecular function
Regulation of metabolic process
Regulation of cell differentiation
Regulation of cellular protein metabolic process
Response to stress
Regulation of cell migration
Cellular response to stimulus
Positive regulation of cell motility
Cell surface receptor signaling pathway
Cellular response to chemical stimulus

Immune system process

Positive regulation of cellular component
movement

Positive regulation of developmental process
Regulation of biological process

Regulation of macromolecule metabolic
process

Positive regulation of locomotion
Regulation of cellular metabolic process
Regulation of locomotion
Regulation of cell motility

Regulation of cellular process

Negative regulation of nitrogen compound
metabolic process

Regulation of cell adhesion

Regulation of nitrogen compound metabolic
process

Regulation of primary metabolic process

936

190

382
2142
2207
5251
1040
1973
2099

662
4855

396
1401
1817
1348

402

892
9256

4899

407
4744
732
696
8874

1761
538
4484

4580

5(5@@:?

36

16

22
60
61

111
38
57
59
29

104
22
45
53
44

22

34
165

104

22
102
30
29
159

51
25
97

98

12,16

2,47

4,96
27,82
28,66
68,2
13,51
25,62
27,26
8,6
63,06
5,14
18,2
23,6
17,51

5,22

11,58
120,21

63,63

5,29
61,61
9,51
9,04
115,25

22,87
6,99
58,24

59,48

2,96

6,48

4,43
2,16
2,13
1,63
2,81
2,22
2,16
3,37
1,65
4,28
2,47
2,25
2,51

4,21

2,93
1,37

1,63

4,16
1,66
3,16
3,21
1,38

2,23
3,58
1,67

1,65

1,03E-08

1,06E-08

1,36E-08
1,49E-08
1,45E-08
1,47E-08
1,44E-08
1,43E-08
2,03E-08
2,23E-08
2,40E-08
2,51E-08
2,88E-08
3,04E-08
3,15E-08

3,24E-08

3,41E-08
3,70E-08

4,02E-08

3,98E-08
4,08E-08
5,20E-08
6,30E-08
7,00E-08

7,27E-08
7,62E-08
7,96E-08

1,02E-07

2,45E-06

2,48E-06

3,15E-06
3,17E-06
3,18E-06
3,18E-06
3,22E-06
3,23E-06
4,26E-06
4,63E-06
4,90E-06
5,05E-06
5,71E-06
5,94E-06
6,07E-06

6,16E-06

6,41E-06
6,88E-06

7,27E-06

7,29E-06
7,30E-06
9,17E-06
1,10E-05
1,20E-05

1,24E-05
1,28E-05
1,32E-05

1,67E-05



G0:0060548
G0:0051270
G0:0071310

G0:0007169
G0:0050790
G0:0031324
G0:0044419
G0:0031400

G0:0034097
G0:0043066
G0:0010628
G0:0032879

G0:0045936
G0:0072359
G0:0010563

G0:0001944
G0:0007229
G0:0043405
G0:0009892
G0:0040011

G0:0007167

G0:0043069
G0:0045785
G0:0045859
G0:0007155
G0:0006935
G0:0022610
G0:0042330

Negative regulation of cell death
Regulation of cellular component movement

Cellular response to organic substance

Transmembrane receptor protein tyrosine
kinase signaling pathway

Regulation of catalytic activity

Negative regulation of cellular metabolic
process

Interspecies interaction between organisms

Negative regulation of protein modification
process

Response to cytokine
Negative regulation of apoptotic process
Positive regulation of gene expression
Regulation of localization

Negative regulation of phosphate metabolic
process

Circulatory system development

Negative regulation of phosphorus metabolic
process

Vasculature development
Integrin-mediated signaling pathway
Regulation of MAP kinase activity
Negative regulation of metabolic process
Locomotion

Enzyme linked receptor protein signaling
pathway

Negative regulation of programmed cell death
Positive regulation of cell adhesion
Regulation of protein kinase activity

Cell adhesion
Chemotaxis
Biological adhesion

Taxis

642
746
1417

314
1727
1900

858

450

572
575
1692
1965

417
622
417

382
74
209
2200
902

465

590
315
553
597
358
601
359

27
29
43

18
49
52
31
21

24
24
47
52

20
25
20

19

14
56
31

21

24
17
23
24
18
24
18

8,34
9,69
18,4
4,08

22,43

24,68

11,14
5,84
7,43
7,47

21,98

25,52
5,42
8,08
5,42
4,96
0,96
2,71

28,57

11,71
6,04
7,66
4,09
7,18
7,75
4,65
7,81
4,66

3,24
2,99
2,34
4,41
2,18
2,11
2,78
3,59
3,23
3,21
2,14
2,04
3,69
3,09
3,69
3,83
9,36
5,16
1,96
2,65
3,48
3,13
4,16
3,2
3,1
3,87
3,07
3,86

1,55E-07
2,56E-07
3,17E-07
3,16E-07
3,40E-07
3,59E-07
4,46E-07
8,23E-07
8,21E-07
8,97E-07
9,37E-07
9,79E-07
1,01E-06
1,02E-06
1,01E-06
1,14E-06
1,17E-06
1,20E-06
1,22E-06
1,24E-06
1,36E-06
1,38E-06
1,49E-06
1,62E-06
1,69E-06
1,90E-06
1,89E-06
1,97E-06

2,52E-05
4,12E-05
4,98E-05
5,02E-05
5,29E-05
5,51E-05
6,79E-05
1,23E-04
1,23E-04
1,32E-04
1,37E-04
1,41E-04
1,43E-04
1,43E-04
1,45E-04
1,58E-04
1,61E-04
1,64E-04
1,64E-04
1,66E-04
1,80E-04
1,82E-04
1,93E-04
2,09E-04
2,15E-04
2,38E-04
2,38E-04
2,45E-04



G0:0048646

G0:0051130

G0:0042326
G0:0010837
G0:0009607
G0:0001933

G0:0071900

G0:0032501
G0:0023052
G0:0001667
G0:0051707
G0:0007154
G0:0071345
G0:0043207
G0:0009790
G0:0043549
G0:0001817
G0:0051128
G0:0045597
G0:0009887
G0:0044092
G0:0002682

G0:0051248

G0:0048514
G0:0043086
G0:0032101

G0:0045944

G0:0098609

Anatomical structure formation involved in
morphogenesis
Positive regulation of cellular component
organization

Negative regulation of phosphorylation
Regulation of keratinocyte proliferation
Response to biotic stimulus

Negative regulation of protein phosphorylation
Regulation of protein serine/threonine kinase
activity
Multicellular organismal process
Signaling
Ameboidal-type cell migration
Response to other organism
Cell communication
Cellular response to cytokine stimulus
Response to external biotic stimulus
Embryo development
Regulation of kinase activity
Regulation of cytokine production
Regulation of cellular component organization
Positive regulation of cell differentiation
Animal organ morphogenesis
Negative regulation of molecular function

Regulation of immune system process

Negative regulation of protein metabolic
process

Blood vessel morphogenesis
Negative regulation of catalytic activity

Regulation of response to external stimulus

Positive regulation of transcription by RNA
polymerase Il
Cell-cell adhesion

647

785

328
26
755
298

340

4679
3767
143
729
3842
509
732
778
642
469
1714
561
745
800
926

804

289
576
623

942

330

i\jos

25

28

17

27
16

17

94
80
11
26
81
21
26
27
24
20
45
22
26
27
30

27

15
22
23

30

16

8,4

10,2

4,26
0,34
9,81
3,87

4,42

60,77
48,92
1,86
9,47
49,9
6,61
9,51
10,1
8,34
6,09
22,26
7,29
9,68
10,39
12,03

10,44

3,75
7,48
8,09

12,23

4,29

2,98

2,75

3,99
17,77
2,75
4,13

3,85

1,55
1,64
5,92
2,75
1,62
3,18
2,73
2,67
2,88
3,28
2,02
3,02
2,69
2,6
2,49

2,59

2,94
2,84

2,45

3,73

2,01E-06

2,14E-06

2,50E-06
2,87E-06
3,13E-06
3,24E-06

3,96E-06

4,21E-06
4,54E-06
4,97E-06
5,05E-06
5,35E-06
5,27E-06
5,42E-06
5,35E-06
5,58E-06
5,57E-06
6,72E-06
6,78E-06
7,33E-06
8,72E-06
9,09E-06

9,51E-06

9,69E-06
1,01E-05
1,07E-05

1,07E-05

1,10E-05

2,48E-04

2,61E-04

3,03E-04
3,45E-04
3,73E-04
3,83E-04

4,64E-04

4,89E-04
5,23E-04
5,68E-04
5,73E-04
5,92E-04
5,93E-04
5,96E-04
5,97E-04
6,04E-04
6,07E-04
7,23E-04
7,24E-04
7,76E-04
9,16E-04
9,48E-04

9,85E-04

9,97E-04
1,03E-03
1,08E-03

1,08E-03

1,10E-03



G0:0010605

G0:0044093
G0:0060429
G0:0007165
G0:0070665
G0:0001773
G0:0002684
G0:0016477
G0:0048762
G0:0048585
G0:0051179
G0:0001706
G0:0001568
G0:0098542
G0:0051338
G0:0006955
G0:0070663
G0:0034113

G0:0032269

G0:0001704
G0:0001952
G0:0007369
G0:0000902

G0:0060560

G0:0010648
G0:0023057
G0:0002252

G0:2001236

G0:0000904

Negative regulation of macromolecule
metabolic process

Positive regulation of molecular function
Epithelium development
Signal transduction
Positive regulation of leukocyte proliferation
Myeloid dendritic cell activation
Positive regulation of immune system process
Cell migration
Mesenchymal cell differentiation
Negative regulation of response to stimulus
Localization
Endoderm formation
Blood vessel development
Defense response to other organism
Regulation of transferase activity
Immune response
Regulation of leukocyte proliferation
Heterotypic cell-cell adhesion

Negative regulation of cellular protein
metabolic process

Formation of primary germ layer
Regulation of cell-matrix adhesion
Gastrulation
Cell morphogenesis

Developmental growth involved in
morphogenesis

Negative regulation of cell communication
Negative regulation of signaling
Immune effector process

Regulation of extrinsic apoptotic signaling
pathway

Cell morphogenesis involved in differentiation

2036

1263
740
3532
108
22
561
656
111
1153
4097
41
361
489
719
719
179
25

772

91
92
121
550

94

936
938
300

125

427

50

36
25
74

21
23

33
82

16
19
24
24
11

25

20

28
28
14

17

26,44

16,4
9,61
45,87
1,4
0,29
7,29
8,52
1,44
14,97
53,21
0,53
4,69
6,35
9,34
9,34
2,32
0,32

10,03
1,18
1,19
1,57
7,14
1,22

12,16

12,18

3,9
1,62

5,55

1,89

2,19
2,6
1,61
6,42
17,5
2,88
2,7
6,24
2,2
1,54
11,27
3,41
2,99
2,57
2,57
4,73
15,4

2,49

6,77
6,7
5,73
2,8
6,55
2,3
2,3
3,59
5,54

3,07

1,23E-05

1,58E-05
1,88E-05
1,88E-05
2,02E-05
2,14E-05
2,15E-05
2,36E-05
2,47E-05
2,58E-05
2,78E-05
2,90E-05
3,15E-05
3,30E-05
3,35E-05
3,35E-05
3,59E-05
3,65E-05

3,69E-05
4,10E-05
4,41E-05
4,65E-05
5,01E-05
5,08E-05
5,15E-05
5,32E-05
5,82E-05
5,90E-05

6,47E-05

1,22E-03

1,56E-03
1,83E-03
1,84E-03
1,95E-03
2,05E-03
2,05E-03
2,23E-03
2,32E-03
2,41E-03
2,58E-03
2,67E-03
2,89E-03
3,01E-03
3,01E-03
3,03E-03
3,21E-03
3,24E-03

3,26E-03
3,60E-03
3,84E-03
4,03E-03
4,31E-03
4,35E-03
4,38E-03
4,50E-03
4,90E-03
4,93E-03

5,31E-03



G0:0006952
G0:0060485

G0:0050679

G0:0048863
G0:0045765
G0:0050865
G0:0045860
G0:1901342
G0:0043085
G0:0022008

G0:0048008

G0:2000249
G0:0050678

G0:0045348

G0:0051049
G0:0001501
G0:0030099

G0:2001237

G0:0035295
G0:0001819
G0:0050920
G0:0048286
G0:0035987
G0:0002274
G0:0033674
G0:0048598
G0:0033135
G0:0002521
G0:0036302

Defense response

Mesenchyme development
Positive regulation of epithelial cell
proliferation

Stem cell differentiation
Regulation of angiogenesis
Regulation of cell activation
Positive regulation of protein kinase activity
Regulation of vasculature development
Positive regulation of catalytic activity
Neurogenesis
Platelet-derived growth factor receptor
signaling pathway
Regulation of actin cytoskeleton reorganization

Regulation of epithelial cell proliferation

Positive regulation of MHC class Il biosynthetic
process

Regulation of transport
Skeletal system development

Myeloid cell differentiation
Negative regulation of extrinsic apoptotic
signaling pathway
Tube development

Positive regulation of cytokine production

Regulation of chemotaxis

Lung alveolus development

Endodermal cell differentiation
Myeloid leukocyte activation
Positive regulation of kinase activity
Embryonic morphogenesis
Regulation of peptidyl-serine phosphorylation

Leukocyte differentiation

Atrioventricular canal development

702
158

128

128
194
431
349
197
1013
1013

31

31
239

1193
363
171

79

638
284
173
34
34
81
412
457
112
251

23
10

11
17
15
11
29
29

12

32
15
10

21
13
10

16
17

12

9,12
2,05

1,66

1,66
2,52
5,6
4,53
2,56
13,16
13,16

0,4

0,4
3,1

0,06

15,49
4,71
2,22

1,03

8,29
3,69
2,25
0,44
0,44
1,05
5,35
5,94
1,45
3,26
0,08

2,52
4,87

5,41

5,41
4,37
3,04
3,31
4,3
2,2
2,2

12,42

12,42
3,87

46,2

2,07
3,18
4,5

6,82

2,53
3,52
4,45
11,32
11,32
6,65
2,99
2,86
5,5
3,68
38,5

6,45E-05
6,43E-05

7,01E-05

7,01E-05
7,15E-05
7,22E-05
7,75E-05
8,15E-05
9,09E-05
9,09E-05

9,08E-05

9,08E-05
1,02E-04

1,11E-04

1,17E-04
1,18E-04
1,20E-04

1,19E-04

1,27E-04
1,28E-04
1,31E-04
1,34E-04
1,34E-04
1,38E-04
1,40E-04
1,42E-04
1,60E-04
1,58E-04
1,65E-04

5,32E-03
5,35E-03

5,69E-03

5,72E-03
5,77E-03
5,79E-03
6,19E-03
6,47E-03
7,06E-03
7,10E-03

7,13E-03

7,17E-03
7,90E-03

8,55E-03

8,94E-03
8,95E-03
9,00E-03

9,01E-03

9,49E-03
9,56E-03
9,70E-03
9,85E-03
9,90E-03
1,00E-02
1,01E-02
1,03E-02
1,14E-02
1,14E-02
1,18E-02



G0:0044089

G0:0009891
G0:0034341

G0:1902532

G0:0000187
G0:0002573
G0:0007411
G0:0045087
G0:0001954
G0:0007492
G0:0060284
G0:0097485

G0:0010557

G0:0009968
G0:0043406
G0:0048608
G0:0051674
G0:0048870
G0:0043409
G0:0061458
G0:0048468
G0:0010468
G0:0007399
G0:0048534
G0:0030097

G0:0031328

G0:0010720
G0:0007409
G0:0070848

Positive regulation of cellular component
biogenesis

Positive regulation of biosynthetic process

Response to interferon-gamma

Negative regulation of intracellular signal
transduction

Activation of MAPK activity
Myeloid leukocyte differentiation
Axon guidance
Innate immune response
Positive regulation of cell-matrix adhesion
Endoderm development
Regulation of cell development

Neuron projection guidance

Positive regulation of macromolecule
biosynthetic process

Negative regulation of signal transduction
Positive regulation of MAP kinase activity
Reproductive structure development
Localization of cell
Cell motility
Negative regulation of MAPK cascade
Reproductive system development
Cell development
Regulation of gene expression

Nervous system development

Hematopoietic or lymphoid organ development

Hemopoiesis
Positive regulation of cellular biosynthetic
process

Positive regulation of cell development
Axonogenesis

Response to growth factor

379

1480
86

381

86
86
182
338
37
60
338
183

1394

894
150
301
757
757
118
302
1235
3603
1441
480
437

1458

192
269
310

15

37

15

10
14

14
10

35

26

13
23
23

13
32
71
36
17
16

36

10
12
13

4,92

19,22
1,12

4,95

1,12
1,12
2,36
4,39
0,48
0,78
4,39
2,38

18,1

11,61
1,95
3,91
9,83
9,83
1,53
3,92

16,04

46,79

18,72
6,23
5,68

18,94

2,49
3,49
4,03

3,05

1,92
6,27

3,03

6,27
6,27
4,23
3,19
10,4
7,7
3,19
4,21

1,93

2,24
4,62
3,33
2,34
2,34
5,22
3,31

1,52
1,92
2,73
2,82

1,9

4,01
3,43
3,23

1,85E-04

1,84E-04
1,95E-04

1,95E-04

1,95E-04
1,95E-04
1,94E-04
1,94E-04
1,92E-04
2,00E-04
1,94E-04
2,02E-04

2,09E-04

2,13E-04
2,18E-04
2,22E-04
2,24E-04
2,24E-04
2,24E-04
2,29E-04
2,41E-04
2,41E-04
2,50E-04
2,49E-04
2,65E-04

2,71E-04

2,92E-04
2,91E-04
2,91E-04

1,30E-02

1,30E-02
1,32E-02

1,32E-02

1,33E-02
1,34E-02
1,34E-02
1,34E-02
1,35E-02
1,35E-02
1,35E-02
1,36E-02

1,40E-02

1,42E-02
1,44E-02
1,46E-02
1,46E-02
1,46E-02
1,47E-02
1,48E-02
1,55E-02
1,55E-02
1,58E-02
1,59E-02
1,67E-02

1,70E-02

1,81E-02
1,82E-02
1,82E-02



G0:0048812

G0:0045893

G0:0048864
G0:0080134
G0:2001233
G0:0035239
G0:0010838
G0:0045346

G0:0071901
G0:0010810
G0:0120039

G0:0006928
G0:0032147
G0:0014033
G0:0048858
G0:0002694
G0:0001666

G0:0046579

G0:0051336
G0:0007159

G0:0090092

G0:0008285

G0:0010631
G0:0036293
G0:0071346
G0:0006469
G0:0090132
G0:0009615

Neuron projection morphogenesis

Positive regulation of transcription, DNA-
templated

Stem cell development
Regulation of response to stress
Regulation of apoptotic signaling pathway
Tube morphogenesis
Positive regulation of keratinocyte proliferation
Regulation of MHC class Il biosynthetic process

Negative regulation of protein serine/threonine
kinase activity

Regulation of cell-substrate adhesion

Plasma membrane bounded cell projection
morphogenesis

Movement of cell or subcellular component
Activation of protein kinase activity
Neural crest cell differentiation
Cell projection morphogenesis
Regulation of leukocyte activation

Response to hypoxia

Positive regulation of Ras protein signal
transduction

Regulation of hydrolase activity

Leukocyte cell-cell adhesion

Regulation of transmembrane receptor protein
serine/threonine kinase signaling pathway
Negative regulation of cell population
proliferation

Epithelial cell migration
Response to decreased oxygen levels
Cellular response to interferon-gamma
Negative regulation of protein kinase activity
Epithelium migration

Response to virus

353

1185

65
864
271
490

94

159

357

1098
196
67
359
403
127

43

945
43

198

450

68
128
68
164
70
166

i\jos

14

31

25
12
17

14

29
10

14
15

4,58
15,39

0,84
11,22
3,52
6,36
0,1
0,1

1,22
2,07
4,64

14,26
2,55
0,87
4,66
5,23
1,65

0,56
12,27
0,56

2,57

5,84

0,88
1,66
0,88
2,13
0,91
2,16

3,05
2,01

7,11
2,23
3,41
2,67
28,87
28,87

5,73
4,36
3,02

2,03
3,93
6,9

2,87
4,85
8,95
2,12
8,95

3,89

2,74

6,79
4,81
6,79
4,23

6,6
4,17

2,96E-04
2,94E-04

2,99E-04
3,11E-04
3,10E-04
3,13E-04
3,19E-04
3,19E-04

3,24E-04
3,28E-04
3,30E-04

3,30E-04
3,41E-04
3,48E-04
3,49E-04
3,48E-04
3,58E-04

3,64E-04
3,66E-04
3,64E-04

3,68E-04

3,62E-04

3,75E-04
3,76E-04
3,75E-04
4,07E-04
4,33E-04
4,42E-04

1,82E-02
1,82E-02

1,83E-02
1,89E-02
1,90E-02
1,90E-02
1,91E-02
1,92E-02

1,94E-02
1,95E-02
1,95E-02

1,95E-02
2,00E-02
2,03E-02
2,03E-02
2,04E-02
2,07E-02

2,08E-02
2,08E-02
2,09E-02

2,09E-02

2,09E-02

2,11E-02
2,11E-02
2,12E-02
2,27E-02
2,41E-02
2,43E-02



G0:0070372
G0:0002011

G0:0051241
G0:0002520
G0:0032946
G0:0007162
G0:0098742

G0:0032944
G0:0032990
G0:0030856
G0:0030182

G0:0048667

G0:0050673
G0:0002696
G0:0061564
G0:0032060
G0:0090596

G0:0071902

G0:0034110
G0:1901700
G0:0048699

G0:0051057

G0:0048771
G0:0010942
G0:0001755
G0:0010638
G0:0051347
G0:0048589

Regulation of ERK1 and ERK2 cascade
Morphogenesis of an epithelial sheet

Negative regulation of multicellular organismal
process

Immune system development

Positive regulation of mononuclear cell
proliferation

Negative regulation of cell adhesion

Cell-cell adhesion via plasma-membrane
adhesion molecules

Regulation of mononuclear cell proliferation
Cell part morphogenesis
Regulation of epithelial cell differentiation
Neuron differentiation

Cell morphogenesis involved in neuron
differentiation

Epithelial cell proliferation
Positive regulation of leukocyte activation
Axon development
Bleb assembly

Sensory organ morphogenesis
Positive regulation of protein serine/threonine
kinase activity

Regulation of homotypic cell-cell adhesion
Response to oxygen-containing compound

Generation of neurons

Positive regulation of small gtpase mediated
signal transduction

Tissue remodeling
Positive regulation of cell death
Neural crest cell migration
Positive regulation of organelle organization
Positive regulation of transferase activity

Developmental growth

203
45

690
507
100
206
169

169
374
102
759

331

73
248
289

10
209

209

26
858
921

48

74
334
48
425
472
294

10

21

17

10

14

22

13

11
12

10

10

24
25

13

15
16
12

2,64
0,58

8,96
6,58
1,3
2,68
2,19

2,19
4,86
1,32
9,86

4,3

0,95
3,22
3,75
0,13
2,71

2,71

0,34
11,14
11,96

0,62

0,96
4,34
0,62
5,52
6,13
3,82

3,79
8,56

2,34
2,58
5,39
3,74
4,1

4,1
2,88
5,28
2,23

3,02

6,33
3,42
3,2
23,1
3,68

3,68

11,85
2,15
2,09

8,02

6,24

8,02
2,72
2,61
3,14

4,44E-04
4,41E-04

4,41E-04
4,56E-04
4,61E-04
4,95E-04
5,00E-04

5,00E-04
5,16E-04
5,15E-04
5,22E-04

5,29E-04

5,33E-04
5,42E-04
5,39E-04
5,42E-04
5,51E-04

5,51E-04

5,57E-04
5,60E-04
5,71E-04

5,79E-04

5,70E-04
5,74E-04
5,79E-04
5,92E-04
5,97E-04
6,23E-04

2,43E-02
2,44E-02

2,44E-02
2,49E-02
2,50E-02
2,68E-02
2,69E-02

2,70E-02
2,75E-02
2,76E-02
2,77E-02

2,80E-02

2,81E-02
2,83E-02
2,83E-02
2,84E-02
2,85E-02

2,86E-02

2,87E-02
2,88E-02
2,91E-02

2,92E-02

2,92E-02
2,92E-02
2,93E-02
2,98E-02
2,99E-02
3,12E-02



G0:0097028
G0:0070482
G0:0050867
G0:0045321
G0:0051254
G0:0090130

G0:1903508

G0:0032103

G0:1902680

G0:0061081

G0:0040007
G0:0010935
G0:0045682
G0:0007507
G0:0045123
G0:0033673
G0:0071363
G0:0044087
G0:0043407
G0:0007423
G0:0032989
G0:0070374
G0:0051249
G0:0051251
G0:0048729

G0:0010839

G0:0051607
G0:0043542

Dendritic cell differentiation
Response to oxygen levels
Positive regulation of cell activation
Leukocyte activation
Positive regulation of RNA metabolic process

Tissue migration
Positive regulation of nucleic acid-templated
transcription
Positive regulation of response to external
stimulus

Positive regulation of RNA biosynthetic process

Positive regulation of myeloid leukocyte
cytokine production involved in immune
response
Growth

Regulation of macrophage cytokine production
Regulation of epidermis development
Heart development
Cellular extravasation
Negative regulation of kinase activity
Cellular response to growth factor stimulus
Regulation of cellular component biogenesis
Negative regulation of MAP kinase activity
Sensory organ development
Cellular component morphogenesis
Positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade
Regulation of lymphocyte activation
Positive regulation of lymphocyte activation
Tissue morphogenesis

Negative regulation of keratinocyte
proliferation

Defense response to virus

Endothelial cell migration

27
139
253
338

1313

76

1243

255

1243

11

297
11
50

386
28

178

299

726
51

435

436

144

346

221

440

12

112
53

5(5@@:?

11
13
32

31

11

31

12

14

12

21

15
15

13
10
15

0,35
1,81
3,29
4,39

17,05
0,99

16,14

3,31

16,14

0,14

3,86
0,14
0,65
5,01
0,36
2,31
3,88
9,43
0,66
5,65
5,66
1,87
4,49
2,87
5,71

0,16

1,45
0,69

11,41
4,43
3,35
2,96
1,88
6,08

1,92

3,32

1,92

21

3,11
21
7,7

2,79
11

3,89

3,09

2,23

7,55

2,66

2,65

4,28

2,89

3,48

2,62

19,25

4,81
7,26

6,33E-04
6,31E-04
6,35E-04
6,39E-04
6,43E-04
6,50E-04

6,71E-04

6,76E-04

6,71E-04

6,83E-04

6,79E-04
6,83E-04
6,87E-04
6,96E-04
7,16E-04
7,13E-04
7,19E-04
7,25E-04
7,47E-04
7,45E-04
7,62E-04
7,85E-04
7,86E-04
8,31E-04
8,33E-04

8,46E-04

8,69E-04
8,78E-04

3,14E-02
3,14E-02
3,14E-02
3,15E-02
3,16E-02
3,18E-02

3,26E-02

3,27E-02

3,27E-02

3,28E-02

3,28E-02
3,29E-02
3,29E-02
3,31E-02
3,39E-02
3,39E-02
3,39E-02
3,41E-02
3,49E-02
3,49E-02
3,55E-02
3,64E-02
3,64E-02
3,83E-02
3,83E-02

3,87E-02

3,97E-02
3,99E-02



G0:0001775 Cell activation 396 14 5,14 2,72 8,83E-04 4,01E-02

G0:0050918 Positive chemotaxis 30 4 0,39 10,27 9,05E-04 4,09E-02

G0:0002221 Pattern recognition receptor signaling pathway 54 5 0,7 7,13 9,49E-04 4,26E-02

G0:0033138 Positive regulation of peptidyl-serine 82 6 1,06 5,63 9,44E-04 4,26E-02
phosphorylation

G0:0031175 Neuron projection development 495 16 6,43 2,49 9,72E-04 4,33E-02

Positive regulation of nucleobase-containing

G0:0045935 compound metabolic process 1432 34 18,6 1,83 9,70E-04 4,33E-02
G0:1901888 Regulation of cell junction assembly 149 8 1,94 4,13 9,69E-04 4,34E-02
G0:0002755 Myd88-dependent toll-like receptor signaling 13 3 0,17 17,77 1,03E-03 4,58E-02
pathway
G0:0022407 Regulation of cell-cell adhesion 314 12 4,08 2,94 1,08E-03 4,78E-02
G0:0002009 Morphogenesis of an epithelium 360 13 4,68 2,78 1,11E-03 4,91E-02
G0:0022612 Gland morphogenesis 85 6 1,1 5,44 1,13E-03 4,95E-02
G0:0043588 Skin development 153 8 1,99 4,03 1,14E-03 5,00E-02

Los términos GO enriquecidos con un valor FDR < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. N2 genes ref, nimero de genes presentes en el genoma
de referencia del perro asociados al término GO; N2 DEG BOS-NI, nimero de genes diferencialmente expresados presentes en la muestra asociados al término
GO.




Tabla S7. Rutas biolégicas enriquecidas en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 con
respecto al control de células no infectadas.

Ruta bioldgica Descripcion N2 DEG BCN-NI N2 de genes ruta FDR
map04015 Rap1 signaling pathway 9 193 0,0156
map04151 PI13K-Akt signaling pathway 12 319 0,0156
map04640 Hematopoietic cell lineage 6 83 0,0156
map05205 Proteoglycans in cancer 7 183 0,0177
map04370 VEGF signaling pathway 4 51 0,0216
map05211 Renal cell carcinoma 4 62 0,0289
map05206 MicroRNAs in cancer 5 134 0,0384
map05219 Bladder cancer 3 39 0,0459
map04621 NOD-like receptor signaling 5 129 0,0165

pathway
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Tabla S8. Rutas biolégicas enriquecidas en las células DH82 infectadas por L. infantum BOS1FL1 con
respecto al control de células no infectadas.

Ruta bioldgica Descripcion I;;SD::\‘(: ge::sdrita FDR
map04151 PI3K-Akt signaling pathway 20 319 4,80E-06
map04510 Focal adhesion 12 184 0,00098
map05165 Human papillomavirus infection 15 282 0,00098
map05205 Proteoglycans in cancer 12 183 0,00098
map05200 Pathways in cancer 19 475 0,0012

Arrhythmogenic right ventricular
map05412 Zar diorgnyopatiy (ARVO) 7 64 0,0014
map05410 Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 7 70 0,0021
map04015 Rap1 signaling pathway 11 193 0,0022
map04360 Axon guidance 10 164 0,0023
map05206 MicroRNAs in cancer 9 134 0,0023
map05414 Dilated cardiomyopathy (DCM) 7 74 0,0023
map04014 Ras signaling pathway 11 212 0,0032
map04640 Hematopoietic cell lineage 7 83 0,0032
map04010 MAPK signaling pathway 12 273 0,0061
map04514 Cell adhesion molecules (CAMs) 8 126 0,0061
map04621 NOD-like receptor signaling pathway 8 129 0,0061
map04810 Regulation of actin cytoskeleton 10 197 0,0061
map05164 Influenza A 8 134 0,007
map04370 VEGF signaling pathway 5 51 0,0084
map04512 ECM-receptor interaction 6 76 0,0084
map04670 Leukocyte transendothelial migration 7 106 0,0084
map05323 Rheumatoid arthritis 6 76 0,0084
map04064 NF-kappa B signaling pathway 6 84 0,0109
map04380 Osteoclast differentiation 7 115 0,0109
mposiey elimemasedd g oo
map05133 Pertussis 5 62 0,0158
map05211 Renal cell carcinoma 5 62 0,0158
map04066 HIF-1 signaling pathway 6 94 0,0161
map04060 Cymk'nei:t‘;trc;t't?snreceptor 9 208 0,0174
map04630 Jak-STAT signaling pathway 136 0,0207
map01521 EGFR tyroiler;ofst;iie inhibitor 5 76 0,0304
map04071 Sphingolipid signaling pathway 6 110 0,0304
map04620 Toll-like receptor signaling pathway 5 79 0,0334
map05161 Hepatitis B 6 123 0,0464
map04145 Phagosome 6 125 0,0485
map04217 Necroptosis 6 126 0,0489
map05219 Bladder cancer 3 39 0,0305
map04978 Mineral absorption 3 38 0,0375
map04668 TNF signaling pathway 4 99 0,0323
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Tabla S9. Resultados del mapeo de las lecturas frente el genoma de referencia de L. infantum JPCM5.

Lecturas mapeadas

Muestra Lecturas totales % total de Mapeo

totales
BCN R1 21.413.648 8.182.463 38,21
BCN R2 22.326.356 8.500.058 38,07
BCN R3 20.144.002 7.761.730 38,53
BOS R1 20.096.416 7.566.644 37,65
BOS R2 18.457.056 6.840.244 37,06
BOS R3 19.497.644 7.480.189 38,36

Tabla S10. Analisis de calidad de lecturas mapeadas frente al genoma de L. infantum.

Lecturas Tasa de

Muestra crudas Lecturas limpias error (%) Q20 (%) Q30 (%) GC (%)
BCN R1 10706824 10706824 0,03 95,89 91,53 57,93
BCN R2 11163178 11163178 0,03 95,80 91,34 57,97
BCN R3 10072001 10072001 0,03 95,91 91,49 57,98
BOS R1 10048208 10048208 0,03 95,79 91,36 57,67
BOS R2 9228528 9228528 0,03 95,91 91,58 57,77
BOS R3 9748822 9748822 0,03 96,16 92,01 57,84
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Tabla S11. Genes diferencialmente expresados al comparar L. infantum BCN150 y BOS1FL1 tras la infeccion de células DH82.

Lecturas

Lecturas

Lecturas

Lecturas

Lecturas

Lecturas

D_Gen Descripcion norm. BCN1 norm.BCN2 norm.BCN3 norm.BOS1 norm.BOS2 norm. BOS3 LogsFC - p-Valor FOR

$33-1 Putative 405 ”ngsoma' protein 410,562 379,815 426,020 492,467 479,395 635472  -0,4039 838E-05 1,41E-02
LINJ_27_1070 Putative histone H1 1586,006 1750,918 1798,200 2158,493 2006,483 2103,773  -0,2885 8,53E-08  5,74E-05
LINJ_06_0590 " utative 605 rL'zbgjoma' protein 692,957 1127,771 1084,865 1156,226 1330,153 1440,403  -0,2479 3,24E-04  3,73E-02
LINJ_21_0020 Histone H4 1323,546 1229,235 1295,893 1356,068 1548,469 1558,198  -0,2133  4,73E-04  4,16E-02
LINJ_29_1870 Putative histone H2A 1401,347 1322,617 1470,264 1530,420 1740,902 1586,096  -0,2115 3,58E-04  3,73E-02
LINJ_33 2880  utative tfr::tiftlfg nitiation 4 607,565 1733,858 1729,839 1869,946 2071,753 1868,184  -0,1954 3,14E-04  3,73E-02
LINJ_21_1160 Histone H2A 1605,690 1592,887 1704,079 1897,476 1889,447 1795,854  -0,1878 2,07E-04  2,99E-02
LNJ_21 1310 'utative40s r;zgsoma' protein  »270,183 3286,339 3222,390 3576,757 3383,900 3639239  -0,1768 3,77E-04  3,73E-02

HSP83 Heat shock protein 83 13650,713  13589,821  13291,819 12600217  12117,672  12200,026  0,1347 4,81E-06 1,39E-03
LINJ_08_1280 Beta tubulin 4051,252 4143,840 3947,123 3795,971 3649,481 3505,945  0,1491 2,42E-04 3,27E-02
LINJ_13_1460 Alpha tubulin 5940,024 6831,276 6691,484 5808,661 5666,092 5583,886  0,1902  2,72E-05 5,89E-03
LINJ_05_0960  Metallo-peptidase Family M49 869,866 884,438 850,058 766,739 744,976 689,203  0,2433 3,87E-04  3,73E-02
LINJ_05_1110 Conserved hypothetical protein 1169,820 1210,378 1095,763 1012,463 922,780 959,924 0,2637  2,91E-05 5,89E-03
LINJ_05_0100 PUERNS[glhies] s efiesln 553,977 477,686 482,492 413,958 365,736 419,515  0,3350 3,35E-04  3,73E-02

phosphatase
LINJ_05_0890  Conserved hypothetical protein 676,771 703,061 716,308 569,956 545,790 519,744  0,3577 2,47E-06 833E-04
LINJ_05_0570  Conserved hypothetical protein 342,135 344,796 356,668 272,233 274,583 264,522  0,3631 4,06E-04  3,73E-02
LINJ_05_1080 Conserved hypothetical protein 477,114 486,666 535,992 399,683 397,245 357,517  0,3772 3,52E-05 6,48E-03
LINJ_05_0140 'utative n”°|e°|||ar RNAhelicase 5., 359 372,631 365,584 284,468 262,204 284,154  0,3941 1,09E-04 1,70E-02
Putative structural
LINJ_05_0400  maintenance of chromosome 487,425 530,663 566,705 380,311 407,373 394,716  0,4226 2,35E-06  8,33E-04
(SMC)

LINJ_05_0060  Putative major vault protein 676,771 697,674 643,983 539,368 482,771 482,545 04235 1,13E-07 5,74E-05
LINJ_05_1170 Conserved hypothetical protein 362,757 350,184 331,899 249,802 228,444 280,021 0,4612  2,42E-05 5,89E-03
LINJ_05_0500 ATPase alpha subunit 1708,800 1820,057 1717,950 1261,245 1217,619 1266,811  0,4862 507E-20 1,03E-16
LINJ_05_0510 ATPase alpha subunit 1135,138 1156,504 1259,235 733,092 840,630 790,465  0,5875  4,64E-18  4,70E-15




ANEXO II: ARTICULOS

CIENTIFICOS DERIVADOS DE i .\j' ®e
LA TESIS DOCTORAL






)
Accepted: 10 July 2020 |

| Check for
‘ updates

Received: 5 June 2020 Revised: 4 July 2020

DOI: 10.1111/tbed.13733

Jronsbouncery and Emeing Disogses 3 9

ORIGINAL ARTICLE WILEY

Properties of virulence emergence of Leishmania infantum
isolates from Phlebotomus perniciosus collected during the
human leishmaniosis outbreak in Madrid, Spain. Hepatic
histopathology and immunological parameters as virulence
markers in the mouse model

Alicia Mas!
Ricardo Molina?
Javier Carrion®

1INMIVET, Departamento de Sanidad
Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad
Complutense de Madrid, Madrid, Spain

2| aboratorio de Entomologia Médica, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud
Carlos Ill, Majadahonda, Spain

3Servicio de Anatomia Patolégica, Facultad
de Veterinaria, Hospital Clinico Veterinario,
Universidad Complutense de Madrid,
Madrid, Spain

Correspondence

Javier Carrién, INMIVET, Departamento de
Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid, 28040
Madrid, Spain.

Email: javier.carrion@ucm.es

Funding information

fellowship from the Complutense University
of Madrid-Santander; PLATESA Comunidad
Madrid, Grant/Award Number: $2018/
BAA-4370; UCM-Santander, Grant/Award
Number: PR75/18-21558

| Abel Martinez-Rodrigo!
| Maribel Jiménez

| José Antonio Ordent |

2@ | Maria Angeles Jiménez® @ |

| Gustavo Dominguez-Bernal'

Abstract

Recent anthropic activity related to the construction of the Bosquesur Green Park in
a large urban setting in Madrid (Spain) has resulted in the largest reported community
outbreak of human leishmaniosis in Europe. Previous phylogenetic and molecular-typ-
ing studies of parasite isolates have implicated the Leishmania infantum ITS-Lombardi
genotype in this outbreak. In an unusual scenario, visceral leishmaniosis (VL) is affecting
a significant number of individuals, suggesting that an increase in parasite virulence has
occurred. In this work, using an in vivo BALB/c model of VL, we aimed to investigate
the properties of emergent virulence of the L. infantum POL2FL7 and BOS1FL1 isolates
obtained from Phlebotomus perniciosus collected in the outbreak area and compare them
with those of the well-characterized strain BCN150 MON-1 isolated from a dog. The
P. perniciosus specimens were collected during an entomological survey conducted in
the transmission season of 2012. We observed a range of virulence phenotypes from
moderately to highly aggressive after 5 weeks of infection. IV challenge of mice with
outbreak isolates from sand flies induced higher splenic and liver parasite burdens,
higher serological titres of specific anti-Leishmania antibodies and impaired capacities to
control infection, as revealed by the arginine metabolism and low ratios of Th1/Th2 cy-
tokine profiles analysed, compared with the corresponding measures evaluated in mice
infected with the BCN150 strain. The BOS1FL1 isolate showed the highest degree of
virulence among the isolates, superior to that of POL2FL7, as evidenced by the analysed
biomarkers and the histopathological severity of liver lesions. These results provide in-
sight into how L. infantum isolates from sand flies collected in the outbreak area have
been able to affect not only immunosuppressed patients but also middle-aged people

with normal immunocompetence in the largest human VL outbreak in Europe.

KEYWORDS
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A further investigation of the leishmaniosis outbreak in Madrid (Spain): Smas’
low-infectivity phenotype of the Leishmania infantum BOS1FL1 isolate to

establish infection in canine cells
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Human leishmaniosis caused by Leishmania infantum is a zoonotic disease, with dogs as the main reservoir in
Leishmania infantum Mediterranean Basin countries. The largest European outbreak of human leishmaniosis declared in the south-
ROS western Madrid region (Spain) is characterized by unusual epidemiological and clinical features, such as the
K:;:cy tes emergence of new wild reservoirs (hares and rabbits), whereas the seroprevalence, infection, and severity of
Virulenica canine leishmaniosis have not substantially changed since the first studies conducted in Madrid before the
Tropism outbreak. Previous studies reported that L. infantum isolates from the Madrid leishmaniosis focus displayed

elevated virulence in in vivo models of infection and increased infectivity in murine target cells. With the aim of
studying whether changes in the host-parasite interaction and virulence profile have developed, we first assessed
the behaviour of one circulating isolate of the outbreak, IPER/ES/2012/BOS1FL1 (BOS1FL1), compared to that
of a well-characterized strain from canine leishmaniosis, MCAN/ES/1996/BCN150 (BCN150), in terms of
infection capacity (percentage of infected cells, representing infectivity, and number of amastigotes per infected
cell, representing the intensity of infection) in canine monocytes and macrophages. BCN150 displayed signifi-
cantly higher infectivity (76.82 + 4.40 vs 38.58 + 2.19; P < 0.0001) and intensity of infection (3.64 + 0.13 vs
1.83+£0.12; P < 0.0001) than BOS1FL1 when interacting with canine cells. Our ROS induction results did not
differ significantly between the two isolates or with the responses previously described for other L. infantum
isolates. Paradoxically, increased resilience to hydrogen peroxide exposure was observed for BOS1FL1 (%
viability 40.62 +5.54 vs 26.37 & 2.93; P = 0.039). Finally, we demonstrated that a decreased intracellular load
of BOS1FL1 was associated with increased IFN-y (261.21 =+ 26.29 vs 69.80 + 9.02; P = 0.0151) and decreased IL-
10 production (165.06 = 23.87 vs 264.41 + 30.58; P = 0.0002). In this study, we provide the first detailed insight
into the differences between the isolate BOS1FL1 from the outbreak in Madrid and the well-characterized strain
BCN150 MON-1 obtained from a dog in their response to interacting with canine cells. However, further studies
are necessary to shed light on the immune mechanisms resulting in BOS1FL1 exhibiting less virulent behaviour in
canine cells than in cells derived from other host species.

1. Introduction

Visceral leishmaniosis (VL) (Kassai et al., 1988) in the Mediterranean
basin is a protozoan zoonotic disease caused by Leishmania infantum and
transmitted by Phlebotomus species of sandfly vectors to humans and
other mammals. Dogs are considered the main domestic reservoir for
L. infantum (Ashford, 1996). In Spain, canine leishmaniosis (CanL) is
endemic, and human leishmaniosis (HumL) has significantly increased

* Corresponding author.
E-mail address: gdbernal@ucm.es (G. Dominguez-Bernal).

https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2020.110148

in incidence since 2009 due to the human leishmaniosis outbreak in the
southwestern region of Madrid (Spain). This outbreak is the largest
outbreak in Europe to date, with more than 700 cases (corresponding to
a great increase in VL incidence (35.9%), with 64.1 % increase in
cutaneous leishmaniosis (CL) incidence). Remarkably, 70% of the pa-
tients are immunocompetent and atypical localized lymphadenopathic
leishmaniosis (LLL) has appeared in 19% of the VL cases (Arce et al.,
2013; Horrillo et al., 2015). Even though the dog is the main reservoir in
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Abstract

In this work, we report the use of
refractive index (RI) tomography for
quantitative analysis of unstained
DHS82 cell line infected with Leish-
mania infantum. The cell RI is
reconstructed by using a modality of
optical diffraction tomography tech-
nique that employs partially coherent
illumination, thus enabling inherent

compatibility with conventional wide-
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Leishmania.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

The study of Leishmania infection has attracted great atten-
tion from the scientific community because, according to the
World Health Organization, 20 000 people die annually
from this disease [1]. To date, there is still no vaccine on the
market capable of preventing human leishmaniasis, and
although there are vaccines for veterinary use, their effec-
tiveness is quite limited [2]. The antileishmanial treatments

field microscopes. The experimental results demonstrate that the cell dry mass con-
centration (DMC) obtained from the RI allows for reliable detection and quantita-
tive characterization of the infection and its temporal evolution. The RI provides
important insight for studying morphological changes, particularly membrane bleb-
bing linked to an apoptosis (cell death) process induced by the disease. Moreover,
the results evidence that infected DH82 cells exhibit a higher DMC than healthy

samples. These findings open up promising perspectives for clinical diagnosis of

optical microscopy, optical properties, optical tomography, partially coherent illumination, refractive

index, scattering measurement

present important disadvantages such as the appearance of
resistances and their high toxicity making necessary the
development of new drugs [3]. Consequently, a tool that
provides an accurate intracellular screening of the sample is
needed and, in this regard, bioanalysis based on refractive
index (RI) emerges as an attractive alternative to traditional
staining techniques.

In this work, for the first time, we apply optical diffrac-
tion tomography (ODT) based on partially coherent

J. Biophotonics. 2019,¢201900030.
https://doi.org/10.1002/jbio.201900030
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illumination (PC-ODT) for three-dimensional (3D) RI imag-
ing and detection of Leishmania parasites in DH82 cell line
(blood macrophages) for a better understanding of the dis-
ease spreading in host cells. Leishmaniosis is a vector-borne
zoonosis widely distributed throughout the world whose
responsible etiological agent is a protozoan belonging to the
genus Leishmania with several species according to their
geographical distribution [4]. Leishmania is a dimorphic par-
asite with an intracellular phase called amastigote, and an
extracellular flagellated phase known as promastigote. The
promastigotes need over a period of 4 to 24 hours in order to
transform into amastigotes. Thereafter, the infection is
sustained by amastigote forms in the infected hosts. The
sizes of these intracellular amastigotes typically measures
1-5 pm in length by 1-2 pm in width. Vector transmission
is carried out from a diptera known as Sandfly and the main
species affected are human and canines, whereas more than
50 species have been described worldwide as reservoirs [5].

ODT is a computational imaging technique that allows
reconstructing the specimen 3D RI distribution, which has
been widely adopted for obtaining quantitative biological
information such as the shape, density, volume, dry and wet
mass, membrane deformability and chemical composition of
cells [6-11]. This enables the label-free study of the sample
without using any chemical marker or fluorescent tagging,
thus avoiding photobleaching or modifying its behaviour.
Thanks to its noninvasive nature, the 3D RI analysis has
been recently exploited in several biomedicine applications.
For instance, in Ref. [12] RI tomograms have been applied
to find morphological and behavioral differences between
diabetic and non-diabetic red blood cells. It has also led to
promising results in cancerous epithelial cells bioanalysis
[13] and influenza virus presence in human alveolar epithe-
lial cells [14]. In this way, RI changes have even been con-
sidered a biomarker for the monitorization and diagnosis of
certain diseases, such as malaria infection induced by the
Plasmodium falciparum parasite and detected by blood
screening [15-17]. Note that the so-called quantitative two-
dimensional (2D) phase imaging is an alternative label-free
imaging tool that has been also considered for the study of
the specimen morphology and dynamics [18].

Most implementations of ODT available in the literature
apply a coherent laser source for illuminating the sample,
see for example [19-21]. Nevertheless, it has been recently
demonstrated the benefits of using partially coherent and
quasi-monochromatic illumination (eg, halogen or light-
emitting diode [LED] lamp) for ODT (referred to as PC-
ODT) providing speckle-free imaging [22-25]. Here we
consider the PC-ODT technique reported in [23, 24| that
allows for straightforward 3D label-free imaging at video-
rate (10 fps, a rate about 5x faster than in C-ODT with simi-
lar spatial resolution). The experimental setup comprises an

affordable high-speed optical scanning system enabling
compatibility with commercial wide-field microscopes.
These advantages of PC-ODT encourage its application in
3D analysis of living cells, in particular for the
monitorization and diagnosis of certain diseases including
Leishmania infection.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Sample description
2.1.1 | Cell culture preparation

DHS82 (ATCC CRL-10389TM) is a macrophage cell line
obtained from a dog with a neoplasm of histiocytic origin
[26]. It was maintained in dulbecco's modified eagle medium
medium supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS),
100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin. Then, it
was incubated at 37°C 5% CO2 in six-well plates.

Leishmania infantum BCN150 strain cells
(M/CAN/ES/96/BCN150 zymodeme MON-1), previously
reported in [27], were cultivated in Schneider's Insect
Medium (Biowest, France) supplemented with 20% FBS,
100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 26°C
until the stationary phase and they were used to infect DH82
cells.

2.1.2 | Infection protocol

DH82 macrophages were cultured in 24-well plates over-
night at a concentration of 1 x 10° cells per well. On the fol-
lowing day, promastigotes were added to the cells at a ratio
10:1 (parasites: cells) according to the protocol previously
described in [28]. Cells were incubated at 37°C and 5% CO,
for 4 hours and, subsequently, extracellular parasites were
eliminated by washing twice with Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline establishing the initial infection time point.
Then, fresh medium was added, and cells were cultivated for
24 and 72 hours. Finally, the cells were fixed using metha-
nol 70% during 5 minutes at room temperature.

2.1.3 | Staining and fixation of the samples

The samples were divided into two groups according to
whether they undergo staining or not. For those ones that
were stained, each slide is immersed in 250 pL 5% Giemsa's
stain improved R66 solution Gurr and stored for 15 minutes
at ambient temperature. After that, we washed five times
each sample with distilled water and let it dry out. After the
procedure of staining, the sample is fixed with methanol and
all the cytoplasm water content has been replaced by the fix-
ation medium.
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2.2 | Tomographic reconstruction of the
sample

2.2.1 | Experimental setup

The 3D RI distribution (n(r), where r = (x, y, z) denotes the
spatial coordinates vector) of a transparent (weakly absorb-
ing) sample was reconstucted by using the PC-ODT tech-
nique. Particularly, PC-ODT allows the RI reconstruction
from the measurement of a through focus-series intensity
images provided by a wide-field microscope under partially
coherent illumination. Here we applied the experimental
setup reported in [23, 24] consisting of a microscope
equipped with a fast optical refocusing module as
sketched in Figure 1, in which the illumination is provided
by a quasi-monochromatic LED source (central wavelength
Ao =450 nm and full width at half maximum of 20 nm).
The microscope includes two high numerical aperture
(NA) lenses, an Abbe condenser lens of NA, = 0.95 (Nikon)
and an objective lens of NA, = 1.4 (100x magnification,
Olympus UPLSAPO). The optical refocusing module com-
prises a relay lens and an electrically tunable lens (ETL,
Optotune EL-10-30-C) used for optical axial scanning of the
sample, by modifying the focal length of the ETL. It is worth
underlining that this experimental module can be easily
included in a common wide-field microscope. The sCMOS
camera (Hamamatsu, Orca Flash 4.0, 16-bit gray-level) has a
pixel size of 6.5 pm.

A Gaussian illumination has been used instead of the
conventional bright-field illumination since, as it has been
demonstrated in [29], it allows for proper collection of rele-
vant object spatial frecuency content otherwise attenuated
by the optical transfer function (OTF) of the microscope
when bright-field illumination is applied. Here, as in
Ref. [24], each measurement of the intensity stack of axially

------------ Gaussian filter

Condenser
(NA=0.95) \ + y
Sample
Obijective =
(NAo=1.4)
Refocusing module for PC-ODT
[ |
Tube lens (TL) ' RL ETE:
1
%)
: s
Mirror 3
2]
e fo 1 fa faL d
fri=f gL=150 mm < L > '< > < N < >
FIGURE 1 Sketch of the wide-field microscope including two

high-NA lenses (condenser and objective) and a refocusing module
comprising the lenses relay lens and electrically tunable lens required
for axial scanning in PC-ODT. PC, coherent illumination; ODT, optical
diffraction tomography

scanned images has a size of 400 X 400 x 50 voxels, that
corresponds to a 3D volume of 40 x40 x 12 pm®. The
transverse Ax, Ay and axial Az Nyquist distances [30] are
often used for the estimation of the spatial resolution limits
of ODT (see for example [31]). In our case Ax = Ay = 4y/2
(NA, +NA) ~100nm  and  Az=2/2 (nimm— (n}

imm
NA2)"2) %250 nm, where ny,,=1.518 is the RI of the
objective immersion oil (Olympus Type F) and 4y =450 nm.

2.2.2 | RI deconvolution

The intensity images obtained with the setup from Figure 1
are described by the convolution of object scattering poten-
tial and the microscope OTF itself. A reliable 3D reconstruc-
tion of the object RI can be obtained by performing a direct
(non-iterative) Wiener deconvolution algorithm that is
described in the frequency domain (p = [p,, py, p:]) as
follows,

_ I(p)H(p)

O = o)+

(1)

where P denotes the scattering potential, 7 is the measured inten-
sity stack and f serves as a regularization parameter. Note that
Hg(p) is an effective transfer function of the system which takes
into account the phase and amplitude OTFs of the microscope
in the approximation of weakly absorbing sample [23]. Then,
the inverse Fourier transform is applied over Equation (1) and
the result is inserted in the following expression,

n2(r) = P(r)ky 2 + 12, (2)
where n, is the RI of the immersion medium (typically
water or an aqueous solution) and kg is the wavenumber.
Finally, we only use the real part of n(r) as the sample is almost
transparent and the imaginary part of n(r) is negligible. We
underline that deconvolution process has been performed by
using both the phase and absorption OTFs (included in the
function Hx(p)) which have been calculated taking into account
the illumination pattern measured in the back focal plane of the
condenser lens, as reported in Ref. [29]. This allows for a realis-
tic OTFs calculation that better approximates the experimental
conditions of the microscope and therefore yields a more reli-
able RI reconstruction. More details regarding this PC-ODT
technique can be found in Refs. [23, 24, 29].

2.2.3 | Segmentation procedure based on the
RI gradient

For accurate cell structure analysis, first a proper segmenta-
tion must be performed to separate the cell from the

i\jooe
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surrounding medium (background). For this purpose, the RI
gradient modulus (IVnl) has been computed:

By normalizing the gradient modulus to the range [0, 1]
(IVa, ()l = IVa(r)l/max[IVn(r)l] and fixing a low threshold
(7) for IVn,l| the RI background can be suppressed. In this
way, we can define a refined version of the RI (further
referred to as 7i(r)) as

negligible, according with the weak
approximation.

As stated by Barer [36], the main solid components of
the cell protoplasm are proteins, lipids and carbohydrates
(typically conforming complexes with proteins), and other
components (such as amino acids or nucleic acids) whose RI
is close to that of proteins. Although this chemical composi-

absorption

e~ M= 1,y,2\ 2 X,y
TSR o o

(r) = {n(r), | Vi, | > and n(r) > n,,,’ @

n,, elsewhere

where in this case, 7 = 0.01 has been considered. This RI
gradient modulus has been succesfully applied in similar
segmentation tasks as it accounts for RI local variations that
are different for the background and for sample itself, typi-
cally involving little variations in background in comparison
with steep changes in the cell [32-34]. By taking into
account the gradient along with the RI itself, one gets a bet-
ter discrimination of cell structures. For instance, regions
with low RI and low RI gradient modulus values correspond
to the background. Rather, high RI and high RI gradient
modulus are associated with fine details (mainly vesicles
and organelles dissolved within the cytoplasm). This gradi-
ent information can be easily obtained and incorporated to
enhance the detection of different sample components.

2.2.4 | Derivation of dry mass concentration

As reported in [6, 35, 36], for biological samples immersed
in an aqueous medium it exists a linear relationship linking
the dry mass concentration (or density, further referred to as
DMC) of the sample and its R, as follows:

C(r)= (M) (5)

a

where C(r) is the DMC, a represents the so-called specific
RI increment and n,, accounts for the surrounding medium
RI. We underline that the RI contrast of the cell is indeed
An(r) =a(r) —n,. Let us recall that only the real part of the
reconstructed RI, n(r), has been used for the estimation of
cell dry mass concentration. The imaginary part of n(r) is

iy

—n n —n -
Iz X, y—1,2 Xy Yy T+ 1 Xy ¥y Z—]
23 2) 2% 2 Y52 PAR) . 3

tion is variable, an average value of a=0.002 dL/g is
widely accepted within the visible range when nucleated
cells are considered [6, 33, 36]. Moreover, as explained in
Ref. [37], the communication between Leishmania and the
macrophages is regulated by proteins, so their effect is
expected to prevail in the cell RL

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The samples of DH82 cells were divided into four catego-
ries, according to the presence of the parasite (parasited or
healthy groups) and the period of time (24 or 72 hours) from
the preparation, and labeled as P24, H24, P72 and
H72 respectively. The four groups have been analyzed with
the same microscope shown in Figure 1 by considering sta-
ined and unstained cells separately.

3.1 | Stained cells results

In conventional clinical practice, staining techniques are
considered mandatory when it comes to Leishmania study.
Straightforward inspection of unstained samples intensity
distribution obtained with an optical microscope (eg, under
conventional bright field illumination) does not provide
enough contrast to permit the parasite observation. For this
reason, firstly stained samples are displayed in Figure 2, that
have been acquired with a conventional CMOS camera
(Thorlabs DCC1240C, exposure time 10 ms). Note that the
images shown in Figure 2 correspond to stained cells as they
are usually observed for clinical diagnosis of Leishmania.
Other non-quantitative imaging modalities such as differen-
tial interference contrast (DIC) could be used as well. We
underline that either the nucleus, some intracellular struc-
tures and the parasites are dyed by Giemsa in a purple bluish
color.

Wy T
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(A)  Healthy 24 h (B)

-~

R2

15 pm
I

(D) Parasited 72 h

inset R6

Healthy 72 h

Zoomed-up

(C) Parasited 24 h

a v

5pm
5 —
Zoomed-up
inset R4

(E)

Zoomed-up
inset R9

FIGURE 2 DHS2 ccll images, corresponding to the healthy control (A and B) and parasited groups (C-E). Cells were infected with
promastigotes of Leishmania infantum BCN150 at a ratio 10:1 (parasites: cells). After 24 hours (A, C) or 72 hours (B, D, E) cells were fixed in

methanol, stained with Giemsa and evaluated by optic microscopy (100x magnification, NA, = 1.4). Particular features of the cells are marked with

red arrows while a close-up view of the intracellular amastigotes within the dashed boxes have been shown in the insets (C-E)

Healthy DH82 cells (see Figure 2A) are composed of a
big nucleus (R1, dyed in dark purple) that occupies most of
the cell volume (R2). Moreover, some samples present rec-
ognizable membrane projections (see R3 in Figure 2B) regu-
lated by proteins (particularly actin) that they need to
perform phagocytosis.

After applying Giemsa stain to infected samples, one is
able to recognize the Leishmania into the apoptosis blebs
(see R4 in Figure 2C) and other intranuclear inclusions
immersed within the nucleus plasma (see RS). Particularly,
these blebs or membrane extrusions are used for the egress
of amastigotes from the host cell to neighboring cells. In this
way, other cells uptake these parasites and the infection is
spread. The apoptotical structures appear into the 24 to
72 hours after the infection, as also shown in regions R6-R7
in Figure 2D. Indeed, parasited cells manifest certain
amastigotes located within the cytoplasm (see R8-R9 in
Figure 2E) that have been engulfed by the host. Once sta-
ined, the parasites identification can also be achieved by
identifying certain structures, such as their nuclei (see R10)
or their kinetoplast (typically rounded shaped). Other studies
have also reported morphological changes between parasited
and healthy macrophages like a certain cell shrinkage that
takes place as the infection progresses, see for example [38].
In this way, the staining procedure helps to localize the para-
site and some cell structures providing qualitative informa-
tion. Conversely, in this work we consider a quantitative
characterization of the cell by analyzing its RI and its DMC
along with their temporal evolution in order to obtain infor-
mation about the parasite spreading in the host cell.

3.2 | Analysis of unstained cells via 3D RI
contrast distribution

The ODT techniques are based on a deconvolution process
that only provides the function P(r) and therefore a priori
knowledge of the value of the surrounding medium #,, is
required to estimate the cell's RI from the expression Equa-
tion (2). In our case the surrounding medium is methanol
with n,, = 1.333 (at a wavelength of 2 = 450 nm and 300 K)
according to Ref. [39]. Other works (for example Ref. [40])
have reported slightly different values of n,, for the same
wavelength and temperature. Thus, in our analysis we have
considered the 3D RI contrast of the cell given by An(r) in
order to avoid possible uncertainties arising from a tabulated
value of n,,. The 3D RI contrast An(r), directly calculated
from P(r) without using the value of n,, has been represen-
ted in Figure 3. Specifically, Figure 3A,C) displays two
xy-slices of the RI contrast corresponding to healthy macro-
phages belonging to H24 and H72 groups respectively,
while Figure 3B,D) show the whole studied 3D RI contrast
of these samples. One identifies characteristic cell structures
such as a rounded nucleus (M1 region within the dashed line
circle), long-thin pseudopods (M2), fine cell membrane
(M3), nuclear envelope (M4) and the typical surface rough-
ness of membrane projections (M5), which have also been
recognized in 2D stained images shown in Figure 2B.

Note that in our case the samples have been fixed with
methanol and the resulting cell shape is about
20 x 20 x 12 pm>. We observed that this region covers most
of the cell's structure and therefore is good enough for the

i\jone
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Healthy 24 h

Healthy 72 h

7=6 ym

An (a.u)

o I | 0.031

proposed analysis based on the calculation of the average
DMC of this region. The live (not fixed) cells could have
bigger size and therefore would require an extended axial
scanning range, which also can be achieved by using the
considered setup. In the reconstructed 3D RI contrast it is
observed that part of the cell's boundary at the top and bot-
tom is missing, which makes difficult to estimate the cell's
volume. This vanishing effect is due to the well-known
missing-cone problem which results from the limited NA of
the condenser and objective lenses [41, 42]. Note that the
missing-cone problem affects to all the ODT modalities and
can be avoided by performing multiple object rotations as
reported in Ref. [43], which in turns also provides isotropic
resolution. Nevertheless, it has been proposed iterative and
machine learning methods to mitigate the boundary degrada-
tion allowing better estimation of the cell's volume in pres-
ence of the missing-cone problem [42]. Here, we have
considered the analysis of the average DMC instead of the
dry mass because it avoids integrating the DMC over
the cell's volume, thus preventing such a side effect of the
missing-cone problem in the analysis. The avarage DMC
can provide quantitative data of the cell during the course of
infection. According to Equation (5), the RI contrast and
DMC are linearly related. Therefore, in order to help the
visualization of the average DMC we have applied a similar
colorbar as in the case of the RI contrast, see Figure 3B,D.

i

FIGURE 3 Results of healthy DH82
samples. Two-dimensional xy-slices of the
refractive index contrast distribution for
H24 and H72 macrophages are shown in
(A) and (C) respectively, while the
corresponding three-dimensional dry mass
concentration reconstructions are displayed
in (B, D). The boxes in (B, D) represent
the same volume of 30 x 30 x 10 um®

DMC (g/dl)

0 [ 14

Let us underline that this representation has been created by
using a open-source software, Drishti imaging suite [34].
The inspection of the RI contrast in 3D enables the detection
of local variations of the cell's DMC. It was found that the
DMC values in the nuclear membrane (above 12 g/dL)
are significantly larger than in the rest of the structure
(3-3.5 g/dL) for both healthy groups. From this preliminary
analysis we conclude that no relevant differences between
healthy cells H24 and H72 arise with regard to their RI con-
trast and average DMC.

In the case of DH82 cells infected by Leishmania, the
most remarkable difference in their structure lies in cellular
fragmentation and presence of apoptotic blebs (as indicated
by yellow arrows in Figure 4) that do not appear in healthy
samples. These apoptosis evidences can appear as early as
24 hours after the infection (see Figure 4A) and have also
been appreciated in the bright-field intensity images of the
stained cells displayed in Figure 2(C,D). For instance, from
the RI contrast is possible a direct detection of intracellular
amastigotes exhibiting high RI contrast values (above 0.03,
colored in orange in the first column of Figure 4) and located
within the blebs. We recall that such blebs are used for
spreading the parasitical infection to neighbor cells.

Nevertheless, the reconstructed RI-contrast maps also
enable a quantitative estimation of the modifications induced
by the parasite such as DMC changes in certain cell regions
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FIGURE 4 Results of parasited DH82 samples, for P24 (A) and P72 (B). For each cell three graphs are included: a two-dimensional xy-slice

of the refractive index contrast (first column, in which yellow arrows point toward apoptosis blebs), a view of the three-dimensional dry mass

concentration reconstruction (second column) and the corresponding magnified regions of the latter (third column) cut by planes C1 and C2
respectively, for highlighting the location of some parasite amastigotes within the membrane blebs

and its evolution as the infection progresses. Moreover, the
DMC (see Figure 4, second and third columns, and also
Video S1) of parasited macrophages nucleus membrane
(between 14 and 15 g/dL) is higher than that of the healthy
samples (between 12 and 13 g/dL). Again, as in healthy
samples, the DMC of nucleus membrane is superior to the
one from the rest of infected cell structure. The rise of aver-
age DMC in parasited samples in comparison with the
healthy ones can be explained because apoptotic bodies (that
typically contain nuclear material and actin cytoskeleton
fragments) are shed within the cell [44], thus changing
its DMC.

Let us now analyzing the temporal evolution of the mean
DMC, 24 and 72 hours after infection. It has been consid-
ered 40 cells from each group (H24, H72, P24 and P72) and
their average DMC has been calculated for the scanned cell
region (see Figure 5). Relevant differences emerge between
the infected and control groups. Both uninfected samples
show similar ranges of averaged DMC: H24 presents DMC
values of 2.639 to 3.947 g/dL (median of 3.189 g/dL)

whereas H72 exhibits DMC of 2.793 to 4.717 g/dL (median
of 3.172 g/dL). Nevertheless, when the P24 group is consid-
ered, a slight rise in median DMC value (3.383 g/dL) is

Average DMC (g/dL)

Ho4 | |:|:| 1
H72 | D:l -
P24 | % .
P72 | .

25 3.0 35 4.0 4.5 5.0

FIGURE 5 Boxplot of the average dry mass concentration
(DMC) for the four groups of samples: H24 (healthy 24 hours), H72
(healthy 72 hours), P24 (parasited 24 hours) and P72 (parasited

72 hours). The red line is the median DMC value and outliers are
marked with red points
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TABLE 1 Results from statistical / tests carried out to verify the that average DMC can be applied as a reliable parameter for

relationship between dry mass concentration changes and Leishmania
presence in DHS82 cells

Test Significant differences? P-value
H24 vs P24 Yes 0214
H72 vs P12 Yes 0026
P24 vs P72 Yes .0048

observed in comparison with any of healthy cases. This
increment is even more noticeable for P72 cells, for which
DMC reaches a median value of 3.595 g/dL and it spans
over the interval 2.956 to 4.889 g/dL. This fact suggests that
a DMC increase is associated with the presence of Leish-
mania and this change is more remarkable as the time since
infection increases.

In order to statistically validate this conclusion, also
pointed out by the visual inspection of 3D DMC reconstruc-
tions, two hypotheses must be validated. First, we need to
test whether the healthy groups DMC (H24 and H72) signif-
icantly differs from that of parasited samples (P24 and P72).
Second, we check if the course of the infection induces
changes in DMC by comparingP24 and P72 groups with
each other. Each of these statements have been corroborated
by conducting paired sample ¢ tests over DMC data, as sum-
marized in Table 1. Taken altogether, the results confirm

analyzing both the health state of the host cell and the devel-
opment of Leishmania infection.

The heterogeneity of the RI contrast values can be
another parameter to study as a diagnostic tool apart from
the DMC. Indeed, the RI contrast histograms displayed in
Figure 6 for healthy and parasited cells evident a significant
heterogeneity in the case of parasited cells.

4 | CONCLUSIONS

The cell RI is a biophysical parameter that represents the
intracellular mass and its concentration providing important
insight for the study, diagnosis and assessment of cell health
state. In this work we have performed a quantitative analysis
of both healthy and Leishmania infected macrophages, based
on a novel RI tomography PC-ODT technique. We have
demonstrated that the cell 3D RI distribution is useful to
detect relevant morphological changes in the infected cells
such as apoptosis blebs. Our main finding is that the cell dry
mass concentration (directly obtained from the cell RI)
reveals key quantitative information required to gain knowl-
edge about the Leishmania spreading. It allows reliable
detection and temporal monitorization of the parasite prolif-
eration into the cell volume. According to the experimental
results, non-infected cells do not significantly change their
DMC between 24 and 72 hours from the preparation.

FIGURE 6 Histograms of
refractive index contrast values (An)
within the cytoplasm of healthy

(A and B) and parasited (C-D)
macrophages. Note that high An(r)
values (above 0.015) are more
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frequent in parasited samples, and this
is specially more noticcable as
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Conversely, the infected cells exhibit higher mean DMC
than the healthy cultures and this fact becomes even more
evident as infection progresses. These experimental results
are in good agreement with the known life cycle of the
Leishmania infantum and its proliferation into the host mac-
rophages. Thus, in comparison with a merely qualitative
study over a stained sample, the proposed label-free tech-
nique based on RI tomography provides a valuable quantita-
tive measurement to characterize the infection and its
temporal evolution.

Note that throughout this work the sample is fixed but it
is also possible to apply PC-ODT technique over live cells
as reported in [24]. In this way, PC-ODT is appropriate for
better taking advantage of temporal changes induced by the
parasite in the cell RI. We envision that the increase in DMC
could be further exploited to anticipate the development of
Leishmania infection. For instance, it could be applied in the
assessment of antileishmanial drug efficacy or even inte-
grated in a medical diagnosis protocol. The considered PC-
ODT technique is inherently compatible with a conventional
wide-field microscope and allows for straightforward and
fast RI tomography (typically at a video rate of 10 fps),
which are crucial advantages demanded in the clinical diag-
nosis protocols.
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