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RESUMEN 

 La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida causada por parásitos 

protozoos del género Leishmania. Entre las manifestaciones clínicas que presenta, la 

leishmaniasis visceral (LV) es la forma más grave de esta enfermedad parasitaria, ya que 

es mortal en ausencia de tratamiento. Los casos de LV son más frecuentes y severos en 

pacientes con un sistema inmunitario debilitado, ya que estos responden peor al 

tratamiento y presentan una mayor probabilidad de sufrir recaídas. Actualmente, se 

está produciendo un aumento de los casos de LV en pacientes que reciben tratamiento 

inmunosupresor frente a enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide o la 

psoriasis. España es una zona endémica de leishmaniasis causada por L. infantum, en la 

que, además, existe un gran número de personas que reciben inmunosupresión 

farmacológica. Este hecho conlleva que España sea el país de Europa con mayor 

prevalencia de casos de LV reportados en pacientes inmunosuprimidos 

farmacológicamente. 

 Por este motivo, el objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido estudiar el 

efecto que dos de los tratamientos inmunosupresores más empleados en la clínica 

actual, como son los antagonistas del TNF (anti-TNF) y el fármaco metotrexato (MTX), 

presentan en el desarrollo de la LV en un modelo experimental. Además, para entender 

la menor eficacia del tratamiento de la enfermedad en estos casos, se analizó la 

respuesta inmunitaria generada antes y después del tratamiento con antimoniales 

pentavalentes, un tratamiento tradicionalmente empleado frente a la LV. 

 Para ello, se emplearon ratones de las cepas C57BL/6 y BALB/c que fueron 

inmunosuprimidos a las dosis clínicas con anti-TNF o MTX, junto con un grupo control 

no inmunosuprimido. Una semana después del inicio de la inmunosupresión, que se 

mantuvo a lo largo de los experimentos, estos animales fueron infectados vía 

intravenosa con 1 x 107 promastigotes de L. infantum. Para evaluar el efecto de los 

tratamientos inmunosupresores durante la fase aguda de la LV, cuatro semanas post-

infección (S4) se determinó mediante qPCR la carga parasitaria en los órganos diana de 

la enfermedad. Además, se determinaron los niveles específicos de anticuerpos 

mediante ELISA y se evaluó la respuesta inmunitaria celular basada tanto en la 

producción de las citoquinas pro-inflamatorias de tipo Th1 (IFN-g, TNF e IL-2) por los 
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linfocitos T CD4+ y CD8+, como en la expresión del marcador de agotamiento celular PD-

1 y en la población de células T reguladoras, características de la respuesta Th2. Para 

determinar la eficacia del tratamiento de la LV con antimoniales pentavalentes, 

comercializados como Glucantime®, seis semanas post-infección (S6) se iniciaron las 

pautas de tratamiento de la LV a las dosis clínicas, hasta alcanzar la semana 9 post-

infección (S9). Tanto en S6 como en S9 se evaluaron los mismos parámetros que en S4 

para poder establecer la evolución de la infección y de la respuesta inmunitaria antes y 

después del tratamiento. Además, se determinaron las poblaciones de células 

dendríticas generadas tras el tratamiento, así como las citoquinas secretadas al medio. 

Por otro lado, se realizaron ensayos in vitro de susceptibilidad farmacológica en 

promastigotes y amastigotes de L. infantum, para establecer la acción leishmanicida de 

los fármacos inmunosupresores y evaluar además su interacción con los antimoniales. 

 Por un lado, el inmunosupresor anti-TNF condujo a una mayor severidad de la 

infección al aumentar la carga parasitaria en hígado durante la fase aguda e impedir la 

resolución natural de la misma. Además, generó un incremento elevado en el título de 

anticuerpos específicos frente al parásito y conllevó una respuesta inmunitaria celular 

polarizada hacia el fenotipo Th2, ya que redujo la producción de citoquinas pro-

inflamatorias y aumentó la expresión de PD-1. Durante el tratamiento de la LV la cura 

parasitológica de la enfermedad en este grupo se vio limitada por el inmunosupresor, 

ya que impidió la eliminación de los parásitos en el bazo y médula ósea, comparado con 

el grupo control no inmunosuprimido. De igual forma, tras el tratamiento con 

Glucantime® se produjo un incremento en la expresión de PD-1 por los linfocitos T CD4+ 

y CD8+ de este grupo, así como por las células B. Este resultado, junto con la mayor 

producción de IL-10, la ausencia de citoquinas pro-inflamatorias y la disminución en las 

poblaciones de células dendríticas, puede explicar el mayor riesgo de recaídas de la LV 

que presentan estos pacientes inmunosuprimidos con anti-TNF, tras la reintroducción 

del fármaco inmunosupresor, una vez finalizada la terapia leishmanicida.  

 Por otro lado, durante la fase aguda de la infección por L. infantum el fármaco 

MTX parece tener un efecto antiparasitario beneficioso que se traduce en las menores 

cargas parasitarias encontradas en el bazo de los animales de este grupo, así como en la 

mayor diversidad de células productoras de múltiples citoquinas pro-inflamatorias. Sin 
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embargo, al administrar el tratamiento con antimoniales pentavalentes se produjo un 

incremento en las cargas parasitarias presentes en el bazo. Además, la médula ósea de 

estos animales tras el tratamiento presentó mayores cargas parasitarias que el grupo 

control. Estos resultados podrían deberse a la existencia de un mecanismo de resistencia 

cruzada entre MTX y antimonio, descrito por primera vez en los resultados in vitro de 

esta tesis doctoral, que podría estar relacionado con la peor respuesta al tratamiento de 

los pacientes inmunosuprimidos con MTX. A pesar de la mayor frecuencia de células 

multiproductoras de citoquinas en este grupo, la elevada expresión de marcadores 

relacionados con el perfil Th2 de susceptibilidad a la infección, observado al finalizar el 

tratamiento, como fueron las citoquinas anti-inflamatorias IL-6 e IL-10 y el incremento 

en el marcador de agotamiento celular PD-1 tanto por los linfocitos T como por las 

células B, podría agravar aún más esta situación. 

 En conclusión, estos análisis demuestran que la inmunosupresión farmacológica 

con anti-TNF o MTX modula de diferente manera el desarrollo de la infección por L. 

infantum, agravando la leishmaniasis visceral desarrollada, y afectando a la eficacia del 

tratamiento de la enfermedad con Glucantime®. Estos resultados confirman la 

necesidad de prestar especial atención a los pacientes que reciben terapia 

inmunosupresora y viven en zonas endémicas de leishmaniasis visceral. 
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SUMMARY 

 Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by protozoan parasites of 

the genus Leishmania. Among its clinical manifestations, visceral leishmaniasis (VL) is 

the most severe form of the disease since it is fatal when untreated. VL cases are more 

frequent and severe among immunosuppressed patients because they have a worst 

response to treatment and a higher risk of relapses. Currently, there is an increase in the 

number of VL cases in patients receiving immunosuppressive treatments to treat 

autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis or psoriasis. Spain is an endemic area 

of leishmaniasis caused by L. infantum in which there is also a huge number of people 

receiving pharmacological immunosuppression. Thus, lead Spain to be the European 

country with the highest prevalence of VL cases reported in pharmacological 

immunosuppressed patients. 

 For this reason, the main objective of this Thesis has been to study the effect that 

two of the immunosuppressive treatments most used in the clinical practice, such as 

TNF antagonist (anti-TNF) and the drug methotrexate (MTX), have on the VL 

development in an experimental model. In addition, to understand the lower efficacy of 

the VL treatment in these cases, the immune response was analysed before and after 

treatment with pentavalent antimonials, as the treatment traditionally used against VL. 

 For this purpose, C57BL/6 and BALB/c mice were immunosuppressed with anti-

TNF or MTX at clinical doses and a non-immunosuppressed control group was used too. 

One week after the beginning of the immunosuppression, which was maintained until 

the end of the experiments, animals were intravenously infected with 1 x 107 L. infantum 

promastigotes. To evaluate the effect that these immunosuppressive treatments have 

during the acute phase of VL, four weeks after infection (S4) parasite load was 

determined by qPCR in the target organs of the disease. In addition, an ELISA 

measurement of the specific antibody titres was done. Then, the cellular immune 

response was characterised based on the production of the pro-inflammatory Th1-type 

cytokines (IFN-g, TNF e IL-2) by CD4+ and CD8+ T lymphocytes and on the expression of 

the cell exhaustion marker PD-1 and in the regulatory T cells, related with the Th2-type 

responses. To determine the efficacy of the VL treatment with pentavalent antimonials 

(Glucantime®), six weeks post-infection (S6) VL treatment started at clinical doses until 
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week 9 post-infection (S9) was reached. Both, in S6 and in S9, the same parameters as 

the ones done in S4 were evaluated to establish the evolution of the infection in 

immunosuppressive conditions and the immune response generated before and after 

VL treatment. Moreover, dendritic cells populations after treatment were analysed as 

well as cytokines secreted to the medium. Finally, in vitro analysis were carried out to 

identify pharmacological susceptibility of L. infantum promastigotes and amastigotes to 

the leishmanicidal activity of anti-TNF and MTX. It was also evaluated their interaction 

with antimonials. 

 On the one hand, the anti-TNF immunosuppressant led to a higher severity of 

the infection by increasing the parasite load in the liver during the acute phase and by 

preventing the natural resolution of the infection in this organ. Additionally, it increased 

the specific antibody titre against the parasite, and it led to a Th2-type cellular immune 

response since it reduced the pro-inflammatory cytokines production and it increased 

PD-1 expression. During VL treatment, this immunosuppressant impeded parasite 

elimination in the spleen and bone marrow, as it occurred in the non-

immunosuppressed control group. Similarly, after Glucantime® treatment there was an 

increased in the PD-1 expression by CD4+ and CD8+ T lymphocytes and by B cells in this 

group. This result, together with the greater production of IL-10 by B cells, the absence 

of pro-inflammatory cytokines and the decrease in the dendritic cell populations, may 

explain the higher risk of VL relapses occurring in anti-TNF immunosuppressed patients, 

after the reintroduction of the immunosuppressive drug, once the leishmanicidal 

therapy has finished.  

 On the other hand, during the VL acute phase, MTX seemed to have an 

antiparasitic effect, which was reflected in the lower parasite load found in the spleen 

of this group, as well as in the higher diversity of cells producing multiple pro-

inflammatory cytokines. However, the administration of pentavalent antimonials in this 

group resulted in an increase in the parasite load found in the spleen. In addition, the 

bone marrow of these animals after treatment showed higher parasites loads than the 

control group. These results could be due to the existence of a cross-resistance 

mechanism between MTX and antimonials, described for the first time in the in vitro 

results of this thesis, which could be related to the worse response to treatment in MTX 
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immunosuppressive patients. Despite the higher frequency of multi-cytokine producing 

cells in this group, the higher expression of Th2-susceptibility type markers observed 

after treatment, as the anti-inflammatory cytokines IL-6 and IL-10 and the increase in 

PD-1 expression by T Lymphocytes and B cells worsened the situation. 

 In conclusion, these analyses show that pharmacological immunosuppression 

with anti-TNF or MTX modulates in a different way the development of L. infantum 

infection, exacerbating VL disease. They also affect the efficacy of VL treatment with 

Glucantime®. These results confirm that special attention is needed in patients under 

immunosuppressive therapy in endemic areas of visceral leishmaniasis.   
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I. Leishmaniasis. 

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria con diversas presentaciones 

clínicas producida por protozoos del género Leishmania y transmitidas por la picadura 

de insectos hembras del género Phlebotomus o Lutzomyia (Gradoni et al. 2017). La 

leishmaniasis es clasificada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) dentro de las 

enfermedades tropicales desatendidas (NTDs). Además, se trata de una de las 

enfermedades con más carga de morbilidad y mortalidad asociada, siendo la segunda 

enfermedad parasitaria con mayor número de años de vida ajustados por discapacidad 

(DALYs) (Hotez et al. 2016). 

I.1. Ciclo biológico de Leishmania. 

 En el ciclo biológico de Leishmania participan un hospedador mamífero, 

principalmente cánidos, roedores y humanos, y un insecto vector (figura 1). Tras la 

picadura del vector infectado se introduce en el hospedador la forma extracelular, móvil 

y flagelada del parásito, denominada promastigote. Una vez dentro del hospedador, 

estos promastigotes son internalizados por las células fagocíticas, en las cuales se 

produce la diferenciación del parásito hacia la forma amastigote, aflagelar e intracelular. 

Los amastigotes se multiplican rápidamente en el interior de la célula, provocando su 

lisis y, con ello, su liberación al medio. Este proceso conduce al ingreso de más parásitos 

en nuevas células fagocíticas, expandiéndose así la infección en el hospedador. El ciclo 

se completa cuando un nuevo flebótomo se alimenta de la sangre de un hospedador 

infectado. Durante esta ingesta se capturan macrófagos infectados con amastigotes 

que, se diferencian de nuevo, en el intestino del vector, en promastigotes, originando 

así la forma infectiva del parásito.  

La mayoría de las especies de Leishmania presentan un ciclo de transmisión 

zoonótico en el que están implicados una serie de reservorios mamíferos como 

roedores, primates o cánidos, entre los que destaca el perro como reservorio doméstico 

en la infección por L. infantum (Ready 2008). Sin embargo, en las infecciones producidas 

por L. donovani o L. tropica pueden darse ciclos de transmisión antroponóticos en los 

que el reservorio lo constituyen los individuos humanos enfermos y asintomáticos, lo 

que incrementa el riesgo de transmisión directa, conduciendo a la aparición de brotes 

epidémicos (Desjeux 2001; Bern et al. 2008). 
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Figura 1. Ciclo biológico de Leishmania. Representación gráfica del ciclo biológico de Leishmania 

entre el hospedador mamífero y el insecto vector. Imagen creada a través de BioRender.com 

 

I.2. Manifestaciones clínicas de la leishmaniasis. 

Se conocen más de 20 especies de Leishmania causantes de las distintas 

manifestaciones clínicas de la enfermedad. Estas manifestaciones clínicas dependen 

tanto de la especie infectante como del estado inmunológico del hospedador (Burza et 

al. 2018) y se pueden dividir en tres tipos: 

o Leishmaniasis cutánea (LC). Es la manifestación clínica menos grave y la más 

común de esta enfermedad parasitaria, aunque puede producir una estigmatización 

generalizada del paciente. Los distintos signos clínicos varían en función de la especie 

de Leishmania causante de la patología, principalmente L. major, L. tropica y L. 

braziliensis, y se producen como consecuencia de una respuesta inflamatoria local 

exacerbada. De forma general, se caracterizan por la aparición de lesiones en el sitio 

de inoculación que evolucionan hacia la formación de pápulas, seguido de un proceso 

de ulceración que termina, en la mayoría de las ocasiones, resolviéndose de forma 

espontánea (Abadias-Granado et al. 2021). Aunque estas lesiones confieren inmunidad 
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frente a reinfecciones, en algunos casos como las infecciones producidas por L. 

aethiopica o L. braziliensis, se pueden producir complicaciones dando lugar a máculas 

cutáneas que se expanden, desembocando en lo que se conoce como leishmaniasis 

cutánea diseminada (LCD) (Okwor and Uzonna 2008).  

o Leishmaniasis mucocutánea (LMC). Aparece tras la cura de la LC producida 

especialmente por L. braziliensis. Entre el 2 y el 5 % de las ocasiones se produce una 

diseminación linfática del parásito desde el sitio de inoculación hasta las mucosas 

bucales y nasales (de Oliveira and Brodskyn 2012). Esta diseminación del parásito 

desemboca frecuentemente en mutilaciones de las mucosas tras la destrucción de la 

piel, lo que produce una drástica estigmatización del paciente (WHO 2010). 

o Leishmaniasis visceral (LV). También denominada como kala-azar, es producida 

por la infección causada por L. infantum y L. donovani, siendo la manifestación clínica 

más grave de esta enfermedad parasitaria, ya que es mortal en ausencia de 

tratamiento (Faleiro et al. 2014). La sintomatología asociada es consecuencia de la 

diseminación de las células fagocíticas infectadas al hígado, bazo y médula ósea, 

ocasionando una alteración en su correcto funcionamiento. Por ello, los signos 

característicos relacionados con esta manifestación clínica son fiebre, pérdida de peso, 

hepatoesplenomegalia, anemia, trombocitopenia, neutropenia, leucopenia e 

hipergammaglobulinemia (van Griensven and Diro 2012). Además, en zonas del Este 

de África o en el Subcontinente Indio pueden aparecer complicaciones tras la cura de 

la LV, originando lo que se conoce como leishmaniasis dérmica post kala-azar (PKDL). 

En estos casos se produce una acumulación excesiva de los parásitos en los macrófagos 

de la epidermis, generando una erupción característica de pápulas o máculas por toda 

la superficie de la piel (Zijlstra 2016). Se conoce que aquellos individuos que desarrollan 

PKDL actúan como reservorios de la enfermedad, facilitando la propagación de la LV 

(Al-Salem et al. 2016).  
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Figura 2. Formas clínicas de la leishmaniasis. (A) Leishmaniasis cutánea con lesión ulcerativa. 

(B) Leishmaniasis mucocutánea con destrucción de la mucosa bucal. (C) Leishmaniasis visceral 

con presencia de hepatoesplenomegalia. (D) Leishmaniasis dérmica post kala-azar con erupción 

papular. Imágenes extraídas de Burza et al. (2018), Chappuis et al. (2007), Sangenis et al. (2014) 

y Zijlstra (2016), respectivamente. 

 

I.3. Epidemiología y distribución de la enfermedad. 

Se estima que anualmente se producen 1.000.000 de casos de LC y hasta 90.000 

casos de LV, aunque existe una importante subdeclaración de los casos de leishmaniasis 

y, por lo tanto, estas cifras no reflejan la realidad de la enfermedad (Burza et al. 2018). 

Es importante resaltar que, a pesar de que el número de casos de LV es discreto, el 95 

% de los mismos presentan consecuencias fatales en ausencia de tratamiento, llegando 

hasta las 30.000 muertes anuales (Makau-Barasa et al. 2022). 

La leishmaniasis es una enfermedad endémica en 98 países, de los cuales 

Afganistán, Iraq, Brasil o Siria reportan la mayor parte de casos de LC; mientras que el 

90 % de los casos de LV ocurren en países como India, Bangladés, Sudán del Sur, Sudán, 

Brasil y Etiopía (WHO. 2017). En los últimos años se han implementado una serie de 

medidas de control, impulsadas por la OMS, entre las que destacan el diagnóstico 

temprano, el control de la transmisión y el acceso a los medicamentos. Estas estrategias 

han conseguido reducir la incidencia de la LV, así como las muertes asociadas en un 30 
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%, especialmente en el este de África y en el sur de Asia, dos de las regiones más 

afectadas por la enfermedad (Alvar et al. 2021; Rijal et al. 2019).  

 

 

Figura 3. Mapa de distribución geográfica de los casos de leishmaniasis. En rojo se señalan los 

países endémicos de leishmaniasis visceral (a) y cutánea (b). Imagen correspondiente a los datos 

de 2018 de la OMS, adaptada de Sasidharan and Saudagar (2021). 

 

I.4. La leishmaniasis en España. 

La mayoría de los casos de leishmaniasis ocurren en países de las zonas tropicales 

y subtropicales del planeta. La Cuenca Mediterránea es tradicionalmente una zona 

endémica de esta enfermedad, aunque presenta una baja prevalencia de la 

leishmaniasis humana. En los últimos años se ha producido una reemergencia de la 

enfermedad en esta zona, con aparición de casos en países que no eran endémicos y 

con incremento de estos casos en países que sí eran endémicos de la enfermedad. Esta 

situación ha sido propiciada por diversos factores entre los que se encuentran los 
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cambios ambientales, que conllevan fundamentalmente una redistribución del vector y 

de los reservorios, así como la extensión del período de transmisión. También destacan 

factores sociales como los viajes a zonas endémicas o los conflictos bélicos. Además, en 

los países del sur de Europa destaca la influencia de factores sanitarios como la 

pandemia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la generalización de 

trasplantes de órgano sólido y el incremento en el uso de tratamientos 

inmunosupresores (Glans et al. 2018; Ready 2010).  

España es el país europeo con más casos reportados de leishmaniasis visceral 

humana (WHO. 2017). En el año 2009 se declaró en nuestro país un brote de 

leishmaniasis en la zona suroeste de la Comunidad de Madrid causado por L. infantum. 

Hasta la fecha ha sido el brote epidémico más grande que se ha producido en Europa, 

con más de 770 casos, de los cuales el 35,9 % fueron de LV y el 64,1 % de LC, 

incrementando la incidencia de la enfermedad en la zona más de 100 veces, de 0,3 a 

43,5 por cada 100.000 habitantes (Arce et al. 2013; Horrillo et al. 2019; Humanes-

Navarro et al. 2021). 

El aumento general de casos en España se ha visto, además, propiciado por el 

incremento de personas inmunodeprimidas, al ser la inmunosupresión un factor 

fundamental de riesgo individual (Carrillo et al. 2013). La extensión de la pandemia 

VIH/SIDA en zonas endémicas de leishmaniasis produjo entre los años 80 y 90 en nuestro 

país el mayor número de enfermos coinfectados VIH-Leishmania de toda Europa, hasta 

la introducción de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) (Alvar et al. 2008). 

En la actualidad, son aquellas personas que presentan una supresión del sistema 

inmunológico por el uso de fármacos inmunosupresores, las que se encuentran ante una 

mayor dificultad a la hora de contener la infección y, por lo tanto, son más propensas a 

desarrollar las formas viscerales de la enfermedad. Esta situación se observó en el brote 

de Fuenlabrada, en la Comunidad de Madrid, donde el factor de riesgo intrínseco más 

importante para desarrollar leishmaniasis visceral fue la inmunosupresión 

farmacológica, con un 15,6 % de los casos frente al 10 % en pacientes VIH (Arce et al. 

2013). 

Esta nueva situación de pacientes con leishmaniasis visceral que presentan una 

inmunosupresión debido a tratamientos inmunosupresores frente a enfermedades 
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autoinmunes genera numerosas preguntas que aún están por resolver. La mayor 

gravedad clínica en estas condiciones de inmunosupresión, así como el mayor riesgo de 

recaídas por falta de respuesta al tratamiento leishmanicida son unas de ellas. Por este 

motivo, el desarrollo de esta tesis doctoral se centra en el estudio de la leishmaniasis 

visceral producida por L. infantum y en el tratamiento de la infección, en condiciones de 

inmunosupresión farmacológica. 

II. Respuesta inmunitaria frente a la infección por Leishmania. 

La respuesta inmunitaria frente a la infección por Leishmania depende de un 

amplio espectro de factores y varía dependiendo de la especie de Leishmania implicada 

y de la situación inmunitaria del hospedador. Dado que este trabajo se centra en el 

desarrollo de la leishmaniasis visceral producida por L. infantum, se detalla a 

continuación la respuesta inmunitaria asociada a esta manifestación clínica. Algunos de 

los mecanismos que se describen ocurren, no obstante, en otras manifestaciones 

clínicas de la leishmaniasis. 

II.1. Respuesta inmunitaria innata. 

 En los primeros momentos de la infección se produce una rápida movilización de 

neutrófilos al sitio de inoculación de los promastigotes, los cuales fagocitan a estos 

parásitos. Los neutrófilos, una vez infectados por Leishmania, presentan una vida media 

corta, por lo que rápidamente evolucionan hacia un estado apoptótico. Una vez 

alcanzado este estado, son internalizados por los macrófagos, realizando una función de 

intermediarios entre Leishmania y sus principales células hospedadoras. Este 

mecanismo supone una vía de entrada silenciosa de los promastigotes en el organismo 

al retrasar la respuesta inmunitaria frente a la infección (Peters et al. 2008; Liu and 

Uzonna 2012). La secreción de la citoquina IL-8 por los neutrófilos conlleva un 

reclutamiento de más neutrófilos al sitio de infección, lo que implica una entrada masiva 

de promastigotes por esta vía (Charmoy et al. 2010). Leishmania, por su parte, ha sido 

capaz de desarrollar varios mecanismos de evasión, evitando temporalmente su 

eliminación, al eludir la acción lítica de estos neutrófilos (Charmoy et al. 2010; Gueirard 

et al. 2008).  

 Los macrófagos actúan como células hospedadoras definitivas del parásito y, 

además, son unas de las células responsables del control de la infección por Leishmania. 
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Una vez activados tanto por interferón-g (IFN-g) como por el factor de necrosis tumoral 

(TNF), producen moléculas tóxicas para el parásito, mediante el incremento de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y la generación de óxido nítrico (NO), a través de la enzima 

óxido nítrico sintetasa (iNOS) (Sisto et al. 2001; Cunningham 2002). Además, son capaces 

de acidificar el medio que, como consecuencia, lleva a una degradación del ADN del 

parásito y, con ello, a la eliminación del mismo.   

Como mecanismo de resistencia, Leishmania es capaz de fomentar su 

persistencia en los macrófagos, al aumentar la expresión de citoquinas como IL-4, IL-13 

e IL-10 así como de la enzima arginasa, que inhibe la producción de óxido nítrico (Liu et 

al. 2012; Muxel et al. 2017). 

Posteriormente, se produce la llegada de las células natural killer (NK) y las 

células dendríticas (DCs) al sitio de infección. Las células NK son principalmente 

responsables de controlar la diseminación del parásito al activar a los macrófagos 

infectados por medio de la secreción endógena de IFN-g y TNF (Manna et al. 2014; 

Stanley and Engwerda 2007). Por otro lado, entre las células presentadoras de 

antígenos, las células dendríticas reconocen a los antígenos como Leishmania a través 

de receptores tipo toll (TLR) y los transportan hacia los órganos linfoides para 

presentárselos a las células T (Shortman and Liu 2002). Durante su migración a los 

órganos linfoides estas células dendríticas experimentan un proceso de maduración que 

consiste en el aumento de la expresión en su superficie del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC), responsable de la presentación antigénica (Feijo et al. 

2016). Además, se ha visto que, en este proceso de maduración las células dendríticas 

se pueden diferenciar hacia un subtipo de células dendríticas inflamatorias, 

denominadas también Tip-DCs. Estas Tip-DCs están implicadas en el control de la 

infección por Leishmania al producir TNF y NO (De Trez et al. 2009; Schmid et al. 2012). 

II.2. Respuesta inmunitaria adaptativa celular. 

En los órganos linfoides se produce la presentación antigénica a los linfocitos T, 

principales células de la respuesta inmunitaria celular que se activarán produciendo 

citoquinas. En función del tipo de citoquina que secreten estos linfocitos T CD4+ y CD8+, 

se producirá una respuesta celular de tipo Th1, de protección, o de tipo Th2, de 

susceptibilidad a la infección por Leishmania (figura 4). 
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La primera señal que producen las células dendríticas es una rápida secreción de 

IL-12, citoquina de especial importancia en el desarrollo de una respuesta inmunitaria 

de tipo Th1. La presencia de esta citoquina va a estimular y a diferenciar a las células T 

naive hacia células T CD4+ o T CD8+ con fenotipo Th1. Tanto los linfocitos T CD4+ como 

los T CD8+ son responsables de la producción de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, 

TNF e IL-2. Por su parte, los linfocitos T CD8+ secretan, además, granzimas y perforinas 

con potencial citolítico, responsables de la eliminación del parásito (Novais and Scott 

2015; Stager and Rafati 2012). 

Estas citoquinas pro-inflamatorias van a activar a los macrófagos infectados para 

generar un incremento de óxido nítrico, capaz de eliminar a los amastigotes (Engwerda 

et al. 2004; Cunningham 2002). Sin embargo, a pesar de su papel protector, un exceso 

descontrolado de estas citoquinas pro-inflamatorias conduce hacia un estado de 

inflamación crónica relacionada con daño tisular y con una disfunción inmunológica 

(Stanley et al. 2007). 

Esta respuesta de tipo Th1 se complementa con la acción de los linfocitos Th17, 

los cuales, a través de la producción de la citoquina IL-17, fomentan la migración y 

activación de los neutrófilos (Alexander and Brombacher 2012). Esta IL-17 ayuda 

también a prevenir el desarrollo de una leishmaniasis visceral, controlando la replicación 

del parásito, al actuar de forma sinérgica con el IFN-g para aumentar la secreción de 

óxido nítrico por los macrófagos infectados (Faleiro et al. 2014; Jawed et al. 2019).  

Si, por el contrario, los linfocitos T producen citoquinas anti-inflamatorias como 

IL-4, IL-6 e IL-10, se genera una respuesta celular de tipo Th2 que permite la persistencia 

del parásito. La citoquina IL-10 es producida por un gran número de células entre las que 

se encuentran linfocitos T CD4+ y CD8+, células NK y los linfocitos T reguladores (Treg). 

Su función principal consiste en desactivar los mecanismos leishmanicidas de los 

macrófagos, provocando una ausencia de respuesta a las señales de activación y, con 

ello, promoviendo el crecimiento de los amastigotes (Rodrigues et al. 2016). Además, 

suprime la función de las células dendríticas como células presentadoras de antígenos 

al inhibir la producción de IL-12 (Nylen and Sacks 2007). Otra de las funciones de la IL-

10 es la de producir la proteína de muerte programada (PD-1) que lleva al agotamiento 
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de los linfocitos T y, con ello, a una disminución de su funcionalidad y, por tanto, a la 

reducción en la secreción de citoquinas pro inflamatorias (Wherry and Kurachi 2015). 

Los linfocitos T reguladores (Treg) representan entre el 5 y el 10 % de las células 

T CD4+ y presentan un papel complementario al de los linfocitos Th2, descritos 

previamente, al ser una fuente importante de IL-10 (Rodrigues et al. 2009; Jawed et al. 

2019). Estos Treg disminuyen, por lo tanto, la respuesta del sistema inmunitario al inhibir 

la frecuencia de las células T efectoras, especialmente durante las primeras etapas de 

infección, conduciendo a una activación de la patología asociada a la LV (Rai et al. 2012). 

 

 

Figura 4. Esquema general de la respuesta inmunitaria desarrollada durante la leishmaniasis 

visceral. En A se detalla la respuesta inmunitaria innata originada tras la picadura del flebótomo. 

Con la picadura del flebótomo infectado se produce la entrada de promastigotes que serán 

rápidamente fagocitados por los neutrófilos (1). Estos neutrófilos son fagocitados por los 

macrófagos (2), en el interior de los cuales se produce una rápida multiplicación de los 

amastigotes de Leishmania. Las células natural killers (NK) tras su llegada al sitio de inoculación, 

secretan de forma temprana IFN-g y TNF para intentar controlar la infección (3). En B se muestra 

el proceso de presentación antigénica llevado a cabo por las células dendríticas en los ganglios 

linfáticos. Si con la presentación del antígeno (4) a los linfocitos T naive (Th0) se produce una 

secreción de la citoquina IL-12, estos linfocitos se diferencian hacia el fenotipo Th1, encargados 

de controlar la infección por medio de la secreción de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, TNF 

e IL-2. Por el contrario, si la activación de los linfocitos T naive conduce a la producción de la 

citoquina IL-10, estos se diferencian hacia el fenotipo Th2 de susceptibilidad a la infección con 

producción de las citoquinas anti-inflamatorias IL-10, IL-4 e IL-6. Dibujo de elaboración propia 

creado con BioRender.com. 
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II.3. Respuesta inmunitaria adaptativa humoral. 

 La producción de anticuerpos por las células B en la infección por Leishmania y, 

especialmente en los casos de leishmaniasis visceral, se relaciona con una progresión de 

la infección y con una respuesta celular de tipo Th2. Esto se debe a que los anticuerpos 

forman inmunocomplejos con los antígenos que pueden unirse al receptor Fc de los 

macrófagos, provocando un aumento en la secreción de IL-10, lo que incrementa la 

patología asociada a la leishmaniasis visceral (Silva-Barrios et al. 2016). Se ha 

determinado que, en estados avanzados de la enfermedad, se produce un aumento en 

la cantidad de anticuerpos IgG que favorecen la persistencia del parásito siendo, por lo 

tanto, la hipergammaglobulinemia uno de los signos de una enfermedad visceral activa 

(Rodrigues et al. 2016). Por este motivo, la presencia de anticuerpos resulta de utilidad 

en el diagnóstico de la leishmaniasis visceral (WHO 2010). 

III. Tratamientos farmacológicos frente a la leishmaniasis.  

El tratamiento de la leishmaniasis visceral humana sigue siendo a día de hoy un 

reto importante ya que, para que sea efectivo, tiene que resolver la infección y además 

reducir el riesgo de recaídas, especialmente en personas con un sistema inmunitario 

debilitado. En la actualidad, este tratamiento está basado en una lista reducida de 

agentes quimioterapéuticos que varían en función de la región geográfica y que 

presentan un coste elevado, una toxicidad alta y, por lo general, una difícil 

administración (Sundar and Singh 2018). Entre los tratamientos empleados se 

encuentran: 

o Antimoniales pentavalentes. Desde su introducción en 1940 como 

estibogluconato de sodio (SSG) o antimoniato de meglumina (MA), han sido el 

tratamiento de primera línea de elección para la LV hasta la aparición de resistencias, 

especialmente en zonas de la India (Sundar et al. 2000; Sundar and Rai 2002). Su 

mecanismo de acción está basado en la inhibición de la replicación del ADN del parásito 

(Sundar et al. 2018). Para ello, la forma pentavalente del antimonio (SbV), considerada 

como un pro-fármaco, tiene que entrar en el interior de los macrófagos infectados y 

reducirse a su forma activa trivalente (SbIII). Una vez activa, inhibe el metabolismo redox 

de los tioles, esencial en tripanosomátidos (Schmidt and Krauth-Siegel 2002), 

aumentando la acumulación de ROS en el parásito y conduciendo a un estado 
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apoptótico de los amastigotes (Wyllie et al. 2004). Leishmania ha desarrollado la 

habilidad de resistir a la acción de estos tratamientos a través de dos mecanismos 

principales. El primero de ellos corresponde a la reducción de los transportadores de 

membrana ABC, encargados del acceso de los antimoniales al interior de los macrófagos 

infectados, disminuyendo, por lo tanto, la entrada del antimonio a la célula (Ouellette 

et al. 2004; Baiocco et al. 2009). El segundo mecanismo de resistencia consiste en la 

amplificación génica del gen que codifica para la proteína mrpa, encargada de secuestrar 

metales como el antimonio en vacuolas, conduciendo a su expulsión de la célula 

(Douanne et al. 2020; Rai et al. 2013). Actualmente, debido al aumento de resistencias, 

el tratamiento de elección frente a la LV es la anfotericina b liposomal. 

o Anfotericina b liposomal. Se trata de un antifúngico que se introdujo en su 

formulación no lipídica en 1980 para el tratamiento de la leishmaniasis visceral en la 

India. Su mecanismo de acción consiste en la interferencia con el ergoesterol, 

componente fundamental para el correcto funcionamiento de la membrana de 

Leishmania (de Souza and Rodrigues 2009). Estas formulaciones no lipídicas de la 

anfotericina B exhiben una eficacia del 92 % en casos de pacientes con fallo terapéutico 

tras la administración de antimoniales (Monge-Maillo and Lopez-Velez 2013). Sin 

embargo, presentan frecuentes reacciones adversas. Para disminuir las reacciones al 

tratamiento se desarrollaron formulaciones liposomales de la anfotericina B, las cuales 

presentan las mismas eficacias (Lopez-Velez et al. 2004). Por ello, es el tratamiento de 

primera línea de elección para la leishmaniasis visceral en la región Mediterránea (WHO 

2010). No obstante, a pesar de la efectividad de la anfotericina B liposomal, su coste 

sigue siendo excesivo en muchas regiones endémicas (Uliana et al. 2018), lo que hace 

que no se administren en zonas de escasos recursos.  

o Paromomicina. Es un antibiótico aminoglucósido de amplio espectro que 

empezó a utilizarse en pacientes con leishmaniasis en 1990 por su actividad sinérgica a 

los antimoniales, aunque con menor eficacia que éstos. Su mecanismo de acción 

consiste en la afectación de la síntesis de proteínas al interaccionar con los ribosomas 

del parásito, y, además, inhibe la actividad mitocondrial (Maarouf et al. 1997). Sin 

embargo, presenta eficacias que varían según las regiones geográficas con porcentajes 

de cura del 30 % en Sudán o del 80 % en Kenia (Monge-Maillo et al. 2013). En lo que 
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respecta a la Cuenca Mediterránea, no hay datos reportados de pacientes de 

leishmaniasis visceral que hayan sido tratados con este fármaco. 

o Miltefosina. Es el único fármaco de administración oral frente a la leishmaniasis, 

por lo que debido a su fácil administración y a las eficacias demostradas ha sido, desde 

2002, recomendado como tratamiento de elección para la LV en India y Bangladesh 

(Sundar et al. 2008). Se trata de un agente antitumoral cuyo mecanismo de acción 

consiste en la inhibición de la biosíntesis de fosfolípidos. En Leishmania, estos 

fosfolípidos están presentes en la superficie del parásito (Lux et al. 2000). Sin embargo, 

estudios recientes están demostrando una disminución de su eficacia con tasas de entre 

el 70 y el 80 % de curación, debido a la aparición de parásitos resistentes, entre otras 

cosas (Sundar et al. 2012). A esta problemática se suman los efectos adversos asociados, 

entre los que se encuentran la toxicidad gastrointestinal y hepática, así como el 

potencial teratogénico, lo que hace que no sea recomendable para mujeres embarazas 

o en edad fértil (Uliana et al. 2018). 

o Tratamientos combinados. Con el objetivo de reducir el tiempo de 

administración, las dosis de los distintos tratamientos leishmanicidas, así como los 

efectos adversos asociados y la aparición de resistencias, en estos últimos años se están 

llevando a cabo combinaciones de dos o más fármacos con actividad sinérgica y distintos 

mecanismos de acción. Dos son las estrategias desarrolladas hasta el momento son:  

- En primer lugar, en el este de África se administra la combinación de 

antimoniales pentavalentes y paromomicina (WHO 2010). Esta combinación de 

tratamientos ha demostrado una reducción del tiempo de tratamiento de 30 a 17 días 

con una cura del 86 % (Atia et al. 2015; Musa et al. 2012). Sin embargo, presenta la 

limitación de no ser aplicable a pacientes con VIH, mujeres embarazadas o personas con 

fallo renal (Uliana et al. 2018) debido a las toxicidades asociadas a ambos fármacos. 

- En segundo lugar, la combinación de anfotericina b con miltefosina, empleada 

fundamentalmente en la India, ha demostrado una curación terapéutica en el 95 % de 

los casos y una reducción en la toxicidad asociada y en el coste de la terapia (WHO 2010). 

En los diferentes ensayos clínicos realizados con esta combinación de fármacos no se 

han registrado efectos adversos asociados y, además, se disminuye el riesgo de 

aparición de parásitos resistentes a la miltefosina (Uliana et al. 2018). Es zonas del Este 
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de África o en Brasil esta combinación no resulta tan eficaz (Chakravarty and Sundar 

2019). 

Los diferentes tratamientos farmacológicos empleados frente a la leishmaniasis 

visceral, descritos en este apartado, presentan una menor eficacia en aquellos pacientes 

con un sistema inmunitario debilitado. Esto es debido a que un factor fundamental para 

el éxito completo de cualquier terapia leishmanicida es el desarrollo de una respuesta 

inmunitaria efectiva frente al parásito capaz de ayudar a su eliminación. 

IV. Inmunosupresión, tratamientos inmunosupresores y leishmaniasis visceral. 

 Tal y como se ha descrito anteriormente, un sistema inmunitario debilitado 

condiciona tanto la gravedad de la enfermedad como la respuesta al tratamiento. Por 

este motivo, la inmunosupresión es uno de los factores de riesgo principales que 

predisponen a sufrir una leishmanisis visceral severa. 

 La inmunosupresión se asocia tradicionalmente a pacientes coinfectados con VIH 

y Leishmania debido a que en ambos patógenos los macrófagos actúan como células 

hospedadoras definitivas. Además, la coinfección VIH-Leishmania produce una 

retroalimentación de los mecanismos patogénicos de ambos (Andreani et al. 2012). Se 

conoce que el VIH incrementa de forma drástica el riesgo de sufrir una leishmaniasis 

visceral severa, con una incidencia 418 veces mayor con respecto a pacientes no VIH 

(Alvar et al. 2008; Pintado et al. 2001). Además, disminuye la respuesta al tratamiento 

en un 30 % (Akuffo et al. 2018; Adriaensen et al. 2017). 

Sin embargo, en los últimos años se está produciendo un aumento de casos de 

LV en pacientes inmunosuprimidos no VIH. Un ejemplo de ello se observó en el brote de 

2009 de Fuenlabrada, en la Comunidad de Madrid. En dicho brote, de entre los casos de 

leishmaniasis visceral producidos en personas inmunodeprimidas, el 50 % ocurrieron en 

pacientes bajo una terapia inmunosupresora (Arce et al. 2013). Entre estos pacientes se 

encuentran aquellos que reciben fármacos inmunosupresores, tanto para evitar un 

rechazo en trasplantados de órgano sólido (TOS) (Carrillo et al. 2015), como para el 

tratamiento de enfermedades como el cáncer o enfermedades autoinmunes, como por 

ejemplo la artritis reumatoide o la enfermedad inflamatoria intestinal. Es precisamente 

en este último grupo de pacientes en el que están apareciendo más casos de 
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leishmanisis visceral, suponiendo un 15,2 % de todos los casos declarados (Antinori et 

al. 2012; van Griensven et al. 2014). Además, el incremento en el número de personas 

que reciben estos tratamientos y el aumento de viajes a zonas endémicas está dando 

lugar a la aparición de brotes de leishmaniasis en zonas no endémicas, como los 

ocurridos recientemente en Noruega (Schwartz et al. 2019) y Suecia (Glans et al. 2018).  

Si comparamos la eficacia del tratamiento de la leishmaniasis visceral en 

pacientes inmunosuprimidos por VIH y en aquellos inmunosuprimidos 

farmacológicamente, estos últimos responden mejor al tratamiento de la leishmaniasis 

y experimentan menos recaídas que los pacientes con VIH. Sin embargo, las tasas de 

curación que presentan son un 10 % más bajas que las de la población 

inmunocompetente, ya que el tratamiento de la leishmaniasis visceral se complica al 

solapar e interaccionar con la terapia inmunosupresora implementada (van Griensven 

et al. 2014; Antinori et al. 2008). Este hecho agrava la situación de los pacientes y 

conduce a la necesidad de retirada del fármaco inmunosupresor durante el tratamiento 

de la leishmaniasis visceral. Tras el tratamiento frente a la leishmaniasis visceral, con la 

reintroducción del fármaco inmunosupresor incrementa el riesgo de recaídas 

tempranas en aquellos pacientes en los que no se haya logrado la cura parasitológica 

(Botana et al. 2021).  

Actualmente, no se dispone de guías clínicas para el manejo de estos pacientes 

inmunosuprimidos farmacológicamente ni se conocen los mecanismos celulares que 

subyacen en la mayor susceptibilidad de estos pacientes a la leishmaniasis. Por este 

motivo, esta tesis doctoral está centrada en el estudio de la inmunosupresión debida a 

tratamientos farmacológicos. La mayor parte de los casos de leishmaniasis visceral en 

pacientes con enfermedades autoinmunes ocurren en aquellos pacientes que reciben 

inmunosupresión farmacológica con antagonistas del TNF (anti-TNF) o metotrexato 

(MTX) (Kurizky et al. 2020). Por este motivo, se describen a continuación los aspectos 

más relevantes de estos dos tratamientos inmunosupresores. 

IV.1. Inmunosupresión con antagonistas del TNF. 

 Tal y como se ha descrito en la sección anterior (apartado II), el TNF es una 

citoquina crucial para el control de enfermedades causadas por patógenos 

intracelulares como Leishmania al presentar un papel central en la activación, 
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diferenciación y reclutamiento de células inflamatorias como los macrófagos. Sin 

embargo, un exceso descontrolado de esta citoquina genera una inflamación crónica 

característica de enfermedades autoinmunes e infecciosas. 

 Desde 1998 se han desarrollado una serie de tratamientos antagonistas del TNF 

cuya función consiste en la inhibición de esta citoquina, con el objetivo de disminuir su 

actividad inflamatoria, constituyendo así una terapia de especial importancia para el 

tratamiento de algunas enfermedades autoinmunes (Keyser 2011). Estos antagonistas 

del TNF presentan dos mecanismos de acción diferenciados, aunque en todos ellos la 

molécula diana es el TNF. Por un lado, destacan los anticuerpos monoclonales Infliximab 

y Adalimumab, responsables de la neutralización del TNF soluble, que, además, regulan 

negativamente otras citoquinas pro-inflamatorias y conducen a la apoptosis de las 

células que expresan el TNF en su superficie (Mpofu et al. 2005; Azevedo et al. 2012). 

Por otro lado, los tratamientos que se unen al receptor del TNF soluble, como el 

Etanercept, actúan como competidores inhibitorios de este TNF. Estos antagonistas 

reducen también el reclutamiento de neutrófilos al sitio de inflamación, por lo que 

disminuye la activación de los macrófagos (Zanger et al. 2012; Yang et al. 2018). 

El uso de estos tratamientos inmunosupresores ha mejorado en gran medida el 

curso de algunas enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, la 

enfermedad de Crohn o la psoriasis y, con ello, las condiciones de vida de las personas 

que las padecen. Sin embargo, al reducir la capacidad del sistema inmunitario mediante 

la disminución de la activación y proliferación de los linfocitos T (Saporito et al. 2013), 

incrementan en estos pacientes el riesgo de sufrir enfermedades oportunistas como la 

leishmaniasis (Bosch-Nicolau et al. 2019; Neumayr et al. 2013). Aunque ambos 

antagonistas del TNF aumentan el riesgo de sufrir leishmaniasis visceral, este es ocho 

veces mayor al emplear aquellos antagonistas monoclonales como el Infliximab que los 

que se unen al receptor como el Etanercept, especialmente durante las primeras dosis 

de tratamiento (Neumayr et al. 2013; Garcia-Vidal et al. 2009). No existen datos 

concretos sobre los mecanismos celulares específicos que subyacen en este efecto de 

los tratamientos antagonistas del TNF sobre la infección por Leishmania. Por este 

motivo, un compuesto antagonista del TNF soluble va a ser empleado en el desarrollo 
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de esta tesis doctoral, para evaluar el efecto de la inmunosupresión con este fármaco 

en la leishmaniasis visceral y su tratamiento. 

IV.2. Inmunosupresión con metotrexato. 

Desarrollado para el tratamiento de algunos tipos de cáncer, desde 1990 el 

metotrexato es uno de los inmunosupresores más empleados para el tratamiento de 

enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (Gaies and Jebabli 2012). Al ser 

un antagonista del ácido fólico, bloquea la síntesis de purinas y pirimidinas y, por lo 

tanto, su principal mecanismo de acción consiste en la inhibición de la síntesis del ADN 

celular. Para poder ser activos, estos folatos tienen que reducirse por medio de la 

enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) a timidilatos, constituyentes importantes del 

ADN (Barnhart et al. 2001). De tal forma que, para bloquear esta ruta, el metotrexato 

actúa como un competidor inhibitorio de la enzima DHFR, por lo que se reducen los 

niveles intracelulares de folatos necesarios para la síntesis de ADN, disminuyendo así la 

replicación celular y conduciendo a la apoptosis de las células (Tian and Cronstein 2007; 

Thomas et al. 2015). 

Se ha visto que los pacientes inmunosuprimidos con metotrexato presentan 

entre un 15 y un 17 % más de probabilidades de sufrir enfermedades oportunistas como 

la leishmaniasis que la población inmunocompetente (Marie et al. 2011; van der Veen 

et al. 1994). Esto se debe, en parte, a que el metotrexato presenta como efecto adverso 

la supresión de la médula ósea (Fotoohi and Albertioni 2008), lo que conlleva una 

disminución en la producción de los linfocitos T y una inhibición de la quimiotaxis de 

neutrófilos (Loarce-Martos et al. 2019). Esta situación origina una disminución en la 

activación de los macrófagos, disminuyendo la respuesta inmunitaria celular frente al 

parásito. 

No obstante, estudios previos han descrito un efecto leishmanicida del 

metotrexato (Mahmoudvand et al. 2017). Leishmania no solo necesita la presencia de 

folatos para su correcto crecimiento sino también de pteridinas, las cuales son reducidas 

por la enzima pteridin reductasa (PTR1). El metotrexato es capaz de inhibir el 

funcionamiento tanto de la enzima DHFR como de PTR1 que actúan como diana primaria 

y secundaria de dicho fármaco, respectivamente (Gazanion et al. 2016), aumentando así 

la sensibilidad del parásito al mismo. Sin embargo, Leishmania ha desarrollado un 
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mecanismo de resistencia frente a la acción leishmanicida del metotrexato que consiste 

en la amplificación cromosómica de ambas enzimas (Ubeda et al. 2008).  

Existen pocos datos que permitan entender la mayor gravedad clínica que 

presentan estos pacientes inmunosuprimidos, a pesar del efecto leishmanicida del MTX. 

Por este motivo, este fármaco va a ser empleado en esta tesis doctoral para el estudio 

de la leishmaniasis visceral y su tratamiento en condiciones de inmunosupresión 

farmacológica. 

V. Modelos animales para el estudio de la leishmaniasis visceral en condiciones 

de inmunosupresión farmacológica 

El uso de modelos animales de experimentación ha permitido estudiar los 

aspectos inmunológicos implicados en la patología de la leishmaniasis y, además, 

resultan útiles para la evaluación de la efectividad de los fármacos leishmanicidas 

(Uliana et al. 2018). 

Tanto el hámster como el ratón han sido ampliamente utilizados como modelos 

de leishmaniasis visceral. El primero de ellos es empleado para estudios de evaluación 

de la patogenia de esta enfermedad, al ser más susceptible a la misma (Nieto et al. 

2011). Por su parte, el modelo de ratón es el modelo experimental empleado para el 

estudio de la respuesta inmunitaria (Loeuillet et al. 2016). Este aspecto hace que el ratón 

haya sido el modelo experimental empleado para la realización de esta tesis doctoral. 

La infección en el modelo ratón con especies viscerotrópicas de Leishmania 

establece una clara asociación entre resistencia con respuesta Th1 y susceptibilidad a la 

infección con respuesta Th2. Por un lado, las cepas de ratón resistentes, como C57BL/6, 

permiten estudiar el desarrollo de la leishmaniasis visceral en su fase aguda. Estos 

ratones son capaces de curar de forma espontánea en las primeras semanas de infección 

al redirigir la respuesta inmunitaria hacia el fenotipo Th1 con producción de IFN-g 

(Loeuillet et al. 2016). Por otro lado, las cepas susceptibles a la enfermedad, como 

BALB/c, no curan de forma espontánea y progresan hacia un estado crónico de la 

leishmaniasis visceral (Sacks and Melby 2015). 

En la infección en el ratón se produce una respuesta inmunitaria órgano 

específica, en la que el hígado, bazo y médula ósea resultan principalmente afectados, 
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presentando un patrón de comportamiento claramente diferenciado entre ellos. En 

primer lugar, en el hígado se genera una rápida multiplicación de los amastigotes en las 

células de Kupffer, llegando al pico máximo de parasitemia entre la semana 2 y 4 post 

infección, constituyendo la fase aguda de la infección (Faleiro et al. 2014). Entre 6 y 8 

semanas más tarde del inicio de la infección se produce una resistencia hepática a la 

misma en la que las citoquinas pro-inflamatorias están altamente implicadas (Manna et 

al. 2014). Estas citoquinas atraen al hígado a monocitos y neutrófilos responsables de la 

formación de agregados conocidos como granulomas, capaces de contener la 

propagación del parásito (Beattie et al. 2010). Es en estas mismas semanas en las que 

se establece la fase crónica de la enfermedad con persistencia del parásito en bazo y 

médula ósea debido a que la respuesta inmunitaria en estos órganos es insuficiente para 

controlar la infección. Esto es debido a que la inflamación generada por las citoquinas 

pro-inflamatorias, especialmente por el TNF, conlleva una desregulación en la estructura 

del bazo con aumento de la hematopoyesis y mielopoyesis. Esto desembocan en una 

esplenomegalia marcada, signo característico de la leishmaniasis visceral (Stanley et al. 

2007; Rodrigues et al. 2016). 

La hipergammaglobulinemia es otro signo clínico de la enfermedad. Por lo tanto, 

el análisis de las distintas subclases de anticuerpos IgG facilita la relación con los 

distintos perfiles de enfermedad (Perez-Cabezas et al. 2019). De tal forma que, la 

presencia del isotipo IgG1 aumenta durante la infección y se relaciona con la producción 

de IL-10 por los macrófagos, así como con la inhibición de IL-12, lo que lleva a una mayor 

persistencia de los amastigotes y al incremento de las respuestas celulares de tipo Th2. 

La protección frente al parásito está relacionada con la presencia de anticuerpos de tipo 

IgG2a en cepas de ratones BALB/c o IgG2c en ratones C57BL/6 (Martin et al. 1998; 

Rostamian et al. 2017).  
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Figura 5. Esquema general de la respuesta inmunitaria órgano específica desarrollada durante 

la leishmaniasis visceral en el modelo ratón. En el hígado, la fase aguda de la infección por L. 

infantum es controlada por una mayor presencia de linfocitos de tipo Th1 productores de las 

citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, TNF e IL-2. La secreción de estas citoquinas conduce a la 

activación de los mecanismos leishmanicidas de los macrófagos, con generación de óxido nítrico 

(NO) y especies reactivas de oxígeno (ROS) capaces de eliminar a los amastigotes (1). Esta 

respuesta Th1 es responsable de la formación de granulomas hepáticos importantes en la 

resistencia a la infección. Además, los linfocitos Th17 son productores de IL-17 (2), citoquina que 

presenta funciones sinérgicas al IFN-g. Mientras tanto, en el bazo se produce una desregulación 

con predominio de los linfocitos Th2. Estos linfocitos secretan citoquinas anti-inflamatorias, 

facilitando la persistencia del parásito al inhibir la respuesta de tipo Th1 (3). Las células T 

reguladoras también participan en esta respuesta Th2 (4). El aumento en la producción de 

anticuerpos por las células B (5) junto con la presencia de la citoquina IL-10 conducen a la 

diseminación del parásito por el organismo. Dibujo de elaboración propia creado con 

BioRender.com. 

 

La caracterización de las poblaciones celulares implicadas en la respuesta 

inmunitaria es importante ya que ayuda a determinar el tipo de respuesta celular que 

se va a originar frente a la infección por Leishmania. El uso del ratón como modelo 

experimental permite identificar dichas poblaciones celulares en el bazo de los 

animales: 
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- Las poblaciones de linfocitos T CD4+ y T CD8+ capaces de producir múltiples 

citoquinas pro-inflamatorias simultáneamente (IFN-g, TNF e IL-2) son indicativas de una 

respuesta efectora más eficaz en estos animales y, además, presentan una mayor 

capacidad de protección frente a la infección por Leishmania (Darrah et al. 2007). 

- En el modelo ratón las células dendríticas se dividen en dos grandes grupos en 

función de los marcadores celulares que presenten: las células dendríticas 

convencionales (cDCs), caracterizadas por una elevada expresión de MHCII y CD11c y, 

las células dendríticas plasmacitoides (pDCs), con menor expresión de MHCII. Ambos 

subtipos celulares comparten capacidad de presentación antigénica pero se diferencian 

en diversos aspectos de señalización celular (Shortman et al. 2002). En primer lugar, las 

cDCs son las responsables de la activación de los linfocitos T y se dividen, a su vez, en 

cDCs CD8-, estimuladoras de la proliferación de linfocitos T CD4+, y cCDs CD8+, 

productoras de IFN-g e IL-12 (Moser and Murphy 2000). Por su parte, las pDCs se 

caracterizan por la producción de interferones de tipo I (IFN-α e IFN-β) (Feijo et al. 2016).  

El uso del modelo ratón permite, además, establecer conclusiones del efecto de 

los tratamientos leishmanicidas (Murray 2001).  

Como ya se ha mencionado anteriormente, la ausencia de guías específicas para 

el manejo clínico de los pacientes inmunosuprimidos farmacológicamente, que 

desarrollen una leishmaniasis visceral, genera una problemática real en la práctica 

clínica. Esta situación radica en la menor eficacia que presentan los tratamientos 

leishmanicidas en estos pacientes y en el mayor riesgo de recaídas que sufren al 

reintroducir el tratamiento inmunosupresor. Por todo ello, existe una necesidad real de 

determinar el efecto que estos tratamientos inmunosupresores tienen en el desarrollo 

de una leishmaniasis visceral, determinando el grado de afectación de la respuesta 

inmunitaria tras el uso de estas terapias inmunosupresoras. Además, es importante 

establecer la respuesta asociada a los tratamientos leishmanicidas, entre los que 

destacan los antimoniales pentavalentes como tratamiento tradicionalmente utilizado 

frente a esta enfermedad, en condiciones de inmunosupresión farmacológica. En este 

contexto, se han planteado una serie de objetivos a desarrollar durante esta tesis 

doctoral, que se describen a continuación.
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 El objetivo principal de esta tesis doctoral fue estudiar el efecto que los 

tratamientos inmunosupresores usados en la práctica clínica, como los antagonistas del 

TNF (anti-TNF) o el fármaco metotrexato (MTX), tienen en el desarrollo de la 

leishmaniasis visceral causada por L. infantum. Asimismo, se estudió cómo estos 

tratamientos inmunosupresores influyen en la cura de la enfermedad cuando se 

administran antimoniales pentavalentes como tratamiento antiparasitario. 

 Para ello se definieron los siguientes objetivos específicos: 

1. Determinar la susceptibilidad in vitro de promastigote y amastigote de L. 

infantum a los inmunosupresores anti-TNF y MTX, evaluar el efecto 

leishmanicida asociado a la actividad de estos inmunosupresores y estudiar su 

capacidad para generar resistencias a los tratamientos antimoniales. 

 

2. Evaluar en el modelo ratón de leishmaniasis aguda cómo la inmunosupresión 

farmacológica por estos compuestos afecta a la multiplicación y diseminación de 

L. infantum y a la respuesta inmunitaria específica frente al parásito, con el fin 

de identificar los mecanismos celulares que subyacen en la mayor 

susceptibilidad al desarrollo de la leishmaniasis visceral en los hospedadores 

inmunosuprimidos. 

 

3. Estudiar en el modelo ratón de leishmaniasis crónica cómo dicha 

inmunosupresión farmacológica modifica la respuesta al tratamiento de la 

leishmaniasis visceral con antimoniato de meglumina, determinando los 

componentes de la respuesta inmunitaria implicados en la menor eficacia de la 

terapia leishmanicida y el aumento del riesgo de recaídas. 

 

 

 

 

  



 

- 37 - 
 

 

 

 

 

 MATERIALES Y MÉTODOS 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

- 38 - 
 

En este apartado se detallan los materiales y procedimientos que se emplearon 

para la realización de los distintos experimentos desarrollados a lo largo de esta tesis 

doctoral.  

I. Materiales biológicos. 

 En la ejecución de los experimentos realizados en este trabajo fueron empleados 

los materiales biológicos que se detallan a continuación. 

I.1. Parásitos. 

 Para el desarrollo de los distintos procedimientos experimentales se emplearon 

las siguientes cepas: 

o L. infantum cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263, empleada para la realización de los 

ensayos in vitro. Esta cepa fue cultivada en medio M199 (Gibco, EE. UU.) suplementado 

con 10 % de suero bovino fetal (FBS; Wisent, Canadá), 5 µg/ml de hemina (Millipore, EE. 

UU.) y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina (Lonza, Suiza) a una temperatura de 26 °C 

en frascos de cultivo celular Falcon® (Corning, EE. UU.) de 25 cm2. Los ensayos in vitro 

que requirieron la forma promastigote del parásito se realizaron con la fase estacionaria 

de crecimiento de los mismos, la cual se alcanzó tras cinco días de cultivo. 

o L. infantum JPC cepa MCAN/ES/98/LLM-724, procedente de la colección de cepas 

del Centro Nacional de Microbiología del Instituto de Salud Carlos III. El cultivo de estos 

promastigotes se realizó empleando el medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park 

Memorial Institute; Lonza, Suiza) con L-glutamina, suplementado con un 10 % de suero 

bovino fetal (Sigma, EE. UU.), 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina 

(Lonza, Suiza) y 10 µg/ml de hemina (Sigma, EE. UU.). Se utilizaron promastigotes en 

fase estacionaria de esta cepa para proceder a la infección de los animales de 

experimentación. Tras alcanzar la fase estacionaria, los parásitos fueron centrifugados a 

1.360 g durante 5 min y lavados dos veces con tampón fosfato-salino (PBS; Gibco, EE. 

UU.). 

I.2. Cultivos celulares. 

La obtención de los macrófagos empleados en esta tesis doctoral se llevó a cabo 

a partir del aislamiento de la médula ósea procedente de los fémures y las tibias de 

ratones BALB/c de entre 8 y 16 semanas de edad. Para ello, se perfundió PBS a través 
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de la cavidad medular por medio de una aguja de 25 G. Para conseguir la diferenciación 

a macrófagos (BMDMs), las células de la suspensión resultante se cultivaron en medio 

DMEM (medio Eagle Modificado de Dulbecco; Wisent, Canadá) suplementado con 10 % 

FBS, 100 U/ml penicilina/estreptomicina y 20 % de L-CCM (medio condicionado de 

células L-929) en estufa a temperatura de 37 °C con una atmósfera con 5 % de CO2. El 

medio L-CCM se empleó como factor estimulador del crecimiento de los macrófagos y 

fue añadido nuevamente al cultivo celular 4 días más tarde. Finalmente, tras 6 días de 

cultivo, los BMDMs resultantes se recogieron levantando suavemente la monocapa 

adherente formada con PBS-citrato 15 mM. 

I.3. Animales de experimentación. 

Para la realización de los ensayos in vivo se utilizaron ratones hembra de las 

cepas C57BL/6 y BALB/c de entre 6 y 8 semanas de edad. Los animales fueron 

suministrados por Charles Rivers (Estados Unidos) y por Janvier Labs (Francia), 

respectivamente, y mantenidos en las instalaciones del animalario del Centro Nacional 

de Microbiología del Instituto de Salud Carlos III. En cada ensayo los animales se 

dividieron en tres grupos con una n = 6 en cada grupo. 

I.4. Ética y Bienestar animal. 

Los procedimientos que se describen a continuación sobre infección, 

tratamiento, toma de muestras y eutanasia fueron aprobados por el Comité de Ética y 

Bienestar Animal del Instituto de Salud Carlos III (CBA 04_2018) y por la Comunidad de 

Madrid (PROEX 072/18). 

II. Métodos experimentales. 

En primer lugar, se describen los procedimientos necesarios para la ejecución de 

los análisis in vitro en los que se determinó la susceptibilidad de L. infantum a los 

fármacos inmunosupresores anti-TNF o MTX.  

 En segundo lugar, se especifica la metodología aplicada para determinar la 

influencia de dichos tratamientos inmunosupresores en el desarrollo de la leishmaniasis 

visceral, y en el tratamiento con antimoniales pentavalentes en el modelo ratón. 
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II.1. Ensayos de susceptibilidad farmacológica de promastigotes de L. infantum a anti-

TNF, MTX o SbIII. 

Estos análisis se realizaron para determinar la actividad leishmanicida que los 

tratamientos inmunosupresores anti-TNF y MTX, así como la forma trivalente del 

antimonio (SbIII), presentan sobre promastigotes de L. infantum. Para ello, 1 x 106 

parásitos/ml se cultivaron en paralelo en placas de 24 pocillos, en un volumen de 1,5 ml 

por pocillo, durante 72 h a una temperatura de 26 °C. Se añadieron concentraciones 

crecientes de anti-TNF (1 ng/ml a 10 µg/ml; Clon TN3-19.12; Invitrogen, EE. UU.), MTX 

(10 nM a 100 µM; Merk, Alemania) o SbIII (20 µM a 200 µM; Merk, Alemania). Para este 

ensayo, se estableció el rango óptimo de concentraciones a utilizar mediante la 

realización de diluciones seriadas 1/10 para el anti-TNF y MTX y 1/2 para el caso del SbIII, 

a partir de la primera concentración indicada. Cada una de las condiciones se realizó por 

triplicado y, además, se añadió un control positivo consistente en promastigotes 

cultivados en medio M199 suplementado sin tratamiento farmacológico, así como un 

control negativo correspondiente al medio M199 suplementado en ausencia de 

parásitos. Finalmente, terminada la incubación, se midió la absorbancia de cada uno de 

los pocillos a 600 nm, empleando para ello el modo espectrofotómetro del lector de 

placas multimodal Cytation 5 (BioTek, EE. UU.).  

 La susceptibilidad de los promastigotes de L. infantum a cada uno de los 

tratamientos estudiados se determinó a través del cálculo del valor de EC50 o 

concentración efectiva máxima a la cual un fármaco es capaz de producir un 50 % de su 

efecto. Para ello se realizaron curvas de dosis-respuesta a través de una regresión no 

lineal mediante el software GraphPad Prism v9 (EE. UU.).  

II.2. Determinación de la viabilidad celular a anti-TNF, MTX o SbV en macrófagos 

derivados de médula ósea. 

 El estudio de la viabilidad celular se efectuó para establecer el rango de 

concentraciones óptimas de los tratamientos anti-TNF, MTX y antimonio pentavalente 

(Sbv) a emplear en el análisis de la susceptibilidad farmacológica de estos compuestos 

en la forma amastigote de L. infantum. Este ensayo de viabilidad celular se realizó 

mediante una prueba colorimétrica con el reactivo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolium bromuro; Merk, Alemania) empleado para la medición de la actividad 
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metabólica de las células, tal y como describen Riss y colaboradores (Riss et al. 2004). 

De forma resumida, el reactivo MTT es reducido a cristales de formazán por las células 

viables. La cantidad de estos cristales, medida en unidades de absorbancia, es, por lo 

tanto, directamente proporcional al número de células viables presentes en el cultivo. 

 Para ello, 100 µl de una concentración de 2,5 x 106 BMDMs/ml fueron cultivados 

en placas de 96 pocillos durante 5 días a una temperatura de 37 °C con 5 % de CO2. 

Además, se añadieron 100 µl de un rango de concentraciones crecientes de anti-TNF (1 

ng/ml a 30 µg/ml), MTX (10 nM a 100 µM) o SbV (25 a 300 µg/ml) obtenidas mediante 

la realización de diluciones seriadas. Cada condición se realizó por triplicado junto con 

pocillos que contenían solamente BMDM (control positivo de viabilidad) o medio DMEM 

(control negativo). Una vez finalizada la incubación, se añadieron 10 µl del reactivo MTT 

a una concentración de 10 mg/ml y se procedió a una incubación de 4 h a una 

temperatura de 37 °C con 5 % de CO2. A continuación, para disolver los cristales de 

formazán, las células se resuspendieron con 100 µl de tampón de lisis (50 % etanol 

absoluto, 10 % SDS en PBS) y se volvieron a incubar durante 30 min. Finalmente, 150 µl 

de la suspensión celular fueron transferidos a una nueva placa de 96 pocillos para 

proceder a la lectura de la absorbancia a 600 nm en el lector Cytation 5. Los resultados 

de viabilidad celular se calcularon como un porcentaje relativo a la absorbancia 

detectada en el pocillo control con células sin tratamiento farmacológico (100 %) (Anexo 

I). Se establecieron como citotóxicas aquellas concentraciones que redujesen el número 

de macrófagos viables en más de un 65 %. 

II.3. Análisis del efecto de los compuestos anti-TNF, MTX y Sbv en amastigotes de L. 

infantum.  

 Para la caracterización de la acción leishmanicida tanto de los inmunosupresores 

anti-TNF y MTX como de la forma pentavalente del antimonio (Sbv) en amastigotes de 

L. infantum, se sembraron 100 µl de una concentración de 2,5 x 106 BMDMs en medio 

DMEM suplementado, en placas de 12 pocillos (IBIDI, Alemania). Estas células fueron 

cultivadas durante 3 h a una temperatura de 37 °C con 5 % de CO2, en una relación de 

1:10 promastigotes de L. infantum. A continuación, se realizaron tres lavados con 200 µl 

de medio Hepes-NaCl (21 mM Hepes, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM Na2HPO4·7H2O, 

6 mM glucosa, pH 7,4) para la eliminación de los promastigotes que no se hubieran 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

- 42 - 
 

internalizado en los macrófagos, y las células infectadas se incubaron durante 24 h más 

con medio DMEM suplementado. Posteriormente, este medio fue reemplazado por 

concentraciones crecientes de anti-TNF (1 a 10 µg/ml), MTX (100 a 500 nM) o Sbv (15 a 

100 µg/ml) en 200 µl de medio DMEM suplementado e incubados durante 5 días a una 

temperatura de 37 °C con 5 % de CO2. Por último, al terminar la incubación, el medio 

fue retirado y se realizó una tinción celular eosinófila-basófila empleando el kit 

comercial Diff-QuikTM (RAL Diagnostic, Francia). Este proceso de tinción celular se llevó 

a cabo en tres pasos, según las indicaciones del fabricante: en primer lugar, las células 

se fijaron con metanol; a continuación, se tiñeron con la solución eosinófila seguido, 

finalmente, por una tinción basófila. 

Para conocer la susceptibilidad farmacológica en amastigotes debe calcularse en 

primer lugar el índice parasitario para cada concentración, cuantificando el número 

medio de amastigotes en los macrófagos infectados y multiplicando este dato por el 

número de macrófagos infectados (en un total de 100 macrófagos examinados). Con 

estos índices, se calculó, mediante curvas de dosis-respuesta para cada tratamiento, el 

valor de IC50 o concentración inhibitoria máxima con la cual un fármaco es capaz de 

impedir el 50 % de un proceso biológico. 

II.4. Medida de la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) tras el cultivo 

con MTX o SbIII. 

Con el objetivo de determinar si los tratamientos farmacológicos MTX y SbIII 

interferían en el daño oxidativo en promastigotes de L. infantum, se utilizó el valor de 

EC90 o concentración máxima a la cual un fármaco es capaz de producir el 90 % de su 

efecto.  

 La acumulación intracelular de ROS se determinó empleando el reactivo DCF-DA 

(diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína; Invitrogen, EE. UU.). Este reactivo es 

capaz de penetrar en el interior del parásito por difusión y una vez dentro, es oxidado 

por los ROS generados como consecuencia del daño oxidativo del parásito. Esta 

oxidación lleva asociada una emisión de fluorescencia que es directamente proporcional 

a la cantidad de ROS presentes en el interior del parásito. 
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Con este fin, 5 x 106 promastigotes de L. infantum fueron cultivados en frascos 

de cultivo celular de 25 cm2 durante 72 h a una temperatura de 26 °C, en 5 ml de medio 

M199 suplementado con presencia o ausencia de la concentración del EC90 de MTX o 

del SbIII. Tras la incubación, los parásitos se lavaron dos veces con 500 µl de Hepes-NaCl 

por medio de centrifugaciones a 1.300 g durante 5 min. Tras estos lavados los parásitos 

fueron resuspendidos en 500 µl de Hepes-NaCl con 25 µg/ml de DCF-DA e incubados 

durante 30 min en oscuridad, a temperatura ambiente. A continuación, los parásitos se 

volvieron a lavar dos veces con Hepes-NaCl y, seguidamente, se resuspendieron en 500 

µl de Hepes-NaCl. Finalmente, se traspasaron 200 µl de cada condición a una placa de 

96 pocillos de fondo negro (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) y se procedió a la lectura 

de fluorescencia (485 nm de excitación y 535 nm de emisión) en el modo 

espectrofotómetro del lector de placas multimodal Cytation5. Las unidades relativas de 

fluorescencia (URF) obtenidas se relacionaron con el número total de parásitos viables 

presentes en el cultivo. 

II.5. Análisis de la susceptibilidad farmacológica cruzada entre metotrexato y 

antimonio en promastigotes de L. infantum. 

 Con el fin de determinar la interacción entre la inmunosupresión producida por 

el inmunosupresor MTX y la acción del tratamiento con antimoniales, se realizaron 

ensayos de susceptibilidad combinada entre ambos fármacos en promastigotes de L. 

infantum, tal y como se muestra en la figura 6.  

 

Figura 6. Esquema del ensayo susceptibilidad cruzada entre MTX y SbIII. Después de 5 días de 

preexposición de promastigotes de L. infantum con MTX o SbIII, los parásitos se sometieron a 

una prueba de susceptibilidad (EC50) al SbIII y MTX, respectivamente. Dibujo de elaboración 

propia creado con BioRender.com. 
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Por un lado, 5 x 106 promastigotes de L. infantum se cultivaron en frascos de 

cultivo celular de 25 cm2 durante 5 días a una temperatura de 26 °C, con la 

concentración correspondiente al EC50 o EC90 del MTX en 5 ml de medio M199 

suplementado. Tras esta preexposición de los promastigotes al fármaco MTX, los 

parásitos fueron sometidos a una prueba de susceptibilidad al SbIII. Para ello, se 

traspasaron 1,5 x 106 parásitos a una placa de cultivo de 24 pocillos (1 x 106 parásitos/ml) 

con medio M199 suplementado y, posteriormente, se incubaron durante 72 h a una 

temperatura de 26 °C, en presencia de concentraciones crecientes de SbIII. Finalmente, 

se determinó, tal y como se ha descrito previamente, el valor de EC50 al SbIII de estos 

promastigotes pre-expuestos al MTX. 

 Por otro lado, y de igual modo que lo descrito para el MTX, 5 x 106 promastigotes 

de L. infantum fueron preexpuestos a la concentración del EC50 o EC90 del SbIII en medio 

M199 suplementado durante 5 días a una temperatura de 26 °C. Terminada esta 

incubación, 1,5 x 106 parásitos se traspasaron a una placa de 24 pocillos (1 x 106 

parásitos/ml) para realizar una prueba de susceptibilidad al fármaco MTX. Tras la 

incubación de 72 h a una temperatura de 26 °C se calculó el índice EC50 del MTX en estos 

parásitos pre-expuestos al SbIII. 

 En ambos casos, los resultados de EC50 se compararon con los EC50 de 

promastigotes de L. infantum sin exposición previa a ninguno de los fármacos. 

II.6. Inmunosupresión de los animales de experimentación. 

Los tratamientos inmunosupresores fueron administrados a los animales por vía 

intraperitoneal (i.p.), en un volumen de 0,1 ml, de forma continuada durante la duración 

de todo el experimento. Las distintas dosis de los tratamientos inmunosupresores 

empleadas en este trabajo corresponden a las dosis empleadas en la práctica clínica, 

adaptadas al peso de los animales. Estas dosis ya han sido previamente utilizadas con 

éxito en ensayos experimentales en el modelo ratón para el estudio de otras infecciones 

intracelulares o patologías (Bigbee et al. 2007; Iqbal et al. 2001). 

Los animales se dividieron en tres grupos en función del tratamiento 

inmunosupresor que les fue administrado: 
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o Anticuerpo monoclonal antagonista del TNF (anti-TNF, clon TN3-19.12; Leinco 

Technologies, EE. UU.). Los ratones recibieron este tratamiento dos veces por semana a 

la dosis de 20 mg/kg. 

o Metotrexato (MTX; Merk, Alemania). Administrado tres veces por semana a la 

dosis de 3,5 mg/kg. 

o Se estableció un grupo control al que se le administró tampón fosfato salino (PBS; 

Gibco, EE. UU.) tres veces por semana. 

II.7. Infección de los animales inmunosuprimidos. 

Los ratones fueron infectados por vía intravenosa (i.v.), a través de la vena lateral 

de la cola, con 1 x 107 promastigotes en un volumen de 200 µl de PBS. En los ensayos 

realizados, la infección de los animales (día cero; D0) se llevó a cabo una semana después 

de haber iniciado las pautas de inmunosupresión (S -1). Esta infección se mantuvo a lo 

largo de cuatro semanas (S4) en el caso del estudio realizado durante la fase aguda de 

la infección o durante nueve semanas (S9) en los experimentos que incluyen el 

tratamiento antiparasitario, tal y como se detalla en la figura 7. 

Al finalizar los experimentos, se realizó la eutanasia de los animales en la cámara 

de CO2 para proceder a la extracción de las muestras biológicas hígado, bazo y médula 

ósea, como se detalla más adelante.  

II.8. Tratamiento frente a la infección por Leishmania. 

En el estudio de la eficacia del tratamiento antiparasitario bajo condiciones de 

inmunosupresión farmacológica, los análisis experimentales se realizaron antes (S6) y 

después del tratamiento (S9). 

Seis semanas después (S6) de la infección con promastigotes de L. infantum, los 

ratones inmunosuprimidos farmacológicamente fueron tratados con antimoniato de 

meglumina comercial (MA, Glucantime®; Sanofi, Francia). El tratamiento antiparasitario 

se administró en un volumen de 0,1 ml por vía i.p. La dosis empleada fue de 20mg/kg/día 

durante 21 días, dosis clínica recomendada por la OMS (Gradoni et al. 2017). 
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Figura 7. Esquema del diseño experimental de los ensayos realizados en el modelo ratón. 

Ratones hembra de las cepas C57BL/6 (A) o BALB/c (B) fueron inmunosuprimidos (S-1) con anti-

TNF o MTX y, una semana más tarde (D0), infectados con 1 x 107 promastigotes de L. infantum. 

En (A) se detalla el experimento realizado durante la fase aguda de la infección, en el que dicha 

infección se mantuvo durante 4 semanas (S4). En (B), seis semanas post-infección (S6), los 

ratones fueron tratados frente a la LV con antimoniato de meglumina (Glucantime®) durante 21 

días. La eutanasia de los animales se llevó a cabo en S4, S6 y S9 para proceder a la obtención y 

procesamiento de las muestras biológicas. Dibujo de elaboración propia creado con 

BioRender.com. 

 

II.9. Obtención y procesamiento de las muestras biológicas. 

La obtención de las distintas muestras biológicas empleadas para la ejecución de los 

análisis llevados a cabo a lo largo de esta tesis doctoral se realizó de la siguiente manera: 

o Obtención de sangre y suero. Semanalmente se realizó una punción de la vena 

submaxilar de los animales. Para la realización del marcaje de poblaciones circulantes 

en sangre, 50 µl de sangre fueron recolectados en un tubo con el anticoagulante EDTA 

(Sarsted, Alemania). Para la obtención del suero, 150 µl de sangre se recolectaron en 

C57BL/6
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otro tubo y se incubaron a una temperatura de 37 °C durante media hora para promover 

la coagulación. Tras una incubación durante toda la noche a temperatura de 4 °C, los 

tubos se centrifugaron 15 min a 17.000 g. Los sueros obtenidos se almacenaron a -20 °C 

hasta su utilización.  

o Obtención del hígado y bazo. Tras la disección de los animales, el hígado y el bazo 

se homogeneizaron mediante disrupción a través de una membrana de nylon de 40 µM 

(Cell Strainer; Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). La suspensión celular fue lavada con 

medio RPMI, centrifugada durante 5 min a 800 g y resuspendida en un tampón 

hipotónico para la lisis de los eritrocitos (tampón ACK 1X; 150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3 

and 0.1 mM EDTA at pH 7.2) durante 5 min a una temperatura de 37 °C. A continuación, 

las células se lavaron una vez más con medio RPMI. En el caso del hígado, el sedimento 

resultante se resuspendió en 4 ml de medio RPMI suplementado. Para la suspensión del 

sedimento obtenido del bazo, se emplearon 2 ml del RPMI suplementado además con 

aminoácidos no esenciales (0,44 mM L-alanina, 0,4 mM L-asparagina, 0,343 mM L-

glutamato), 50 µg/ml de gentamincina y 10 µM de b-mercaptoetanol. 

o Obtención de la médula ósea. Tras la eliminación del tejido muscular, se cortaron 

las epífisis de los fémures para proceder a perfundir PBS a través de la cavidad medular 

por medio de una aguja de 25 G. La suspensión celular resultante se lavó con PBS, se 

centrifugó 5 min a 800 g y se resuspendió en 1 ml de medio RPMI suplementado. 

Se emplearon 200 µl de la suspensión celular de cada órgano para la realización de 

la extracción de ADN y posterior cuantificación de la carga parasitaria por qPCR. En el 

caso del bazo, el resto del volumen fue utilizado para la estimulación de los esplenocitos 

para, seguidamente, realizar una tinción con anticuerpos específicos. 

II.10. Preparación del antígeno soluble de Leishmania (SLA). 

El antígeno SLA se obtuvo a partir de un cultivo de promastigotes de L. infantum 

de la cepa JPC en fase estacionaria (Fernandez et al. 2021). Este cultivo se centrifugó a 

1.000 g durante 15 min y a una temperatura de 4 °C. Tras realizar dos lavados con PBS, 

el sedimento se resuspendió en 1 ml de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl 5 mM EDTA a 

pH 7) por cada 1 x 109 parásitos. A continuación, los parásitos fueron sometidos a tres 

ciclos de congelación/descongelación seguidos de tres ciclos de 20 s de sonicación a 40 

W (Homogeneizador Ultrasónico 4710; Cole Palmer, EE. UU.). El lisado resultante se 
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ultracentrifugó a 27.000 g durante 20 min y a una temperatura de 4 °C en ultracentrífuga 

(Beckman L8-80M; Beckman, EE. UU.). Seguidamente, el sobrenadante se 

ultracentrifugó durante 4 h a 100.000 g para asegurar la eliminación de los antígenos de 

membrana. Al finalizar este proceso, el sobrenadante con las proteínas solubles fue 

recogido y se determinó su concentración en proteínas a través del kit Pierce BCA 

Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), siguiendo las indicaciones del 

fabricante. El antígeno SLA se almacenó en alícuotas a -80 °C hasta su utilización. 

II.11. Extracción del ADN de las muestras biológicas. 

El ADN de las muestras biológicas hígado, bazo y médula ósea fue aislado 

empleando el método de fenol-cloroformo en las proporciones 25:24:1 (Sambrook and 

Russell 2001). Para ello se utilizaron 200 µl de la suspensión celular de cada una de las 

muestras biológicas. En primer lugar, se añadieron a dicha suspensión celular 400 µl de 

tampón NET10 (10 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl a pH 8), 40 µl de SDS al 10 

% y 2 µl de proteinasa K (Sigma, EE. UU.) a una concentración de 20 mg/ml, con la 

finalidad de digerir las proteínas de la muestra. Las muestras se incubaron en agitación 

y a una temperatura de 56 °C durante toda la noche. Posteriormente, se añadieron 500 

µl de fenol-cloroformo y las muestras se centrifugaron durante 6 minutos a 2.600 g. La 

fase acuosa resultante se recuperó en un nuevo tubo y se añadieron 500 µl de alcohol 

cloroformo isoamílico para volver a centrifugarlas a 2.600 g durante 6 minutos. 

Nuevamente, se recogió la fase acuosa que se incorporó a un tubo con 700 µl de etanol 

absoluto y 30 µl de acetato 3 M, para precipitar el ADN. Este tubo se mezcló por 

inversión diez veces y se incubó durante 20 minutos a – 80 °C. Pasado este tiempo, se 

realizó otra centrifugación a 2.600 g durante 6 minutos y el sedimento se resuspendió 

en 1 ml de etanol al 70 %. Finalmente, se realizó una última centrifugación a 2.600 g 

durante 6 minutos y los tubos se dejaron secar al aire durante 24 h para, por último, 

resuspender el ADN total en 100 µl de H20. La concentración de ADN de cada muestra 

(µg de ADN/µl) se cuantificó utilizando el espectrofotómetro NanoDrop One (Thermo 

Fisher Scientific, EE. UU.). 

II.12. Cuantificación de la carga parasitaria mediante qPCR. 

El ADN extraído del hígado, bazo y médula ósea se empleó para determinar las 

cargas parasitarias en dichos órganos mediante una PCR cuantitativa (qPCR). Para ello, 
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se utilizaron los oligonucleótidos R223 (1000 nM) y R333 (500 nM) frente a la subunidad 

ribosomal 18S de Leishmania (Cruz et al. 2002). La reacción se llevó a cabo en un 

volumen final de 20 µl utilizando el kit comercial LightCycler FastStart DNA Master SYBR 

Green I (Roche Diagnostic, España) y el termociclador LightCycler 2.0 (Roche Diagnostic, 

España). Las condiciones de los 40 ciclos de amplificación de la reacción de qPCR fueron 

una desnaturalización durante 10 segundos a 95 °C, un anillamiento de 5 segundos a 70 

°C y una extensión a 75 °C durante 5 segundos (Cunha et al. 2013). Al finalizar la reacción 

se obtuvieron los valores del umbral de ciclo (CT, Cycle Thershold) específicos de cada 

muestra, así como la temperatura fusión del ADN o melting (Tm) a la que se produjo 

dicha amplificación. Mediante el análisis de la Tm se estableció que la temperatura 

específica de amplificación del ADN de Leishmania corresponde a 86-88 °C. 

La concentración de cada muestra fue calculada a partir de la extrapolación de 

su valor de CT a una curva estándar correspondiente a las concentraciones de 106 

parásitos/µl hasta 10-2 parásitos/µl (Cunha et al. 2013). Para analizar los resultados, la 

concentración obtenida de parásitos/µl se dividió entre la concentración de ADN medida 

en el espectrofotómetro NanoDrop para obtener el número de parásitos/µg de ADN. El 

número de parásitos totales para cada órgano se determinó multiplicando este valor por 

el número de µg totales de cada muestra. 

II.13. Determinación del título de anticuerpos frente a Leishmania. 

 El suero recolectado semanalmente de cada uno de los animales fue empleado 

para la determinación mediante ELISA de los anticuerpos específicos frente a L. 

infantum. Se sensibilizaron placas de 96 pocillos Nunc MaxiSorp (Thermo Fisher 

Scientific, EE. UU.) con 100 µl de una concentración de 2 µg/ml del SLA de L. infantum 

en PBS y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. A continuación, las placas se lavaron 

tres veces con tampón de lavado consistente en PBS al 0,5 % Tween20 (Merk, Alemania) 

y se bloquearon durante una hora a 37 °C con una solución de bloqueo compuesta por 

3 % de albúmina de suero bovino (BSA; Merk, Alemania) en PBS-Tween20. Finalizado 

este proceso y después de otros tres lavados con dicho tampón, se añadieron los sueros 

a una dilución 1:200 en solución de bloqueo, realizándose diluciones seriadas 1/2 hasta 

alcanzar la dilución 1:25.600. Seguidamente, se realizó una incubación de 1 h a una 

temperatura de 37 °C. Después los pocillos se lavaron tres veces más con tampón de 
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lavado y, se añadieron los distintos anticuerpos secundarios (Nordic, Países Bajos) 

conjugados con peroxidasa (HRP) y diluidos en solución de bloqueo: anti-IgG (1:4000), 

anti-IgG1 (1:2000), anti-IgG2a (1:4000) o anti-IgG2c (1:4000). Tras una incubación de 

media hora a 37 °C, se realizaron tres lavados de los pocillos con tampón de lavado. 

Finalmente, para el revelado de la placa se añadió el sustrato de la peroxidasa, orto-

fenilendiamina (OPD; Merk, Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante. La 

reacción colorimétrica se detuvo tras añadir a cada pocillo una solución 2 N de HCl. La 

absorbancia se midió a 490 nm en el espectrofotómetro MultiskanFC (Thermo Fisher 

Scientific, EE. UU.). 

Para calcular el título de cada uno de los anticuerpos se tomó como medida el 

valor inverso de la última dilución seriada en la que se observó una reactividad mayor 

que la del control negativo, correspondiente a 0,15 unidades de absorbancia. 

II.14. Determinación de las poblaciones celulares circulantes en sangre. 

Para conocer el número de linfocitos circulantes en sangre/mm3 se emplearon 

50 µl de la sangre extraída de forma semanal, los cuales fueron incubados con los 

anticuerpos específicos frente a ratón que se detallan en la tabla 1. Para el marcaje de 

los linfocitos T se emplearon los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 o anti-CD8 para la 

determinación de los linfocitos T CD4+ y T CD8+, respectivamente. El anticuerpo anti-

CD19 se utilizó para definir la población de células B. 

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales utilizados para realizar la tinción de los linfocitos 

circulantes en sangre. 

ANTICUERPO CLON CASA COMERCIAL 

CD3-APC 17A2 Biolegend 

CD4-PECy5 GK1.5 Biolegend 

CD8-PE 53-6.7 Biolegend 

CD19-FITC MB19-1 Biolegend 

 

Tras añadir los anticuerpos correspondientes, las muestras se incubaron durante 

media hora a una temperatura de 4 °C en oscuridad. A continuación, se procedió a la 

lisis de los eritrocitos, a través de una incubación de 20 minutos a temperatura 
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ambiente, con el tampón ACK. Después de una centrifugación a 800 g durante 6 min, el 

sedimento se lavó con una solución consistente en albúmina de suero bovino al 2 % en 

PBS. Finalmente, se procedió a la fijación de las células con tampón PBS-formaldehído 

al 2 %.  

El análisis de la muestra teñida se realizó en el citómetro BD Accuri C6 Plus 

(Beckton Dickinson Biosciences, EE. UU.) y los resultados se obtuvieron tras el 

procesamiento de los datos en el software FlowJo versión 10 (EE. UU.). El número total 

de cada una de las poblaciones de células T/mm3 se obtuvo al multiplicar los valores de 

frecuencia obtenidos en el citómetro, por el número de linfocitos resultante en el 

hemograma realizado previamente en el analizador veterinario Scill Vet ABC Plus 

(Horiba Medical, Japón). 

II.15. Estimulación in vitro de los esplenocitos. 

Los esplenocitos resultantes de la homogenización del bazo se utilizaron para 

analizar, mediante citometría de flujo, las distintas poblaciones celulares presentes en 

este órgano, así como la producción de citoquinas intracelulares por dichas poblaciones. 

Para ello, los esplenocitos se prepararon a una concentración de 1 x 107 esplenocitos/ml 

y se realizaron tres tipos de estimulaciones. Una vez finalizada la estimulación de los 

esplenocitos se procedió a la recolección de los sobrenadantes. Para ello, las placas se 

centrifugaron a 800 g durante 2 min y los sobrenadantes obtenidos se guardaron a -80 

°C hasta su utilización. Las estimulaciones realizadas fueron las siguientes: 

o Estimulación con anti-CD3/anti-CD28. Para realizar esta estimulación, se 

utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano y alta afinidad High Binding Costar® 

(Corning, EE. UU.) que fueron tapizadas con 100 µl del anticuerpo anti-CD3e (Clon 145-

2C11) a una concentración de 10 µg/ml en tampón PBS durante 2 h a una temperatura 

de 37 °C. Pasado este tiempo las placas se incubaron a 4 °C durante 24 h. A continuación, 

los pocillos se lavaron dos veces con 200 µl de tampón PBS y se sembraron 100 µl de la 

suspensión celular (1 x 106 células) junto con 100 µl del coestimulador anti-CD28 (Clon 

37.51) a una concentración de 2 µg/ml en medio RPMI suplementado. Finalmente, la 

placa se incubó a una temperatura de 37 °C en una atmósfera con 5 % de CO2 durante 

24 h. En las últimas 6-8 horas de estimulación se añadieron 10 µg/ml de Brefeldina A 

(Merk, Alemania) para detener la secreción de moléculas intracelulares al medio. Tras 
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esta incubación, el sobrenadante fue recogido para posteriormente detectar las 

citoquinas secretadas al medio, y en las células se procedió a realizar la tinción celular 

con anticuerpos específicos. Ambos anticuerpos utilizados para la estimulación fueron 

suministrados por eBioscience (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). 

o Estimulación específica con el SLA de L. infantum. En este caso, 1 x 106 células 

fueron sembradas en placas de 96 pocillos de cultivo celular Nunclon (Thermo Fisher 

Scientific, EE. UU.) con 100 µl de una concentración de 10 µg/ml del SLA de L. infantum 

previamente preparado (apartado II.10.). Las placas se incubaron durante 6 h o 72 h en 

una estufa a 37 °C con 5 % de CO2. En las últimas horas de cultivo se añadieron 10 µg/ml 

de Brefeldina A para detener la secreción de citoquinas al medio. Al finalizar la 

incubación, los sobrenadantes fueros recogidos y en las células se realizó la tinción 

correspondiente con anticuerpos específicos. 

o Como control negativo de estimulación, 1 x 106 células se sembraron en placas 

de 96 pocillos de cultivo celular con 200 µl de medio RPMI suplementado. Las placas se 

incubaron en estufa a una temperatura de 37 °C con 5 % de CO2 durante 6, 24 o 72 h, 

correspondientes a los distintos tiempos de estimulación descritos. De igual modo, 

finalizadas las incubaciones, se recogieron los sobrenadantes y en las células se realizó 

la tinción con anticuerpos específicos. 

II.16. Cuantificación de la concentración de citoquinas en los sobrenadantes del cultivo 

de los esplenocitos estimulados. 

  La cuantificación de las citoquinas en los sobrenadantes se realizó empleando el 

kit comercial BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit 

(Beckton Dikinson Bioscience, EE. UU.), que permite la cuantificación de las siguientes 

citoquinas: IL-2, IL-4, IL-6, IFN-g, TNF, IL-17A e IL-10. Este método se basa en la captura 

de las citoquinas solubles a través microesferas recubiertas de anticuerpos específicos 

para cada una de las citoquinas a analizar. Mediante el reactivo de detección conjugado 

con ficoeritrina (PE) se produce una señal de fluorescencia que será proporcionalmente 

dependiente a la cantidad de citoquina presente en el sobrenadante. Las distintas 

poblaciones de citoquinas están dispuestas de forma diferenciada en una matriz, en 

función de la intensidad de fluorescencia que presentan, lo que permite analizarlas 

simultáneamente en la misma muestra. 
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De forma resumida, se emplearon placas de 96 pocillos a las que se añadieron 50 

µl de cada una de las muestras, junto con 50 µl por pocillo de la mezcla de las 

microesferas correspondientes a cada una de las citoquinas a analizar y 50 µl del reactivo 

de detección conjugado con PE. Las muestras se incubaron durante 2 h a temperatura 

ambiente. Al finalizar la incubación, se centrifugaron a 400 g durante 8 min y el 

sedimento se lavó con la solución de lavado suministrada en el kit. Por último, el 

sedimento resultante se resuspendió en 150 µl de la solución de lavado y las muestras 

se analizaron por citometría de flujo. 

Además de las muestras, se preparó una curva estándar a partir de la 

reconstitución del reactivo liofilizado de la casa comercial. Se realizaron diluciones 

seriadas de este liofilizado partiendo de la concentración de 5.000 pg/ml hasta 20 pg/ml, 

junto con un control negativo (0 pg/ml). 

La adquisición de las muestras se realizó a través del citómetro de flujo BD Accuri 

C6 Plus (Beckton Dikinson Bioscience, EE. UU.) y el análisis de las mismas empleando el 

software FlowJo v10 (FlowJo LLC, EE. UU.). Los resultados se obtuvieron como valores 

correspondientes a la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) del fluoróforo 

reportero en cada población de citoquinas (300 eventos por cada citoquina). La 

transformación de los datos de MFI a valores de concentración para cada citoquina se 

realizó mediante su interpolación a la curva estándar. 

II.17. Tinciones para la determinación de las poblaciones celulares en los esplenocitos.  

 Para el análisis de las distintas poblaciones celulares por citometría de flujo los 

esplenocitos previamente cultivados con o sin estimulación, fueron traspasados a placas 

de 96 pocillos de fondo V (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) para realizar la tinción 

celular correspondiente. Se efectuaron dos tipos de marcajes en las células, uno de 

superficie y, posteriormente, otro intracelular. 

En primer lugar, se realizó un lavado a 800 g durante 2 min con 150 µl de tampón 

FACS (1 % de suero bovino fetal en tampón PBS). Tras este lavado, las células se 

resuspendieron en 50 µl de Mouse BD FcBlock (clon 2.4G2; Beckton Dikinson Bioscience, 

EE. UU.) diluido 1:100 en tampón FACS y se incubaron durante 5 min a 4 °C. La utilización 

de este compuesto permite reducir las uniones no específicas de los anticuerpos 
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facilitando, por lo tanto, la identificación de las distintas poblaciones celulares deseadas. 

A continuación, se añadieron 50 µl de la mezcla de anticuerpos correspondientes a la 

tinción celular con anticuerpos de superficie diluidos todos ellos a 1:200 en tampón FACS 

(tabla 2). La dilución seleccionada de estos anticuerpos fue resultante de un proceso de 

optimización previo (no incluido). Las células se incubaron durante 20 min a una 

temperatura de 4 °C y en oscuridad. Una vez finalizada la incubación, en aquellas células 

en las que solamente se realiza el marcaje de superficie, se realizó un lavado de los 

pocillos con tampón FACS para proceder a la fijación de las células con una solución 

consistente en 2 % de formaldehído en tampón PBS. Esta fijación se realizó durante 15 

min en oscuridad y a una temperatura de 4 °C. Finalmente, las células se lavaron una vez 

más con tampón FACS y se resuspendieron en 200 µl de dicho tampón. Con este marcaje 

de superficie se pudieron determinar las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8, las 

células reguladoras, el marcador de agotamiento celular PD1 y las distintas poblaciones 

de células dendríticas. 

Por otro lado, para realizar la tinción intracelular de citoquinas y tras la 

incubación con los anticuerpos de superficie, las células se fijaron y permeabilizaron con 

100 µl de la solución Cytofix/Cytoperm (Beckton Dikinson Bioscience, EE. UU.) durante 

20 min a 4 °C en oscuridad. Después de esta incubación, se realizó un lavado con tampón 

PermWash (Beckton Dikinson, EE. UU.) y se añadieron 50 µl de la mezcla del panel de 

anticuerpos intracelulares diluidos 1:100 en tampón PermWash (tabla 3). Esta tinción se 

incubó durante 30 min a una temperatura de 4 °C en oscuridad, para, a continuación, 

lavar la placa dos veces con PermWash y resuspender las células en 200 µl de tampón 

FACS. Mediante la realización de este marcaje se determinaron las poblaciones de 

linfocitos T CD4 y CD8 productores de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, TNF e IL-2, 

así como las poblaciones de células Tip-DCs productoras de iNOS. 

Finalizada la tinción celular correspondiente, se procedió al análisis de las 

muestras mediante citometría de flujo a través del citómetro de flujo LSRFortessa X-20 

(BD, EE. UU.). Los resultados fueron analizados empleando el software FlowJo v10 y 

utilizando la estrategia de análisis booleano para definir a las poblaciones de citoquinas 

marcadas con anticuerpos intracelulares. Esta estrategia se basa en la identificación 

simultánea de los linfocitos productores de una, dos o tres citoquinas al mismo tiempo. 
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Tabla 2. Anticuerpos monoclonales utilizados para realizar la tinción celular de superficie para 

el análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo. 

ANTICUERPO CLON CASA COMERCIAL POBLACIÓN  

CD3e PerCp-Cy5.5 145-2C11 BD Linfocitos T 

CD4 BUV395 GK1.5 BD Linfocitos T CD4 

CD8 PE-Cy7 53-6.7 Biolegend Linfocitos T CD8 

CD8 FITC 53-6.7 Biolegend Linfocitos T CD8 

CD44 APC/Fire 750 IM7 Biolegend Linfocitos Treg 

CD127 APC SB/199 Biolegend Linfocitos Treg 

CD25 BB515 PC61 BD Linfocitos Treg 

CD19 BV510 ID3 BD Células B 

Ly6C BV785 HK1.14 Biolegend Células 
dendríticas 

Ly6G AlexaFluor 647 1A8 Biolegend Células 
dendríticas 

CD11c APCH7 N418 Biolegend Células 

dendríticas 

CD11b PECy7 M1/70 Biolegend Células 
dendríticas 

MHCII FITC 39-10-8 Biolegend Células 
dendríticas 

PD1 BV711 29F.1A12 Biolegend  
 

Tabla 3. Anticuerpos monoclonales utilizados para realizar la tinción intracelular para el 

análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo. 

ANTICUERPO CLON CASA COMERCIAL 

IFN-γ PECy7 XMG1.2 Biolegend 

IL-2 PE JES6-5H4 Biolegend 

TNF AlexaFluor 647 MP6-XT22 Biolegend 

IL-10 BV421 JES5-16E3 Biolegend 

iNOS PE W16030C Biolegend 

 

II.18. Análisis estadístico 

Los resultados fueron analizados y representados mediante el software 

GraphPad Prism v9 (EE. UU.). En primer lugar, los datos fueron sometidos a una prueba 

Shapiro-Wilk para comprobar si seguían una distribución normal. Para la comparación 
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entre dos grupos, cuando los datos superaron esta prueba de normalidad, se aplicó un 

análisis estadístico paramétrico a través de la prueba t de Student de dos colas y, para 

las diferencias entre más de dos grupos, se aplicó un test ANOVA seguido del test post-

hoc de Tukey. Si los datos no superaron la prueba de normalidad, se realizó un análisis 

no paramétrico mediante el test U de Mann-Whitney. 

Las diferencias entre los grupos se consideraron estadísticamente significativas 

cuando p < 0,05 (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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I. Acción de los fármacos inmunosupresores anti-TNF y MTX sobre las formas 

promastigote y amastigote de L. infantum. 

En este apartado se describen los resultados correspondientes al análisis in vitro 

del efecto de los compuestos inmunosupresores anti-TNF y MTX en las formas 

promastigote y amastigote de L. infantum. También se incluye la comparativa con los 

fármacos antimoniales, tratamiento habitual de la leishmaniasis visceral.  

I.1. Los promastigotes de L. infantum son susceptibles al efecto del MTX. 

Con el objetivo de conocer la posible actividad leishmanicida de los compuestos 

inmunosupresores anti-TNF y MTX, se calculó el índice EC50 para cada uno de ellos. Este 

índice permite caracterizar la potencia y actividad de un tratamiento farmacológico, y 

consiste en el cálculo de la concentración efectiva máxima a la que un fármaco es capaz 

de producir un 50 % de su efecto. Para ello, se cultivaron promastigotes de L. infantum 

en presencia de concentraciones crecientes de anti-TNF o MTX. El rango de 

concentraciones empleado del anticuerpo anti-TNF fue de 1 ng/ml a 10 µg/ml, mientras 

que, el rango de concentraciones establecido para el fármaco MTX fue de 10 nM a 100 

µM (apartado II.1. de materiales y métodos).  

Los resultados mostraron, por un lado, que el valor de EC50 del MTX fue de 1 µM, 

con un intervalo de confianza (IC) del 95 % de entre 0,78 y 1,29 µM (figura 8 A). Por otro 

lado, se determinó que el EC50 del inmunosupresor anti-TNF fue de 11,9 µg/ml, con un 

intervalo de confianza de 10,2 a 13,9 µg/ml (figura 8 B). 

Una vez calculados estos índices asociados al potencial leishmanicida, se 

realizaron curvas de crecimiento de promastigotes de L. infantum en presencia y 

ausencia del EC50 del MTX o del anti-TNF, con el objetivo de determinar si estos 

inmunosupresores interfieren en el crecimiento normal de los promastigotes. Para ello, 

se midieron los valores de densidad óptica (D.O.) a 600 nm para cada condición a lo largo 

de 7 días. Como se puede observar en la Figura 8 C, la adición del EC50 del MTX al cultivo 

de promastigotes produjo una disminución significativa del crecimiento de los parásitos 

a lo largo de toda la curva de crecimiento. Esta disminución desemboca, al finalizar la 

curva de crecimiento en presencia de MTX, en una reducción significativa (p = 0,0034) 

del 40 % en la D.O., con respecto al valor de D.O. en la curva de crecimiento realizada 
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en ausencia de presión farmacológica (curva Ø de la figura 8 C). Por otro lado, la 

presencia del EC50 del anti-TNF en el cultivo de promastigotes también condujo a una 

ralentización significativa en la velocidad de crecimiento de L. infantum. No obstante, al 

finalizar la curva de crecimiento no se observó una reducción significativa (p = 0,10) en 

la D.O. de estos promastigotes con respecto a los promastigotes que crecieron en 

ausencia de fármacos. 

 Los resultados obtenidos sugieren que el inmunosupresor MTX produce una 

clara afectación de la multiplicación de los promastigotes de L. infantum, mientras que 

el compuesto anti-TNF parece ralentizar el crecimiento de los promastigotes sin afectar 

al desarrollo de los parásitos. 
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Figura 8. Caracterización de la acción del MTX y anti-TNF en promastigotes de L. infantum.  En 

(A) se muestra la curva de dosis-respuesta calculada para el rango de concentraciones del MTX, 

así como el valor de EC50 para dicho inmunosupresor, tras el cultivo de promastigotes durante 

72 h con concentraciones crecientes de dicho fármaco. En (B) se representa la curva de dosis-

respuesta asociada al incremento de concentraciones del anti-TNF y el valor de EC50 resultante, 

después del cultivo durante 72 h con concentraciones crecientes de este compuesto. En (C) se 

muestran las curvas de crecimiento tras siete días de cultivo de promastigotes en ausencia de 

fármaco (Ø, curva azul), en presencia del EC50 del MTX (curva amarilla) o del anti-TNF (curva 

verde). Las diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos inmunosupresores 

y el control sin fármaco se determinaron empleando la prueba t de Student (p < 0,05).  

 

I.2. El índice parasitario en amastigotes de L. infantum se reduce como consecuencia 

de la acción del MTX, pero no del inmunosupresor anti-TNF. 

 Para conocer el impacto que los inmunosupresores MTX y anti-TNF producen en 

la viabilidad de la forma amastigote del parásito, se calculó el índice IC50 o concentración 

inhibitoria máxima de cada uno de los compuestos. Este índice se define como la 

concentración a la cual un fármaco es capaz de impedir el 50 % del desarrollo de un 

proceso biológico. A diferencia del EC50, que informa sobre la eficacia de un fármaco, el 

IC50 indica inhibición biológica. Para ello, macrófagos derivados de médula ósea de ratón 

(BMDMs) se infectaron con promastigotes de L. infantum. Tras la internalización de 

estos promastigotes en los BMDMs, el cultivo se expuso a concentraciones crecientes 

de anti-TNF o MTX en un rango de 1 a 10 µg/ml o de 100 a 500 nM, respectivamente. 

Finalizada la incubación, los BMDMs se tiñeron con el reactivo Diff-Quick™ y se procedió 

al cálculo del índice parasitario o número de amastigotes por macrófago infectado en 

un total de 100 macrófagos examinados. 

 Los resultados mostraron que el fármaco MTX produjo una disminución 

estadísticamente significativa (p < 0,0001) del índice parasitario con respecto al cultivo 

en ausencia de tratamiento (figura 9 A). Así, la concentración de 300 nM del compuesto 

redujo el índice parasitario en un 51 % (p = 0,017), mientras que la concentración de 500 

nM lo hizo en un 79 % (p = 0,0007). El cálculo del índice parasitario de cada 

concentración de MTX se utilizó para determinar el IC50 del compuesto, cuyo valor para 

el fármaco MTX fue de 344,4 nM, con un intervalo de confianza de 285,3 a 415,7 nM. 
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 La presencia del inmunosupresor anti-TNF en el cultivo de macrófagos infectados 

condujo a un aumento del número de amastigotes por célula infectada (figura 9 B). Este 

incremento fue de hasta el 113 % (p < 0,0001) cuando se empleó 1 µg/ml de dicho 

compuesto. Probablemente, este resultado se debe al bloqueo de la citoquina TNF que,  

desempeña un papel crucial en la activación de los macrófagos y su función 

leishmanicida (Manna et al. 2014). No obstante, la concentración más elevada de anti-

TNF (5 µg/ml) supuso una disminución del 36 % en el índice parasitario (p = 0,0017). Este 

cambio se debe a la reducción observada en el número de macrófagos viables en el 

cultivo, posiblemente relacionada con un efecto perjudicial en las células del 

tratamiento anti-TNF a altas concentraciones. El valor de IC50 para el anti-TNF fue, por 

lo tanto, de 5 µg/ml, con un intervalo de confianza de entre 3,23 y 7,78 µg/ml. 

 Los resultados descritos en este apartado indican que, de forma similar a lo 

observado en la forma promastigote de L. infantum, el MTX a altas concentraciones 

produce una reducción del número de amastigotes en células infectadas. Sin embargo, 

el cultivo con anti-TNF favorece la multiplicación de estos amastigotes en el interior de 

los macrófagos.  

Teniendo en cuenta que el inmunosupresor anti-TNF no presenta una inhibición 

directa sobre el parásito, sino que potencia su persistencia, se continuó a continuación, 

con el estudio de la acción leishmanicida del MTX. 
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Figura 9. Efecto de MTX y anti-TNF en amastigotes de L. infantum.  2,5 x 105 BMDMs fueron 

infectados con una ratio 1:10 BMDMs:promastigotes de L. infantum durante 3 horas y, 

posteriormente, cultivados durante 5 días con concentraciones crecientes de MTX (A) y anti-TNF 

(B). El índice parasitario se determinó para cada una de las concentraciones de fármaco 

empleadas y los resultados se muestran como la media de al menos dos replicados biológicos. 

Se calculó el valor de IC50 para cada tratamiento, con respecto a las células infectadas en 

ausencia de fármaco. En (C) se muestran imágenes de la tinción celular realizada con el kit Diff-

Quik™ en las que se observa el número de amastigotes intracelulares tras la adición del MTX o 

anti-TNF (flechas). Las diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones de 

MTX o anti-TNF y la ausencia de fármaco se determinaron mediante ANOVA y el método post-

hoc de Tukey. * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) o **** (p < 0,0001).  
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I.3. Efecto leishmanicida de los antimoniales en L. infantum.  

 Para comparar la acción inhibitoria de los compuestos inmunosupresores con el 

efecto leishmanicida del tratamiento habitual de la enfermedad visceral, se 

determinaron los valores de EC50 e IC50 de los antimoniales. Para ello, se empleó la 

misma cepa de L. infantum que en los ensayos anteriores. Es importante tener en cuenta 

que la toxicidad de los compuestos del antimonio varía a lo largo del ciclo biológico del 

parásito (Shaked-Mishan et al. 2001). La forma trivalente o reducida del antimonio (SbIII) 

es tóxica para los promastigotes, mientras que el antimonio pentavalente (SbV) penetra 

en mayor medida en el interior de los macrófagos y actúa en la forma amastigote. Por 

este motivo, el cálculo de los índices EC50 en promastigotes e IC50 en amastigotes se 

realizó empleando la forma trivalente y pentavalente del antimonio, respectivamente.  

 Para calcular el índice EC50, promastigotes de L. infantum fueron expuestos 

durante 72 h a un rango de concentraciones crecientes (de 20 µM a 200 µM) de 

antimonio trivalente. La realización de curvas de dosis-respuesta determinó que el EC50 

para el SbIII en esta cepa de L. infantum fue de 75,35 µM, con un IC del 95 % de 70,65 a 

80,35 µM (figura 10 A). 

  Por otro lado, para el cálculo del IC50, BMDMs se infectaron con L. infantum y se 

cultivaron durante 5 días con concentraciones crecientes de SbV (de 25 a 300 µg/ml). Al 

finalizar la incubación, se identificó el número de amastigotes en el interior de los 

macrófagos mediante la tinción con el reactivo Diff-Quik™. Los resultados mostraron 

una reducción en el número de amastigotes por macrófago infectado debido al 

tratamiento (figura 10 B). Así, una concentración de SbV de 50 µg/ml fue capaz de reducir 

el índice parasitario en un 67 % (p = 0,0044) mientras que, el aumento de la 

concentración a 100 µg/ml fue capaz de disminuir la infección en un 85 % (p = 0,0006). 

El IC50 calculado para el antimonio pentavalente en esta cepa de L. infantum corresponde 

a la concentración de 34,42 µg/ml, con un intervalo de confianza de 26,45 a 44,80 µg/ml. 

Es importante mencionar que en la figura 10 C se puede apreciar como disminuyen de 

forma significativa el número de amastigotes al aumentar la concentración de antimonio 

pentavalente sin afectar al número de macrófagos viables. 
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Figura 10. Determinación del efecto de los antimoniales sobre L. infantum. (A) Cálculo del EC50 

a través de la realización de curvas de dosis-respuesta después de 72 h de cultivo de 

promastigotes de L. infantum con concentraciones crecientes de antimonio trivalente. El 

resultado se muestra como la media de tres replicados biológicos. (B) 2,5 x 105 BMDMs fueron 

infectados con una ratio 1:10 BMDMs:promastigotes de L. infantum durante 3 horas y, 

posteriormente, cultivados durante 5 días con concentraciones crecientes de antimonio 

pentavalente. El índice parasitario se calculó para cada una de las concentraciones empleadas y 

se representa como la media de al menos dos replicados biológicos. Se detalla el valor de IC50 

calculado con respecto a los macrófagos infectados en ausencia de fármaco. En (C) se muestran 

dos imágenes de la tinción celular realizada con el kit Diff-Quik™. Se señala con flechas la 

presencia de amastigotes dentro de los macrófagos. Las diferencias estadísticas entre las 

distintas concentraciones y la ausencia de tratamiento se evaluaron a través de un test ANOVA 

y el método post-hoc de Tukey. ** (p < 0,01) o *** (p < 0,001).  
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I.4. La exposición a MTX produce un estrés oxidativo en promastigotes de L. infantum 

mayor que el generado por el antimonio trivalente. 

La presión farmacológica puede conducir a un incremento en el daño oxidativo 

del parásito, que conlleva situaciones de estrés con un aumento en la producción de 

ROS. Estas especies reactivas de oxígeno son responsables de conducir a Leishmania a 

un estado apoptótico. Para evaluar el efecto leishmanicida del MTX se determinó la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en promastigotes expuestos a este 

fármaco y se comparó con el efecto que produce el SbIII en los mismos. Para apreciar de 

forma más clara las diferencias entre ambos compuestos, se utilizaron los valores de 

EC90 (concentración máxima a la cual un fármaco es capaz de producir el 90 % de su 

efecto) calculados para cada fármaco. Esta EC90 fue de 240,65 µM para el SbIII y de 78,98 

µM para el MTX. 

El uso del reactivo DCF-DA (diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína) 

permite cuantificar las ROS producidas por el parásito. Esto se debe a que este 

compuesto se oxida en el interior de los promastigotes por las ROS generadas, 

emitiendo una señal de fluorescencia. Esta fluorescencia, medida en unidades relativas 

de fluorescencia (URF), es proporcionalmente dependiente a la cantidad intracelular de 

ROS presentes en el parásito y, por tanto, al estado apoptótico de los promastigotes. 

 En la figura 11 se puede observar que la presencia de SbIII, duplicó la producción 

de ROS (892,36 URF/106 parásitos; p < 0,0001) con respecto al control (427,66 URF/106 

parásitos). Como consecuencia del daño oxidativo también se observó una reducción 

estadísticamente significativa del número de promastigotes (p = 0,016) al finalizar las 72 

h de incubación. De forma similar, la concentración de MTX que corresponde con el EC90 

incrementó 9 veces (3.868,3 URF/106 parásitos) la producción de ROS en relación con 

los promastigotes que fueron cultivados sin presión farmacológica (p < 0,0001). Este 

aumento en la cantidad de ROS también se asoció con la mayor inhibición (93 %) del 

número de promastigotes con respecto al control (p = 0,0008). Es interesante destacar 

que, aunque el antimonio es el tratamiento leishmanicida clásico, el incremento de ROS 

como consecuencia de la acción del MTX fue hasta cuatro veces mayor que el 

ocasionado por el antimonio trivalente (p < 0,0001). 
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Los resultados indican que el inmunosupresor MTX presenta una acción 

leishmanicida sobre los promastigotes de L. infantum debido a un daño oxidativo en el 

parásito, superior al que produce el tratamiento con antimonio. 

 

Figura 11. Evaluación de la producción de ROS originada por el antimonio trivalente y el 

metotrexato. Mediante el gráfico de barras se representa la cantidad media de ROS producida 

por promastigotes de L. infantum en ausencia de tratamiento (Ø), en presencia del EC90 del SbIII 

o del EC90 del MTX, medida en URF por cada 106 parásitos (eje Y izquierdo). La línea de puntos 

corresponde al número de parásitos por ml (eje Y derecho) calculado para cada condición al 

finalizar las 72 h de incubación. Los resultados se muestran como la media y desviación estándar 

de al menos tres replicados biológicos. Las diferencias estadísticas entre los grupos se realizaron 

empleando una prueba t de Student (p < 0,05). Las diferencias de ROS con respecto al grupo sin 

tratamiento se muestran con *; las relativas al número de parásitos/ml entre grupos se 

establecen con + y, la diferencia en ROS entre el MTX y el SbIII se determina mediante el símbolo 
x. 

 

I.5. Identificación de un perfil de resistencia cruzada entre antimonio y metotrexato. 

Los resultados anteriores muestran que el fármaco MTX tiene un efecto 

antiparasitario basado, en parte, en la producción de un daño oxidativo en el parásito. 

Este mecanismo es similar al producido por los antimoniales. Además, dado que 

Leishmania es capaz de desarrollar resistencias frente a ambos fármacos (Fernandez-

Prada et al. 2018; Ubeda et al. 2008), se quiso estudiar si pueden existir mecanismos 

comunes de resistencia entre ambos. 
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Por un lado, promastigotes de L. infantum se incubaron durante cinco días con 

las concentraciones del EC50 o del EC90 de SbIII. A continuación, se realizaron curvas de 

dosis-respuesta con MTX para determinar si la preexposición de los promastigotes al 

antimonio modifica su susceptibilidad al MTX. Como se puede observar en la figura 12 

A, llama la atención que el EC50 del MTX aumentó de 1 µM a 1,84 µM y a 9,33 µM tras 

la preexposición de los promastigotes de L. infantum al EC50 y al EC90 de SbIII, 

respectivamente. La resistencia a MTX se incrementó de forma estadísticamente 

significativa en 1,84 veces (p-valor 0,012) con el EC50 del SbIII y en 11,39 veces (p-valor 

0,0033) con el EC90 del SbIII (figura 12 B). 

Por otro lado, también se evaluó si la preexposición de promastigotes de L. 

infatum al MTX altera su susceptibilidad al antimonio. Tras la incubación de cinco días 

con MTX, se realizaron curvas de dosis-respuesta al SbIII. El valor de EC50 de este último 

fármaco aumentó de 75,35 µM a 157,8 µM con el EC50 del MTX y a 841,3 µM con el EC90 

del MTX (figura 12 C). Por tanto, la preexposición al EC50 del MTX incrementó 2,07 veces 

la resistencia de los promastigotes al SbIII (p < 0,0001). Además, la preexposición a una 

dosis mayor del MTX, la correspondiente al EC90, aumentó hasta 7,89 veces (p = 0,040) 

la resistencia al SbIII (figura 12 D). 

El fármaco MTX ha mostrado una capacidad inhibitoria del crecimiento de 

Leishmania. No obstante, su acción no se ve potenciada con un posterior cultivo de 

promastigotes con SbIII. Los resultados descritos en este apartado sugieren que existe 

un perfil de resistencia cruzada entre metotrexato y antimonio ya que la preexposición 

a uno de ellos incrementa la resistencia al otro.  
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Figura 12. Existencia de un perfil de resistencia cruzada entre antimonio y metotrexato. 106 

promastigotes de L. infantum se cultivaron durante cinco días con la EC50 (75,35 µM) o la EC90 

(240,65 µM) de SbIII. Finalizada esta pre-exposición se realizaron curvas de dosis-respuesta para 

determinar los valores de sensibilidad al metotrexato (A). En (B) se muestran los incrementos 

de resistencia asociados al MTX tras la preexposición del cultivo con SbIII, en relación a 

promastigotes de L. infantum sin preexposición previa a ningún fármaco (Ø, barra azul). De igual 

modo, 106 promastigotes de L. infantum se cultivaron previamente con la EC50 (1 µM) o la EC90 

(78,98 µM) de MTX. Finalizada esta pre-exposición se determinaron mediante curvas de dosis-

respuesta los valores de sensibilidad al antimonio (C). En (D) se representa los incrementos de 

resistencia al antimonio tras la preexposición con metotrexato, en relación con promastigotes 

sin preexposición previa. Los resultados corresponden a la media y desviación estándar de al 

menos dos replicados biológicos. Las diferencias estadísticas entre los grupos se determinaron 

mediante una prueba t de Student (* p < 0,05; **** p < 0,0001). 

 

 Una vez determinado in vitro el efecto que estos compuestos inmunosupresores 

presentan sobre L. infantum, es necesario validar estos resultados en modelos 

experimentales in vivo. Por ello, a continuación, se detalla el efecto que presentan en el 
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desarrollo de una leishmaniasis visceral, durante las primeras semanas de infección con 

L. infantum, en ratones C57BL/6. 

II. Papel de los tratamientos inmunosupresores anti-TNF y MTX en el modelo 

ratón de infección aguda causada por L. infantum 

 El siguiente objetivo planteado en esta tesis doctoral fue conocer si la 

inmunosupresión con antagonistas del TNF o con MTX afectaba al desarrollo de la LV 

por L. infantum en su fase aguda. Para ello, se determinó la carga parasitaria en los 

órganos diana de la enfermedad, así como el título de anticuerpos desarrollado a lo largo 

de las primeras cuatro semanas de infección. Además, se estudió la respuesta 

inmunitaria generada tras la infección, basada tanto en el número de linfocitos 

circulantes, como en la expresión de citoquinas con perfil Th1 por los linfocitos T CD4+ y 

CD8+, así como en marcadores relacionados con un perfil Th2 de susceptibilidad a la 

infección. Para ello, se emplearon ratones C57BL/6 ya que, en éstos se desarrolla una 

infección aguda clara, que acaba resolviéndose de forma natural. Estos ratones fueron 

inmunosuprimidos con anti-TNF o MTX y posteriormente infectados con promastigotes 

de L. infantum durante cuatro semanas. 

II.1. La carga parasitaria durante la fase aguda de la infección se vio alterada por la 

inmunosupresión con anti-TNF y MTX. 

 La inoculación i.v. de 1 x 107 promastigotes de L. infantum en ratones C57BL/6 

inmunosuprimidos con anti-TNF o MTX produjo una diseminación general de los 

parásitos en hígado, bazo y médula ósea.  

 Los resultados de qPCR mostraron que el hígado fue el órgano más parasitado 

de todos los grupos, tal y como ocurre en el modelo de ratón de leishmaniasis visceral 

aguda. La inmunosupresión farmacológica conduce a diferencias significativas entre los 

grupos en la carga parasitaria presente en este órgano tras cuatro semanas de infección 

(figura 13 A). El número de parásitos totales detectado en el grupo inmunosuprimido 

con MTX fue 1,27 x 107, no significativamente distinto al del grupo control no 

inmunosuprimido. El tratamiento con anti-TNF, por su parte, provocó un incremento en 

la carga parasitaria (6,77 x 107 parásitos totales), que fue estadísticamente significativo 
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con respecto al grupo control (p = 0,0096) y al grupo inmunosuprimido con MTX (p = 

0,0039). 

 En este momento de la infección, el bazo experimenta menores cargas 

parasitarias que el hígado. No obstante, también se encontraron diferencias 

importantes en el número de parásitos que se relacionan con los distintos tratamientos 

inmunosupresores (figura 13 B). En el grupo control y en el grupo inmunosuprimido con 

anti-TNF se observó un número de parásitos similar en este órgano, de 1,50 x 105 y de 

1,63 x 105, respectivamente. Por otra parte, en el bazo de los animales 

inmunosuprimidos con MTX fueron detectados 0,69 x 105 parásitos totales, lo que 

supone una disminución de la carga parasitaria con respecto a la del grupo control (p = 

0,0097) y a la del grupo inmunosuprimido con anti-TNF (p = 0,030). 

 Por último, la médula ósea es otra diana principal de la leishmaniasis visceral 

(figura 13 C). Tanto el grupo control (0,45 x 105 parásitos totales) como el 

inmunosuprimido con anti-TNF (0,51 x 105 parásitos totales) presentaron en la médula 

ósea las menores cargas parasitarias de los tres órganos descritos. Sin embargo, en los 

ratones inmunosuprimidos con MTX  el número total de parásitos en la médula ósea fue 

de 1,41 x 105, sin diferencias estadísticas con respecto al grupo control (p = 0,053). 

 Los resultados relativos a la carga parasitaria indican que la inmunosupresión 

farmacológica modifica sustancialmente el curso de la infección por L. infantum en la 

fase inicial de la infección, de forma distinta en función del fármaco inmunosupresor 

empleado. Es destacable que la inmunosupresión con antagonistas del TNF incrementa 

la carga parasitaria en el hígado, un órgano en el que la infección aguda se resuelve de 

forma espontánea en el modelo ratón. Por lo tanto, este resultado parece indicar una 

evolución más severa de la infección aguda por L. infantum en ratones C57BL/6 debido 

a la inhibición específica de la acción del TNF. 
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Figura 13. Carga parasitaria en ratones inmunosuprimidos con anti-TNF y MTX. Ratones 

C57BL/6 fueron inmunosuprimidos con anti-TNF o MTX o inoculados con PBS en el caso del 

grupo control y, una semana después, infectados con 1 x 107 promastigotes de L. infantum. Tras 

la eutanasia a las cuatro semanas post infección, el número total de parásitos se determinó por 

qPCR en el hígado (A), bazo (B) y médula ósea (C) de los animales. Los resultados se muestran 

mediante un diagrama de cajas y bigotes en el que se representa la mediana y el rango 

intercuartílico. Las diferencias estadísticamente significativas entre los grupos experimentales 

se determinaron utilizando la prueba t de Student. * p < 0,05; ** p < 0,01. 

 

II.2. La respuesta inmunitaria humoral se vio afectada por los tratamientos 

inmunosupresores anti-TNF y MTX. 

La hipergammaglobulinemia es uno de los signos de una leishmaniasis visceral 

activa. Por este motivo se evaluó mediante ELISA la evolución de la presencia de 

anticuerpos específicos frente a Leishmania en el suero de los animales extraído 

semanalmente. Tras cuatro semanas de infección, se encontraron anticuerpos IgG 

específicos en todos los grupos (figura 14 A). Sin embargo, solo se detectó un 

incremento notable y estadísticamente significativo en el título de IgG entre la semana 

1 (S1) y cuatro (S4) post-infección en los ratones inmunosuprimidos con anti-TNF (p = 
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0,024), lo cual puede ser considerado como un signo de infección más grave. En el resto 

de los grupos el título se mantuvo en niveles más bajos y no se incrementaron 

significativamente durante las primeras cuatro semanas de infección. Cabe mencionar 

que el grupo inmunosuprimido con MTX mostró los menores títulos de IgG a lo largo del 

experimento siendo, en la semana 4 post-infección, estadísticamente inferiores (p = 

0,032) a los observados en el grupo control no inmunosuprimido. 

Debido a que la presencia y abundancia relativa de un determinado subtipo de 

IgG en el modelo de ratón es indicativo del tipo de respuesta que se está desarrollando 

contra el parásito, se determinó el título de inmunoglobulinas específicas IgG1 e IgG2c 

(figura 14 B). Cuatro semanas post-infección se encontró en todos los grupos una 

respuesta humoral polarizada hacia el subtipo IgG2c, que en ratones C57BL/6 está 

asociada con una respuesta de tipo Th1. En el grupo inmunosuprimido con MTX tanto el 

título de IgG1 como el de IgG2c fueron significativamente inferiores a los del grupo 

control (p = 0,02 y p = 0,013, respectivamente).  

En general, el mayor título de anticuerpos IgG2c en todos los grupos se relaciona 

con una respuesta inmunitaria celular de tipo Th1. No obstante, la presencia de una 

mayor cantidad de anticuerpos IgG específicos frente a Leishmania indica que la 

inmunosupresión con el anticuerpo monoclonal antagonista de TNF conduce a una 

hipergammaglobulinemia asociada con una mayor gravedad de la infección por L. 

infantum. Por el contrario, el tratamiento con MTX parece disminuir la respuesta 

humoral específica contra Leishmania, lo cual estaría relacionado con las menores 

cargas parasitarias encontradas en el bazo de estos animales. 
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Figura 14. Respuesta humoral generada tras la inmunosupresión e infección con L. infantum. 

El título de anticuerpos IgG (A) así como de los subtipos IgG1 e IgG2c (B) específicos frente a L. 

infantum fue determinado mediante ELISA en el suero de ratones C57BL/6 extraído de forma 

semanal. En (A) se detallan la mediana y el rango intercuartílico del título de IgG en las semanas 

1 (S1) y 4 (S4) post infección mientras que, en (B) los títulos correspondientes a los subtipos 

IgG2c e IgG1 en la semana 4 post infección. Las diferencias estadísticas encontradas dentro del 

mismo grupo (*) o con respecto al grupo control (+) se determinaron mediante el test Mann-

Whitney. * p < 0,05; ** p < 0,01. 

 

II.3. Los tratamientos inmunosupresores anti-TNF y MTX reducen el número de 

linfocitos circulantes en sangre. 

 Como se ha descrito anteriormente (apartado II.2. de Introducción), los linfocitos 

T CD4+ y CD8+ desempeñan un papel principal en la respuesta inmunitaria frente a la 

infección por Leishmania. Por tanto, es importante evaluar si el tratamiento 

inmunosupresor con antagonistas del TNF o metotrexato puede comprometer la 

presencia de estas células en la respuesta frente al parásito. Una primera aproximación 

fue determinar semanalmente, mediante citometría de flujo, el número de linfocitos T 

CD4+ y T CD8+ presentes en la sangre de los animales. Para ello, se realizó una tinción 

celular de las células de la sangre empleando los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-

CD8 (apartado II.14. de Materiales y Métodos). 

Una semana después de la infección (S1) el número de linfocitos T CD4+/mm3 

permaneció, en todos los grupos, dentro de los límites de normalidad (1.124 ± 

238/mm3), tal y como se observa en la figura 15 A. Después de cuatro semanas de 

infección (S4), se observó una ligera reducción en el grupo control no inmunosuprimido 
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(823,3 linfocitos T CD4+/mm3), no significativa (p = 0,19). Sin embargo, la administración 

de anti-TNF durante las 4 primeras semanas de infección sí provocó una reducción 

drástica del número de linfocitos T CD4+/mm3 de hasta el 76 % con respecto a la semana 

1 (p = 0,0002). Además, el número de linfocitos T CD4+ encontrado en la semana 4 (240,4 

linfocitos T CD4+/mm3) fue inferior a los del grupo control en este momento de la 

infección (p = 0,0084). De manera similar, el grupo inmunosuprimido con MTX mostró 

un descenso significativo del 73,6 % en el número de linfocitos T CD4+ desde el inicio de 

la infección (p = 0,0007). Cuatro semanas post-infección se encontraron 274,7 linfocitos 

T CD4+/mm3, un número también inferior a los valores del grupo control no 

inmunosuprimido (p = 0,010). No se encontraron diferencias significativas 4 semanas 

post-infección entre los dos grupos inmunosuprimidos. 

Por otro lado, se determinó el número de linfocitos T CD8+/mm3, y se comparó 

con los valores de normalidad de ratones C57BL/6 (716 ± 173/mm3). En todos los grupos 

se observó una disminución significativa (p < 0,0001) en el número de linfocitos T CD8+ 

entre la semana 1 y 4 post-infección que, además, alcanzó niveles por debajo de los 

límites de normalidad en la semana 4 (figura 15 B). En concreto, 4 semanas post-

infección el número de linfocitos T CD8+ se redujo hasta un 82,98 % en el grupo control 

(132,3 linfocitos T CD8+/mm3); un 85,17 % en el caso de los ratones inmunosuprimidos 

con anti-TNF (91,28 linfocitos T CD8+/mm3) y un 88,25 % en el grupo inmunosuprimido 

con MTX (101,8 linfocitos T CD8+/mm3), sin diferencias estadísticas entre los grupos. 

Los resultados correspondientes al número de linfocitos circulantes en sangre 

descritos en este apartado indican que la inmunosupresión producida por los 

compuestos antagonistas del TNF y por el metotrexato reduce drásticamente los niveles 

de los linfocitos T CD4+/mm3 durante una infección con L. infantum, hasta unos niveles 

por debajo de los límites de normalidad. Esto podría sugerir una menor eficacia del 

sistema inmunitario durante la fase aguda de la infección por L. infantum y, con ello, una 

menor respuesta frente a la infección en estos grupos inmunosuprimidos 

farmacológicamente. Por otro lado, debido a que la disminución en el número de 

linfocitos T CD8+ también se produjo en el grupo control no inmunosuprimido, puede 

considerarse que, a diferencia de lo que ocurre con los linfocitos T CD4+, este fenómeno 
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es consecuencia principalmente de la infección generada por el parásito y no por el 

tratamiento inmunosupresor. 

 

Figura 15. Cuantificación del número de linfocitos T CD4+ y T CD8+ circulantes en sangre. 

Semanalmente se realizó una extracción de sangre de la vena submaxilar de los ratones para 

analizar mediante citometría de flujo la cantidad de linfocitos T CD4+ (A) y T CD8+ (B) por mm3 

presentes en los animales. Se muestran los resultados de la semana 1 (S1) y 4 (S4) post infección, 

que se representan como la media y desviación estándar de cada grupo. A través de una línea 

de puntos discontinua se establecen los límites de normalidad de 1.124 ± 238 por mm3 para los 

linfocitos T CD4+ y de 716 ± 173 por mm3 para los T CD8+ establecidos a partir de ratones no 

infectados ni tratados de la misma edad (n = 5). Las diferencias estadísticas se analizaron por 

medio de un test t de Student (p < 0,05) y se representan con * para las diferencias entre grupos 

y con + para las diferencias encontradas con respecto a la semana cuatro del grupo no 

inmunosuprimido.  

 

II.4. La respuesta inmunitaria celular frente a L. infantum se ve modificada por los 

tratamientos inmunosupresores anti-TNF y MTX. 

 La respuesta inmunitaria celular es clave para inducir un perfil de resistencia o 

de susceptibilidad frente a la infección por Leishmania. Por ello, se caracterizaron en el 
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bazo tanto las distintas poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de 

citoquinas con perfil Th1, como la población de linfocitos T reguladores y del marcador 

de agotamiento celular PD-1, relacionados con una respuesta inmunitaria de tipo Th2. 

Estos análisis se realizaron en los esplenocitos de los animales ya que el bazo no es 

solamente un sitio de infección, sino que también es un órgano linfoide implicado en el 

desarrollo de la respuesta inmunitaria contra el parásito (Stanley et al. 2007). 

o En primer lugar, se realizó la caracterización de los linfocitos T productores de 

citoquinas con perfil Th1. Para ello, se estimularon los esplenocitos de los ratones 

infectados con el antígeno SLA de L. infantum durante 6 horas. A continuación, se midió 

mediante citometría de flujo la frecuencia relativa de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

productores de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, TNF e IL-2, como marcadores de 

la respuesta Th1, a través de un marcaje celular con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, 

anti-CD8, anti-IFN-g, anti-TNF y anti-IL-2 (apartado II.17. de Materiales y Métodos). La 

magnitud de la respuesta Th1 se determinó en función de la frecuencia en la que estas 

células producen una determinada citoquina (Seder et al. 2008). Además, se estudió si 

las células producen las citoquinas de forma independiente (células monoproductoras) 

o si, por el contrario, se trata de células capaces de producir dos o tres de estas 

citoquinas al mismo tiempo (multifuncionalidad). La producción múltiple de las 

citoquinas pro-inflamatorias frente a la infección por Leishmania se ha relacionado con 

una respuesta más eficaz, con respecto a la síntesis de una sola citoquina (Darrah et al. 

2007).  

 Los resultados obtenidos indican que la capacidad de estos linfocitos de producir 

citoquinas difiere debido al tipo de tratamiento inmunosupresor. En la figura 16 se 

describe la frecuencia de cada uno de los fenotipos funcionales de linfocitos T CD4+ (A) 

y T CD8+ (B) productores de IFN-g, TNF y/o IL-2. En el gráfico en tarta se representa el 

porcentaje total de células mono, dobles o triples productoras de estas citoquinas. 

Cuatro semanas después de la infección, la frecuencia de linfocitos T CD4+ productores 

de una o varias citoquinas (0,097 %) en el grupo anti-TNF fue la mitad con respecto a la 

del grupo control (0,21 %). No solo se observaron diferencias en la frecuencia de estos 

linfocitos, sino que también en la citoquina producida mayoritariamente tras la 

restimulación con SLA. Mientras que en el grupo control la respuesta celular se basó 
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únicamente en células monoproductoras de IFN-g, en el grupo anti-TNF las células 

productoras de TNF fueron precisamente las más abundantes. En concreto, la citoquina 

TNF fue producida en un 91,85 % por células T CD4+ monoproductoras, y en un 8,15 % 

por células dobles productoras TNF+ IL-2+. Esta producción mayoritaria de TNF por las 

células T CD4+ de este grupo inmunosuprimido podría estar relacionada con una 

respuesta exacerbada frente a la inactivación de esta molécula por el tratamiento 

inmunosupresor. Por otra parte, la inmunosupresión con MTX se asoció con una 

frecuencia 4,76 y 10 veces más elevada de células T CD4+ productoras de IFN-g, TNF e IL-

2, predominantes en la respuesta inmunitaria celular Th1 (1 %), respecto al grupo 

control y al inmunosuprimido con anti-TNF, respectivamente. Estos datos indican que la 

inmunosupresión con MTX conduce a una mejor respuesta Th1 durante la infección 

aguda por L. infantum respecto a la producida cuando la inmunosupresión se genera 

con anti-TNF. 

En cuanto a la respuesta producida por los linfocitos T CD8+, los esplenocitos de 

los grupos inmunosuprimidos fueron capaces de producir citoquinas en respuesta al SLA 

de L. infantum, mientras que no fue así en el caso del grupo control no inmunosuprimido 

(figura 16 B). La frecuencia total de estos linfocitos T CD8+ productores de citoquinas en 

el grupo anti-TNF fue tres veces mayor (0,95 %) que en el grupo MTX (0,3 %). Como 

ocurría con los linfocitos T CD4+ del grupo anti-TNF, los linfocitos T CD8+ de estos 

animales basaron su respuesta principalmente en la síntesis de TNF (98,12 % de células 

monoproductoras), junto con un 1,88 % de linfocitos dobles productores IFN-g+ TNF+. 

Los linfocitos T CD8+ del grupo MTX que respondieron a SLA expresaron 

mayoritariamente (70 %) sólo IL-2. Es destacable que los esplenocitos de este grupo 

produjeron con la misma frecuencia (0,09 %) linfocitos triples productores IFN-g+ TNF+ 

IL-2+ tanto en CD4+ como en CD8+. 

Los resultados del análisis de las subpoblaciones de linfocitos T productores de 

citoquinas con perfil Th1 en el bazo de los animales infectados indican que la 

inmunosupresión producida por anti-TNF genera una respuesta celular protectora más 

limitada, en términos de producción de citoquinas pro-inflamatorias. Este hecho podría 

estar relacionado con las mayores cargas parasitarias encontradas en el hígado de estos 

animales y con una alta producción de IgG (figura 13 A). Estos datos en conjunto podrían 
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sugerir una mayor gravedad en el desarrollo de la leishmaniasis visceral aguda en 

condiciones de inmunosupresión con antagonistas del TNF, con respecto a la 

inmunosupresión con MTX. 

 

Figura 16. Linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de citoquinas pro-inflamatorias tras la 

estimulación de los esplenocitos de los animales con SLA. Mediante citometría de flujo se 

analizó la producción específica de las citoquinas IFN-g, TNF e IL-2 al estimular con el SLA de L. 

infantum los esplenocitos de los animales durante 6 h. La estrategia de análisis booleano 

permitió la caracterización simultánea de las poblaciones de linfocitos T CD4+ (A) y CD8+ (B) 

productores de una (IFN-g+, TNF+ o IL-2+), dos (IFN-g+ TNF+, IFN-g+ IL-2+, TNF+ IL-2+) o tres (IFN-g+ 
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TNF+ IL-2+) citoquinas al mismo tiempo. En las tablas se refleja la frecuencia de cada una de estas 

combinaciones presentadas y los gráficos representan el porcentaje total de estos linfocitos 

monoproductores (+) de cualquiera de estas citoquinas, dobles productores (++) o triples 

productores (+++). Los resultados corresponden a la agrupación de esplenocitos de cada grupo 

de animales. 

 

o En segundo lugar, los esplenocitos de estos animales fueron también analizados 

para caracterizar las poblaciones asociadas con una respuesta inmunitaria celular de 

tipo Th2 como la presencia de células T reguladoras (CD44hi CD25+ CD127-) productoras 

de IL-10 o la expresión del marcador de agotamiento celular PD-1.  

Los grupos inmunosuprimidos anti-TNF y MTX presentaron valores similares de 

células T reguladoras (Treg) de 4,95 % y 5,11 %, respectivamente (figura 17 A). En ambos 

casos, esta frecuencia de células Treg fue estadísticamente superior (p = 0,0044 y p = 

0,0093, respectivamente) a la generada por el grupo control (3,54 %). 

Por último, se examinó el porcentaje de linfocitos T CD4+ y T CD8+ que 

expresaban el marcador de agotamiento celular PD-1+ (figura 17 B). Los linfocitos de los 

grupos inmunosuprimidos fueron los que produjeron este marcador en mayor medida. 

Por un lado, los linfocitos T CD4+ del grupo inmunosuprimido con MTX expresaron PD-

1+ en un 3,85 %. Este porcentaje fue superior tanto al producido por el grupo control 

(2,53 % con p = 0,027) como por el grupo inmunosuprimido con anti-TNF (2,61 %, p = 

0,0024). Por otro lado, los linfocitos T CD8+ del grupo anti-TNF produjeron en un 0,47 % 

este marcador de agotamiento celular, porcentaje significativamente mayor (p = 0,018) 

que el presentado por los linfocitos T CD8+ del grupo control, quienes lo produjeron en 

un 0,21 %. 

Las mayores frecuencias de células T reguladoras, así como del marcador de 

agotamiento celular PD-1 en los grupos inmunosuprimidos farmacológicamente, 

podrían estar relacionadas con una menor respuesta protectora en estos grupos. 

Especialmente en el caso de la inmunosupresión con antagonistas del TNF, estos altos 

porcentajes, junto con las menores frecuencias de citoquinas pro-inflamatorias, así 

como los resultados de la respuesta humoral descrita anteriormente, parecen indicar 

una respuesta inmunitaria menos eficaz con diseminación de Leishmania al hígado de 

estos animales. 
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Figura 17. Determinación de poblaciones celulares mediante un análisis ex vivo de los 

esplenocitos de los animales. Se realizó una tinción celular en los esplenocitos de los animales 

con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD44, anti-CD25, anti-CD127 y anti-PD1 

para conocer el porcentaje de las poblaciones de células T reguladoras (A) y de los linfocitos T 

CD4+ y CD8+ productores de PD-1+ (B). Los resultados se expresan como la media y desviación 

estándar de cada grupo. Las diferencias estadísticas (p < 0,05) entre los grupos se analizaron a 

través de un test t de Student y se representan como * para las diferencias con el grupo control 

y con + para las diferencias entre los grupos inmunosuprimidos.  

 

 Los resultados descritos en este segundo apartado indican que los tratamientos 

inmunosupresores anti-TNF y MTX modulan el curso de la leishmaniasis visceral en su 

fase aguda. Los dos compuestos generan una carga parasitaria diferente a la del grupo 

control no inmunosuprimido, en distintos órganos, lo que influye en una evolución de la 

enfermedad. Además, en ambos grupos se produce una respuesta inmunitaria humoral 

y celular que difiere de la del grupo control. Mientras que en el grupo anti-TNF esta 

respuesta está marcada por una mayor presencia de anticuerpos, en el grupo MTX se 

observa un mayor predominio de células multiproductoras. En ambos casos, la mayor 

frecuencia de células asociadas con la respuesta Th2 observada podría comprometer la 

respuesta protectora Th1 en estos grupos, agravando la infección producida por L. 

infantum en las primeras semanas de infección. Si bien estos datos son consecuencia de 

la utilización de un modelo animal experimental que es capaz de resolver la infección 

aguda de forma natural, los resultados aquí mostrados presentan una potencial 

relevancia clínica, ya que en pacientes inmunosuprimidos farmacológicamente se ha 

observado una leishmaniasis visceral más severa. Estos pacientes, además, presentan 
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una respuesta al tratamiento de la leishmaniasis visceral más limitada, aunque se 

desconocen los mecanismos subyacentes que desembocan en este resultado. Por este 

motivo, a continuación, se estudió el efecto de los compuestos inmunosupresores anti-

TNF y MTX en el tratamiento de la infección visceral crónica con antimoniales 

pentavalentes en el modelo ratón. 

III. Influencia de la inmunosupresión farmacológica con anti-TNF o MTX en el 

éxito del tratamiento en el modelo experimental de leishmaniasis visceral. 

 Después de analizar cómo los tratamientos inmunosupresores anti-TNF y MTX 

influyen en el inicio de la infección por L. infantum, se planteó estudiar su efecto durante 

el tratamiento de la enfermedad, una vez establecida la infección. Para ello, se utilizaron 

ratones de la cepa BALB/c ya que, como se mencionó en la Introducción, son 

susceptibles a la enfermedad y progresan hacia el estadio crónico de la misma. Estos 

ratones se inmunosuprimieron con anti-TNF o MTX y, posteriormente, se infectaron con 

promastigotes de L. infantum. Seis semanas después de la infección se inició el 

tratamiento con antimoniales pentavalentes comercializados (Glucantime®). En este 

estudio se empleó este tratamiento antiparasitario por ser el tratamiento habitual de la 

leishmaniasis visceral. Tras finalizar el tratamiento leishmanicida se analizaron las 

posibles diferencias en el número de parásitos en los órganos viscerales, así como en la 

respuesta inmunitaria específica frente a Leishmania. 

III.1. La eficacia del tratamiento parasitario se ve alterada en condiciones de 

inmunosupresión farmacológica 

  Una semana después del inicio de la inmunosupresión de ratones BALB/c con los 

inmunosupresores anti-TNF y MTX se procedió a la infección de los animales con 

promastigotes de L. infantum. Seis semanas después (S6), una vez la infección comienza 

a ser controlada en el hígado, aumenta progresivamente en el bazo hacia la fase crónica. 

En ese momento (S6), se inició el tratamiento con Glucantime® durante 21 días, hasta 

alcanzar la semana 9 post infección (S9). Se realizaron análisis parasitológicos en los 

órganos diana de la leishmaniasis visceral, hígado, bazo y médula ósea (figura 18) en S6 

y S9 para evaluar la eficacia del tratamiento de la leishmaniasis visceral con antimoniales 

pentavalentes y determinar si anti-TNF o MTX afectan a la cura parasitológica.  
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o Los resultados de qPCR mostraron que en el hígado en la semana 6 post-infección 

las mayores cargas parasitarias se encontraron en el grupo inmunosuprimido con anti-

TNF (9,82 x 104 parásitos totales) (figura 18 A), al igual que ocurría durante la fase aguda 

de la infección. El número de parásitos totales en este grupo fue significativamente 

superior al grupo control (p = 0,0099) y al grupo MTX (p = 0,0033). Sin embargo, al 

finalizar las pautas de tratamiento con Glucantime® (S9), se observó una reducción 

significativa en las cargas parasitarias observadas en el hígado en los tres grupos 

experimentales, sin diferencias estadísticas entre ellos. 

Cuando la infección visceral empieza a controlarse en el hígado, se incrementan 

las cargas parasitarias en el bazo, tal y como se observa en el caso de la S6 del grupo 

control no inmunosuprimido (figura 18 B). Sin embargo, la inmunosupresión con anti-

TNF parece retrasar este proceso ya que, en este grupo, se determinó en S6 un número 

total de parásitos (2,68 x 104) inferior a los encontrados en el grupo control no 

inmunosuprimidos (5,65 x104, p < 0,0001). El comportamiento observado en el grupo 

MTX fue diferente al de los otros dos grupos experimentales ya que los animales de este 

grupo presentaron las menores cargas parasitarias en bazo en la S6 (0,41 x 104 parásitos 

totales). Durante el establecimiento de la fase crónica de la infección, el tratamiento con 

Glucantime® en el bazo solamente fue eficaz en el caso del grupo no inmunosuprimido 

(p < 0,0001). Lo más destacable en este órgano fue que la inmunosupresión con MTX 

condujo a un incremento significativo en el número de parásitos en el bazo, tras el 

tratamiento leishmanicida (1,71 x 104, p < 0,0001) que, además, fue superior al 

presentado por el grupo control (p < 0,0001). 

  Finalmente, en la médula ósea, el número de parásitos en S6 fue similar tanto en 

el grupo control (1,17 x 103) como en el grupo MTX (1,49 x 103) (figura 18 C). Sin 

embargo, en el grupo anti-TNF se observó un número de parásitos (0,52 x 103) en este 

órgano inferior al presentado por el grupo control (p = 0,016) y por el grupo MTX (p = 

0,0013). Una vez finalizado el tratamiento con Glucantime® en S9, al igual que lo 

ocurrido en el caso del bazo, las cargas parasitarias solamente se redujeron en el caso 

del grupo control (p = 0,011). De igual modo, el número de parásitos en la médula ósea 

del grupo MTX (1,35 x 103) fue significativamente superior (p = 0,039) al determinado 

en el grupo control (0,47 x 103 parásitos totales). 
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  Estos resultados sugieren que los fármacos inmunosupresores anti-TNF y MTX 

afectan al tratamiento de la leishmaniasis visceral con Glucantime®, lo que se ve 

reflejado en las mayores cargas parasitarias encontradas en bazo en ambos grupos tras 

el tratamiento parasitológico y en médula ósea en el grupo MTX. Cabe destacar que el 

efecto antiparasitario del MTX parece verse revertido en el bazo al finalizar el 

tratamiento con antimoniales pentavalentes, tal y como se aprecia en el aumento del 

número de parásitos encontrados en el bazo de este grupo. Este resultado podría 

relacionarse con la existencia del mecanismo de resistencia cruzada entre MTX y Sb 

descrito previamente (apartado I.5.). 

 

Figura 18. Determinación de la carga parasitaria en los órganos diana de la LV tras el 

tratamiento con Glucantime®. Ratones BALB/c fueron inmunosuprimidos con anti-TNF o MTX 

y, una semana más tarde, infectados por vía intravenosa con 1 x 107 promastigotes de L. 

infantum. Tras 6 semanas de infección (S6) se iniciaron las pautas de tratamiento de la 

enfermedad con Glucantime® durante 21 días, hasta alcanzar la semana 9 post infección (S9). 

Tanto en la S6 como en la S9 se llevó a cabo la eutanasia de diferentes grupos de animales para 

determinar mediante qPCR el número de parásitos totales en hígado, bazo y médula ósea. Los 
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resultados se muestran mediante un diagrama de cajas y bigotes en el que se detalla la mediana 

y el rango intercuartílico para cada condición. Las diferencias estadísticas entre los grupos se 

analizaron mediante una prueba t de Student (p < 0,05). Se representan con * para las 

diferencias entre la S6 y S9 del mismo grupo; con + para las diferencias con la misma semana del 

grupo control y, con x para las diferencias semanales entre los grupos inmunosuprimidos. 

 

o Por otro lado, y conociendo que durante la fase crónica de la leishmaniasis 

visceral se producen alteraciones en la arquitectura y el microambiente del bazo (de 

Melo et al. 2020), se determinaron los pesos de este órgano y se cuantificaron el número 

de esplenocitos presentes antes y después del tratamiento con Glucantime® (figura 19). 

 Antes del tratamiento, en la semana 6 post infección, el peso del bazo fue de 

0,21, 0,20 y 0,44 gramos para los grupos control, anti-TNF y MTX, respectivamente 

(figura 19 A). Como consecuencia de la infección, en todos los grupos el peso del bazo 

fue superior a los 0,1 gramos descritos en el bazo de ratones BALB/c de la misma edad 

y sin infección (de Melo et al. 2020; Sukhumavasi et al. 2021). Llama la atención que, el 

peso del bazo en el grupo MTX fue significativamente mayor (p < 0,0001) al de los bazos 

del grupo control y del grupo inmunosuprimido con anti-TNF. 

El tratamiento con Glucantime® redujo de forma significativa el peso del bazo en 

todos los grupos experimentales. De tal forma que, en la semana 9 post infección, el 

peso del bazo en el grupo control disminuyó hasta alcanzar una media de 0,12 gramos 

(p = 0,006) y en el grupo anti-TNF a 0,11 gramos (p = 0,015). En ambos casos, al finalizar 

el tratamiento, el peso del bazo recuperó los valores de normalidad establecidos. Sin 

embargo, la reducción del peso del bazo en el grupo inmunosuprimido con MTX no llegó 

a estos límites y se mantuvo más elevado, con una media de 0,27 gramos, 

significativamente mayor al de los otros dos grupos experimentales (p < 0,0001). 

 El aumento en el peso del bazo en el grupo MTX después del tratamiento no 

pudo relacionarse con la presencia de un mayor número de esplenocitos con respecto a 

la semana 6 (figura 19 B). No obstante, tras el tratamiento con Glucantime®, el número 

de esplenocitos fue, en todos los grupos, superior al que presentan ratones BALB/c de 

la misma edad no infectados (entre 1,6 x 107 y 1,8 x 107 esplenocitos) (Pinchuk and 

Filipov 2008). Al finalizar el tratamiento con Glucantime®, el número de esplenocitos en 
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el grupo MTX (8,20 x107) fue superior tanto al grupo control (4,20 x 107; p = 0,014) como 

al grupo inmunosuprimido con anti-TNF (4,56 x 107; p = 0,032). 

 La mayor celularidad, así como el peso más elevado en el bazo de los ratones 

inmunosuprimidos con MTX en la semana 9 post infección, podría estar relacionado con 

el aumento de células responsables de la respuesta inmunitaria tras el tratamiento de 

la enfermedad en este grupo inmunosuprimido. 

 

Figura 19. Peso del bazo y número de esplenocitos en ratones inmunosuprimidos antes y 

después del tratamiento con Glucantime®. Ratones BALB/c inmunosuprimidos con anti-TNF o 

MTX fueron infectados con 1 x 107 promastigotes de L. infantum durante 6 semanas (S6) y, 

posteriormente tratados con Glucantime® durante 3 semanas (S9). Tanto en la semana 6 previa 

al tratamiento como en la semana 9, una vez finalizado el mismo, se procedió a la eutanasia de 

los animales. Los bazos de cada uno de ellos se pesaron (A) y, tras realizar el procesamiento 

correspondiente, se determinó el número de esplenocitos (B). Los resultados se muestran en un 

diagrama de cajas y bigotes en el que se representa la mediana y el rango intercuartílico. Las 

diferencias entre los grupos se determinaron mediante una prueba t de Student (p < 0,05) y se 

representan con * para las diferencias entre la S6 y S9 del mismo grupo; con + para las diferencias 

con la misma semana del grupo control y, con x para las diferencias semanales entre los grupos 

inmunosuprimidos. 

 

III.2. La inmunosupresión con anti-TNF genera una marcada hipergammaglobulinemia 

después del tratamiento con Glucantime®. 

 Para determinar si la inmunosupresión con anti-TNF o MTX afecta a la respuesta 

inmunitaria humoral antes y después del tratamiento con Glucantime®, se analizó 

mediante ELISA el título de anticuerpos específicos frente al parásito.  
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 La infección en el grupo control produjo un incremento en el título de 

anticuerpos IgG específicos entre la semana 1 (S1) y la semana 6 (S6) post-infección, 

aunque este no fue estadísticamente significativo (p = 0,33). En el grupo anti-TNF el 

aumento de la hipergammaglobulinemia fue más acusado, incrementándose el título de 

IgG desde 228,6 en la semana 1 post-infección a 2.371 en la semana 6 post-infección (p 

= 0,0087) (figura 20 A). En cambio, es destacable que este incremento no se observó en 

los animales inmunosuprimidos con MTX, en los que se encontraron los títulos más bajos 

de estos anticuerpos IgG específicos. 

 El tratamiento antiparasitario con Glucantime® redujo el título de IgG en el grupo 

anti-TNF en la semana 9 post-infección (S9). No obstante, los anticuerpos IgG específicos 

en el grupo anti-TNF permanecieron considerablemente elevados, siendo 

significativamente mayor que en el grupo control (p = 0,0006) y que en el grupo MTX (p 

= 0,0043). Como ya se ha mencionado antes, los animales inmunosuprimidos con MTX 

no mostraron títulos elevados de IgG específicos de Leishmania en ningún momento tras 

la infección.  

 Debido a que los subtipos de IgG1 e IgG2a en ratones BALB/c se relacionan con 

una polarización hacia una respuesta Th2 o Th1, respectivamente, se determinó 

mediante ELISA los títulos de ambos subtipos de IgG y se calculó la ratio IgG2a/IgG1 

entre ambos.  

El tratamiento con Glucantime® condujo a un incremento estadísticamente 

significativo de la ratio IgG2a/IgG1 en los animales no inmunosuprimidos (p = 0,049) y 

en los inmunosuprimidos con anti-TNF (p = 0,041). La misma tendencia se observó en el 

grupo inmunosuprimido con MTX, aunque no fue estadísticamente significativa (p = 

0,44), quizás por la escasa respuesta humoral detectada en este grupo. Es importante 

destacar que antes del tratamiento con Glucantime® se encontró en el grupo anti-TNF 

una ratio polarizada hacia el subtipo IgG1, asociado con una mayor respuesta de tipo 

Th2 en este grupo y, por lo tanto, una mayor severidad de la infección. 

Estos resultados sugieren que a pesar de la hipergammaglobulinemia detectada 

durante las seis primeras semanas de infección en el grupo anti-TNF, el tratamiento de 

la leishmaniasis visceral con antimoniales redujo el título de IgG específicos frente al 
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parásito, a la vez que incrementó la abundancia relativa del subtipo IgG2 en este grupo. 

No obstante, esta mejoría en el perfil inmunológico del grupo anti-TNF no va a ser 

suficiente para controlar la infección. 

 

Figura 20. Determinación del título de anticuerpos IgG y de la ratio IgG2a/IgG1. El título de 

anticuerpos IgG (A) así como de los subtipos IgG1 e IgG2a (B) específicos frente al SLA de L. 

infantum fueron determinados mediante ELISA en el suero de los ratones BALB/c extraído 

semanalmente. En (A) se detallan la mediana y el rango intercuartílico del título de IgG. En (B) la 

ratio IgG2a/IgG1 en las semanas 1 (S1), 6 (S6) y 9 (S9) post infección. Las diferencias estadísticas 

encontradas dentro del mismo grupo (*), con respecto al grupo control (+) o entre los grupos 

inmunosuprimidos (x) se determinaron mediante el test Mann-Whitney (p < 0,05). 

 

III.3. La inmunosupresión farmacológica reduce el número de las poblaciones de 

linfocitos circulantes en sangre antes y después del tratamiento antiparasitario. 

 Anteriormente se describió que los tratamientos inmunosupresores anti-TNF y 

MTX reducen los niveles de linfocitos T CD4+ circulantes en sangre (apartado II.3.). Para 

determinar si el tratamiento leishmanicida con antimoniales era capaz de reestablecer 

los niveles normales de los linfocitos circulantes en sangre, se analizaron semanalmente 

y mediante citometría de flujo las poblaciones circulantes de linfocitos T CD4+, T CD8+ y 

de células B CD19+. Para ello, se realizó una tinción celular con los anticuerpos anti-CD3, 

anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD19 (apartado II.14. de Materiales y Métodos). 

Por un lado, en lo que respecta al número de linfocitos T CD4+/mm3 (figura 21 A) 

tanto en la semana 1 como en la semana 6 post-infección del grupo control 

permanecieron dentro de los límites de normalidad determinados a partir de ratones no 

infectados de la misma cepa y edad (2.059,38 ± 720.18/mm3). Al finalizar el tratamiento 
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con Glucantime® en la semana 9 post-infección, el número de linfocitos T CD4+ aumentó 

drásticamente, alcanzando una media de 2.949/mm3.  

  Sin embargo, en los grupos inmunosuprimidos se encontró una reducción 

estadísticamente significativa (p = 0,0021 en el grupo anti-TNF y p = 0,0010 en el grupo 

MTX) en la semana 6 post-infección del número de linfocitos T CD4+, quedando por 

debajo de los límites de normalidad. A diferencia de lo que ocurre en el grupo control, 

en los animales inmunosuprimidos los niveles de linfocitos T CD4+ en sangre no se 

recuperaron tras el tratamiento con antimoniales (figura 21 A). Este resultado sugiere 

que la inmunosupresión farmacológica lleva asociada una ausencia en la restauración 

de los linfocitos T CD4+ circulantes tras el tratamiento con antimoniales y, por lo tanto, 

hay un menor número de linfocitos necesarios para hacer frente a infecciones 

intracelulares como la ocasionada por Leishmania. 

 Por otro lado, en todos los grupos experimentales se detectó, en la semana 6 

post-infección, una disminución significativa de los niveles de linfocitos T CD8+, 

llevándolos a niveles inferiores a los de los límites de normalidad (247,11 ± 70,94/mm3) 

(figura 21 B). Cabe destacar que, el recuento celular en el grupo anti-TNF en la semana 

6 post-infección fue el menor de todos, con valores de 22,96 linfocitos T CD8+/mm3 que 

fueron inferiores a los del grupo control no inmunosuprimido (p = 0,030). A diferencia 

de lo que ocurrió con los linfocitos T CD4+, tras el tratamiento con Glucantime® (S9) no 

se recuperaron los niveles normales de linfocitos T CD8+, sino que permanecieron por 

debajo de los límites de normalidad en todos los grupos experimentales. Tal y como se 

observó en la infección aguda, este resultado vendría a indicar que los niveles de 

linfocitos T CD8+ disminuyen principalmente debido a la infección por L. infantum y 

presentan una recuperación más lenta. El tratamiento leishmanicida con antimoniales 

pentavalentes parece influir de forma limitada en el número de linfocitos T CD8+ 

circulantes en sangre durante el establecimiento de la fase crónica de la infección por L. 

infantum. 

 Por último, en la figura 21 C se muestra la evolución de los linfocitos B detectados 

en sangre a través de su marcador de membrana CD19+. En todos los grupos 

experimentales se observó un incremento significativo de estos valores debido al 
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desarrollo de la infección, superando los límites de normalidad (51,13 ± 30,70). Además, 

es importante señalar que el número de células CD19+ en sangre fue significativamente 

superior en el grupo inmunosuprimido con anti-TNF con respecto al grupo MTX (p = 

0,029). Después del tratamiento con Glucantime®, se redujo el número de células CD19+ 

en sangre solamente en el grupo control. En los grupos inmunosuprimidos, los niveles 

de células CD19+ no se redujeron tras el tratamiento con Glucantime®. Este resultado 

podría relacionarse con la mayor carga parasitaria encontrada en el bazo y la médula 

ósea en los ratones del grupo anti-TNF y, con la mayor presencia de anticuerpos en este 

grupo en las semanas 6 y 9 post-infección. 

Estos resultados parecen indicar que en condiciones de inmunosupresión 

farmacológica con antagonitas del TNF o metotrexato, y después del tratamiento con 

antimoniales pentavalentes, las poblaciones de linfocitos en sangre de ratones BALB/c 

infectados con L. infantum varían significativamente con respecto a las de los animales 

no inmunosuprimidos. En concreto, los niveles de linfocitos T CD4+ en sangre no 

recuperan valores normales en los grupos anti-TNF y MTX. El número de linfocitos B no 

se reduce hasta los límites de normalidad en los grupos inmunosuprimidos, como sí que 

ocurre en el grupo control.  
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Figura 21. Determinación semanal de los niveles de linfocitos T CD4+, T CD8+ y CD19+ en sangre 

periférica. Se extrajo sangre de la vena submaxilar de los ratones semanalmente para el análisis 

de las poblaciones de linfocitos T CD4+ (A), T CD8+ (B) y células CD19+ (C) circulantes mediante 

citometría de flujo. Se representan la media y desviación estándar de cada uno de los grupos. 

Mediante líneas de puntos discontinuas se detallan los límites de normalidad calculados para 

cada población: 2.059 ± 720,18 T CD4+ por mm3 (A); 247,11 ± 70,94 T CD8+ por mm3 (B) y 51,13 

± 30,70 CD19+ por mm3 (C). Las diferencias estadísticas se calcularon a partir de una prueba t de 

Student (p valor < 0,05) y se detallan mediante * para las diferencias semanales dentro del 

mismo grupo; con + para aquellas diferencias encontradas con respecto a la misma semana del 

grupo control y con x para establecer distinciones entre los grupos inmunosuprimidos.  

 

III.4. La funcionalidad de los linfocitos T implicados en la respuesta celular tras el 

tratamiento con antimoniales pentavalentes se ve alterada por la inmunosupresión. 

 La producción de citoquinas de tipo Th1 es clave para hacer frente a la infección 

por Leishmania y, además, como se ha descrito anteriormente, la expresión de dos o 

tres de estas citoquinas (IFN-g, TNF e IL-2) por la misma célula se ha asociado con una 

respuesta más eficaz contra el parásito y con la resolución de la enfermedad tras el 

tratamiento. Para conocer si la inmunosupresión farmacológica influye en la respuesta 

inmunitaria celular generada tras el tratamiento antiparasitario, los esplenocitos de los 

ratones BALB/c en estudio se estimularon durante 72 h con el antígeno SLA de L. 

infantum. Para establecer el grado de estimulación debido al SLA sobre las condiciones 

basales, se calculó la proporción SLA (estímulo específico) / RPMI (control negativo). 

o En primer lugar, se determinó la frecuencia de las poblaciones de linfocitos T 

CD4+ productores de una o varias citoquinas (IFN-g, TNF e IL-2) de forma simultánea 

(figura 22). En la semana 6 post-infección la frecuencia de células T CD4+ 

monoproductoras fue similar en todos los grupos experimentales, observándose en 

todos ellos un aumento significativo al finalizar el tratamiento con Glucantime®. 

Además, este incremento en S9 fue mayor en el grupo inmunosuprimido con MTX que 

en el grupo anti-TNF (p = 0,048). En cuanto a las células T CD4+ productoras de dos 

citoquinas en respuesta al SLA, en la semana 6 post infección los animales 

inmunosuprimidos con anti-TNF o MTX mostraron un menor porcentaje que el grupo 

control (p = 0,032 y 0,018, respectivamente). Esta frecuencia de las células dobles 

productoras no se vio alterada en ninguno de los grupos experimentales por el 

tratamiento antiparasitario.  
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Por último, el 2,08 % de los linfocitos T CD4+ del grupo control no 

inmunosuprimido produjeron las tres citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, TNF e IL-2 

simultáneamente en respuesta al SLA tras seis semanas de infección (figura 22 C). Esta 

multiproducción no se observó en los grupos inmunosuprimidos, lo que podría sugerir 

una respuesta celular de menor calidad en los animales inmunosuprimidos con anti-TNF 

o MTX. Es interesante destacar que al finalizar el tratamiento con Glucantime®, se 

produjo en el grupo control una disminución significativa (p = 0,0061) de las células T 

CD4+ triples productoras, de forma que los tres grupos mostraron porcentajes similares 

de linfocitos T CD4+ triples productores tras el tratamiento.  

En el anexo III se desglosan las proporciones SLA/RPMI de estos linfocitos 

productores de cada una de las citoquinas de forma independiente, así como de todas 

las combinaciones de células dobles productoras.  

 

Figura 22. Diferencias en la producción de citoquinas inflamatorias por los linfocitos T CD4+ en 

ratones inmunosuprimidos farmacológicamente. Ratones BALB/c inmunosuprimidos e 

infectados con L. infantum fueron eutanasiados antes (S6) y después (S9) del tratamiento con 

Glucantime®. Los esplenocitos obtenidos en ambas situaciones fueron estimulados durante 72 
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h con el SLA de L. infantum para determinar por citometría de flujo la producción individual o 

combinada de las citoquinas IFN-g, TNF e IL-2 por los linfocitos T CD4+. La estrategia de análisis 

booleano permitió definir las poblaciones celulares multiproductoras de estas citoquinas. Se 

representan las proporciones SLA/RPMI de la agrupación de células monoproductoras (A), 

dobles (B) o triples productoras (C). Además, en (D) se detallan los porcentajes totales de estas 

células tanto en S6 como en S9. Las diferencias estadísticas encontradas se determinaron 

mediante un test Mann-Whitney (p valor < 0,05). 

 

o En segundo lugar, se realizó un análisis booleano para caracterizar a los linfocitos 

T CD8+ productores de las citoquinas IFN-g, TNF e IL-2 tanto de forma individual como 

combinada (figura 23). En la semana 6 post-infección la frecuencia de células T CD8+ 

monoproductoras en el grupo inmunosuprimido con anti-TNF fue estadísticamente 

inferior a la del grupo control (p valor 0,0023). Además, en este momento, el grupo 

control fue el único que presentó, con un 3,36 %, linfocitos T CD8+ triples productores. 

Además, tras el tratamiento (S9), no se apreciaron diferencias significativas en las células 

T CD8+ multiproductoras entre la semana 6 y 9 post-infección, en ninguno de los grupos 

experimentales. Estos resultados de los linfocitos T CD8+ indican una respuesta menos 

multifuncional tras la estimulación de los esplenocitos con antígenos de Leishmania 

después de finalizar el tratamiento con Glucantime® en los animales inmunosuprimidos 

con anti-TNF o MTX, con respecto al grupo control.   
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Figura 23. Diferencias en la producción de citoquinas inflamatorias por los linfocitos T CD8+ en 

ratones inmunosuprimidos farmacológicamente. Tras la estimulación de los esplenocitos de los 

animales durante 72 h con el SLA de L. infantum, se analizó mediante citometría de flujo y un 

análisis booleano, los linfocitos T CD8+ productores de las citoquinas IFN-g, TNF e IL-2 de forma 

independiente o en combinaciones de dos o tres de ellas. Los resultados se representan como 

la media y desviación estándar de la ratio SLA/RPMI para las células monoproductoras (A), 

dobles productoras (B) o triples productoras (C). Las diferencias estadísticas entre grupos se 

determinaron a través de un test no paramétrico de Mann-Whitney. ** p < 0,01. En (D) se 

detallan los porcentajes totales de estas células tanto en S6 como en S9. 

 

o De forma independiente, para conocer la capacidad de las citoquinas secretadas 

al medio de forma temprana se estimularon los esplenocitos de forma no específica con 

aCD3/aCD28. Mediante el kit comercial CBA Th1/Th2/Th17 se determinó la 

concentración de citoquinas en el sobrenadante, observándose diferencias significativas 

entre los grupos inmunosuprimidos y el grupo control (figura 24). 

Es de destacar que en el grupo anti-TNF, después del tratamiento con 

Glucantime®, la estimulación no provocó la secreción de ninguna de las citoquinas pro-

inflamatorias, IFN-g, TNF e IL-2. Esto supone la ausencia de una respuesta Th1 tras el 
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tratamiento en caso de inmunosupresión con anti-TNF. Además, este grupo presentó 

las menores concentraciones de la citoquina IL-17, las cuales fueron inferiores a las del 

grupo control (p < 0,0001) y a las del grupo MTX (p = 0,036). La citoquina IL-17 

desempeña un papel importante en el reclutamiento de neutrófilos y actúa 

sinérgicamente con el IFN-g (Jawed et al. 2019). Cabe recordar que este grupo anti-TNF 

presentaba las mayores cargas parasitarias, así como el mayor título de anticuerpos 

específicos IgG, lo que podría indicar que la inmunosupresión con anti-TNF genera una 

disminución de la respuesta inmunitaria, que no se ve recuperada al finalizar el 

tratamiento leishmanicida. 

 Por otro lado, en el grupo inmunosuprimido con MTX se observaron 

concentraciones similares al control de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-g e IL-2, al 

finalizar el tratamiento antiparasitario. En relación con la citoquina TNF, en este grupo 

se produjo una disminución estadísticamente significativa con respecto al grupo control 

(p = 0,026). En lo referente a las citoquinas con perfil Th2, el grupo MTX presentó los 

mayores niveles de IL-6, superiores a los del control (p = 0,037) y a los del grupo anti-

TNF (p = 0,018). La disminución de la concentración de la citoquina pro-inflamatoria TNF, 

así como el aumento de citoquinas con potencial anti-inflamatorio, como la IL-6, podrían 

dificultar el tratamiento de la leishmaniasis visceral con antimoniales pentavalentes en 

condiciones de inmunosupresión con MTX. 

Finalmente, en lo que respecta a la IL-10, principal citoquina relacionada con el 

fenotipo Th2 de susceptibilidad, a pesar del incremento observado en todos los grupos 

al realizar la estimulación, los niveles basales (RPMI) en el grupo anti-TNF (43,32 pg/ml) 

fueron superiores a los otros grupos (p = 0,0022 con el grupo control y p = 0,017 con el 

grupo MTX). La existencia de niveles basales de esta citoquina sugiere que la propia 

inmunosupresión con antagonistas del TNF supone un incremento de esta citoquina IL-

10, lo que conllevará una disminución de la respuesta inflamatoria necesaria para hacer 

frente a infecciones intracelulares como la leishmaniasis. 

Los resultados relativos a la producción de citoquinas pro-inflamatorias por los 

linfocitos T CD4+ y T CD8+ sugieren una menor respuesta inmunitaria tras el tratamiento 
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con Glucantime® en situaciones de inmunosupresión farmacológica, especialmente en 

el caso de la inmunosupresión con antagonistas del TNF. 

 

 

Figura 24. Producción de citoquinas en el bazo de ratones inmunosuprimidos y tratados con 

Glucantime®. Ratones BALB/c fueron inmunosuprimidos y, posteriormente infectados con 

promastigotes de L. infantum. Tras seis semanas de infección, se procedió al tratamiento de los 

mismos con Glucantime® hasta alcanzar la semana 9 post infección. En este momento el bazo 

de los ratones fue procesado y los esplenocitos resultantes estimulados con αCD3/αCD28 

durante 24 h. Pasado este tiempo, los sobrenadantes fueron recolectados para evaluar la 

cantidad de citoquinas secretada mediante el kit comercial CBA Th1/Th2/Th17 de BD. Los 

resultados corresponden a la diferencia entre el estímulo y el medio sin estimular (RPMI), 

mostrándose los valores individuales para cada ratón, así como la media del grupo. En el caso 

de la IL-10 se representan los valores brutos sin sustracción previa. Las diferencias estadísticas 

se realizaron mediante una prueba Mann-Whitney (p valor < 0,05). Se señalan con x las 

diferencias entre los grupos inmunosuprimidos y con + las referidas a la misma condición del 

grupo control.  

 

III.5. La inmunosupresión farmacológica conduce a un incremento del agotamiento 

celular al finalizar el tratamiento antiparasitario. 

 Para concluir con el estudio de la respuesta inmunitaria celular antes y después 

del tratamiento con antimoniales pentavalentes, se analizaron mediante citometría de 

flujo las poblaciones de linfocitos B CD19+ productores de IL-10 así como el marcador de 

agotamiento celular PD-1 producido por estos y por los linfocitos T CD4+ y CD8+ (figura 

25). Tanto la citoquina IL-10 como el marcador de agotamiento celular PD-1 son 
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característicos del fenotipo Th2 de susceptibilidad a la infección y, por lo tanto, su 

incremento se relaciona con una leishmaniasis visceral más grave. Para su análisis, los 

esplenocitos de los ratones se estimularon durante 72 h con el SLA de L. infantum y se 

calculó la proporción SLA/RPMI para ver la intensidad de la respuesta frente al antígeno. 

 En lo referente a las células B, se observó una reducción en la producción de IL-

10+ al finalizar el tratamiento de la enfermedad con Glucantime® en todos los grupos 

experimentales (figura 25 A). Sin embargo, hay que destacar que esta disminución en la 

frecuencia de células B productoras de IL-10+ solamente fue estadísticamente 

significativa en el caso del grupo control (p = 0,0006) y del grupo MTX (p = 0,036). El 

grupo anti-TNF, al contrario, presentó en la semana 9 post-infección una mayor 

frecuencia de linfocitos B IL-10+ tras la estimulación con el SLA que el grupo control (p = 

0,041). Además, las células B del grupo anti-TNF también fueron las que más expresaron 

el marcador de agotamiento celular PD-1+ al finalizar el tratamiento, superior al grupo 

control (p = 0,015) (figura 25 B). Por tanto, los resultados indican que la 

inmunosupresión con antagonistas del TNF incrementa estos marcadores relacionados 

con el fenotipo Th2, disminuyendo la capacidad de desarrollar respuestas eficaces 

contra el parásito después del tratamiento de la leishmaniasis visceral con antimoniales 

pentavalentes.  

 Por otro lado, tal como se ha descrito anteriormente, los linfocitos T CD4+ y CD8+ 

producen PD-1+ en situaciones de anergia celular. Como se puede observar en las figuras 

25 C y D, los mayores valores de PD-1+ producidos por estas células tras el tratamiento 

con Glucantime® corresponden a los grupos inmunosuprimidos. Esta característica de 

los linfocitos T, junto con las menores frecuencias de células productoras de citoquinas 

pro-inflamatorias, sugieren la existencia de una menor eficacia del tratamiento con 

Glucantime® en la recuperación de la respuesta inmunitaria celular, tras la infección con 

L. infantum, en animales bajo inmunosupresión farmacológica. Esta situación se 

relacionaría con una menor capacidad para hacer frente a una nueva infección o 

potencial recaída en el tiempo en los grupos inmunosuprimidos farmacológicamente. 
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Figura 25. Determinación de IL-10+ y PD+ por los linfocitos CD19+, T CD4+ y T CD8+. Al estimular 

los esplenocitos de los ratones durante 72 h con el SLA de L. infantum, se analizó mediante 

citometría de flujo la frecuencia de células CD19+ productoras de IL-10+ (A), así como de la 

producción del marcador de agotamiento celular PD-1+ por los linfocitos CD19+ (B), T CD4+ (C) y 

T CD8+ (D). Los resultados corresponden a la ratio SLA/RPMI y se representan mediante un 

diagrama de cajas y bigotes en el que se detalla la mediana y el rango intercuartílico. Para 

establecer diferencias significativas se realizó una prueba t de Student (p valor < 0,05). Las 

diferencias entre los grupos inmunosuprimidos se marcan con el símbolo x y aquellas 

encontradas con respecto al grupo control con el símbolo +.  

 

III.6. Las poblaciones de células dendríticas tras el tratamiento con antimoniales 

pentavalentes se alteran en condiciones de inmunosupresión farmacológica. 

 Las células dendríticas presentan un papel clave en la organización de la 

respuesta inmunitaria frente a la infección por Leishmania (Feijoo et al 2016). Por este 

motivo, es importante determinar si la inmunosupresión con antagonistas del TNF o 

metotrexato puede influir en la frecuencia de las distintas poblaciones de células 

dendríticas en el bazo de ratones BALB/c durante la infección con L. infantum y después 

del tratamiento antiparasitario con Glucantime®. 
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o Por un lado, se caracterizaron las poblaciones de las células dendríticas 

convencionales (cDCs). Además, se diferenciaron en función de su expresión del 

marcador CD11b como cDCs CD8- asociadas a la activación de linfocitos T CD4+ (CD11b+, 

figura 26 A) o como cDCs CD8+ relacionadas con la activación de los linfocitos T CD8+ 

(CD11b-, figura 26 B).  

Tras finalizar el tratamiento con Glucantime® el porcentaje de células cDCs CD8- 

aumentó de manera estadísticamente significativa (p = 0,0052) un 3,06 % en el grupo 

control y un 2,17 % en el grupo inmunosuprimido con MTX (p = 0,0009). Sin embargo, 

en el grupo inmunosuprimido con anti-TNF no se encontraron diferencias en la 

frecuencia de cDCs CD8- antes y después del tratamiento con Glucantime®. De hecho, el 

porcentaje de cDCs CD8- en los esplenocitos del grupo anti-TNF fue inferior a lo 

observado en el grupo control (p = 0,016). Este resultado podría indicar una menor 

activación de los linfocitos T CD4+ en este grupo inmunosuprimido con anti-TNF y, con 

ello, una menor respuesta celular. 

En cuanto a la abundancia relativa de cDCs CD8+ hay que destacar que fue 

significativamente menor en el grupo MTX antes del tratamiento con Glucantime®, en 

la semana 6 post-infección, (p = 0,0038). Sin embargo, después del tratamiento 

antiparasitario los animales del grupo MTX experimentaron un aumento significativo (p 

= 0,0017) en el porcentaje de cDCs CD8+, hasta alcanzar los mismos valores que el grupo 

control (0,60 %, figura 26 B). La administración de anti-TNF produjo un efecto distinto al 

del MTX, observándose después del tratamiento con Glucantime® una disminución en 

la frecuencia de este tipo celular con respecto al grupo control (p = 0,033) y al grupo 

MTX (p = 0,0051). De nuevo, en este grupo anti-TNF se observó una menor activación 

de los linfocitos T CD8+ que, podría estar implicada en la generación de una menor 

respuesta celular frente al parásito. 

  Por otro lado, se analizó mediante citometría de flujo la población de células 

dendríticas plasmacitoides (pDCs), productoras de interferones de tipo I (figura 26 C). 

En todos los grupos experimentales se observó un incremento estadísticamente 

significativo de estas pDCs tras el tratamiento con Glucantime®. Este aumento fue más 
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notable en el grupo inmunosuprimido con MTX cuya frecuencia fue mayor que la del 

grupo control (p = 0,0043). 

 Estos resultados sugieren que en el bazo de los ratones BALB/c infectados con L. 

infantum se produce después del tratamiento con antimoniales pentavalentes un 

aumento, de forma general, de las poblaciones de células dendríticas plasmacitoides y 

convencionales CD8- y CD8+. Sin embargo, la administración continuada de antagonistas 

del TNF cambia esta situación y conlleva una disminución de los subtipos de células 

dendríticas convencionales, lo que podría estar asociado con una menor presentación 

antigénica y activación de los linfocitos T CD4+ y CD8+ por estas células dendríticas.  

 

Figura 26. Evolución de las poblaciones de células dendríticas tras la infección con L. infantum 

en animales inmunosuprimidos y su posterior tratamiento con Glucantime®. Los esplenocitos 

de ratones BALB/c inmunosuprimidos con anti-TNF o MTX e infectados con L. infantum durante 

6 semanas (S6) fueron posteriormente tratados con antimoniales pentavalentes durante 21 días 

(S9). Los esplenocitos de los animales fueron analizados ex vivo para la determinación mediante 

citometría de flujo de las distintas poblaciones de células dendríticas: células dendríticas 

convencionales CD8- (A) CD11b+ CD11c+ MHCII+ Ly6C- Ly6G-, células dendríticas convencionales 

CD8+ (B) CD11b- CD11c+ MHCII+ Ly6C- Ly6G- y células dendríticas plasmacitoides (C) CD11b+ 



RESULTADOS 

 
 

- 100 - 
 

CD11c+ MHCIIlo Ly6C+ Ly6G-. Los resultados se representan a través de un diagrama de cajas y 

bigotes en el que se observa la media y el rango intercuartílico. Las diferencias estadísticas se 

calcularon realizando una prueba t de Student (p valor < 0,05). Aquellas diferencias encontradas 

entre los grupos inmunosuprimidos se detallan con el símbolo x. 

 

o Otro tipo de células dendríticas de gran interés en la infección por Leishmania 

son las Tip-dendríticas (Tip-DCs). Estas células se caracterizan por la producción de óxido 

nítrico (NO), compuesto leishmanicida. Para evaluar, en condiciones de 

inmunosupresión, su participación en la respuesta celular frente a Leishmania tras el 

tratamiento antiparasitario y su capacidad de producir iNOS, se realizó una tinción 

celular de los esplenocitos con los anticuerpos anti-CD11b, anti-CD11c, anti-MHCII, anti-

Ly6C y anti-iNOS (apartado II.17. de Materiales y Métodos). 

Después del tratamiento con Glucantime® se observó un aumento significativo 

en la frecuencia de estas células Tip-DCs en todos los grupos experimentales (figura 27 

A). Sin embargo, mientras que en el grupo control el aumento en la frecuencia de esta 

población después del tratamiento con Glucantime® se acompañó de un incremento 

significativo en la producción de iNOS (p = 0,0079), en los animales inmunosuprimidos 

con anti-TNF estas células dendríticas produjeron menos iNOS (p = 0,015) que el grupo 

control (figura 23 B). Tampoco se observó un aumento en la producción de iNOS en el 

grupo MTX después del tratamiento antiparasitario con respecto al grupo control.  

Por tanto, a pesar de que el tratamiento con antimoniales pentavalentes 

conduce a un aumento de la frecuencia de las células Tip-DCs en todos los grupos 

experimentales, la inmunosupresión farmacológica, especialmente con antagonistas del 

TNF, dificulta la generación de iNOS por este tipo de células y, por lo tanto, la eliminación 

del parásito. Por el contrario, en el grupo MTX se encontraron los mayores porcentajes 

de Tip-DCs iNOS+ antes del tratamiento antiparasitario, lo que podría relacionarse con 

las menores cargas parasitarias encontradas en ese momento en el bazo de los animales 

de este grupo. 
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Figura 27. Caracterización de células Tip-DCs productoras de óxido nítrico. Al finalizar el 

tratamiento con Glucantime®, los esplenocitos de ratones BALB/c inmunosuprimidos e 

infectados con L. infantum fueron estimulados durante 24 h con αCD3/αCD28. Mediante 

citometría de flujo se determinó la frecuencia de células Tip-DCs (A) CD11b+ CD11c+ MHCII+ Ly6C+ 

productoras de iNOS (B). En (A) se representa mediante un diagrama de cajas y bigotes la 

mediana y el rango intercuartílico de las células Tip dendríticas en la semana 6 (S6) y 9 (S9) post 

infección. Las diferencias encontradas se analizaron mediante una prueba t de Student. ** p < 

0,01. En (B) se muestra la media y desviación estándar de la producción de iNOS asociada a las 

Tip-DCs de cada uno de los grupos. Las diferencias estadísticas se analizaron mediante un test 

Mann-Whitney (p valor < 0,05). Mediante x se señalan las diferencias existentes entre los grupos 

inmunosuprimidos y con + las diferencias con respecto al grupo control. 

 

Finalmente, los resultados descritos en este tercer apartado indican que, el 

tratamiento de la leishmaniasis visceral con antimoniales pentavalentes puede ser 

igualmente eficaz en condiciones de inmunosupresión farmacológica con antagonistas 

del TNF y metotrexato. No obstante, existen importantes diferencias en la respuesta 

celular generada tras el tratamiento leishmanicida en estos grupos con respecto al grupo 

control no inmunosuprimido. Estas diferencias, en general, apuntan hacia una respuesta 

inmunitaria más limitada, con menor producción de citoquinas pro-inflamatorias y con 

una mayor expresión de marcadores relacionados con la respuesta Th2 de 

susceptibilidad a la infección. Esto podría estar relacionado con las recaídas que sufren 

los pacientes inmunosuprimidos tras la reintroducción del fármaco inmunosupresor. 

A modo de resumen de los resultados descritos en esta tesis doctoral se puede 

establecer que los tratamientos inmunosupresores anti-TNF y MTX modulan de 

diferente manera el curso natural de la infección por L. infantum. Por un lado, estos 
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resultados muestran que la inmunosupresión con MTX conduce a un efecto 

leishmanicida al reducir tanto el número de promastigotes y amastigotes en cultivo 

como las cargas parasitarias en el bazo de los animales. Sin embargo, este fármaco 

produciría en las cepas de L. infantum una resistencia intrínseca en el parásito que le 

lleva a responder de forma discreta al tratamiento farmacológico con antimonio. Esta 

situación lleva a que haya una respuesta inmunitaria más limitada al tratamiento, a 

pesar de la existencia de una respuesta inmunitaria de tipo Th1/Th2 en este grupo, lo 

que conduciría a una cura parasitológica no estéril y, por tanto, a un riesgo más elevado 

de sufrir recaídas de la enfermedad que en pacientes inmunocompetentes. 

Por otro lado, la inmunosupresión con anti-TNF incrementa de forma drástica el 

número de parásitos tanto en cultivo como en el hígado de los modelos experimentales 

tanto en la fase aguda como en la crónica. Además, en este grupo se observaron las 

respuestas inmunitarias celulares más limitadas de todos los grupos experimentales, en 

base a la menor producción de citoquinas pro-inflamatorias.  Tras el tratamiento con 

antimoniales pentavalentes, la ausencia de citoquinas pro-inflamatorias junto con la 

mayor frecuencia de células productoras de IL-10 y PD-1 en el grupo anti-TNF, condujo 

a una mayor polarización de las respuestas efectoras hacia el fenotipo Th2 de 

susceptibilidad a la infección. Por lo tanto, si se evaluaran y compararan estos 

parámetros en pacientes, se podría relacionar con el mayor riesgo de recaídas que 

sufren los pacientes inmunosuprimidos con anti-TNF, comparado con la población 

inmunocompetente general y con los pacientes inmunosuprimidos con MTX. 
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 La leishmaniasis es una enfermedad global cuya prevalencia e incidencia está 

afectada por factores ambientales, sociales, económicos y sanitarios que tienen un 

efecto directo en la distribución y expansión de la infección. El calentamiento global, las 

migraciones o la pandemia del VIH hacen que la leishmaniasis se expanda globalmente, 

pero existe la paradoja de que otros factores como la alta frecuencia actual de viajes a 

zonas endémicas o el desarrollo de la sanidad con fármacos capaces de modular el 

sistema inmunitario, también promueven el aumento de la incidencia de la 

leishmaniasis. 

Nuevos tratamientos que incrementan el riesgo de leishmaniasis. 

El aumento en la práctica clínica actual del uso de fármacos inmunosupresores 

ha mejorado enormemente las condiciones de vida de los pacientes que presentan 

enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide o la psoriasis. Estos 

tratamientos son claramente beneficiosos para el manejo clínico de estas 

enfermedades, sin embargo, al mismo tiempo conducen al paciente a un estado de 

inmunosupresión que aumenta el riesgo de enfermedades infecciosas (Keyser 2011; 

Furst 2010). Se conoce que la inmunosupresión es el principal factor de riesgo individual 

para desarrollar una leishmaniasis visceral severa y, además, conlleva una menor 

respuesta al tratamiento farmacológico. Esto supone una limitación importante en el 

manejo de la práctica clínica de pacientes inmunosuprimidos farmacológicamente con 

leishmaniasis visceral. Aunque la distribución de las enfermedades autoinmunes es 

global, estas son más frecuentemente diagnosticadas en los países desarrollados y, por 

tanto, es en estas zonas donde hay un mayor consumo de los tratamientos 

inmunosupresores (Jorg et al. 2016; Lerner et al. 2015). De hecho, el 76 % de los casos 

de leishmaniasis reportados en pacientes bajo inmunosupresión farmacológica ocurren 

en países europeos endémicos de leishmaniasis, siendo España actualmente el país con 

mayor prevalencia (Kurizky et al. 2020). Por este motivo, la leishmaniasis en pacientes 

con inmunosupresión farmacológica constituye un problema creciente de salud pública 

en zonas endémicas de la enfermedad (Kurizky et al. 2020). 

Entre los fármacos inmunosupresores más recientes y de mayor uso en la 

actualidad para tratar enfermedades autoinmunes destacan los tratamientos biológicos 
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antagonistas del TNF (anti-TNF) y el tratamiento no biológico metotrexato (MTX) (Xynos 

et al. 2009; Braun 2011). El riesgo de sufrir infecciones intracelulares es dos veces mayor 

tras la inmunosupresión con anti-TNF que, con MTX, aunque ambos fármacos generan 

un riesgo de contraerlas mayor que en la población inmunocompetente (Curtis et al. 

2007). Hay indicios recientes de que los diferentes fármacos inmunosupresores podrían 

desencadenar una leishmaniasis visceral incluso de manera diferente. Por ejemplo, se 

ha descrito que el desarrollo de la leishmaniasis en pacientes inmunosuprimidos por 

anti-TNF aparece de forma más temprana (tras 18 meses de tratamiento) que con el uso 

de otras terapias inmunosupresoras (entre 60 y 74 meses de terapia) (Xynos et al. 2009; 

Garcia-Vidal et al. 2009). Se desconoce si este patrón está relacionado con el tipo de 

inmunosupresión que generan, ya que presentan diferente mecanismo de acción 

farmacológica. 

La principal acción de los fármacos anti-TNF consiste en bloquear la citoquina 

TNF, por lo que se disminuyen los mecanismos inflamatorios de las enfermedades 

autoinmunes, mejorando así la clínica de los pacientes. De este mecanismo de acción se 

deriva la baja actividad que presentan estos pacientes frente a infecciones intracelulares 

que requieren para su resolución de una respuesta celular de tipo Th1. Esto es el caso 

de la leishmaniasis, en la que se conoce que los tratamientos anti-TNF modulan la 

respuesta inmunitaria hacia un menor control de la infección, permitiendo la 

multiplicación y diseminación del parásito por el organismo tanto en pacientes como en 

modelos experimentales (Fromm et al. 2016; Bosch-Nicolau et al. 2019; Bongartz et al. 

2006).  

Los datos mostrados en esta tesis doctoral señalan que la aplicación directa de 

inhibidores del TNF sobre el cultivo de macrófagos infectados con L. infantum, 

disminuye drásticamente la acción leishmanicida de estas células. El bloqueo de esta 

citoquina por el compuesto anti-TNF impide la activación autocrina del macrófago y, por 

consiguiente, se observó una multiplicación de los amastigotes en el interior de estas 

células. Estos resultados indican la importancia de esta molécula en la adquisición de la 

resistencia frente a la infección, ya que su bloqueo condiciona la persistencia de 

Leishmania (Singh et al. 2016). Al actuar esta citoquina sobre los macrófagos, el 

mecanismo de acción del inmunosupresor anti-TNF solamente es efectivo en la forma 
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amastigote del parásito. Este hecho explica que el cultivo de promastigotes de L. 

infantum no se viese alterado por la presencia del compuesto anti-TNF. De forma 

excepcional, la última concentración de anti-TNF utilizada en nuestros estudios produjo 

una disminución en el número de amastigotes por macrófago infectado. Esta 

disminución no se explica por una reducción del número de amastigotes sino que se 

debió a la apoptosis de las células del cultivo, inducida por la toxicidad generada por esa 

concentración del fármaco en los macrófagos.  

Se ha descrito que la administración del fármaco MTX produce una supresión de 

las funciones de la médula ósea por lo que, en consecuencia, se ve disminuida la 

proliferación de las células efectoras necesarias para la defensa frente a enfermedades 

oportunistas como la leishmaniasis (Gaies et al. 2012; Reina et al. 2017; Winthrop 2006). 

Sin embargo, la acción directa de este fármaco sobre el parásito produce in vitro un 

efecto inhibitorio del crecimiento de Leishmania tanto en su forma promastigote como 

en la amastigote. Esto podría estar relacionado con la reducción de los niveles de folatos 

y pteridinas, necesarios para el crecimiento de Leishmania, mediante la inhibición de las 

enzimas DHFR y PTR1 (Ouellette et al. 2002; Vickers and Beverley 2011). Los folatos, 

además de ser cofactores necesarios para el correcto desarrollo de Leishmania, 

protegen al parásito del daño oxidativo (Bhattacharya et al. 2021; Moreira et al. 2009). 

Al bloquear la acción de estas enzimas, el MTX interfiere en la síntesis del ADN de 

Leishmania, lo que explica la inhibición del crecimiento del parásito. Además, aumenta 

el daño oxidativo en el mismo, tal y como se ha demostrado en los resultados que 

describen el incremento de ROS asociado al cultivo de promastigotes con MTX. Por lo 

tanto, la intensificación de estas especies reactivas de oxígeno, como consecuencia de 

la acción del MTX sobre el parásito, desencadena un estado apoptótico que se traduce 

en la reducción del número de parásitos viables.  

Mecanismos celulares asociados a la leishmaniasis visceral en condiciones de 

inmunosupresión. 

Dado el mayor riesgo de leishmaniasis visceral en pacientes inmunosuprimidos 

farmacológicamente, existe la necesidad real de conocer los mecanismos implicados en 
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el desarrollo de la leishmaniasis visceral producida por L. infantum tras la administración 

de los inmunosupresores anti-TNF o MTX a las dosis usadas en la práctica clínica.  

Los resultados obtenidos en el modelo de infección in vivo mostraron que los 

tratamientos inmunosupresores anti-TNF y MTX modulan el curso de la leishmaniasis 

visceral, alterando la carga parasitaria y la respuesta inmunitaria generada, cuando se 

compara con los animales no inmunosuprimidos. La administración continuada de anti-

TNF produjo un incremento del número de parásitos en hígado durante la fase aguda de 

la infección. Como se conoce, el hígado es el órgano que experimenta las mayores cargas 

parasitarias en las primeras semanas de desarrollo de la leishmaniasis visceral en el 

modelo ratón, aunque posteriormente, este órgano es capaz de resolver la infección de 

forma espontánea, sin generar daño tisular (Engwerda et al. 2004; Stanley et al. 2007). 

En ausencia del gen que codifica para la citoquina TNF, ratones TNF-/- mostraron que se 

produce una rápida diseminación de los parásitos por el organismo, lo que desemboca 

en una necrosis hepática generalizada (Kaye et al. 2004; Wilhelm et al. 2001; Murray, 

Jungbluth, et al. 2000). En consecuencia, en la resolución de la infección hepática el 

papel del TNF es primordial ya que está implicado en la formación activa de granulomas, 

capaces de controlar la infección visceral (Loria-Cervera and Andrade-Narvaez 2014; 

Manna et al. 2010). Esto estaría relacionado con nuestros hallazgos en los que la mayor 

carga parasitaria observada en el hígado fue en los ratones del grupo anti-TNF. De forma 

contraria, los ratones del grupo MTX mostraron unas cargas parasitarias en hígado 

similares a las del grupo control. Sorprendentemente, en este momento de la infección 

aguda, las cargas parasitarias en el bazo de estos animales inmunosuprimidos con MTX 

fueron las menores encontradas. La acción leishmanicida del fármaco MTX in vivo podría 

estar relacionada con estas cargas parasitarias más reducidas. 

 La mayor severidad de la infección observada en las primeras semanas de 

desarrollo de la leishmaniasis visceral en el grupo anti-TNF se refleja, además, en el 

incremento pronunciado de anticuerpos específicos frente al parásito en este grupo. 

Conforme avanzó la infección visceral hacia el estado crónico, el subtipo de anticuerpos 

IgG1 fue el predominante en el grupo anti-TNF. Este subtipo IgG1 se relaciona con una 

respuesta celular Th2 y, por lo tanto, con una leishmaniasis visceral más grave. Como se 

conoce, la hipergammaglobulinemia es un signo característico de leishmaniasis visceral 
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severa, tanto en pacientes como en modelos animales (Miles et al. 2005; Perez-Cabezas 

et al. 2019). 

 La inmunosupresión producida tanto por los compuestos anti-TNF como por el 

fármaco MTX impide la diferenciación y proliferación de las células efectoras, lo que se 

traduce en una leucopenia característica de los pacientes inmunosuprimidos (Azevedo 

et al. 2012; Winthrop 2006). Tal y como se muestra en nuestros resultados, el número 

de linfocitos circulantes se reduce drásticamente en los ratones de los grupos 

inmunosuprimidos. Esta reducción linfocitaria observada en las primeras semanas de 

infección podría dificultar la eliminación del parásito, ya que los linfocitos T CD4+ y CD8+ 

son esenciales para hacer frente a la infección por Leishmania.  

La respuesta inmunitaria celular de tipo Th1 es clave para resolver eficazmente 

la infección por Leishmania. La presencia de linfocitos productores de las tres citoquinas 

pro-inflamatorias IFN-g, TNF e IL-2 al mismo tiempo, está relacionada con una respuesta 

inmunitaria más eficaz y duradera frente a la infección por Leishmania (Seder et al. 

2008). Se ha confirmado que las vacunas efectivas contra el parásito son aquellas 

capaces de inducir la generación de estos linfocitos triples productores de citoquinas 

pro-inflamatorias (Sanchez-Sampedro et al. 2012; Macedo et al. 2012). Se podría pensar 

que la disminución en el número de linfocitos circulantes en los grupos 

inmunosuprimidos podría conllevar la generación de una respuesta inmunitaria más 

limitada. Sin embargo, el grupo MTX presentó el mayor número de linfocitos T 

multiproductores de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, TNF e IL-2. Esta respuesta 

celular de mayor intensidad en el grupo MTX podría relacionarse con la acción 

leishmanicida del fármaco. De hecho, los ratones de este grupo mostraron las menores 

cargas parasitarias en las primeras semanas de infección, así como la menor producción 

de anticuerpos. Esta sería la primera vez que la acción leishmanicida del MTX ha sido 

demostrada in vivo en un modelo de infección experimental. 

En cambio, en el grupo anti-TNF se observó la ausencia tanto de linfocitos triples 

productores, como en la producción de IFN-g, lo que se relaciona con una respuesta 

celular más limitada, cuando se compara tanto con el grupo MTX como con el grupo no 

inmunosuprimido. Se ha descrito que, en su proceso de diferenciación hacia células de 
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memoria, los linfocitos multiproductores de citoquinas desembocan en células 

productoras de IFN-g, las cuales son consideradas como células efectoras terminales, 

responsables de una rápida respuesta frente a un segundo contacto con el antígeno 

(Rodrigues et al. 2021). Cuando incrementa la frecuencia de estos linfocitos T CD4+ 

productores de IFN-g en reinfecciones o recaídas, las respuestas celulares frente a la 

leishmaniasis visceral son más efectivas (Rodrigues et al. 2016; Singh and Sundar 2018).  

 La efectividad de una respuesta protectora de tipo Th1 se ve comprometida por 

el aumento de respuestas celulares con perfil Th2 de susceptibilidad a la infección por 

Leishmania y por la presencia de un mayor número de células T reguladoras (Treg). Estas 

células Treg favorecen la persistencia del parásito ya que se ha visto que, en infecciones 

activas, producen IL-10 (Yasmin et al. 2022). En este trabajo hemos encontrado la 

existencia de una mayor frecuencia de células Treg en los grupos inmunosuprimidos 

anti-TNF y MTX, lo que podría influir en las respuestas celulares descritas previamente 

en estos animales. La supresión de las funciones efectoras Th1 de los linfocitos T CD4+ y 

CD8+ por las células Treg ha sido demostrada previamente tanto en modelos 

experimentales como en pacientes (Rodrigues et al. 2021; Diehl et al. 2017). Esto es 

debido a que se ha reportado que estas células permanecen en órganos viscerales como 

la médula ósea incluso después de la finalización del tratamiento de la leishmaniasis (Rai 

et al. 2012; Kumar et al. 2018), favoreciendo la persistencia del parásito. Por lo tanto, la 

mayor presencia de estas Treg productoras de IL-10 en los grupos inmunosuprimidos 

farmacológicamente podría influir en la generación de una respuesta de memoria poco 

eficaz.  

 De igual modo, el aumento de la expresión del marcador de agotamiento celular 

PD-1 en los linfocitos se asocia con una respuesta Th2 de susceptibilidad a la infección 

por Leishmania. Este marcador suprime la respuesta celular inhibiendo la proliferación 

de los linfocitos T y aumentando la expansión de las células Treg (Jafarzadeh et al. 2022). 

El incremento en la expresión de este marcador por los linfocitos T CD4+ y CD8+ de los 

grupos MTX y anti-TNF, respectivamente, se relaciona con una mayor gravedad de la 

infección. En el grupo anti-TNF, este hecho, junto con las menores frecuencias de 

citoquinas pro-inflamatorias y el aumento en la producción de células Treg, podría 

agravar aún más la situación, favoreciendo la diseminación del parásito por el 
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organismo. De hecho, es este grupo el que presentó las mayores cargas parasitarias y el 

mayor título de anticuerpos IgG1.  

 Si trasladamos el conjunto de los resultados obtenidos a pacientes 

inmunosuprimidos farmacológicamente con leishmaniasis visceral, se podría explicar la 

recuperación más lenta desarrollada tras el tratamiento, así como las frecuentes 

recaídas en estos pacientes. En la literatura se ha descrito que en pacientes con una 

leishmaniasis visceral crónica se produce un incremento en la expresión de este 

marcador de agotamiento celular PD-1 en los linfocitos T CD4+ y CD8+ (Garcia de Moura 

et al. 2021; Esch et al. 2013). Esto podría suponer una polarización hacia las respuestas 

Th2 en pacientes bajo terapia farmacológica inmunosupresora que desarrollen una 

leishmaniasis visceral. Por todo ello, sería interesante estudiar en los pacientes bajo 

terapia farmacológica inmunosupresora estos marcadores (PD-1, células Treg e IL-10) 

relacionados con la respuesta Th2, así como la multifuncionalidad celular, con el fin de 

establecer la capacidad de la respuesta específica frente a Leishmania y determinar los 

mecanismos relacionados con el riesgo real de recaídas. 

Eficacia del tratamiento leishmanicida y generación de resistencias en condiciones de 

inmunosupresión por fármacos. 

 En relación con los anteriores resultados descritos en los que se muestra que los 

tratamientos inmunosupresores modulan la infección por L. infantum, y dado que una 

respuesta inmunitaria deficiente pone en riesgo la resolución completa de la infección, 

se planteó el estudio de la influencia de estos inmunosupresores en el tratamiento de la 

leishmaniasis visceral. Se ha visto que en pacientes bajo inmunosupresión farmacológica 

el tratamiento de la enfermedad visceral se complica, ya que, para conseguir un 

tratamiento eficaz frente a la leishmaniasis, es necesario la retirada del fármaco 

inmunosupresor durante dicho tratamiento, con el consiguiente riesgo de recaídas tras 

su reintroducción (Botana et al. 2021; Ponte-Sucre et al. 2017).   

Para realizar el estudio in vivo del efecto de la inmunosupresión en el tratamiento 

de la leishmaniasis visceral se emplearon antimoniales pentavalentes, ya que continúan 

siendo un tratamiento de primera línea de elección frente a la leishmaniasis visceral. El 

antimoniato de meglumina (Glucantime®) es el antimonial pentavalente recomendado 
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por la OMS para el tratamiento de todas las manifestaciones clínicas de la leishmaniasis 

(Moreira et al. 2017). Su mecanismo de acción se basa fundamentalmente en el bloqueo 

del metabolismo del tiol, al inhibir a la enzima tripanotión reductasa, necesaria para la 

supervivencia de los tripanosomátidos como Leishmania (Wyllie and Fairlamb 2006; 

Baiocco et al. 2009). Esta inhibición enzimática conduce a una alteración del sistema 

antioxidante del parásito, con el consiguiente aumento de las concentraciones 

intracelulares de las especies reactivas de oxígeno (ROS) que, desembocan en un estado 

apoptótico del parásito y en su eliminación (Moreira et al. 2017; Mehta and Shaha 2006).  

A pesar de la duración de la terapia y los efectos adversos, los antimoniales han 

demostrado un 90 % de eficacia (Murray and Delph-Etienne 2000). Esta eficacia, no 

obstante, se ha reducido en zonas como la India en las que existe un elevado número 

de resistencias en L. donovani, especie causante de la leishmaniasis visceral en la zona 

(Murray 2001).  

Los pacientes inmunosuprimidos, en general, juegan un papel clave en el 

desarrollo de la resistencia frente a los antimicrobianos (DeNegre et al. 2019). De forma 

particular, los pacientes coinfectados VIH/Leishmania constituyen una fuente natural de 

resistencia a los antimoniales ya que, debido a su baja respuesta inmunitaria celular, 

responden de forma poco efectiva al tratamiento (Croft et al. 2006; Berry et al. 2013; de 

Moura et al. 2016). De igual modo, los pacientes inmunosuprimidos 

farmacológicamente responden en menor medida al tratamiento de la leishmaniasis, 

por lo que necesitan de tratamientos más largos que la población inmunocompetente 

general, y similares a los de los pacientes VIH. Esta situación conlleva un contacto más 

prolongado del parásito con los tratamientos inmunosupresores y con los antimoniales 

administrados. 

La continua administración de terapias inmumosupresoras a las que están 

sometidos los pacientes, junto con los largos tratamientos y la profilaxis secundaria con 

antimoniales pentavalentes, hace que los parásitos puedan desarrollar resistencias 

múltiples frente a estos fármacos. Esta situación reduciría el ya de por sí pequeño 

abanico de fármacos eficaces disponibles para el tratamiento de la leishmaniasis 

visceral. Se conoce que Leishmania, además de desarrollar resistencia frente a los 

antimoniales, es capaz de generar de forma independiente resistencias a MTX (Gazanion 
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et al. 2016; Ubeda et al. 2008). No obstante, hay pocos estudios que aborden esta 

problemática. Por este motivo, en este trabajo se abordó de forma preliminar, el estudio 

de las resistencias entre ambos fármacos. 

Nuestros resultados señalan la existencia de una resistencia cruzada entre MTX 

y SbIII tanto in vitro como in vivo. En cultivos de promastigotes de L. infantum se observó 

que la preexposición de estos parásitos a cualquiera de los dos compuestos 

incrementaba la resistencia de Leishmania al otro compuesto. Por otro lado, en el 

modelo in vivo estudiado observamos que el tratamiento de los animales con 

Glucantime® redujo significativamente las cargas parasitarias en el hígado, así como el 

peso del bazo en todos los grupos experimentales, lo que confirma la eficacia del 

tratamiento (Romero et al. 2017). La eficacia del tratamiento leishmanicida se confirma 

además con la reducción observada en la carga parasitaria del bazo en el grupo control, 

pero no así en los grupos inmunosuprimidos. En el grupo anti-TNF, las cargas parasitarias 

del bazo permanecieron constantes antes y después del tratamiento con Glucantime®. 

Por otro lado, el efecto leishmanicida del MTX, observado en las cargas parasitarias más 

bajas en el bazo de este grupo en la semana 6 post-infección, se altera al finalizar el 

tratamiento con Glucantime®. El mayor número de parásitos totales encontrados en el 

bazo y la médula ósea de los animales del grupo MTX, así como el peso más elevado del 

bazo, con respecto al grupo control tras el tratamiento, apoyan la premisa de un menor 

aclaramiento parasitológico con antimoniales pentavalentes tras la inmunosupresión 

generada por el fármaco MTX. La menor eficacia del tratamiento con Glucantime® en 

este grupo podría relacionarse con la generación de una resistencia cruzada entre MTX 

y Sb, ya que se ha descrito que los parásitos resistentes conducen a un aumento de las 

cargas parasitarias con respecto a los parásitos sensibles al tratamiento (Faraut-

Gambarelli et al. 1997). Esto es consecuencia de la alta plasticidad que presenta 

Leishmania para responder a la presión farmacológica, lo que le permite adaptarse a las 

condiciones del medio. En un estudio previo se ha determinado que en cepas de L. 

donovani resistentes al antimonio hay una presencia de 2,7 veces más del gen DHFR en 

estos parásitos resistentes, cuando se compara con la cepa control (Rastrojo et al. 2018). 

Como ya se ha mencionado, la enzima DHFR es la diana principal del MTX, por lo que el 
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incremento de este gen en cepas resistentes al antimonio apoya nuestros resultados de 

resistencia cruzada entre ambos fármacos.  

La co-existencia de una resistencia intrínseca al MTX en cepas de Leishmania 

resistentes al antimonio, podría explicar tanto la dificultad añadida en el tratamiento 

como el mayor riesgo de recaídas de la enfermedad visceral que sufren estos pacientes 

tras la reintroducción del tratamiento inmunosupresor, comparados con la población 

general inmunocompetente. Para confirmar la repercusión de este hallazgo en la 

práctica clínica es necesario aislar las cepas de Leishmania de pacientes 

inmunosuprimidos con MTX para determinar su susceptibilidad al fármaco. 

Tratamiento con Glucantime® y respuesta inmunitaria. 

 La eficacia del Glucantime® para reducir las cargas parasitarias en todos los 

grupos experimentales viene dado por su mecanismo de acción. Esta reducción en los 

pacientes no se observa hasta los 40 días posteriores al inicio de las pautas de 

tratamiento, a diferencia de lo que ocurre con otros fármacos leishmanicidas como la 

anfotericina B liposomal, en la que estas reducciones ya se empiezan a observar a los 7 

días post-tratamiento (Banduwardene et al. 1997; Sudarshan et al. 2011). No obstante, 

el tratamiento con antimoniales es capaz de disminuir las cargas parasitarias mientras 

activa al sistema inmunitario durante un tiempo prolongado, y es capaz de producir 

respuestas protectoras de tipo Th1 (Murray, Jungbluth, et al. 2000). Esta situación hace 

que el tratamiento de la leishmaniasis visceral con antimoniales resulte eficaz en la cura 

de entre el 90 y el 95 % de los casos producidos en pacientes inmunocompetentes. No 

obstante, este tratamiento leishmanicida resulta menos eficaz en pacientes 

inmunosuprimidos debido a la deficiente respuesta inmunológica que presentan a corto 

plazo (Murray 2001; Murray and Delph-Etienne 2000).  

 La leucopenia es un signo característico de la leishmaniasis visceral, por lo que el 

restablecimiento del número de linfocitos T CD4+ es un marcador de recuperación 

(Kuschnir et al. 2021). Uno de los efectos adversos de los tratamientos 

inmunosupresores es precisamente esta leucopenia, lo que agrava de forma progresiva 

la enfermedad visceral en estos pacientes (Azevedo et al. 2012; Montane et al. 2007). 

En nuestro ensayo en el modelo animal, se observó que el grupo que no estuvo sometido 
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a ninguna inmunosupresión farmacológica presentó una recuperación clara en el 

número de linfocitos T CD4+ circulantes en sangre tras el tratamiento con Glucantime®, 

contrariamente a lo que se produjo en los animales inmunosuprimidos con anti-TNF o 

MTX. Este resultado indica que el grupo control fue el que experimentó una 

recuperación más temprana de la leishmaniasis visceral tras el tratamiento con 

antimoniales pentavalentes. En cambio, la no recuperación del número de linfocitos T 

CD8+, en ninguno de los grupos experimentales tras el tratamiento, incluido el control, 

está relacionado con la infección visceral y no directamente con la inmunosupresión 

generada. De hecho, se ha descrito en pacientes tratados con antimoniales 

pentavalentes, que los niveles de linfocitos T CD8+ incrementan de forma paulatina 

hasta 6 meses post-tratamiento (Rodrigues et al. 2021; Kuschnir et al. 2021).  

 Como ya se ha mencionado anteriormente, el tratamiento con antimoniales 

pentavalentes permite la estimulación progresiva del sistema inmunitario. Se ha visto 

que el aumento de células multiproductoras de citoquinas pro-inflamatorias, 

relacionadas con una mejor respuesta efectora frente a la infección por Leishmania, 

empieza a incrementarse 60 días después del inicio del tratamiento, asegurando una 

inmunidad más duradera en el tiempo (Rodrigues et al. 2021). Por este motivo, no es 

sorprendente que, en este estudio, 21 días después del tratamiento leishmanicida, no 

se aprecien cambios con respecto a las poblaciones de células triples y dobles 

productoras. En todos los grupos experimentales aumentó la frecuencia de linfocitos T 

CD4+ monoproductores de citoquinas pro-inflamatorias al finalizar el tratamiento de la 

infección visceral con Glucantime®.  

Para conocer la capacidad de las células de responder de forma genérica a 

infecciones intracelulares, los esplenocitos de los animales se estimularon con 

aCD3/aCD28. Se observó una concentración diferente de cada una de las citoquinas 

pro-inflamatorias en el sobrenadante de los cultivos de los esplenocitos, lo que indicaría 

que existe una variación en la capacidad del tratamiento de generar una respuesta 

inmunitaria en los tres grupos de estudio. En el caso de los animales tratados con el 

inmunosupresor anti-TNF, se observó una ausencia total en la producción de las 

citoquinas pro-inflamatorias IFN-g, TNF e IL-2. Además, de forma basal, sin estimulación 

previa, en este grupo se observaron los mayores niveles de la citoquina IL-10, lo que 
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indica que el tratamiento farmacológico con anti-TNF predispone per se a una respuesta 

de tipo Th2. Este resultado indicaría una respuesta inmunológica más debilitada para 

luchar contra infecciones intracelulares como la leishamaniasis. Se observó, además, en 

este grupo, la menor producción de la citoquina IL-17. Se ha descrito que esta citoquina 

está relaciona con una mayor atracción de neutrófilos, capaces de hacer frente a la 

entrada de promastigotes, y con una rápida recuperación de la infección producida por 

L. donovani (Jawed et al. 2019). La reducción de los niveles de esta citoquina IL-17 

dificultaría la respuesta temprana frente a nuevas infecciones intracelulares. 

 Los animales que recibieron inmunosupresión con MTX exhibieron un patrón de 

comportamiento mixto con respuestas de tipo Th1 y Th2. En este grupo se observaron 

concentraciones de IFN-g e IL-2 en el sobrenadante similares a las del grupo control, lo 

que sugiere una adecuada respuesta protectora de tipo Th1. Sin embargo, lo más 

significativo en este grupo MTX fue el aumento de los niveles de IL-6 con respecto a los 

otros grupos experimentales, así como un incremento en la citoquina IL-10 tras la 

reestimulación de los esplenocitos. Además, se observó una disminución de la citoquina 

pro-inflamatoria TNF en comparación con el grupo no inmunosuprimido. Los cambios 

observados en la carga parasitaria de los ratones de este grupo podrían asociarse con 

los altos niveles de IL-6 encontrados. Esta citoquina, entre otras citoquinas anti-

inflamatorias como la IL-10, presenta un papel central en la patogénesis de la 

leishmaniasis visceral al estar asociada con un amplio rango de manifestaciones clínicas, 

propias de los pacientes con una enfermedad visceral activa, como son la neutropenia 

o el daño hepático (Costa et al. 2013). Además, está asociada con los casos más severos 

de leishmaniasis visceral, ya que inhibe la producción de TNF al mismo tiempo que 

polariza la diferenciación de los linfocitos T CD4 hacia el perfil Th2 con producción de 

citoquinas anti-inflamatorias (Dos Santos et al. 2016; Diehl and Rincon 2002).  

  Para una caracterización más adecuada de la respuesta inmunitaria es 

importante estudiar otras células relacionas con el perfil Th2. Entre estas células se 

encuentran las células B, las cuales aumentan durante el progreso de la leishmaniasis 

visceral, incrementando la presencia de anticuerpos y polarizando las respuestas T 

adaptativas hacia el perfil Th2 de susceptibilidad a la infección (Bankoti et al. 2012). El 

tratamiento realizado con Glucantime® fue capaz de reducir los niveles de estas células 
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solamente en los animales que no recibieron tratamiento inmunosupresor. Por lo tanto, 

este grupo inmunocompetente tendría una respuesta inmunitaria más polarizada hacia 

el fenotipo Th1 de resistencia a la infección y, con ello, sería el grupo que presenta una 

mayor eficacia frente al tratamiento leishmanicida. De los grupos bajo inmunosupresión 

farmacológica, los animales del grupo anti-TNF fueron los que presentaron un mayor 

número de células B tras el tratamiento. Además, estas células B del grupo anti-TNF 

expresaron las mayores frecuencias de IL-10 y de PD-1 al restimular los esplenocitos con 

el antígeno SLA de L. infantum. El aumento del marcador de agotamiento celular PD-1 

de forma específica por las células B contribuye a la producción de anticuerpos y, con 

ello, al aumento de las cargas parasitarias en el bazo (Jafarzadeh et al. 2022). Como se 

ha comentado antes, este marcador de agotamiento celular es responsable de la 

supresión de la producción de IFN-g, lo que facilita el progreso de la infección visceral, 

polarizando aún más las respuestas hacia el fenotipo Th2 de susceptibilidad. Por otro 

lado, se ha descrito que la producción de la citoquina IL-10 por las células B, estimula a 

los linfocitos T a producir tanto IL-10 como el marcador de agotamiento celular PD-1 

(Silva-Barrios et al. 2016; Jafarzadeh et al. 2022). Por este motivo, no es sorprendente 

encontrar en estos resultados un incremento en la expresión de PD-1 tanto por los 

linfocitos T CD4+ como por los CD8+ del grupo anti-TNF. Esta situación indicaría que bajo 

condiciones de inmunosupresión farmacológica con anti-TNF la estimulación de la 

respuesta inmunitaria efectiva por el Glucantime® se ve reducida considerablemente. 

Asimismo, se observó en el grupo MTX un aumento de la expresión de PD-1 por 

los linfocitos T al finalizar el tratamiento con Glucantime®. Este resultado, junto con los 

otros mecanismos celulares descritos en este grupo, refuerza la existencia de una 

respuesta inmunitaria mixta de tipo Th1/Th2 en el grupo MTX. La respuesta inmunitaria 

mixta conduciría a una mayor eficacia del tratamiento antiparasitario que las observadas 

en el grupo anti-TNF, pero más limitada que las generadas por el grupo control no 

inmunosuprimido. 

 Para el mantenimiento de las respuestas efectoras a largo plazo es importante la 

presencia de células dendríticas, ya que se conoce que estas células juegan un papel en 

la regulación de las respuestas celulares específicas frente a Leishmania, al realizar una 

presentación antigénica eficaz (Feijo et al. 2016). Estudios previos han demostrado que 
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el tratamiento eficiente de pacientes con antimoniales pentavalentes incrementa la 

frecuencia de células dendríticas ya que estimula la activación de factores de 

transcripción, como NF-κB, implicados en la maduración de estas células (Haldar et al. 

2010; Ouaaz et al. 2002). Por ese motivo, se evaluaron los cambios producidos en la 

frecuencia de células dendríticas antes y después del tratamiento con Glucantime®. En 

el grupo anti-TNF tras el tratamiento con antimoniales no se apreció un cambio en la 

frecuencia de estas células. No obstante, sí que se observó un incremento en estas 

células en los otros grupos experimentales. Esto podría estar relacionado con la 

generación de una respuesta más limitada en el caso de la inmunosupresión producida 

por el compuesto anti-TNF.  

Entre las poblaciones de células dendríticas, las Tip-DCs son responsables de 

mantener e iniciar las respuestas inflamatorias por medio de la secreción de iNOS, 

constituyendo una importante defensa frente a la leishmaniasis. Además, se ha visto 

que también son responsables de las respuestas inflamatorias causantes de las 

enfermedades autoinmunes como la psoriasis, por lo que son una diana clave de los 

tratamientos inmunosupresores como el metotrexato (Wilsmann-Theis et al. 2013). Por 

este motivo, uno de los mecanismos del MTX consiste en el bloqueo de las Tip-DCs, 

constituyendo una premisa beneficiosa para los pacientes con enfermedades 

autoinmunes. Sin embargo, este bloqueo desemboca en una menor respuesta 

inmunitaria de tipo Th1 necesaria para resolver la infección por Leishmania, agravando 

así la enfermedad en estos pacientes inmunosuprimidos farmacológicamente. Aunque 

no hay estudios previos que reporten que los fármacos anti-TNF bloqueen estas células 

Tip-DCs de la misma forma que el MTX, nuestros resultados en el modelo ratón, 

muestran que aun incrementándose la frecuencia de Tip-DCs tras el tratamiento con 

Glucantime®, se observa en los grupos anti-TNF y MTX una reducción en la expresión de 

iNOS por estas células. Esto, por lo tanto, sugiere una menor polarización hacia el 

fenotipo Th1 de resistencia a la infección en ambos grupos inmunosuprimidos. 

Repercusión clínica. 

 Todos los resultados descritos en esta tesis doctoral muestran por primera vez 

que el uso de tratamientos inmunosupresores, a las dosis clínicas en modelos animales 

de experimentación, modula el curso de la leishmaniasis visceral y afecta negativamente 
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a la respuesta inmunitaria generada tras la infección. Aunque estos compuestos anti-

TNF y MTX alteran los mecanismos de defensa de diferente manera, en ambas 

situaciones se produce una mayor polarización hacia el perfil Th2 de susceptibilidad a la 

infección por L. infantum con respecto a una situación de inmunocompetencia. Además, 

tras el tratamiento de la leishmaniasis visceral con antimoniales pentavalentes se ha 

demostrado en este trabajo que, a pesar de que se genera una disminución de la carga 

parasitaria, la respuesta inmunológica generada varía según el compuesto 

inmunosupresor desde una respuesta mixta Th1/Th2 en el caso del MTX, a una 

respuesta Th2 en el grupo anti-TNF. Esta situación no solo podría estar relacionada con 

una enfermedad más grave en pacientes que se encuentren bajo esta terapia 

inmunosupresora, sino que también podría conllevar a una recuperación clínica más 

lenta en estos casos. 

 Es necesario profundizar, por otro lado, en el estudio de las resistencias 

existentes entre el fármaco inmunosupresor MTX y el tratamiento leishmanicida con 

antimoniales. El análisis de la existencia de esta resistencia cruzada entre ambos debe 

ampliarse también a otros fármacos inmunosupresores, así como a otros tratamientos 

frente al parásito, ya que la existencia actual de escasos fármacos leishmanicidas podría 

dificultar el tratamiento de estos pacientes en casos de resistencias. 

 Los resultados descritos en el modelo ratón tienen una importante repercusión 

ya que pueden trasladarse a la situación clínica que experimentan los pacientes 

inmunosuprimidos con anti-TNF o MTX. Los pacientes bajo terapia inmunosupresora 

con fármacos anti-TNF experimentan una leishmaniasis visceral más severa que los 

inmunocompetentes, no solo por las mayores cargas parasitarias, sino también por la 

respuesta inmunitaria más limitada que presentan tras la infección. El hecho de que este 

tratamiento inmunosupresor polarice las respuestas inmunitarias, antes y después del 

tratamiento de la leishmaniasis visceral, hacia el subtipo Th2 podría explicar esta 

situación. Además, como se ha descrito anteriormente, las células Treg permanecen tras 

el tratamiento en la médula ósea de los pacientes, lo que conlleva un incremento de la 

gravedad clínica al incrementar la expresión de la citoquina IL-10. Del mismo modo, 

estos pacientes estarían expuestos a un riesgo mayor de experimentar recaídas de la 

enfermedad al reintroducir el tratamiento inmunosupresor. El hecho de que presenten 
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menores frecuencias de células dendríticas, junto con la polarización de las respuestas 

celulares al perfil Th2, indicaría una menor actividad defensiva frente al parásito. 

 Los pacientes inmunosuprimidos con MTX presentan un riesgo de infección 

severa mayor que el de los inmunocompetentes. A pesar del efecto beneficioso que 

podría generar en las primeras etapas de desarrollo de la leishmaniasis visceral al 

presentar una acción leishmanicida, el hecho de que se generen resistencias al mismo, 

así como las posibles resistencias cruzadas con los antimoniales, dificulta en gran 

medida el tratamiento de estos pacientes. 

  Una vez identificados los mecanismos celulares implicados en la menor 

respuesta inmunitaria frente a la infección por Leishmania en casos de inmunosupresión 

farmacológica inducida, y conociendo el desarrollo de resistencias que pueden 

producirse en las cepas de estos pacientes, en el futuro se debe presar especial atención 

a los pacientes inmunosuprimidos farmacológicamente que viven en zonas endémicas 

de leishmaniasis. Así mismo, se debe estudiar en estos casos si los mecanismos celulares 

y los factores implicados en la respuesta inmunitaria más debilitada y en las mayores 

recaídas que presentan estos pacientes son similares a los descritos en este trabajo de 

tesis doctoral. 
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1. La evaluación in vitro de la susceptibilidad de los compuestos inmunosupresores 

ensayados mostró que los promastigotes y amastigotes de L. infantum son 

susceptibles a metotrexato, al inhibir el crecimiento de los parásitos. Por el 

contrario, el compuesto antagonista del TNF promovió la multiplicación y 

persistencia de los amastigotes por su efecto inhibidor sobre la actividad 

leishmanicida del macrófago. 

 

2. El metotrexato produjo un aumento de las especies reactivas de oxígeno en 

promastigotes de L. infantum, mayor incluso que el producido por el antimonio 

trivalente. El estrés oxidativo generado afectó a la viabilidad de los parásitos al 

inducir su estado apoptótico y muerte celular. 

 

3. El estudio de los valores de EC50 del metotrexato y del antimonio en 

promastigotes de L. infantum mostró, por primera vez, que existe resistencia 

cruzada entre ambos compuestos. Aunque actualmente no constan estudios al 

respecto en pacientes, este hallazgo es relevante porque explicaría, en parte, la 

menor eficacia de los tratamientos antimoniales en individuos 

inmunosuprimidos tratados de forma crónica con metotrexato. 

 

4. Los ensayos realizados en el modelo ratón de leishmaniasis aguda mostraron que 

la inmunosupresión con antagonistas del TNF condujo a una leishmaniasis 

visceral severa, con un incremento acentuado de las cargas parasitarias en el 

hígado, así como del título de anticuerpos totales específicos frente a 

Leishmania. Por el contrario, el metotrexato presentó un efecto leishmanicida 

significativo sobre L. infantum al reducir la carga parasitaria en el bazo. 

 

5. La inmunosupresión farmacológica en el modelo ratón de leishmaniasis aguda 

produjo un desequilibrio de las respuestas celulares específicas. La 

administración de antagonistas del TNF generó una respuesta inmunitaria de 

baja calidad, con una producción limitada de citoquinas pro-inflamatorias y 

escasa presencia de células multiproductoras. Por otro lado, la respuesta 

inmunitaria en los ratones tratados con metotrexato fue de mayor calidad, con 
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altos niveles de citoquinas Th1 expresadas por células multiproductoras. 

Además, en ambos grupos se observó una mayor presencia de células T 

reguladoras y del factor de agotamiento celular PD-1, con respecto al grupo 

control. 

 

6. Los ensayos realizados en el modelo ratón de leishmaniasis crónica mostraron 

que el tratamiento de la leishmaniasis visceral con Glucantime® tuvo una eficacia 

menor en condiciones de inmunosupresión farmacológica. Aunque el 

metotrexato mostró capacidad leishmanicida durante las primeras semanas de 

infección, observamos sorprendentemente un aumento de la carga parasitaria 

en el bazo durante el tratamiento con Glucantime®, lo que podría estar 

relacionado con la resistencia cruzada demostrada in vitro. Al contrario de los 

observado en el grupo control, los animales inmunosuprimidos con antagonistas 

del TNF no mostraron una disminución de la carga parasitaria en el bazo después 

del tratamiento antiparasitario, lo que cabe asociar con la respuesta inmunitaria 

específica frente al parásito. 

 

7. En el modelo de leishmaniasis crónica, el tratamiento leishmanicida no fue capaz 

de estimular las respuestas protectoras de tipo Th1 en los animales 

inmunosuprimidos, sino que aumentó la expresión de moléculas con perfil Th2 

como la citoquina IL-10 y el factor de agotamiento celular PD-1, al contrario de 

lo observado en el grupo control. Además, los ratones del grupo tratado con 

antagonistas del TNF presentaron bajas frecuencias de células dendríticas 

convencionales y una menor producción de iNOS por las células Tip-DCs. 

 

8. Este trabajo ha demostrado que la inmunosupresión con metotrexato y 

antagonistas del TNF modula de forma diferente el curso natural de la 

leishmaniasis visceral, alterando la respuesta inmunitaria y la respuesta al 

tratamiento farmacológico. Ambos factores pueden tener repercusión directa en 

la práctica clínica de la leishmaniasis visceral en pacientes inmunosuprimidos, ya 

que nos ayudan a entender las causas de la mayor severidad y riesgo de recaídas 

que se han observado en estos casos.
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1. During the in vitro susceptibility assessment of the immunosuppressive 

compounds, L. infantum promastigotes and amastigotes were found to be 

susceptible to methotrexate, due to its ability to inhibit the parasite's growth. 

Contrary to this, the anti-TNF compound acted as an inhibitor of macrophage 

leishmanicidal activity, allowing amastigotes to multiply and persist. 

 

2. Methotrexate induced an increase in the production of reactive oxygen species 

in L. infantum promastigotes, even greater than that produced by trivalent 

antimony. The oxidative stress generated affected parasite´s viability by inducing 

their apoptotic state and cell death. 

 

3. The study of the EC50 values of methotrexate and antimony in L. infantum 

promastigotes showed, for the first time, that there is a cross-resistance 

between them. Although there are currently no studies on patients in this 

regard, this finding is relevant because it would partially explain why antimonial 

therapy is less effective in chronically immunosuppressed individuals undergoing 

methotrexate treatment. 

 

4. Our studies conducted in the mouse model of acute leishmaniasis showed that 

immunosuppression with TNF antagonists led to a severe visceral leishmaniasis, 

characterized by a marked increase in the liver parasite load as well as in the titre 

of total Leishmania-specific antibodies. On the other hand, methotrexate had a 

significant leishmanicidal effect on L. infantum by reducing the spleen parasite 

load. 

 

5. Pharmacological immunosuppression carried out in a mouse model of acute 

leishmaniasis produced an imbalance in the specific cellular responses. TNF 

antagonist administration generated a low-quality immune response, with 

limited production of pro-inflammatory cytokines and lower presence of 

multiproducer cells. MTX-treated animals, however, displayed a higher quality 

immune response, characterized by the expression of high levels of Th1-type 

cytokines by multiproducer cells. Furthermore, both immunosuppressed groups 
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exhibited a higher presence of T regulatory cells and the cell exhaustion marker 

PD-1, when compared to the control group. 

 

6. According to the studies performed in the mouse model of chronic leishmaniasis, 

Glucantime® treatment exhibited a reduced efficacy under pharmacological 

immunosuppressive conditions. Although methotrexate had a leishmanicidal 

activity during the first weeks of infection, we surprisingly observed an increase 

in the parasite load of the spleen during Glucantime® treatment, which could be 

related with the cross-resistance demonstrated in vitro. Contrary to was 

observed in the control group, TNF antagonist-treated mice did not show a 

reduction in the spleen parasite load after Glucantime® treatment, which can be 

associated with the specific immune response against Leishmania. 

 

7. As observed in the chronic leishmaniasis model, leishmanicidal treatment did not 

stimulate Th1-type protective immune responses in the immunosuppressed 

groups, but rather increased the expression of Th2-type molecules such as IL-10 

cytokine and cell exhaustion marker PD-1, in contrast to what was observed in 

the control group. Moreover, TNF antagonist-treated mice showed low 

frequencies of conventional dendritic cells and a lower iNOS production by Tip-

DCs. 

 

8. This work had shown that immunosuppression with methotrexate and TNF 

antagonist modulates the natural course of visceral leishmaniasis in a different 

way, by altering the immune response and treatment response. Both of these 

factors may have a direct impact on the clinical practise of visceral leishmaniasis 

in immunosuppressed patients, since they provide insight into the causes of 

greater severity and the higher relapse risk associated with these cases. 
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Anexo I: Determinación de la viabilidad celular en macrófagos derivados de 

médula ósea cultivados con tratamientos farmacológicos. 

 Durante el desarrollo de los ensayos in vitro de susceptibilidad farmacológica en 

macrófagos BMDM, uno de los objetivos principales consistió en la determinación de la 

viabilidad celular frente a cada uno de los tratamientos. Este resultado permitió 

establecer las concentraciones de estos compuestos que afectan a la viabilidad celular 

y que, por lo tanto, serán excesivas para los análisis sobre la forma amastigote del 

parásito. 

Esta viabilidad celular se determinó a través de un ensayo con el reactivo (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromuro) tal y como se describió en el 

apartado II.2. de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se calcularon como 

porcentajes de viabilidad celular con respecto al pocillo con células, pero sin 

tratamiento. 

 En la figura A1 se puede observar que según aumentan las concentraciones de 

los tratamientos metotrexato, antagonistas del TNF y antimoniales pentavalentes, se 

reducen los porcentajes de viabilidad celular. Además, es importante destacar que la 

disminución de la viabilidad celular fue más pronunciada en el caso de los tratamientos 

inmunosupresores. A pesar de la pérdida de viabilidad al emplear antimoniales 

pentavalentes, la morfología de los macrófagos no se vio afectada, como sí que ocurrió 

al emplear los inmunosupresores MTX y anti-TNF. 

De forma estándar, se considera que el 65 % de viabilidad celular es suficiente 

para desarrollar los ensayos de susceptibilidad farmacológica en macrófagos infectados. 
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Figura A1. Determinación de la viabilidad celular en BMDMs cultivados en presencia de MTX, 

anti-TNF o SbV. Se cultivaron BMDMs con concentraciones crecientes de MTX, anti-TNF o SbV 

durante cinco días a una temperatura de 37 °C con 5 % CO2. Finalizada la incubación se realizó 

el ensayo de viabilidad a través del reactivo MTT. Para cada una de las condiciones se calculó el 

porcentaje de viabilidad asociado con respecto a la ausencia del compuesto. 
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Anexo II: Análisis de los ensayos de citometría de flujo. 

Para realizar el análisis de citometría de flujo de las distintas poblaciones en los 

esplenocitos de los animales, se llevaron a cabo las estrategias que se detallan a 

continuación. Para ello se emplearon controles FMO (Fluorescence Minus One) en los 

que se encuentran todos los anticuerpos que conforman el panel de citometría, a 

excepción de la población a analizar, para poder así determinar la dispersión del resto 

de fluorocromos sobre el marcador en cuestión. 

En primer lugar, se seleccionó la población celular diana (linfocitos o células 

mieloides) mediante la discriminación celular por tamaño (FSC) y complejidad (SSC). A 

continuación, sobre esta población se realizó una clasificación de células únicas para 

eliminar aquellas células que pudiesen provocar una distorsión del análisis. A partir de 

estas células únicas se fueron diseñando poblaciones con los marcadores escogidos, 

según se detalla a continuación.  
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Figura A2. Linfocitos T reguladores y marcador de agotamiento PD-1 (figura 17). Para 

el análisis ex vivo de las poblaciones de células T reguladoras y del marcador PD-1 en los 

ratones inmunosuprimidos e infectados con L. infantum se emplearon los siguientes 

anticuerpos: anti-CD3 PerCP-Cy5 para la selección de los linfocitos T; sobre esta 

población se emplearon los marcadores anti-CD4 BUV395 y anti-CD8 PE-Cy7 para 

determinar las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, respectivamente. En la población 

de linfocitos T CD4+, se seleccionaron los marcadores anti-CD44 APC-Cy7, anti-CD127 

APC y anti-CD25 BB515 para localizar a las células T reguladoras y, el marcador anti-PD1 

BV711 para analizar la expresión de este marcador de agotamiento celular. 

 

 

Figura A3. Linfocititos T productores de IFN-g, TNF e IL-2 y análisis booleano (figura 16, 

22 y 23). Mediante el análisis booleano, se determinaron las poblaciones de linfocitos T 

CD4+ y CD8+ mono o multiproductores de citoquinas pro-inflamatorias después de la 

incubación con el antígeno SLA de L. infantum. Para ello, sobre la región de linfocitos T 

marcada con el anticuerpo anti-CD3 PerCP-Cy5, se establecieron las poblaciones de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ con los marcadores anti-CD4 BUV395 y anti-CD8 FITC, 
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respectivamente. Sobre cada una de estas poblaciones se seleccionaron las citoquinas 

pro inflamatorias a través de los marcadores anti-IFN-g PE-Cy7, anti-TNF Alexa Fluor 647 

y anti-IL-2 PE.  

 

Figura A4. Linfocitos B CD19+ productores de IL-10 (figura 25). La cuantificación de los 

linfocitos CD19+ productores de la citoquina IL-10 se realizó, de igual modo, tras 72 h de 

incubación con el SLA de L. infantum. Sobre la región de los linfocitos se discriminó la 

población de células CD19+ mediante los marcadores anti-CD3 PerCP-Cy5 y anti-CD19 

BV510. Una vez seleccionada la población de linfocitos CD19+, se determinó la 

producción de IL-10 por medio del marcador anti-IL-10 BV421.  



ANEXO II 

 

- 144 - 
 

 

Figura A5. Determinación de las poblaciones de células dendríticas (figura 26). Las 

diferentes poblaciones de células dendríticas analizadas ex vivo se determianron 

mediante los marcadores anti-CD11b PE-Cy7, anti-MHCII FITC, anti-CD11c APC-Cy7, anti-

Ly6G APC y anti-Ly6C BV786. La estrategia empleada para el análisis de las células 

dendríticas plasmacitoides implicó los marcadores CD11b+, MHCII+, CD11c+, Ly6G- y 

Ly6C-; la utilizada para las células dendríticas convencionales CD8+ fue CD11b-, MHCII+, 

CD11c+, LY6G- y Ly6C- y, finalmente para determinar a las células dendríticas 

convencionales CD8- se realizó la estrategia CD11b-, MHCII-, CD11c+, Ly6G- y Ly6C+. 
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Figura A6. Células Tip-DCs y producción de óxido nítrico (figura 27). Tras la estimulación 

de 24 h con aCD3/aCD28 se analizó la población de células Tip-dendríticas y la 

producción de óxido nítrico asociada a las mismas. Para ello, sobre la población de 

células mieloides se seleccionó el marcador anti-CD11b PE-Cy7 y, sobre este, los 

fluorocromos anti-MHCII FITC, anti-CD11c APC-Cy7, anti-Ly6C BV786 y anti-iNOS PE. 
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Anexo III: Análisis multiparamétrico para la determinación de poblaciones de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de citoquinas mediante citometría de flujo 

 En las figuras 22 y 23 del apartado de resultados se reflejaron de forma general 

las células monoproductoras, dobles o triples productoras de las citoquinas 

proinflamatorias IFN-g, TNF e IL-2. En este anexo III se detallan las relaciones entre la 

estimulación con el antígeno SLA de L. infantum y la ausencia de estímulo (medio RPMI) 

de cada una de las combinaciones de citoquinas posibles tanto para los linfocitos T CD4+ 

como para los T CD8+. 
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Figura A7. Linfocitos T CD4+ productores de citoquinas. En (A) se muestran las ratios SLA/RPMI 

correspondientes a las células mono productoras de IFN-g+, TNF+ o IL-2+; en (B) las tres 

combinaciones posibles de células dobles productoras (IFN-g+ IL-2+; IFN-g+ TNF+ o TNF+ IL-2+). El 

gráfico en (C) corresponde a las células triples productoras IFN-g+ TNF+ IL-2+. Las diferencias 

estadísticas se determinaron mediante un test Mann-Whitney (p < 0,05). 
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Figura A8. Linfocitos T CD8+ productores de citoquinas. En (A) se muestran las ratios 

correspondientes a las células mono productoras de IFN-g+, TNF+ o IL-2+; en (B) las tres 

combinaciones posibles de células dobles productoras (IFN-g+ IL-2+; IFN-g+ TNF+ o TNF+ IL-2+). El 

gráfico en (C) corresponde a las células triples productoras IFN-g+ TNF+ IL-2+. Las diferencias 

estadísticas se determinaron mediante un test Mann-Whitney (p < 0,05). 
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Abstract

The increasing use of immunosuppressants in areas where visceral leishmaniasis (VL) is

endemic has increased the number of people susceptible to developing more severe forms

of the disease. Few studies have examined the quality of the immune response in immuno-

suppressed patients or experimental animals with VL. The present work characterises the

parasite load developed in, and immune response to, Leishmania infantum-induced VL in

C57BL/6 mice that, prior to and during infection, received immunosuppressant treatment

with methylprednisolone (MPDN), anti-tumour necrosis factor (anti-TNF) antibodies, or

methotrexate (MTX). The latter two treatments induced a significant reduction in the number

of CD4+ T lymphocytes over the infection period. The anti-TNF treatment was also associ-

ated with a higher parasite load in the liver and a lower parasite load in the spleen. This, plus

a possibly treatment-induced reduction in the number of cytokine-producing Th1 cells in the

spleen, indicates the development of more severe VL. Interestingly, the MPDN and (espe-

cially) MTX treatments provoked a greater presence of soluble Leishmania antigen-specific

multi-cytokine-producing T cells in the spleen and a lower liver parasite load than in control

animals. These results highlight the need to better understand how immunosuppressant

treatments might influence the severity of VL in human patients.

Author summary

Patients who are immunosuppressed are at greater risk of developing visceral leishmania-

sis (VL) when infected with Leishmania. Prior infection with HIV has been traditionally

associated with an increased risk of developing VL, but the use of immunosuppressants in

the treatment of autoimmune disease has been linked to a higher incidence of VL in Leish-

mania-endemic areas. It is important to understand the influence these treatments have

on Leishmania infection, paying special attention to how they affect the immune response
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mediated by IFN-γ-, TNF- and IL-2-producing T lymphocytes (such cells are necessary if

an infection is to be resolved). Studies in this area require the use of murine models of VL.

C57BL/6 mice infected with Leishmania infantum that received immunosuppressant

treatment with methylprednisolone, anti-tumour necrosis factor antibodies, or metho-

trexate prior to and during infection, showed differences in their immune response, and

in the parasite load developed in various organs. These results highlight the need to better

understand how immunosuppressant treatments might influence the severity of VL in

human patients.

Introduction

Leishmaniasis is a neglected—though widely distributed—tropical disease caused by proto-

zoan parasites of the genus Leishmania [1]. Visceral leishmaniasis (VL), the most severe form

of the disease in which parasites invade different internal organs, is associated with high mor-

bidity and mortality [2]. In the Mediterranean Basin, Central Asia and Brazil, Leishmania

infantum is the species mainly responsible. Successful resolution of the infection requires the

host to mount an adequate Th1-type immune response characterised by the production of

IFN-γ, TNF and IL-2 by CD4+ and CD8+ T cells [3,4].

Being in an immunosuppressed state is major risk factor for developing severe VL. For

example, co-infection with HIV increases by some 100–2320 fold the chances of developing

active VL [5,6]. Indeed, HIV-associated immunosuppression has been identified as a major

emerging challenge in the control of VL [5]. However, an increase in cases of VL has also been

detected among recipients of solid organ transplants [7,8] and patients receiving immunosup-

pressants to treat autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis, lupus erythematous and

inflammatory bowel disease [9,10]. Ever more frequently used in these contexts, these drugs

may increase the number of people susceptible to Leishmania infection as well as condition the

severity of disease. For example, VL caused by both L. infantum and L. donovani has been

reported in patients treated with methylprednisolone (MPDN) for rheumatoid arthritis, along

with reactivated disease, likely due to the immunosuppression induced [11,12].

Tumour necrosis factor (TNF) is a key cytokine in the activation of macrophages infected

by Leishmania, and it plays a central role in the development of a protective Th1 immune

response [13]. Antagonists of TNF, such as anti-TNF antibodies, are also used in the treatment

of autoimmune disease. After their bonding to the target molecule, the multiplication of amas-

tigotes in infected macrophages is favoured, increasing the chances of developing clinical leish-

maniasis—an outcome confirmed in animal models lacking the gene for TNF [14].

Methotrexate (MTX), an antagonist of folic acid, blocks the synthesis of purines and pyrim-

idines [15]. Commonly used to treat autoimmune diseases, its precise mechanism of action

remains unknown, although it has been described to reduce the inflammation associated with

these diseases [16]. It also reduces the multiplication of lymphocytes, and thus has a direct

effect on immune system function [16]; it might, therefore, influence the development of an

adequate immune response to Leishmania infection.

The effects of the above agents on the immune response to and severity of VL have never

been examined comparatively in standard experimental models. However, the murine model

of L. infantum infection allows the study of the immune response and of the mechanisms

affecting protection against/susceptibility towards the development of VL [17]. This immune

response is organ-specific; the infection is usually cleared from the liver in the first few weeks,

but it becomes chronic in the spleen and bone marrow [18]. The present work characterises
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the parasite load developed in, and immune response to, L. infantum-induced VL in C57BL/6

mice that, prior to and during infection, received immunosuppressant treatment with MPDN,

anti-TNF antibodies, or MTX.

Methods

Ethics statement

This work was approved by the Committee on Ethics and Animal Welfare of the Instituto de

Salud Carlos III (CBA 04_2018, PROEX 072/18), and performed according to Spanish legisla-

tion for the protection of animals for experimentation and other scientific purposes (Royal

Decree 53/2013, law 32/2007), which adheres to European Directive 86/609/EEC.

Animals and parasites

The experimental animals were female C57BL/6 mice (Charles River, USA). The promasti-

gotes used in experimental infections belonged to the JPC strain of L. infantum (MCAN/ES/

98/LLM-724) and were obtained from the cold-stored Leishmania strain collection at the

National Center for Microbiology (Majadahonda, Spain). Promastigotes were cultivated at

27˚C in Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) medium plus RPMI-1640 L-glutamine medium

(Lonza, Switzerland) supplemented with 10% foetal bovine serum (Sigma, USA), penicillin

(100 U/ml), and streptomycin (100 μg/ml) (Lonza, Switzerland).

Immunosuppressants and infection

The mice were divided into four groups (N = 6 per group) and received either: 1) intraperito-

neal (i.p.) PBS three times per week (control group); 2) subcutaneous (s.c.) MPDN 16 mg/kg

(Sigma, USA) once per week [19]; 3) i.p. anti-TNF antibodies 20 mg/kg (Leinco Technologies,

USA) twice per week [20], or 4) i.p. MTX 2.5 mg/kg (Sigma, USA) three times per week [21].

All treatments were administered in volumes of 0.1 ml. One week after beginning these treat-

ments (end of Week 0), the mice were infected by injecting the tail vein with 1x107 parasites in

100 μl PBS. Immunosuppressive treatment was maintained until the end of the experiment

(end of Week 4).

Sample processing

200 μl of blood were extracted from the submaxillary vein into a tube containing EDTA once

per week to examine the immune response mounted to the infection. This blood was centri-

fuged at 500 g for 10 min to isolate the plasma. The remainder of the sample was used to ana-

lyse the populations of CD4+ and CD8+ T cells via flow cytometry (see below).

At the end of Week 4 the mice were euthanised and blood, liver, spleen and bone marrow

(from the femur) samples collected.

The liver and spleen were homogenised on Falcon Cell Strainer nylon membranes (Thermo

Fisher Scientific, USA) to obtain cell suspensions, which were then centrifuged at 800 g for 10

min in PBS at 4˚C. The spleen cell fraction thus obtained was washed with RBC buffer (Invi-

trogen, USA) to eliminate any erythrocytes. The clean spleen cells were then re-centrifuged as

above, and the pellet resuspended in 2 ml of RPMI. The liver cells obtained in the first centrifu-

gation above were directly resuspended in 2 ml PBS. Bone marrow was obtained from the

femur (cleared of muscle tissue) by flushing RPMI into the bone’s central cavity. The extracted

cells were resuspended in 200 μL PBS. DNA was extracted from 200 μl suspensions of the

above-prepared cells using phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) [22]. Extracted DNA
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was resuspended in 100 μl of distilled water, and quantified using the NanoDrop ND-1000 Kit

(Thermo Fisher Scientific, USA).

qPCRmeasurement of parasite load

Extracted LeishmaniaDNA was quantified using the LightCycler FastStart Kit (Roche Applied

Science, Germany), using primers R223 and R334 for the Leishmania 18S ribosomal subunit

[23]. A standard curve was then used to calculate the number of parasites from the DNA quan-

tification results as previously described [24].

Humoral response

Antibodies against parasite antigens in plasma were determined by ELISA. Nunc MaxiSorp

plates (Thermo Fisher Scientific, USA) were carpeted with 2 μg/ml of soluble L. infantum anti-

gen (SLA), obtained as previously described [25]. The plates were washed with 0.5%

PBS-Tween20 and the wells blocked with a 3% BSA in 0.5% PBS-Tween20 blocking solution.

Plasma samples were diluted 1/100 in blocking solution and the wells prepared to represent a

50% serial dilution series. After incubation (1 h at 37˚C) the wells were washed in 0.5%

PBS-Tween20 and incubated again for 30 min at 37˚C with horse radish peroxidase-conju-

gated secondary antibodies, i.e., anti-IgG (conjugated high and low molecular weight chains),

anti-IgG1, or anti-IgG2c (Nordic Mubio, Netherlands) diluted 1:2000 in blocking solution.

Finally, the wells were washed again in 0.5% PBS-Tween20 and reactions revealed using the

SIGMAFAST OPD Kit (Sigma, USA) according to the manufacturer’s instructions. The colori-

metric reaction was stopped using 2N HCl. Absorbance was measured at 490 nm in a Multi-

skanFC device (Thermo Fisher Scientific, USA) and antibody titres determined as the inverse

value of the last serial dilution in the above series in which the reactivity was greater than that

of negative controls.

Flow cytometry measurement of T lymphocyte populations

CD4+ and CD8+ T cells in blood were marked with APC CD8 (Clone 53–5.8) and PE CD4

(Clone GK1.5) anti-mouse antibodies (Biolegend, USA) for 30 min at 4˚C in the dark. Eryth-

rocytes were then eliminated using BD FACS Lysing Solution (BD Biosciences, USA). After

centrifugation (800 g for 6 min), the cell pellet was washed and fixed in 2% formaldehyde.

Analysis was then performed using a BD FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, USA)

and the results examined using FlowJo v7.6.5 software (FlowJo LLC, USA). Total CD4+and

CD8+ T cells were obtained by multiplying the frequency value for each population by the

number of leukocytes previously determined in the extracted blood using a Scill Vet ABC Plus

automatic counter (Horiba Medical, Japan).

To determine T lymphocyte cytokine production, 5x106 splenocytes/ml were stimulated for

6 h at 37˚C with plate-bound anti-CD3 antibodies (10 μg/ml), soluble anti-CD28 antibodies

(2 μg/ml) (eBioscience, USA), L. infantum SLA (25 μg/ml), or with culture medium alone

(non-stimulated control). After 2 h of culturing, 10 μg/ml brefeldin A (Sigma, USA) were

added to block the secretion of cytokines.

To determine their viability, the above splenocytes were then washed with PBS and incu-

bated for 30 min with the reagent provided in the LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain

Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). They were then washed in PBS + 1% FBS and incubated

for 5 min with anti-mouse Fc Block (BD Biosciences, USA). Surface antigen detection was per-

formed by adding PerCp-Cy5.5 anti-mouse CD3 (clone 145-2C11), BUV395 anti-mouse CD4

(clone GK1.5), FITC anti-mouse CD8 (clone 53–6.7), BV510 anti-mouse CD19 (clone 1D3)

and BV510 anti-mouse CD14 (clone 123323) antibodies, incubating for 20 min. After washing
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off excess antibodies, the cells were fixed and permeabilized with BD Cytofix/Cytoperm (BD

Biosciences, USA) and then washed with Perm/Wash buffer (BD Biosciences, USA). Intracel-

lular cytokines were marked by incubating the cells for 30 min with PE-Cy7 anti-mouse IFN-γ
(clone XMG1.2), AlexaFluor 647 anti-mouse TNF (clone MP6-XT22) and PE anti-mouse IL-2

(clone JES6-5H4) (BD, USA or BioLegend, USA) antibodies at 4˚C in the dark.

The populations of different cytokine-producing T cells were determined using a BD

LSRFortessa X-20 flow cytometer (BD Biosciences, USA) and the results processed using

FlowJo v.7.6.5 software (FlowJo LLC, USA) (see S1 Fig). The results for each cytokine were

represented as the difference between those of stimulated (anti-CD3/anti-CD28 or SLA) cells

and non-stimulated (RPMI-treated) cells.

Statistical analysis

All result distributions were subjected to Shapiro-Wilk testing of normality. Differences

between groups were examined using the two-tailed Student t test (if distributions were nor-

mal) or Mann-Whitney U test (if they were not). Significance was set at p<0.05. All calcula-

tions were performed using GraphPad Prism v.7 software (GraphPad Software, USA). The

results are representative of two independent experiments.

Results

Parasite loads in different organs

The anti-TNF-treated mice had a significantly higher liver parasite load than the control ani-

mals (p = 0.0018) (Fig 1A) but showed a significantly lower spleen parasite load than those

same controls (Fig 1B).

The MTX-treated animals showed a lower parasite load than the controls in both the liver

(p = 0.023) and spleen (p = 0.010), (Fig 1A and 1B), but a higher bone marrow parasite load

(Fig 1C) (p = 0.0084).

As for the MTX-treated mice, the liver parasite load of the MPDN-treated animals was

smaller than that seen in the control animals (p = 0.021), but no significant differences were

seen between the spleen or bone marrow loads and those of the control animals.

Fig 1. Parasite loads in the organs of L. infantum-infected mice treated with the different immunosuppressants. C57BL/6 mice (6 animals
per group) were treated with PBS (control), MPDN (methylprednisolone), anti-tumour necrosis factor antibodies (anti-TNF) or MTX
(methotrexate) one week before infection with 1x107 L. infantum promastigotes. All animals were euthanized four weeks after infection and
number of parasites per μg of DNA of liver (A), spleen (B) and bone marrow (C) were determined by qPCR. Results for each animal are
shown, as well as the mean±standard deviation per group. ⇤p<0.05, ⇤⇤p<0.01.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009126.g001
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The number of T CD4+ cells circulating during infection is reduced by anti-
TNF antibodies and methotrexate

One week after infection (end of Week 1), the number of circulating CD4+ and CD8+ T cells

remained unaffected by the immunosuppressant treatments (Fig 2); values for both fell within

the range for naive mice of the same age (CD4+ T cells 1124±238 cells/mm3, CD8+ T 716±173

cells/mm3; determined in-house). However, at the end of the Week 4, the number of CD4+ T

cells was significantly lower than at the end of Week 1, and indeed below normal values in

both the anti-TNF- (76.6%; p = 0.0002) and MTX-treated (73.6%; p = 0.0007) mice (Fig 2A).

This reduction coincided with an increase in the liver and bone marrow parasite loads (Fig 1A

and 1C, respectively). However, all the treated animals, as well as the controls, showed a drastic

reduction in the number of CD8+ T cells (p = 0.0001)—a result of the infection rather than any

treatment (Fig 2B).

Immunosuppressant treatment can influence the type and magnitude of
the humoral immune response

In response to Leishmania antigen, the Leishmania-specific total IgG titre increased from the

end of Week 1 until the end of Week 4 (Fig 3A), but only significantly so in the anti-TNF-

treated animals (p = 0.045). Interestingly, the MTX-treated animals returned an IgG titre sig-

nificantly lower than that recorded for the control group by the end of Week 4 (p = 0.032).

No significant difference was seen between the IgG2c/IgG1 ratios of the anti-TNF-treated

animals and the controls. The MPDN-treated mice showed a significantly less strong polariza-

tion towards the IgG2c type than did those of the control group (p = 0.0065) (Fig 3B). The lat-

ter result is not due to any smaller IgG2c titre in the MPDN-treated animals, but to a

production of IgG1 antibodies far stronger than in any other group (S2 Fig).

Immunosuppressant treatment can influence the cell-mediated immune
response to L. infantum

In general, 10–20% of the splenocyte CD4+ and CD8+ T cells produced only TNF (S3 Fig)

when challenged with α-CD3+α-CD28. In the control mice, only TNF-producing T cells were

found, while the MPDN-, anti-TNF- and MTX-treated animals also showed CD4+ and CD8+

Fig 2. CD4+ and CD8+ T cell counts in immunosuppressant-treated mice infected with L. infantum. C57BL/6 mice (6
animals per group) were infected with 1x107 L. infantum promastigotes one week after immunosuppressive treatment.
Results show CD4+(A) and CD8+ (B) T cell counts in peripheral blood one (W1) and four (W4) weeks after infection for
all animals in all treatment groups, plus the mean±standard deviation for each group. The normal count for CD4+ T cells
is 1124±238 cells/mm3, and for CD8+ T cells 716±173 cells/mm3. ⇤⇤⇤p<0.001, ⇤⇤⇤⇤p<0.0001.
MPDN =methylprednisolone, anti-TNF = anti-tumour necrosis factor antibodies, MTX =methotrexate.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009126.g002
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T cells that produced two (IFN-γ+TNF+ or IL-2+TNF+; up to 5% of T cells) or even three (IFN-

γ+IL-2+TNF+; up to 4% of T cells in the MPDN-treated mice) of the examined cytokines (S3

Fig). The lymphocytes could thus be activated in all treatment groups, with TNF single-cyto-

kine producers being the most common type generated.

The capacity of the CD4+ and CD8+ lymphocytes to respond to SLA differed between the

treatment groups, and between them and the controls (Fig 4). The control animals generated

only CD4+ IFN-γ+ producers (Fig 4A), while in the anti-TNF-treated mice this cytokine was

produced only by a discrete population of CD8+ T cells (Fig 4B). In contrast, the MTX-treated

animals generated mainly CD4+ IFN-γ+ producers, along with CD4+ TNF, CD4+ IL-2 and

CD8+IL-2 single-cytokine producers, plus a discrete number of CD4+ and CD8+ IFN-

γ+IL-2+TNF+ triple-cytokine producers. The MPDN-treated animals generated more CD4+

and CD8+ single-cytokine producers of IL-2, along with CD4+ IFN-γ+IL-2+ and TNF+IL-2+

double-cytokine producers. These animals also generated the greatest number of CD4+ and

CD8+ IFN-γ+IL-2+TNF+ triple-cytokine producers (Fig 4A and 4B).

Discussion

Anti-TNF antibodies, MPDN and MTX are among the immunosuppressants most often used

to treat rheumatoid arthritis, lupus erythematous and inflammatory bowel disease [26]. More-

over, patients thus treated who live in Leishmania-endemic areas are at greater risk of infection

by this parasite [27,28]. The present work compares the parasite load in, and immune response

of, mice treated with these agents that were infected with L. infantum. The results show that

these treatments influence the course of infection.

TNF plays a central role in the response to infection by Leishmania, promoting the activa-

tion of infected macrophages [29]. In the present model, the continued administration of anti-

TNF antibodies led to an increased liver parasite load. The liver experiences the highest para-

site loads of any organ in the first weeks of infection, but later these fall spontaneously [30,31].

The present results show that the administration of anti-TNF antibodies impedes this natural

resolution. On the other hand, in this mouse model while granuloma formation and self-cure

Fig 3. Humoral response of immunosuppressant-treated mice infected with L. infantum to soluble Leishmania
antigen. C57BL/6 mice (6 animals per group) were treated with PBS (control), MPDN (methylprednisolone), anti-
TNF antibodies or MTX (methotrexate) one week before infection with 1x107 L. infantum promastigotes. Samples of
sera of each animal were collected one (W1) and four (W4) weeks after infection to determine anti-SLA antibody titers
by ELISA using limiting dilutions. The results are shown as median and whisker (min to max) plots for (A) anti-SLA
total IgG antibodies one and four weeks after infection and (B) anti-SLA IgG2c/IgG1 subclasses ratio at W4. ⇤p<0.05
⇤⇤ p<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009126.g003
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occurs in liver, the immune response against Leishmania begins to fail in the spleen and leads

to uncontrolled parasite multiplication during the chronic phase of the infection [32]. Interest-

ingly, although our analysis was performed before the chronic stage, we found in the spleen of

control animals the highest parasite load. T cell exhaustion and tissue damage mediated by an

excessive production of TNF (among other cytokines) lead to the remodelling of its architec-

ture, an ineffective cellular response and compensatory mechanisms, such us IL-10 produc-

tion, that promote parasite persistence [33]. Thus, anti-TNF treatment could reduce this host

detrimental effect during the acute phase and delay the dysfunction of the spleen. Further

Fig 4. Cytokine-producing CD4+ and CD8+ T cells from the spleen of immunosuppressant-treated mice infected with L. infantum, following

stimulation with soluble Leishmania antigen (SLA). C57BL/6 mice (n = 6 per group) were infected one week after starting drug treatment with
1x107 L. infantum promastigotes and four weeks later the cytokine-producing capacity of T CD4+ (A) and T CD8+ (B) cells was determined by
Boolean gating based on the expression of the cytokines IFN-γ, TNF and IL-2 (single-, double- and triple-cytokine producers). The upper graphs show
the frequencies of CD4+ and CD8+ T cells producing one, two or three types of cytokine (IFN-γ+, TNF+ and IL-2+) in pooled splenocytes from each
group of treated animals. The lower graphs show the percentage of total T cells that were IFN-γ+ or TNF+ or IL-2+single-cytokine producers (+), IFN-
γ+TNF+, IFN-γ+IL-2+ or IL-2+TNF+ double-cytokine producers (++), and IFN-γ+TNF+IL-2+ triple-cytokine producers (+++) in each group of mice.
MPDN =methylprednisolone, anti-TNF = anti-tumour necrosis factor antibodies, MTX = methotrexate.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009126.g004
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experiments are necessary, including histological analysis and a continuous follow up of the

disease progression to the chronic phase, in order to assess this question in mice models.

The anti-TNF animals also showed elevated titres of antibodies to Leishmania, a phenome-

non that has been described as related to the presence of active VL in both patients and experi-

mental animals [34,35]. In addition, the anti-TNF-treated mice showed a significant reduction

in the number of circulating CD4+ T cells to below normal limits. As several authors have

reported, leucopoenia regularly occurs with anti-TNF treatment [36,37], and in addition to

that caused by VL could become a serious clinical problem. The anti-TNF treatment also influ-

enced the functionality of the T cells in L. infantum infections; TNF antagonists are known to

completely inhibit proinflammatory responses in patients [36,38]. Certainly, in TNF-knockout

C57BL/6 mice infected with Leishmania major, the progression to VL is rapid, highlighting

how important TNF is in the generation of cellular immunity against Leishmania [14,39]. Sim-

ilarly, here we show for the first-time evidence in the liver of mice infected with viscerotropic

species, which can be considered a site of acute self-resolving infection having similar features

than asymptomatic individuals [40], of the risk of progressive visceral disease in otherwise

asymptomatic infections. These findings are important since in recent years there has been an

increase in the number of opportunistic Leishmania infections in patients treated with TNF

antagonists, especially among those receiving monoclonal antibodies (Infliximab or Adalimu-

mab) [41]. Clinicians should always weigh up the risk of the patient developing leishmaniasis

before starting immunosuppressant treatment, but so far no guidelines are available to help in

making such decisions.

Following infection, the MPDN-treated animals showed a reduction in the number of

CD4+ T cells similar to that seen for the control group—but much less of a reduction than that

seen in the other groups of treated mice. This can be related to the lower organ parasite loads

in the MPDN and control animals (the resolution of Leishmania infections depends on a good

CD4+ response [42]).

The humoral immune response to Leishmania is not protective; rather, it is a sign of

advanced disease. Nevertheless, analysing the subtypes of IgG in experimental models is useful

as a means of determining the kind of response underway [4,35]. In the present model, IgG2c

antibodies were produced—a type related to the Th1 response. [43]. The MPDN-treated mice

also produced IgG1 antibodies, which are associated with a Th2 response; this was not seen in

any other group. However, the MPDN treatment also induced a clear Th1 response with T

cells that produced different types of cytokine in the spleen. It has been amply described [4,42]

that a specific Th1 response is necessary for resolving Leishmania infections; the cytokines pro-

duced, especially IFN-γ, mediate this protection [44]. The induction of this kind of response is

essential if any immunotherapy or vaccine is to be successful [45]. Nevertheless, the immuno-

biology of VL is complex and resolution of the infection depends on an equilibrium between

inflammatory and regulatory responses [42] and it seems that, despite a marked IgG1 antibody

production, MPDN did not affect severely the anti-Leishmania response in the liver, spleen or

bone marrow in a short-term infection.

The MTX-treated mice had a higher bone marrow parasite load than the mice of any other

group. The bone marrow is sensitive to MTX, which suppress its function [46,47]. Interest-

ingly, the spleen parasite load was lower in these mice than in either the controls or the other

groups of treated animals. It has been reported that MTX has an antiparasitic effect against

Plasmodium vivax and Leishmania tropica via its reduction of folate availability; by binding to

parasite dihydrofolate reductase it reduces the availability of folate, which is essential to the

survival of trypanosomatids [48,49]. However, it is important to note that Leishmania promas-

tigotes has been described as having the potential to generate rapid resistance to methotrexate

[50,51], which may trigger a worsening of the disease, especially in endemic areas of
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leishmaniasis. It is therefore necessary to monitor both aspects over time in order to better

establish the relationship between Leishmania and the immunosuppressant MTX.

Patients treated with MTX appear to be at greater risk of VL than the immunocompetent

population [52]. However, this treatment can be administered for over 60 months without

greatly increasing this risk. In comparison, this risk becomes increased after just 17.5 months

when TNF antagonists are administered [26,41].

In conclusion, the present results show that immunosuppressant agents can influence the

immune response to Leishmania infection and the course of disease, even after a short immu-

nosuppression period. The finding that treatment with anti-TNF antibodies can increase the

liver parasite load is important given the many people treated with this agent in Leishmania-

endemic areas [38,53]. Further analyses are necessary to evaluate if infection after long-term

immunosuppression have even more harmful effects on the patient during parasite coloniza-

tion and VL progression. Clinicians need to bear in mind the risk of leishmaniasis to patients

thus treated, and how the dose employed might influence this. Likewise, the use immunologi-

cal and molecular diagnostic tools to detect asymptomatic individuals and opportunistic infec-

tions in the follow up of immunosuppressed patients should be considered in endemic areas.

Some parameters analysed in this work related with the T cell profile and the quality of the cel-

lular response, in addition to those evaluated in future investigations, will help physicians to

monitor these patients.

Supporting information

S1 Fig. Gating strategy used in the analysis of cell cultures. The first gate, FSC vs. SSC, was

used to select the lymphocyte populations. Singlets were removed via the plot FSC-A vs.

FSC-H. The CD3+ T cell population was selected by viability marking (LIVE/DEAD Fixable

Aqua Dead Cell Stain Kit), and CD4+ and CD8+ populations then distinguished. IFN-γ, TNF
and IL-2 production by each population was then determined using a Boolean gating.

(TIF)

S2 Fig. Titre of IgG1 antibodies against soluble Leishmania antigen in immunosuppressed

C57BL/6 mice infected with L. infantum.One week after starting immunosuppressive treat-

ment mice (n = 6 per group) were infected with 1x107 L. infantum promastigotes. Median and

whisker (min to max) plots for IgG1 titre at the end of the first (W1) and fourth (W4) weeks

after infection for animals in all treatment groups. ⇤p<0.05 ⇤⇤p<0.001.

MPDN =methylprednisolone, anti-TNF = anti-tumour necrosis factor antibodies,

MTX = methotrexate.

(TIF)

S3 Fig. Cytokine-producing CD4+ and CD8+ T cells from the spleen of immunosuppres-

sant-treated mice infected with L. infantum, following stimulation with α-CD3/α-CD28

cocktail. C57BL/6 mice (n = 6 per group) were infected one week after starting drug treatment

with 1x107 L. infantum promastigotes and four weeks later the cytokine-producing capacity of

T CD4+ (A) and T CD8+ (B) cells was determined by Boolean gating based on the expression

of the cytokines IFN-γ, TNF-α and IL-2 (single-, double- and triple-cytokine producers). The

upper graphs show the frequencies of CD4+ and CD8+ T cells producing one, two or three

types of cytokine (IFN-γ+, TNF+ and IL-2+) in pooled splenocytes from each group of treated

animals. The lower graphs show the percentage of total T cells that were IFN-γ+ or TNF+ or
IL-2+single-cytokine producers (+), IFN-γ+TNF+, IFN-γ+IL-2+ or IL-2+TNF+ double-cytokine
producers (++), and IFN-γ+TNF+IL-2+ triple-cytokine producers (+++) in each group of

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Effect of immunosuppressants in Leishmania infantum-infected mice

PLOSNeglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009126 February 1, 2021 10 / 14



mice. MPDN =methylprednisolone, anti-TNF = anti-tumour necrosis factor antibodies,

MTX = methotrexate.

(TIF)
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