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Resumen (1) Introduccién: La leishmaniasis cutanea (LC) por Leishmania (Viannia) panamensis
(L(V)p) es una enfermedad tropical de gran importancia en Colombia cuya manifestacion clinica
predominante corresponde a ulceras de gravedad muy diversa. Gracias a esfuerzos previos del
grupo de investigacion, se logrd establecer un modelo animal de LC que reproduce muchas de las
caracteristicas de la enfermedad humana, incluyendo la variacion en la severidad de las lesiones.
Con la intencién de contribuir a un mejor entendimiento del origen de tal diversidad, se llevo a cabo
un estudio en ratones BALB/c, dirigido a evaluar cambios tempranos que pudieran correlacionarse
con el desenlace clinico. (2) Objetivo: Evaluar el perfil hematoldgico, histopatoldgico y
parasitoldgico inducido de manera temprana en respuesta a la infeccién con L(V)p y su relacién con
la severidad del desenlace clinico. (3) Materiales y métodos: Se realizaron infecciones en ambas
orejas con 10° promastigotes de L(V)p via intradérmica. A una de las orejas se le hizo biopsia para
estudios histopatologicos y cuantificacion de cargas parasitarias, mientras que a la otra oreja se le
realizd seguimiento semanalmente hasta la resolucion clinica; adicionalmente se tomaron muestras
de sangre de la cola en 3 tiempos diferentes para realizarles un hemoleucograma. (4) Resultados:
Los ratones se clasificaron en dos grupos, moderados y graves, de acuerdo a la severidad de las
lesiones y al tiempo que tardaron en resolverse. Los moderados mostraron un aumento de los
neutrofilos en el Onset (2-3 semanas posinfeccion), con posterior disminucién tras la Consolidacién
de la lesion, mientras que los graves mostraron un patron opuesto. Las cargas parasitarias no se
correlacionaron con la gravedad clinica. El analisis histopatoldgico grueso de las lesiones no
permitio establecer su asociacion con algun perfil de severidad y fue no concluyente. (5) Conclusion:
El aumento de los neutréfilos en sangre en el Onset parece representar un factor que protege de
lesiones graves. Por otro lado, la ausencia de respuesta de neutréfilos en estos mismos tiempos y su
aumento cuando la lesién ya estd consolidada se asocia con un patrén de cronicidad y mayor
gravedad de las lesiones. No se encontro relacion entre la carga parasitaria y la severidad de las
lesiones.

Palabras clave: Leishmaniasis cutdnea; BALB/c; infeccion intradérmica; modelo animal;
parasitologia; manifestaciones clinicas, severidad de la lesion.

1. Introduccion

Laleishmaniasis es una enfermedad crénica desatendida causada por parasitos del género
Leishmania y transmitida por fleb6tomos de la familia Psychodidae. Se encuentra entre las
10 principales enfermedades tropicales a nivel mundial. Tradicionalmente se ha
clasificado como leishmaniasis del Viejo o Nuevo Mundo, segiin su ubicacion geografica.
La leishmaniasis del Viejo Mundo afecta a paises de Asia, Africa y Europa, por especies
como L. trépica, L. major, L. aethiopica, L. infantum o L. donovani. Mientras que la
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leishmaniasis del Nuevo Mundo ocurre en las Américas y es causada principalmente por
L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis o L. infantum chagasi [1]. Gracias a
esta diversidad de especies, la leishmaniasis presenta tres formas clinicas: cutanea,
mucocutdnea y visceral, siendo la primera la mas frecuente. El 85% de los casos de
leishmaniasis cutanea se concentran en América, principalmente en Brasil, Peru y
Colombia. En esta region se han identificado 15 de las 22 especies patdgenas para el
hombre, en su mayoria asociadas al subgénero Viannia [1,2,3,4]. En Colombia, la
leishmaniasis es una enfermedad endémica en gran parte del territorio; para el afio 2023
en el periodo epidemiologico III se reportaron 655 casos de los cuales 644 pertenecen a
leishmaniasis cutanea (LC), con una incidencia de 61,15 casos por 100,000 habitantes en
riesgo [5-6]. La especie mas comun en el pais es Leishmania (Viannia) panamensis (L(V)p),
responsable de la mayoria de los casos cutaneos [7]. La LC se trata usualmente con
antimoniales pentavalentes administrados de manera parenteral, pero presentan
inconvenientes como su dificil administracién, poca adherencia, toxicidad con sus
consecuentes efectos adversos y, no en pocas ocasiones, falla en la eficacia. Actualmente
no hay vacunas efectivas para prevenir la enfermedad. Por lo tanto, hay una gran
necesidad de comprender de manera detallada los mecanismos fisiopatogénicos de la
leishmaniasis para poder desarrollar medidas de intervencion efectivas [8].

Desde el punto de vista fisiopatolégico, no se comprende con exactitud por qué existen
diferencias clinicas en la LC asociadas a cada especie de Leishmania y, ain mas complejo,
por qué una misma especie puede causar un espectro de presentacion y gravedad en la
enfermedad. Dicha variabilidad es atribuible a factores de virulencia propios de cada
especie del parasito, a diferencias en la especie del vector y al tipo y magnitud de la
respuesta inmune del hospedero [5]. La evidencia muestra que el espectro inmunologico
desencadenado por la infeccidén con especies de Leishmania dermotrépicas abarca un rango
que se mueve entre dos tipos de respuestas extremas, y que conlleva a diferentes
desenlaces clinicos. En un extremo se encuentra la LC difusa, que cursa con una pobre
respuesta adaptativa celular de linfocitos T CD8+ y CD4+ y la consecuente incapacidad de
activar los mecanismos microbicidas de los macroéfagos. Se trata de una presentacion
grave de la enfermedad, por fortuna, poco frecuente. En el otro extremo se encuentran las
formas crénicas, en ocasiones mutilantes, que se presentan no solo en la piel sino que se
extienden a algunas mucosas como las de la nariz, boca y garganta. Esta forma se
caracteriza por una potente activacion de linfocitos CD8+ y CD4+, con producciéon de
interferon-y (respuesta Thl), y por un control efectivo de la carga parasitaria, pero
causando un dafio colateral significativo al hospedero. En medio de dichos extremos hay
varias formas clinicas mas “benignas”, como la asintomatica o la autoresolutiva, que se
asocian con respuestas inmunes celulares suficientemente efectivas, pero ademas,
reguladas, propiciando asi un control efectivo de la multiplicacion del parasito, pero sin
provocar un dafio inmunopatolégico [9,10].

Como parasito intracelular, Leishmania se caracteriza por su gran complejidad a nivel
inmunoldgico, con multiples vias y células interviniendo en la respuesta efectora o en la
evasiéon inmune. Se ha resaltado, por ejemplo, la importancia de los neutréfilos como
moduladores claves de la respuesta innata. Los queratinocitos al ser las principales células
de la epidermis reconocen el parasito a través de receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs), activan citoquinas y quimioquinas quienes median el reclutamiento de
neutrdfilos [10]. Se ha descrito que estas son las primeras células en ser reclutadas, las
cuales pueden infectarse y tener un papel importante en la respuesta inflamatoria [10].
Estos se destacan por llegar rapidamente al sitio de infeccién e intentar controlar la
infeccidn a través de la activacion de trampas extracelulares (NETs) y especies reactivas
de oxigeno (ROS); a su vez, producen la quimioquina CCL3 para reclutar células
dendriticas y modulan el microambiente en el sitio de infeccion permitiendo el inicio de



95
96
97
98
99
100
101
102

103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

117

118

119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131

132

133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

30f19

la respuesta inmune adaptativa. Se ha documentado en estudios con L. major que una
respuesta oxidativa fuerte por parte de los neutrdfilos tiene la capacidad de eliminar
parasitos. Sin embargo, cuando los neutrdfilos apoptdticos infectados son fagocitados por
parte de los macréfagos, ocurre una transferencia de parasitos viables, actuando como
“caballos de troya” y ayudando a la sobrevida de estos [11,5]. En conjunto, una extensa
evidencia experimental demuestra la capacidad de los neutréfilos para modular el
desarrollo de la enfermedad en las etapas tempranas de la infeccién hacia un perfil
protector o agravante.

Dado que L(V)p es la especie mas comun en Colombia, el Grupo de Investigacion
Inmunomodulacién (GIM) estableci6 recientemente un modelo animal experimental de
LC utilizando esta especie. En este modelo, en el que se emplean ratones BALB/c
infectados via intradérmica en la oreja con 10° promastigotes, se evidencid el desarrollo
de una enfermedad cutdnea progresiva con lesiones ulcerativas tipicas, de bordes
indurados, con una gran similitud a las observadas en pacientes con LC por L(V)p [12]. La
gran similitud en el patrén clinico, parasitologico, histopatologico e inmunolégico
observado entre los ratones y los humanos hace de este modelo una herramienta ttil para
investigar la patogénesis y la inmunidad a esta especie. Asi, aprovechando este recurso,
quisimos investigar algunos eventos tempranos, posteriores a la infecciéon, que podrian
influenciar en la progresion de la enfermedad. Analizamos entonces parametros
hematoldgicos, parasitologicos e histopatoldgicos con el objetivo de determinar si estas
caracteristicas guardan alguna relacién con el desenlace clinico de la enfermedad en el
modelo animal.

2. Materiales y métodos
2.1. Animales, pardsitos e infeccion

Para llevar a cabo la investigacion, se emplearon ratones BALB/c hembras y machos de 8
a 12 semanas de edad, adquiridos de Charles River Laboratory (Estados Unidos) y
mantenidos en el bioterio SPF (libre de patdgenos especificos murinos) de la Sede de
Investigacion Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia (UdeA). Se utilizé la
cepa L(V)p UA-946 (MHOM/CO/93/UA-946) aislada originalmente del Programa de
Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET, UdeA, Medellin, Colombia), con
la cual se ha establecido el modelo de LC [12]. Los promastigotes fueron cultivados en
Medio Drosophila de Schneider (SDM, Sigma, EE. UU.) a 26°C y suplementado con 10%
de Suero Fetal Bovino (Gibco, EE. UU.) inactivado por calor, 2 % de orina humana estéril
y filtrada, 100 U/ml de penicilina (Gibco, EE. UU.) y 100 pg/ml estreptomicina (Gibco, EE.
UU.). El indculo fue preparado en PBS con 105 promastigotes de L(V)p con los que los
ratones fueron infectados en la oreja mediante inyeccion intradérmica utilizando jeringas
con agujas ultrafinas (31G).

2.2. Seguimiento clinico

A partir de la primera semana posinfeccién, se inicié el seguimiento de la lesion
registrando semanalmente el 4rea de la lesion, el score y obteniendo un registro
fotografico de cada animal, hasta observar la resolucion clinica. El drea se obtuvo al medir
el diametro de la lesiéon con un calibrador de Vernier para la aplicacion de la formula A =
nt (D1+D2/4)2. Y el score se obtuvo al realizar el promedio de la valoracién de tres
evaluadores, teniendo en cuenta que el score es una escala de estimacién de gravedad
donde se asigna un puntaje numérico segtin las caracteristicas fisicas de la lesion, de la
siguiente manera: (0) animales sanos o que resolvieron clinicamente; (1) inflamacién leve
o nddulos pequefios no ulcerados; (2) nddulos que comienzan a ulcerarse o ndédulos
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grandes sin tlcera; (3) nédulos con ulcera activa con o sin costra o inicio de mutilacién;
(4) lesion con tlcera grande activa y abierta o lesiones con costra necrética. Esta medida
permite monitorear las lesiones durante todo el desarrollo clinico hasta la resolucion,
permitiendo calcular el area bajo la curva (AUC) como una medida de la gravedad de la
enfermedad por cada raton.

2.3. Cargas parasitarias

A los ratones infectados se les realiz6 una biopsia, abarcando toda el drea de la lesién, fue
tomada una semana después de la infeccion para determinar la carga parasitaria mediante
el método de diluciéon limitante. El tejido fue macerado en 1 ml de medio Schneider
suplementado y a partir de una dilucién intermedia 1:10 se realizaron 12 diluciones
seriadas 1:3 en platos de cultivo celular de 96 pozos. Los cultivos fueron incubados
durante 4 semanas a 26°C, monitoreando semanalmente el crecimiento de los parasitos
mediante observacidon en microscopio invertido. Para el calculo de la carga parasitaria, se
tuvo en cuenta la dilucién maxima a la que crecieron los parasitos, las diluciones previas
realizadas y el volumen en el que se homogeneizo6 el tejido, aplicando la siguiente férmula:
#parasitos viables/tejido= 3 x Fd (n=dilucién maxima en la que se observé crecimiento
parasitario; Fd= factor de dilucién que toma en cuenta el volumen total del macerado, la
dilucion intermedia realizada y el volumen tomado para iniciar las diluciones seriadas).
El numero obtenido representa la cantidad de parasitos viables por 6rgano.

2.4. Histopatologia

Para la caracterizacion histopatoldgica, se realizd6 una biopsia en Onset (momento en el
que se presencia un nodulo inicial, aproximadamente 2 a 3 semanas posinfeccion) en una
de las orejas infectadas utilizando un punch estéril desechable de 4 mm, tras la previa
sedacion del animal. Las muestras se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4%
tamponado, se almacenaron a 4°C y se realizaron montajes en parafina para cortes
histoldgicos, seguidos de tincion con Hematoxilina/Eosina. Las placas se procesaron
utilizando el software de imagenes NIS-elements Basic Research para la obtenciéon de
fotos, manteniendo siempre los mismos pardmetros de calibracion, usadas para un
posterior analisis semicuantitativo del infiltrado celular. Para este analisis, se asignaron
valores en una escala del 0 al 3, donde 0 representa la ausencia de infiltrado, 1 cuando el
25% del area total del corte es infiltrado, 2 cuando el 50% del area total del corte es
infiltrado y 3 cuando el 75% o mas del area total del corte es infiltrado. Esta escala se
establecid considerando un conjunto de imagenes de todas las hembras analizadas, con el
fin de determinar la densidad méaxima y minima del infiltrado.

2.5. Hematologia

Se realizaron 3 sangrados a los ratones a lo largo del experimento: Un sangrado Basal,
tomado una semana antes de la infecciéon. Un sangrado en el Onset, aproximadamente 2 a
3 semanas posinfeccion. Y por ultimo un sangrado en Consolidacién, tomado al presenciar
una ulcera definida indicando consolidaciéon de la infeccién, aproximadamente a 5
semanas posinfeccién. Estos mismos tiempos se tomaron en cuenta para realizar
sangrados en un grupo control de ratones no infectados con el fin de establecer los
parametros hematoldgicos normales en nuestro bioterio. Se tuvieron lapsos minimos de 2
semanas entre cada uno para dar el tiempo necesario de recuperacidn, el cual ha sido
recomendado en la literatura para no inducir sesgos en el analisis [13]. Las muestras
fueron obtenidas del punto mas distal de la cola, asegurando asi una representacion
precisa de la sangre periférica [14]. Para la recoleccion, se utilizo sangre total que se
deposito en tubos Eppendorf con EDTA, garantizando la preservacion de la integridad de
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las células sanguineas. Se estableci6 una relacion de 1:10 (anticoagulante:muestra) para
obtener un volumen final de 100 ul. Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al
Laboratorio de Veterinaria de la Universidad de Antioquia (UdeA) para su
procesamiento. Este proceso se llevo a cabo utilizando el hematdgrafo veterinario URIT-
5180Vet, un analizador automatizado de hematologia de 5 partes basado en el conteo de
impedancia. Se configur6 el equipo para el andlisis especifico de muestras de raton,
ajustando los parametros segun la necesidad de este estudio. Ademas del andlisis
automatizado, se realizaron extendidos de sangre periférica, usados en la fase de
validacion del método y para visualizar la morfologia celular relevante. Esta estrategia
permitié una evaluacién integral de los parametros hematologicos, asegurando asi la
fiabilidad de los resultados obtenidos.

2.5. Plan de analisis

Los datos fueron tabulados, graficados y analizados mediante GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA); su normalidad fue comprobada por
medio de la prueba de Shapiro-Wilk. Para las comparaciones entre grupos, se utilizo la
prueba t de Student, Mann-Whitney, ANOVA de dos vias o andlisis estadisticos de efectos
mixtos segtin corresponda, en cada figura se especifica el analisis empleado y la correccion
post hoc. Se considerd significativo un valor de p<0.05 (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
#%p<0.0001). Algunos graficos se presentan mediante diagramas de cajas y bigotes,
donde los limites estan construidos seguin el método Tukey, indicando la mediana con
una linea, la media con una cruz y los valores atipicos con puntos. Para evaluar la
asociacion de los parametros tempranos con los desenlaces clinicos, se realizaron andlisis
de correlacion de Spearman, donde se cruzaron todas las variables hematologicas
obtenidas por el hemograma automatizado y la razén neutroéfilos/linfocitos con los
criterios de gravedad establecidos: AUC (drea bajo la curva del score, es la sumatoria de
todos los datos del score reunidos durante todo el desarrollo clinico) y Semanas en score
4 (nimero de semanas en score 4 de cada ratén). Ademas, se evalud la pertinencia de la
regresion lineal simple de acuerdo con el comportamiento de los datos. Se consideraron
como relevantes aquellas combinaciones de variables donde se obtuvieron valores de p
(nivel de confianza) y de r (coeficiente de correlacion) p<0.1 y de r>0.25 (valor absoluto),
respectivamente.

2.6. Consideraciones éticas

Para proceder con la experimentacion, se llevé a cabo una revisién de los requisitos
estipulados en los articulos 87-93 y la Ley 84 de 1989, los cuales establecen las pautas para
una investigacion adecuada con animales en Colombia. Ademas, el protocolo del proyecto
fue enviado para su evaluacién al Comité de Etica para la Experimentacién con Animales
(CEEA) de la Universidad de Antioquia, donde fue aprobado a través del Acta No. 151
del 11 de abril de 2023.

3. Resultados

3.1. Los ratones BALB/c infectados con L(V)p pueden clasificarse en animales con lesiones
moderadas y graves

El espectro clinico de la infeccién por L(V)p en humanos es amplio, incluyendo personas
con infecciones asintomadticas, otras con lesiones localizadas que se curan
espontdneamente, o que se cronifican llevando a inmunopatologia y hasta mutilacion.
Como se dijo previamente, nuestro modelo en ratones BALB/c reproduce este espectro
clinico, con animales con lesiones leves que se resolvian pronto, y otros que se volvian
cronicos, llevando a dano tisular y mutilacién, y a una lenta resoluciéon [12]. Para
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aprovechar el modelo e investigar posibles eventos tempranos asociados con la severidad
de la lesién, primero quisimos evaluar si pueden segregar los ratones en aquellos con
lesiones mas o menos graves. Para abordar esto, infectamos ratones con el mismo inéculo
y les realizamos un seguimiento detallado de la progresion de la infeccion, como fue
descrito en la metodologia. Empleamos un mismo disefio experimental para machos y
hembras pero se tomaron diferentes muestras dependiendo de las intervenciones
necesarias para cada grupo (Figura 1A,2A). Se muestra el comportamiento general de las
lesiones de los ratones, donde se evidencia que el area de la lesién tiene un punto maximo
promedio de 40mm? aproximadamente entre la semana 10 a 15 posinfeccion y comienza
a descender rapidamente después de la semana 15 posinfeccién (Figura 1B,2B), esto se
debe a que esta medida permite obtener datos iinicamente hasta que la lesién sea medible
(si se da la mutilacién de la oreja, no se puede obtener el dato). Fue entonces necesario
tener otro tipo de medida que cubriera todo el desarrollo clinico, como lo fue el score
(Figura 1C,2C), el cual pudo ser obtenido asi los ratones hubieran mutilado la oreja (como
se explico previamente). Al graficar y realizar el analisis estadistico con las AUC se
observo que los ratones se segregaban en al menos dos grupos: una mayoria con un valor
por encima del rango intercuartil inferior (percentil 25) que correspondia a animales que
habian tenido ulceras severas que mutilaban la oreja total o parcialmente y una minoria
con valores dentro del rango intercuartil que correspondia a animales con lesiones leves
de resoluciéon temprana. Clasificamos entonces en dos grupos en animales con lesiones
graves (GRV) y moderadas (MOD) (Figura 1D,2D). Cuando los grupos se grafican de
manera separada se notan diferencias estadisticamente significativas: para las hembras,
en el drea de la lesion desde la semana 8 hasta la semana 15 posinfeccion (Figura 1E) y en
el score desde la semana 8 hasta la semana 22 posinfeccién (Figura 1F); en el caso de los
machos, se observan diferencias significativas en el drea de la lesién en la semana 10
(Figura 2E) y en los datos del score desde la semana 2 a la 11 y de la semana 15 a la 21
posinfeccion (Figura 2F). De esta manera se hace evidente tanto en machos como en
hembras la diferencia en las magnitudes de la lesién de un grupo a otro, donde el grupo
de los graves dobla el area maxima de la lesién con respecto a los ratones moderados
(Figura 1E,2E).

Fotografias representativas de los momentos mas relevantes durante el desarrollo clinico
documentan que mientras en la semana 4 posinfeccion ambos grupos presentan un
nédulo inicial comparable, en la semana 10 posinfeccion se observa la formacion de una
ulcera mediana en los ratones moderados y una grande y necrotica en los ratones graves.
Asi mismo, en la semana 18 posinfeccion se evidencia la resolucién de la infeccion en los
moderados donde se preserva la integridad el tejido, pero una evidente mutilacion de la
oreja en los ratones moderados (Figura 1G,2G).
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Figura 1. 38 ratonas BALB/c hembras infectadas con L(V)p se clasifican en moderadas y graves: las
ratonas fueron infectadas de forma intradérmica con un inéculo de 105 promastigotes de L(V)p. (A)
Esquema del disefio experimental. (B) Cinética del area de la lesion. (C) Cinética del score. (D)
Grafico AUC (area bajo la curva) del score de cada ratéon donde se diferencian los animales con
lesiones moderadas de aquellos que presentan lesiones graves (se grafican animales individuales
con la mediana + rangos intercuartiles). (E) Cinética del area de la lesion, discriminando la
clasificacién de los grupos. (F) Cinética del score, discriminando la clasificacién de los grupos. (G)
Fotografias de las semanas 4, 10 y 18 posinfeccion de los grupos moderados (MOD) y graves (GRV).
(E,F) Los resultados se expresan como la mediana + SEM, se realiz6 un analisis estadistico de efectos
mixtos, un test post-hoc con Sidak y correccién post-hoc Geisser-Greenhouse.
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Figura 2. 29 ratones BALB/c machos infectados con L(V)p se clasifican en moderados y graves: los
ratones fueron infectados de forma intradérmica con un in6culo de 10° promastigotes de L(V)p. (A)
Esquema del disefio experimental. (B) Cinética del area de la lesion. (C) Cinética del score. (D)
Grafico AUC (area bajo la curva del score) de cada raton donde se diferencian los animales con
lesiones grupos moderados de aquellos que presentan lesiones graves (se grafican animales
individuales con la mediana + rangos intercuartiles). (E) Cinética del area de la lesion, discriminando
la clasificacién de los grupos. (F) Cinética del score, discriminando la clasificacién de los grupos. (G)
Fotografias de las semanas 4, 10 y 18 posinfeccion de los grupos moderados (MOD) y graves (GRV).
(E,F) Los resultados se expresan como la mediana + SEM. (E) Se realiz6 un analisis estadistico de
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efectos mixtos, un test post-hoc con Sidak y correccion post-hoc Geisser-Greenhouse. (F) Se realizé
una ANOVA de dos vias con correccion post-hoc Geisser-Greenhouse.

3.2. La infeccién en ambas orejas produce lesiones cutdneas consistentes y reproducibles

Los resultados anteriores establecen que la infeccién de los ratones produce al menos dos
grupos claramente diferenciables en cuanto a la severidad de la lesion, su duraciéon y a la
presencia de inmunopatologia/mutilaciéon. De gran interés seria entonces poder investigar
que eventos tempranos después de la infeccidn se asocian con uno u otro desenlace. En
particular, los eventos in situ (como aquellos relacionados con el parasito, o con la
respuesta inmune) serian de gran relevancia. Sin embargo, la obtencion del tejido
infectado implica la imposibilidad de seguimiento subsecuente de las lesiones y por ende
su clasificacion como moderado o grave. Llevamos entonces a cabo una serie de
experimentos en los que se infectaron los animales en ambas orejas para determinar si el
curso de la infeccién es similar a aquel observado cuando se infecta solo una.

El andlisis de la cinética del area de la lesiéon y del score tanto en machos como en hembras
revel6 un comportamiento similar entre la oreja derecha e izquierda (Figura 3A,B), y del
mismo modo, curvas similares a cuando la infeccién fue realizada en una sola oreja
(Figura 3C,D,E,F). En las hembras infectadas solo en una oreja, se observé una caida de
la curva, posiblemente debido a la pérdida de una parte del tejido, en la semana 14
posinfeccion (Figura 3C), por lo que no es posible continuar con la medicién del area de
la lesion, sin embargo, se puede corroborar en el score que las lesiones son similares hasta
la resolucion completa de la infeccidn (Figura 3E). Es importante destacar que al comparar
machos y hembras se encontraron algunas diferencias. Los machos presentaron lesiones
mas moderadas, con un drea que no superd los 30 mm2 (Figura 3D) y comenzaron la fase
de resolucion de forma mas temprana, evidenciando un descenso en su curva antes de la
semana 10 posinfeccion en la cinética del score (Figura 3F). Por el contrario, las hembras
desarrollaron un area de lesiéon mayor (Figura 3C) con un score alto mantenido durante
mas semanas postinfeccion (Figura 3E). Este patron de lesiones mas pequenas y
heterogéneas en machos que en hembras es una observacion consistente a lo largo del
tiempo en nuestro laboratorio. En conjunto, nuestros resultados permiten concluir que es
posible obtener tejido infectado de una de las dos orejas de un mismo ratén en tiempos
tempranos para analisis in situ y continuar con el seguimiento clinico en la otra para
clasificarlo como lesiéon moderada o severa. Asi, a continuacion procedimos a evaluar la
asociacion de eventos tempranos locales (por ejemplo, respuesta histopatologica o la carga
parasitaria) y sistémicos (por ejemplo, parametros hematologicos) con la gravedad clinica
de la infeccion.
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Figura 3. La infeccion en ambas orejas produce lesiones cutaneas consistentes y reproducibles: 34
ratones machos y hembras se infectaron con un inéculo de 10° promastigotes de L(V)p en una o
ambas orejas y se hizo el seguimiento clinico. Fotografias de lesiones representativas de las semanas
3y 10 posinfecciéon en ambas orejas de ratones hembras (A) y machos (B). Cinética del area de la
lesion en hembras (C) y en machos (D). Cinética del score en hembras (E) y en machos (F). (C,D,E,F)
Los resultados se expresan como la mediana + SEM (18 ratones infectados en una oreja y 16 en ambas
orejas, tanto para machos como hembras), la comparacion entre los grupos fue realizada mediante
un andlisis de efectos mixtos con correccién post-hoc de Tukey.

3.3. La carga parasitaria temprana no se asocia con la gravedad de la lesién cutdnea

Experimentos previos del grupo han demostrado que 1 semana posinfeccion hay una gran
variacién entre ratones en las cargas parasitarias, lo cual indica que la sobrevivencia y
proliferacién temprana del parasito en las lesiones es variable y puede influir en el
desenlace clinico. Por lo tanto, quisimos investigar si esta variacion esta relacionada con
la gravedad de la lesion. La cuantificacion de las cargas parasitarias no revelo diferencias
entre los ratones moderados y graves (Figura 4A), adicionalmente el analisis de
correlacion reveld un patrén disperso que no muestra ninguna relacién con la gravedad
de la infeccién (Figura 4B), observandose que hay ratones con baja gravedad clinica y
cargas parasitarias altas, y viceversa, lo que confirma la falta de relacion entre ambas
variables en el presente estudio.
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Figura 4. La carga parasitaria temprana no se asocia con la gravedad de la lesién cutanea: Se
infectaron 29 ratones BALB/c machos con un indculo de 10° promastigotes de L(V)p en ambas orejas,
se obtuvo tejido de una de las orejas 1 semana posinfeccion para el andlisis de la carga parasitaria y
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se continuo el seguimiento clinico para determinar la gravedad de la lesion. (A) Grafico de barras
con puntos individuales donde se compara la carga parasitaria de ratones moderados y graves, se
muestra la media geométrica + 95% IC. Los datos fueron comparados con la prueba de Mann-
Whitney, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. (B) Correlacion de Spearman
entre las cargas parasitarias y el AUC.

3.4. Evaluacion histoldgica del infiltrado celular

Al momento del Onset se colectaron biopsias de oreja, a partir de las cuales se obtuvieron
cortes histologicos, con el objetivo de evaluar cuantitativa y cualitativamente el infiltrado
celular temprano y su posible relaciéon con el desenlace clinico. Se tomaron imagenes de
secciones de tejido tefidas con H/E que fueron evaluadas mediante una escala de
infiltrado inflamatorio, pero no se observaron diferencias entre los grupos de ratones
moderados y graves (Figura suplementaria 1). Al hacer un andlisis detallado del rigor
metodoldgico con el que se realizaron estos analisis, se encontré que las secciones se
obtuvieron de regiones diferentes en el area abarcada por el nédulo inicial generado por
la infeccidn, lo que imposibilita una apropiada comparacion entre ratones. Por lo tanto,
los resultados de este analisis son no concluyentes.

3.5. La respuesta neutrofilica se asocia con la gravedad de las lesiones cutdneas

El que no hayamos encontrado relacion entre la gravedad de la lesién y la carga parasitaria
nos lleva a pensar que la severidad puede estar mediada por la respuesta inmunoldgica
del hospedero. Quisimos entonces como una aproximacion inicial, realizar un estudio
hematoldgico de los ratones antes y después de la infeccion. Se evaluaron todos los
parametros tipicos del eritrograma como el conteo de glébulos rojos (RBC), concentracion
de hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), hemoglobina corpuscular media (HCM),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), volumen corpuscular medio
(VCM), amplitud de distribucion eritroide (RDW), y del plaquetograma, como el conteo
de plaquetas (PLQ) y el volumen plaquetario medio (VPM) (Figura 5A). Se evalud
también el conteo de leucocitos totales (WBC), neutrofilos (NEUT), linfocitos (LYMPH),
monocitos (MONO) y eosinofilos (EOS) (Figura 5B), representados en una cinética tanto
en porcentajes como en niimeros absolutos.

Las diferencias mas evidentes que obtuvimos fueron en el recuento de neutrdfilos y
linfocitos, mientras que los demas parametros permanecen constantes o con minimas
variaciones (Figura 5). Los ratones de menor gravedad muestran un aumento en la
frecuencia y el recuento de neutrdfilos en las fases tempranas de la infeccidn, regresando
posteriormente a su estado basal. Esto sin que se presenten variaciones en el nimero
absoluto de leucocitos totales. Por el contrario, en los ratones con lesiones mas graves no
se observa una respuesta inicial de neutrdfilos en forma de aumento en su frecuencia o
numero, sino que esta ocurre cuando las lesiones ya se han consolidado.

De manera interesante, en este experimento se obtuvo un ratéon con manifestaciones
agudas de la lesion. Este raton present6é tinicamente un nédulo inicial incipiente y la
resolucion se dio rapidamente en la semana 6 post-infeccion. Los cambios hematologicos
observados fueron similares a los de los ratones moderados, pero con una mayor
magnitud, sugiriendo que este patrén, un aumento de los neutréfilos circulantes en el
Onset podria estar relacionado con factores protectores (Figura Suplementaria 2). Sin
embargo, no se observaron mas ratones con este fenotipo, por lo que no es posible
determinar si se trata de un hallazgo aislado o de un patroén real.
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Figura 5. Cinética de los parametros hematologicos evaluados en ratones moderados y graves: Se
presentan los datos correspondientes a las 38 ratonas hembras infectadas de forma intradérmica con
un indculo de 10° promastigotes de L(V)p. (A) Cinética de parametros de eritrocitos y plaquetas.
Conteo de globulos rojos (RBC), hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), hemoglobina corpuscular
media (HCM), concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), volumen corpuscular
medio (VCM), amplitud de distribucion eritroide (RDW), conteo de plaquetas (PLQ), volumen
plaquetario medio (VPM). (B) Cinética de pardmetros de leucocitos. Conteo de leucocitos totales
(WBC), neutroéfilos (NEUT), linfocitos (LYMPH), monocitos (MONO) y eosindfilos (EOS).

Adicionalmente, se hizo hincapié en el analisis de los parametros de mayor interés,
comparando los tiempos de sangrado para observar con mayor detalle sus diferencias. Se
tomo el estado Basal como punto de referencia para calcular el cambio de los parametros
hematoldgicos en los tiempos posinfeccién evaluados en relacién con el tiempo cero
(delta). Es preciso enfatizar que para todos los momentos de muestreo hematoldgico
(Basal, Onset y Consolidacion) los tamafios de lesion o el score de los ratones de ambos
grupos eran comparables y que fue solo posterior a la Consolidacién que se separaron en
moderados y graves (Figura 1). En conjunto estas comparaciones nos permitieron
determinar cual fue el curso normal de los pardametros y atribuir los cambios a la infeccion
(Figura 6A,B,C).

Se evidencia que los neutrdfilos (Figura 6A) y los linfocitos (Figura 6B) tienen, en
promedio, comportamientos diferentes entre los grupos. En el Onset, los ratones
moderados aumentan la frecuencia de neutrofilos, mientras que los ratones graves no
presentan cambios y mantienen niveles similares a los controles. Para el tiempo de la
Consolidacién, en el grupo de los moderados se observa un porcentaje de neutrofilos
cercano a los niveles del estado Basal, mientras que en los graves se observa un aumento
(Figura 6A). En contraste, el porcentaje de linfocitos en el Onset muestra el fendmeno
opuesto: los ratones moderados disminuyen con respecto a su estado Basal, mientras que
los ratones graves presentan un leve aumento, posteriormente los ratones moderados
exhiben frecuencias cercanas a su estado Basal en el tiempo de Consolidacién, mientras que
los ratones graves disminuyen (Figura 6B). Sin embargo, es de anotar que las variaciones
observadas en los neutrofilos y los linfocitos responden a cambios en la proporcion de
neutrdfilos (Figura 6C) y no a variaciones en el niimero absoluto de leucocitos totales
(Figura 5A).

Adicionalmente, se compararon los deltas de la frecuencia de neutrdfilos y linfocitos del
estado Basal al Onset (Figura 6D, E, F) y del Onset a la Consolidacién (Figura 6G, H, I). El
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area sombreada indica el rango de las frecuencias observadas en los controles y representa
la variabilidad normal observada en nuestro bioterio para estos parametros. Este andlisis
se hizo con el fin de identificar los cambios entre la infeccidon y el Onset, asi como entre el
Onset y la Consolidacion. Nos permitio evidenciar que del Onset a la Consolidacién se
presentan diferencias estadisticamente significativas tanto en el delta de neutrdfilos como
de linfocitos, aunque con un patrén opuesto como se menciono anteriormente (Figura 6G,
H, I). El analisis de los datos en niimeros absolutos reproduce un patrén similar al
observado con los porcentajes (Figura suplementaria 3).
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Figura 6. Analisis del cambio de la frecuencia relativa de neutrdfilos y linfocitos en sangre
periférica: Se analizaron las 38 hembras infectadas de forma intradérmica con un inéculo de 10°
promastigotes de L(V)p. Cinética del cambio (delta) del porcentaje de (A) neutrdfilos, (B) linfocitos y
(C) de la razdn de neutrdfilos/linfocitos en el Onset y 1a Consolidacién respecto al estado Basal. Delta
del porcentaje de (D) neutrofilos, (E) linfocitos y (F) de la razén de neutroéfilos/ linfocitos del estado
Basal al Omset. Delta del porcentaje de (G) neutrdfilos, (H) linfocitos e (I) de la razén de
neutrofilos/linfocitos del Onset a la Consolidacion. En (A,B,C) los resultados se expresan como la
mediana + SEM. En (D,E,F,G,H,I) los resultados se presentan como cajas y bigotes, la comparacion
entre grupos se realiz6 con T-test.

Finalmente, se realiz6 un andlisis de correlacién para comparar los parametros y cambios
hematoldgicos de interés con el AUC del score, sin embargo, solo se obtuvieron unas
pocas correlaciones débiles y con poca significancia estadistica. Procedimos entonces a
evaluar nuevos criterios de gravedad, donde encontramos que el nimero de semanas en
score 4 arrojaba las mejores correlaciones. Un aumento en el porcentaje de neutrofilos en
el Onset se correlaciona con un menor numero de semanas en score 4 (Figuras 7A,B,C),
siendo esta asociacion estadisticamente significativa en caso del delta de la frecuencia de
neutrdfilos del estado Basal al Onset (Figura 7A). También, se evidencié que un aumento
del Onset a la Consolidacién, en la frecuencia relativa o absoluta de los neutrofilos se
correlaciona con un mayor AUC del score y un mayor nimero de semanas en score 4
(Figuras 7D,E,F,G,H). Adicionalmente se observd que, si la diferencia en el porcentaje de
linfocitos del estado Basal al Onset aumenta, mayor sera el numero de semanas en score 4
(Figura 7I). Aunque todas las correlaciones obtenidas son débiles, estas respaldan una
aparente importancia de los neutréfilos en los tiempos tempranos posterior a la infeccion
y sugieren su asociacién con una menor o mayor gravedad de la lesién dependiendo del
tiempo en el que ocurran.
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Figura 7. Correlacion de varios pardmetros hematolégicos con la gravedad de la lesion: Se construyo
una matriz de correlacion utilizando los pardmetros hematoldgicos descritos en la Figura 5y 6 con
los parametros de gravedad (AUC y Semanas en score 4). (A) Correlacion del delta del porcentaje
de neutrdfilos del estado Basal al Onset con semanas en score 4. (B) Correlacién del porcentaje de
neutrdfilos en Omnset con semanas en score 4. (C) Correlacién del porcentaje de la relaciéon de
neutrofilos sobre linfocitos en Onset con semanas en score 4. (D) Correlacion del delta del niimero
absoluto de neutrofilos del Onset a la Consolidacién con semanas en score 4. (E) Correlacion del delta
del porcentaje de neutrofilos del Onset a la Consolidacion con semanas en score 4. (F) Correlacion del
nmero absoluto de neutréfilos en Consolidacion con AUC. (G) Correlaciéon del porcentaje de la
relacion de neutroéfilos sobre linfocitos en Consolidacién con AUC. (H) Correlacion del porcentaje de
neutrdfilos en Consolidacién con AUC. (I) Correlacién del delta del porcentaje de linfocitos del estado
Basal al Onset con semanas en score 4. El andlisis de correlacion se realizé usando el método de
Spearman con un intervalo de confianza del 95%, solo las correlaciones con valores de p<0.1y de
r>0.25 (en valor absoluto) fueron consideradas biolégicamente relevantes.

4, Discusion

Aunque la leishmaniasis ha sido objeto de estudio para numerosos investigadores debido
a su relevancia como enfermedad tropical, atin no se han esclarecido en su totalidad los
factores tempranos que conducen a las diversas manifestaciones clinicas segun las
caracteristicas del huésped afectado. En este articulo se presenta un analisis hematologico,
histopatoldgico y parasitologico en las etapas tempranas de la infeccion en un modelo
murino ulcerativo de la infeccion por L(V)p y su relacion con el desenlace clinico de la
enfermedad. La disponibilidad de esta informacién justifica una investigacion mads
detallada para ampliar la comprension de la respuesta inmune en los primeros tiempos
de la infeccion y promover el control de esta. Nuestros hallazgos revelan dos patrones
distintos en la respuesta de los neutrdfilos circulantes: observamos que una respuesta
temprana de los neutrdfilos en el Onset de la enfermedad, seguida de un retorno a su
numero basal durante la fase de Consolidacion de la tilcera, se asocia con manifestaciones
clinicas moderadas. En contraste, la ausencia de una respuesta de los neutroéfilos en la fase
inicial, seguida de un aumento en su niumero una vez que la infeccién esta consolidada,
se relaciona con manifestaciones clinicas graves, a menudo acompafiadas de una
resolucion mutilante de la enfermedad. Por otra parte, los andlisis parasitologicos
realizados una semana posinfeccién no muestran una relacién de este aspecto, al menos
en este tiempo, con la gravedad del desarrollo de las lesiones y los analisis
histopatoldgicos preliminares realizados no fueron concluyentes en relacion al desenlace
clinico, sin embargo destacan la pertinencia de la herramienta de investigacion propuesta
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para este tipo de analisis in situ y recalcan la necesidad de futuras investigaciones con
metodologias mas refinadas.

Los resultados observados en los perfiles hematologicos reiteran la complejidad de la
respuesta inmune durante la infeccion por Leishmania y subrayan la importancia de
considerar las diferentes trayectorias que pueden tomar los neutréfilos en funcién de la
gravedad de la enfermedad [15,16]. En este sentido, se ha reportado en la literatura un
papel importante de los neutroéfilos en diferentes modelos animales de LC, los resultados
han sido discrepantes entre los estudios dependiendo de la especie infectante, el momento
de la enfermedad, el background genético e inmunolégico del hospedero y diferencias en
las metodologias utilizadas. En las etapas tempranas es determinante el establecimiento
de una respuesta inicial eficiente, como la eliminacién directa del parasito mediante
mecanismos microbicidas como especies reactivas del oxigeno (ROS), trampas
extracelulares de neutroéfilos (NETs), produccién de citoquinas como IL-12 y TNF-a y
quimioquinas como CCL2 y CCL3, cooperaciéon con los macroéfagos, reclutamiento y
activacion de células dendriticas y células T [4], estos mecanismos pueden explicar el
“papel protector” del reclutamiento temprano de los neutroéfilos observado en los ratones
con progreso moderado de la enfermedad. Sin embargo, es esencial que su aumento esté
regulado adecuadamente, investigaciones previas han postulado que el reclutamiento
persistente de neutrofilos en el sitio inflamatorio puede llevar al desarrollo de
leishmaniasis persistente: se han descrito mecanismos como la contribucion
inmunopatololégica mediante la liberacién de granulos, la produccién de IL-1f y la
limitacién de respuestas efectoras, por ejemplo, con la sobreexpresion de arginasa y PD-
L1 [17,18]. Este comportamiento se observa en los ratones con infecciones graves, donde
la neutrofilia posterior al Onset y persistente puede estar ejerciendo estos mecanismos,
contribuyendo a una inflamacién sostenida, resultando en la formacién de dtlceras
necroticas y mutilacion del sitio afectado [19,20].

Es importante mencionar que, aunque la mayoria de los ratones con manifestaciones
graves presentan un patrén similar, existen algunas excepciones observadas al analizar
los datos de forma individual (datos no mostrados). En estos casos, algunos ratones con
manifestaciones graves no solo carecen de una respuesta efectiva de sus neutrdfilos, sino
que también muestran una disminucion de estos en Onset y un aumento significativo
durante la fase de Consolidacién. Esto sugiere la posibilidad de una modulacién alternativa
que conduce a la neutropenia en las etapas tempranas de la infeccién. Otra proporcion de
ratones graves presenta un comportamiento de los neutréfilos que se asemeja al patron
de los ratones moderados, observandose un aumento de estas células hacia el Onset. Esta
ultima observacion estd de acuerdo con algunos reportes de la literatura donde los
neutrdfilos parecen tener un rol deletéreo en las etapas tempranas, asociado a fallas en sus
mecanismos efectores donde los parasitos logran evadir el fagolisosoma para alojarse en
compartimientos no liticos de la célula, evasion de la fusion de los lisosomas e inhibicion
de ROS, en este mismo sentido pueden impedir el reclutamiento oportuno de células
dendriticas al “secuestrar” rapidamente los parasitos sin eliminarlos, o actuando como
“caballos de Troya” (cuerpos apoptoéticos de neutrofilos infectados que permiten la
entrada silenciosa del parasito a los macréfagos), mediante este mecanismo también se ha
reportado que el aclaramiento de estos cuerpos apoptoticos por parte de las células
dendriticas afecta su nivel de activacion para una presentacion antigénica y diferenciacion
Thl adecuada, también se ha descrito falla en la transmigracion reversa de neutrofilos,
que permite un retorno de la homeostasis [11,18,21,17]. Es posible que los neutrdfilos
aumentados en estos ratones estén presentando algunos de estos mecanismos ineficaces
que promueven un posterior desarrollo grave de la enfermedad. En este sentido, seria de
gran interés caracterizar los fenotipos de los neutréfilos infiltrantes en el Onset de la
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enfermedad para determinar si hay diferencias entre ratones con diferentes desenlaces
clinicos.

En algunos modelos experimentales se han descrito dos olas de infiltracion de neutrdfilos
en el sitio de la infeccidon: una ola temprana en las primeras horas-dias, y una segunda ola
tardia asociada con la aparicién y desarrollo de la enfermedad. Estudios realizados en
hamsteres infectados con L(V)p [22] han revelado que la primera oleada de neutroéfilos,
que ocurre entre las 2 y 6 horas posteriores a la infeccion, se produce de manera moderada
y parece tener un impacto limitado en la gravedad de la lesion. Sin embargo, la segunda
oleada, que se presenta aproximadamente a los 19 dias posinfeccion, muestra un aumento
significativo en el nimero de células, coincidiendo con el punto maximo de la tilcera y la
necrosis, lo que se asocia con una mayor gravedad de la enfermedad. Curiosamente, se
observa que el agotamiento de neutrdfilos en esta segunda oleada esta relacionado con
lesiones mas benignas, debido a que la vida til prolongada o la apoptosis retardada
contribuyen a la acumulacién de neutréfilos y a la supervivencia del parasito. Factores
que parecen contribuir a este fendmeno es la disminucion en la capacidad oxidativa anti-
Leishmania en la segunda oleada y un aumento en la expresion de proteasas, ademas de
una expresion diferencial de citoquinas: mientras que los neutrdfilos de la primera oleada
expresan IL-6, GM-CSF y G-CSF, los de la segunda oleada solo muestra un aumento en la
expresion de TNF-a y TGF-{. Sin embargo, estas observaciones requieren de una mayor
exploracion [22].

Aunque estos hallazgos son consistentes con los resultados obtenidos en nuestro estudio
es importante tener en cuenta que son modelos animales diferentes, y los tiempos de
analisis no fueron los mismos. El primer punto de cuantificacion de neutréfilos en nuestro
estudio se realizé entre las 2 y 3 semanas posteriores a la infeccion, lo que no permite una
comparacion directa con la primera oleada de infiltracién observada en los hamsteres, sin
embargo, no podemos determinar si el punto evaluado en nuestro estudio hace parte de
un pico que tuvo su punto mas alto en dias anteriores, y pueda estar relacionado con la
primera ola descrita anteriormente. Por otro lado, el segundo punto de cuantificacion de
neutrdfilos, realizado en la semana 5 posinfeccidén, podria ser mas directamente
comparable con el estudio en mencidn, ya que se observa en el momento de consolidacion
de las lesiones ulceradas y adicionalmente, en la fase mas crénica y maximo punto de
ulceracion de los ratones graves se observa una gran proporcion de neutréfilos con
respecto a los ratones moderados (dato no mostrado). Teniendo esto en cuenta, se resalta
la importancia de realizar mas estudios para determinar las dindmicas de los neutrofilos
en las etapas claves de la infeccion.

Como se mencion6 anteriormente, se ha descrito que la migracion celular desde la sangre
hasta el sitio de la lesién ocurre aproximadamente en 6 horas, por lo que es razonable
pensar que la magnitud observada en los resultados hematologicos seria una buena
representacion de la infiltracion al sitio de la lesion. En este estudio se intentd una
aproximacién a la caracterizacion del infiltrado inflamatorio temprano, aunque se
presentaron algunos inconvenientes técnicos mencionados en los resultados, donde
probablemente, se debio partir desde la zona mas central de la lesién para obtener cortes
mas estandarizados e imagenes informativas. No obstante, se propuso una escala
semicuantitativa de valoracion, sin embargo, no se encontraron diferencias entre ambos
grupos de ratones, y al no poder caracterizar la composicion celular especifica no fue
posible asociar la informacién obtenida con los hallazgos hematologicos de los mismos
ratones. Sin embargo, cabe destacar la viabilidad y utilidad de la estrategia utilizada para
obtener tempranamente muestras de tejido de un ratén y poder seguir su curso clinico
hasta la resolucion de la enfermedad y en este sentido, es de gran interés para futuros
estudios realizar un andlisis que permita conocer la composicion especifica del infiltrado



609
610

611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631

632

633
634
635
636
637
638
639
640
641

642

643

644
645

16 of 19

en los tiempos de interés, utilizando metodologias como inmunofluorescencia,
inmunohistoquimica o citometria de flujo [23,24].

Otro resultado interesante de este estudio es que la carga parasitaria evaluada una semana
después de la infeccion no se correlaciond con el desenlace clinico. Segtin estudios previos
del grupo, el momento cuando se realizo la biopsia de las orejas para ejecutar el conteo de
los parasitos corresponde a una fase temprana asintomatica, en la cual los parasitos
viables se encuentran en reducido nimero. Consideramos este punto un buen tiempo para
revisar si el indculo efectivo influencia el desenlace clinico, pues a pesar del reducido
numero de parasitos, este niumero es muy variable entre los ratones, los cuales han sido
inoculados con la misma cantidad de parasitos. Esto sucede porque la gran mayoria de
parasitos muere, de manera diferencial entre los ratones, tras la infecciéon. Posteriormente
a estas semanas posinfeccion tempranas, se presenta una fase activa de multiplicacion en
la que las cargas parasitarias se estabilizan (alrededor de 10° parasitos viables/oreja) [12].
El hecho de que no se haya encontrado, de forma preliminar, ninguna correlacion entre la
carga parasitaria temprana (variable entre cada hospedero) y el desenlace clinico sugiere
un rol relevante de la biologia del hospedero en la conducciéon de la gravedad de la
enfermedad, mas que simplemente las diferencias en el in6culo efectivo que sobrevive y
multiplica en las semanas posinfeccion iniciales. No obstante, es necesario realizar
experimentos confirmatorios tanto en hembras como en machos y con un nivel de
cuantificacion de los parasitos viables mas fino para concluir definitivamente este
hallazgo, ademads de evaluar otros tiempos tempranos relevantes. En conclusion, sigue
teniendo mayor respaldo que la gravedad de la enfermedad dependa de otros factores,
tales como la respuesta inmune.

5. Conclusion

Los resultados de este estudio preliminar subrayan la complejidad de la respuesta inmune
en la leishmaniasis y la importancia de las olas de neutrofilos en la progresion de la
enfermedad. Se observd que la respuesta temprana de neutrdfilos se asocia con
manifestaciones clinicas moderadas, mientras que una respuesta tardia se correlaciona
con formas mas graves de la enfermedad. La carga parasitaria inicial no mostré relacion
con la gravedad de las lesiones, sugiriendo que los aspectos inmunologicos del hospedero
juegan un papel crucial en la progresion de la infeccion. Estos hallazgos destacan la
necesidad de estudiar de forma mads precisa la cinética de neutrofilos y su impacto en la
interaccion parasito-huésped en diferentes etapas de la enfermedad.

Material Suplementario:
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Figura suplementaria 1. Escala del infiltrado celular: Se evaluaron 38 ratones BALB/c hembras
infectadas de forma intradérmica con un inéculo de 10° promastigotes de L(V)p. (A) Resultado de la
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aplicacion de la escala para evaluar el infiltrado celular de los ratones moderados, graves y
controles. Los datos fueron comparados con Mann-Whitney y no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas. (B) Fotografias representativas de los criterios que definen la escala
de valoracién usada.

=15 60- 60- 60 607
@ = kel
A D10 pt—s %40- =40 © 840 D40 s
x = s s
Q5 020 pe—ims  £20 5201 p—a—a O 204 c
Q9 I I I
0-—— 0 — 0-r—— 0-+——7— 0O 07—
‘b’beq}o&e\oo&- 601 607 5500 o
204 T 20 600 210
B i z 5300 # R
raves 4 4 N -
Graves 20 8204, . ., O g
=k Agudo 0 04— o ol — 0tr—7—

WBC x10° pl
o w 3
NEUT %
- N
o o
2 9
‘>
LYMPH %
~N
(42 (3,

7 9
MONO %
(4] o
il
EOS %

e 3

— 0[S A 65—+ olp==t 0——4S—
& (@o‘ s =209 5151 3151 5157
@O w15 >O< 210 210 10
3 e E10] I x5
Control EO.S‘ * g 57 z* 3 °

—*= Agudo Z00——— 5 01— ol wole o

Figura suplementaria 2. Cinética de los parametros hematologicos evaluados en ratones
moderados, graves y agudo: Se presentan los datos correspondientes a las ratonas hembras
infectadas de forma intradérmica con un inoculo de 10> promastigotes de L(V)p. (A) Cinética de
parametros de eritrocitos y plaquetas. Conteo de glébulos rojos (RBC), hemoglobina (HGB),
hematocrito (HCT), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracién de hemoglobina
corpuscular media (CHCM), volumen corpuscular medio (VCM), amplitud de distribucion
eritroide (RDW), conteo de plaquetas (PLQ), volumen plaquetario medio (VPM). (B) Cinética de
parametros de leucocitos. Conteo de leucocitos totales (WBC), neutrdfilos (NEUT), linfocitos
(LYMPH), monocitos (MONO) y eosindfilos (EOS). (C) Representacion fotografica de los tiempos
mas relevantes de la infeccién en el raton agudo. En la semana 4 posinfecciéon atin no presenta
ninguna manifestaciéon de la enfermedad, en la semana 5 posinfecciéon manifiesta un nédulo
incipiente y en la semana 7 posinfeccion ya ha resuelto completamente la enfermedad.
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Figura suplementaria 3. Analisis del cambio del niimero absoluto de neutroéfilos y linfocitos
respecto a sus niveles basales en respuesta a la infeccién: Se analizaron 38 ratones BALB/c hembras
infectadas de forma intradérmica con un inéculo de 10° promastigotes de L(V)p. Cinética del cambio
(delta) de la frecuencia relativa en el Onset y la Consolidacion respecto al estado Basal de (A)
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neutrofilos, (B) linfocitos y (C) de la razén de neutrdéfilos/linfocitos. Delta de la frecuencia relativa
del estado Basal al Onset de (D) neutréfilos, (E) linfocitos y (F) de la razén de neutroéfilos/ linfocitos.
Delta de la frecuencia relativa del Onset a la Consolidaciéon de (G) neutréfilos, (H) linfocitos e (I) de
la razén de neutroéfilos/linfocitos. En (A,B,C) los resultados se expresan como la mediana + SEM. En
(D,EF,G,H,I) los resultados se presentan como cajas y bigotes, para (D,E,H) el analisis estadistico
fue con Mann-Whitney y para (G,F,I) la comparacion entre grupos se realizé con T-test.
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