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RESUMEN

Leishmania es un parasito protozoario que infecta a los macrdéfagos y puede sobrevivir en el
macrofago por la inhibicion del estallido oxidativo ejercido por el lipofosfoglicano (LPG)
del parasito. La PKCa es la isoforma requerida por el macréfago para desencadenar el
estallido oxidativo, sin embargo, no se sabe si la diferente susceptibilidad a Leishmania
mexicana en ratones BALB/ ¢ y C57BL/6 podria estar relacionada con PKCa. En este
trabajo se analiz6 el efecto de promastigotes de Leishmania mexicana y LPG del parésito
sobre la expresion y actividad enzimatica de PKCa, en los macréfagos de ambas cepas de
ratones. Nuestros datos muestran que la expresion de la PKCa no fue alterada por LPG, ni
por el promastigotes de Leishmania mexicana. Sin embargo, LPG ejerce efectos opuestos
sobre la actividad PKCa en los macrofagos de ambas cepas de raton: en macrofagos de
ratones susceptibles LPG inhibe la actividad de PKCa., mientras que en los macréfagos de
ratones resistentes, la actividad enzimatica de PKCa se incrementd 2.8 veces. Ademas,
LPG ejerci6 un efecto de inhibicion del estallido oxidativo s6lo en macréfagos de ratones
susceptibles BALB/c y el grado de inhibicion se pudo correlacionar con la sobrevida del
parasito. Los promastigotes de Leishmania mexicana, también inhiben la actividad
ezimatica de PKCa y el estallido oxidativo en los macrofagos de ratones BALB/c, mientras
que en los macrdofagos de ratones C57BL/6 se incremento la actividad enzimatica de PKCa
y la inhibicion del estallido oxidativo que se observo no fue tan severa como en los
macrdofagos de ratones BALB/c. Nuestros datos indican que el control de la PKCa en el
estallido oxidativo por LPG de Leishmania mexicana, se relaciona con el éxito que tiene el

parasito en infectar a los macréfagos murinos.



ABSTRACT

Leishmania are protozoan parasites that infect macrophages and their survival is partially
achieved through inhibition of the cellular oxidative burst by parasite lipophosphoglycan
(LPG). PKCa is the predominant PKC isoenzyme required for macrophage oxidative burst,
yet it is not known if different susceptibility of BALB/c and C57BL/6 mice to Leishmania
mexicana could be related to PKCa. We analyzed the effect of Leishmania mexicana
promastigotes and parasite LPG on expression of PKCa and on its activity in macrophages
of both mouse strains. Our data show that expression of the isoenzyme was not altered by
LPG nor by Leishmania mexicana promastigotes. Yet LPG exerted opposing effects on
PKCa activity of macrophages between both strains: in susceptible BALB/c cells it
inhibited PKCa activity, whereas in the more resistant strain it augmented enzymatic
activity 2.8 times. Additionally, LPG inhibited oxidative burst only in susceptible BALB/c
macrophages and the degree of inhibition correlated with parasite survival. Promastigotes
also inhibited PKCa activity and oxidative burst in macrophages of BALB/c mice, whereas
in C57BL/6 they enhanced PKCa activity and oxidative burst inhibition was less severe.
Our data indicate that control of PKCa-induced oxidative burst by Leishmania mexicana

LPG relates with its success to infect murine macrophages.

II



1. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad producida por parasitos protozoarios del género
Leishmania. El parasito es transmitido por la picadura de moscos hematdfagos pilosos del
género Phlebotomus en el viejo Mundo (sur de Europa, Asia y Africa) y Lutzomyia en el
Nuevo Mundo (América Latina) [1, 2].

La leishmaniasis es una parasitosis de amplia distribucion geografica y en los ultimos afios
se han podido identificar aproximadamente 30 especies de Leishmania que pueden infectar
a mamiferos y de éstas, 20 pueden generar leishmaniasis humana [1, 3].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reportado que la leishmaniasis es
endémica en 88 paises del mundo 22 pertenecen al Continente Americano [1]. Se estima
que a nivel mundial ocurren 2 millones de nuevos casos anualmente de los cuales 1.5
millones corresponden a la forma cutanea y 500 000 a la forma visceral. Adicionalmente, se
estima una prevalencia anual de 12 millones de personas en todo el mundo.

En la Republica Mexicana, se han registrado casos en la zona del Pacifico como Chiapas,
Oaxaca, Guerrero, Michoacan Jalisco y Nayarit, al norte del pais en Coahuila, Nuevo Ledn
y Tamaulipas, del lado del Golfo Veracruz, Tabasco, Campeche y Quintana Roo, la
peninsula de Yucatan y Chiapas al sureste, ademas San Luis Potosi, Puebla y Morelos [4].
El primer caso de leishmaniasis fue reportado en 1912 en el estado de Yucatan. De 1946 a
1951 se reportaron en promedio 35 casos anualmente en todo el pais y de 1987 a 1997 se
han registrado un promedio de 800 casos anuales [5]. De 2000 a 2006 se han registrado un

promedio de 600 casos nuevos por afio [6].



1.1 Formas Clinicas de leishmaniasis

A) Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL)

Se caracteriza por un nédulo tUnico que tiende a ulcerarse. La ulceracion es generalmente
redonda, de bordes duros, fondo limpio e indoloro. Puede curar espontdneamente en un
periodo de seis meses a dos afos; sin embargo, en la oreja la infeccion puede ser cronica,
durar afios y puede llevar a la mutilacion del pabellon auricular. La hipersensibilidad se
desarrolla en forma temprana y los pacientes son positivos a la intradermoreaccion con
Leishmania (prueba de Montenegro). Los linfocitos del huésped tienen la capacidad de
responder in vitro a este antigeno, con la produccién de interferon gamma (IFN-y) e
interleucina 2 (IL-2) y en las biopsias habitualmente se encuentran pocos parasitos en el
interior del macrofago. En México esta forma clinica se conoce como Uulcera de los

chicleros, es causada por Leishmania mexicana [2, 4, 5] (Figura 1).

Figura 1. Lesion ulcerosa tipica de
leishmaniasis cutanea localizada



B) Leishmaniasis Cutdnea Difusa (LCD)

Esta forma se caracteriza por iniciar con un nédulo que no se ulcera, la infeccion se
disemina por via linfatica, dando multiples nodulos en la cara, extremidades inferiores y
superiores, en el torax y espalda, con excepcion del cuero cabelludo, palmas de las manos y
plantas de los pies. Esta enfermedad es de dificil tratamiento y generalmente es de
desenlace fatal. La respuesta inmune celular se encuentra inhibida mientras que la respuesta
humoral estd aumentada sin embargo, no es protectora. En estos pacientes la
intradermoreaccion es negativa. Esta forma clinica tiene una respuesta de tipo Th2, es decir
la produccion de interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10) estan elevadas. En el
analisis histopatologico se pueden observar abundantes parasitos dentro de macrofagos
vacuolados. En México es causada por Leishmania mexicana [2, 5] y se han registrado

casos en los estados de Tabasco, Veracruz y Coahuila (Figura 2).

Figura 2. Lesiones nodulares en
leishmaniasis cutanea diseminada.



C) Leishmaniasis Mucocutanea o Espundia (LMC)

Esta forma clinica presenta lesiones muy destructivas de mucosa nasal y orofaringea, es de
dificil tratamiento y puede producir la muerte por inanicién y obstruccion de las vias
respiratorias. Puede ser ocasionada por Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis

Leishmania guyanensis y Leishmania panamensis 3, 4] (Figura 3).

Figura 3. Lesiones de la mucosa oral tipica en
leishmaniasis mucocutanea o espundia.

D) Leishmaniasis Cutdnea Esporotricoide o Cutanea Predifusa (LPD)

Esta forma clinica se manifiesta con pequefios noédulos subcutaneos subsecuentes que se
diseminan por via linfatica y presenta similitud en la manifestacion clinica con las lesiones
ocasionadas por Sporothrix shenckii [7]. La intradermoreaccion es negativa y la presencia
de parasitos en las biopsias es escasa. Se han reportado casos en el estado de Tabasco

(Figura 4).



Figura 4. Lesiones nodulares continuas
en leishmaniasis esporotricoide.
E) Leishmaniasis visceral o Kala azar (LV)
Esta forma clinica de leishmaniasis es causada por Leishmania donovani y Leishmania
donovani chagasi en el Nuevo Mundo. Tiene un periodo de incubacion de dos meses a un
aflo y afecta principalmente bazo, higado, mucosas del intestino, medula 6sea y otros
tejidos linfaticos Es una enfermedad frecuente en nifios, se caracteriza por el
oscurecimiento en la piel, particularmente de cara, abdomen, pies y manos es comun en la

India (Kala azar significa enfermedad negra) [3, 5] (Figura 5).

Figura 5. Hepatoesplenomegalia en
leishmaniasis viceral.



1.2 Ciclo biologico

La infeccion por Leishmania inicia cuando un mosquito infectado con el promastigote. El
promastigote, que es la fase movil, mide de 15 a 20 micras de largo por 1.5 a 4 micras de
ancho, presenta un nucleo central, flagelo anterior y vive extracelularmente en el tracto
digestivo del insecto. El insecto pica al huésped sano e inocula los promastigotes, los cuales
son fagocitados por los macrofagos de la piel. En el interior del macrofago los
promastigotes permanecen en el fagolisosoma y con las condiciones acidas se transforman
en amastigotes (forma oval de aproximadamente 5 micras de didmetro, con un ntcleo
excéntrico, un cinetoplasto y no posee flagelo). Los amastigotes se multiplican por fision
binaria, llevando a la lisis a la célula hospedera y los parasitos son liberados. Estos invaden
a otras células fagociticas donde vuelven a proliferar. Pueden circular por sangre o liquido
tisular hasta que nuevamente son ingeridos por el mosquito y los amastigotes se
transforman en promastigotes los cuales se multiplican por fision binaria en el tracto
digestivo del mosquito. Los promastigotes maduros migran a la probdscide y al picar el
mosco, éste regurgita al parasito, infectando asi a otras células del sistema fagocitico

mononuclear, cerrandose el ciclo de vida [8, 9] (Figura 6).
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Figura 6. (1) inoculaciéon de promastigote por picadura, (2) fagocitosis del
promastigote, (3) diferenciacion del promastigote a la fase de amastigote,
multiplicacion de amastigotes, (4) lisis del macrofago y liberacion de amastigotes,
(5) fagocitosis de amastigotes liberados, (6) ingestion de amastigotes por el
vector, (7-9) desarrollo del promastigote dentro del vector.

Tomado de: http://www.scielo.org.pe/img/revistas/dp/v14n2/a02fig04g.jpg



1.3 Moléculas en la superficie de Leishmania

La sobrevida del amastigote en el fagolisosoma del macrofago depende de los mecanismos
de proteccion que el parasito posee. Existe evidencia de que esta proteccion esta basada en
dos moléculas que se encuentran en la pared extracelular del parasito que son una

glicoproteina de 63 kDa (gp63) y los lipofosfoglicanos (LPG) [10, 11] .

1.3.1 Glicoproteina gp63

Una de las moléculas importantes que se encuentra en la superficie de Leishmania en los
dos estadios del ciclo de vida del parasito es la glicoproteina de 63 kDa (gp63). Es una
proteina anfifilica de superficie con aproximadamente 500,000 copias por promastigote,

constituyendo asi el 1% del total de las proteinas presentes del parasito [12, 13].

Funcion de gp63

A) En la fagocitosis

La gp63 es una metaloenzima dependiente de zinc que tiene una actividad proteolitica a un
pH oOptimo entre 4 y 5 [14]. Se ha demostrado que esta glicoproteina tiene residuos N-
acetilglucosamina, manosa y galactosamina que juegan un papel importante en la
interaccion pardsito-macrdofago, debido a que son reconocidos por los receptores manosa-
fucosa y con los receptores Mac-1 (CR3) del macrotfago [11, 15, 16].

B) Sobrevida intracelular

También se ha demostrado que la actividad proteolitica de la gp63 se ve aumentada en el
interior del fagolisosoma, protegiendo al amastigote de la degradacion intralisosomal
ejercida por enzimas lisosomales, lo cual favorece a la sobrevida intracelular del parasito

[14].



1.3.2 Lipofosfoglicano (LPG)

El LPG es sintetizado por todas las especies de Leishmania. Es el mayor glicoconjugado
presente en la superficie del promastigote incluyendo el flagelo. Este glucolipido esta
formado por cuatro dominios principales:

I) Region de anclaje 1-O-alquil-2-lisofosfatidilinositol.

IT) Region central de fosfosacaridos constituida por glucosamina desacetilada, dos manosas,
galactosa-6-fosfato, galactopiranosa y galactofuranosa.

IIT) Region de disacaridos fosforilados, esta region esta constituida por multiples unidades
repetidas de PO4™ 6gal(1,4)man(al).

IV) Region de oligosacaridos, esta region es el casquete terminal de la molécula que

puede estar constituido por galactosa o furanosa. [11, 17] Figuras 7 y 8.
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Figura 8. Diferencias en la estructura de LPG en tres especies de Leishmania. Se encuentra una gran
diversidad en las unidades de repeticion sacaridicas ( Region III) y los diferentes disacaridos y trisacaridos en
el casquete (R IV), en diferentes cepas y especies de Leishmania, dando por resultado una gran diversidad

antigénica.

Funcion de LPG:

A) Resistencia al complemento

Entre el tiempo de inoculacion y de infeccion del macrofago, el promastigote extracelular
esta expuesto a la lisis por la activacion del complemento ya sea por la via clésica o la via
alterna. Al activarse el factor C3 por alguna de estas dos vias y con la accion de la
convertasa del C3, daré origen a los factores C3b y C3bi que son fijados por la LPG en la

membrana extracelular del parasito. Estos componentes del complemento una vez fijados
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por el parésito son reconocidos por los receptores del macréfago, CR1 para el factor C3b y
el CR3 para el factor C3bi y de esta forma el pardsito es fagocitado por el macréfago.
Mediante esta opsonizacion la Leishmania es fagocitada por el macrofago y protegida de la
lisis por el complemento [11, 18].

B) Sobrevida intracelular

Una vez que el parédsito es internalizado y se encuentra dentro del fagolisosoma, se
transforma en amastigote resistiendo a la accion de las enzimas hidroliticas y los productos
toxicos de oxigeno, teniendo asi la capacidad de sobrevida para seguir multiplicandose. Se
ha estudiado la accion de LPG sobre cuatro enzimas hidroliticas de macréfagos de raton y
se ha encontrado que la LPG no afecta la actividad de la fosfatasa acida, B-glucosaoxidasa
y N-acetil-B-glucosidasa, pero si se ve afectada la actividad de la enzima p-galactosidasa
por accion de las cargas negativas de LPG [19]. Estudios in vitro han demostrado que
Leishmania necesita por lo menos el 20% del total de moléculas de LPG intactas para
lograr una sobrevida en el interior del fagolisosoma del macrofago. En la actualidad se
siguen estudiando los mecanismos por los cuales el LPG confiere proteccion al parasito

ante los mecanismos microbicidas desencadenados por el macréfago[20].

1.4 Respuesta inmune hacia Leishmania.

El sistema inmune humano esta programado para responder rapidamente ante la invasion de
patdégenos, ademas puede desarrollar respuestas altamente especificas que reconozcan
posteriormente al agente infeccioso con el que se ha tenido contacto. Estas dos respuestas

se conocen como inmunidad adaptativa e inmunidad innata.
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1.4.1 Respuesta inmune adaptativa.

Las infecciones por Leishmania desencadenan una respuesta inmune celular mediada por
linfocitos T.

-Linfocitos T CD4+:

Se ha demostrado que los linfocitos T CD4+ juegan un papel importante en la evolucion de
la enfermedad, en base al patrén de interleucinas que secretan. Estas células se pueden
diferenciar en CD4+ tipo 1 (Thl) y CD4+ tipo 2 (Th2). Las células de tipo Thl secretan
interleucina 2 (IL-2), e IFNy. La secrecion de estas interleucinas lleva a la activacion del
macrofago. Las células de tipo Th2 liberan interleucina 3 (IL-3), interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), e interleucina 10 (IL-10). La presencia de 1L-4
antagoniza la accion de IFNy frente al macréfago. Aunque se desconoce mucho acerca de
los factores responsables de la induccion hacia la respuesta Th1 o Th2, se sabe actualmente
que los niveles de IL-12 presentes en etapas tempranas del padecimiento son decisivos para
el desenlace de la enfermedad. La capacidad del macrofago de secretar niveles altos de IL-
12 se correlaciona con la induccion de la respuesta de tipo Thl.

El papel de estas interleucinas se ha podido analizar en modelos murinos. Los ratones
naturalmente susceptibles a Leishmania (BALB/c), cursan con una respuesta Th2 lo cual
permite una multiplicacion incontrolada del parasito y progresion del padecimiento (Figura
9).

En los ratones resistentes a Leishmania (C57BL/6) se desencadena una respuesta
linfocitaria Thl, originando la liberacién de IFNy y la estimulacion subsecuente del

macréfago con el control de la enfermedad [21, 22].
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Los linfocitos T CD8+ son células efectoras importantes en el marco de la infeccion
parasitaria intracelular y se ha visto que los linfocitos T CD8+ juegan un papel esencial en
la curacién de reinfecciones por L major. Los mecanismos de proteccion de los linfocitos T
CD8+ pueden ser mediados por la produccion de IFNy o bien por su actividad como célula

citotdxica, con la propiedad de lisar macrofagos infectados [23, 24].

1.4.2 Respuesta inmune innata

Al penetrar la Leishmania al organismo se activan dos tipos de células importantes en la
respuesta inmune natural inespecifica: las células NK (asesina natural) y los macréfagos.
Los macréfagos juegan un papel central, primero fagocitan al parasito e inducen la
respuesta inmune especifica mediante la presentacion del antigeno en combinacion con
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (MHC II) con la
activacion de linfocitos CD4+ y con moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase I (MHC I) con activacion de linfocitos CD8+. Adicionalmente
liberan citocinas como IL-2 e IL-12, las cuales a su vez son inductoras de la respuesta
inmune especifica. El papel de la IL-12 es crucial en la leishmaniasis debido a que activa
un grupo de células productoras de IFNy, el cual es responsable de la activacion
subsecuente del macrofago y control de la enfermedad [25]. Una de las células activadas
por IL-12 es la célula NK. En modelos murinos la interaccion temprana entre Leishmania y
células NK es decisiva para la evolucion del padecimiento, ya que la deplecion de células
NK durante las dos primeras semanas de la infeccion lleva a una exacerbacion del
padecimiento. El efecto protector ejercido por las células NK radica tanto en su actividad

citotoxica como en la produccion de IFNy [26].
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1.5 Células Dendriticas

Las células dendriticas tienen la habilidad de transportar antigenos desde el sitio del primer
encuentro con la Leishmania en la piel hasta los ganglios linfaticos para su presentacion a
las células T. Se ha descrito que las células dendriticas pueden producir IL-12, contrario a
lo que sucede con el macrofago infectado en donde Leishmania pude inhibir la produccion
de IL-12. El LPG de Leishmania puede modular e inhibir la migracion de las células, pero
la expresion de moléculas del MHC II y las moléculas coestimuladoras B7 no se ven

afectadas [27].

1.6 El macroéfago

Los macrofagos son células del sistema fagocitico mononuclear, dentro del cual se incluyen
macrofagos del tejido, monocitos y promonocitos de sangre periférica.

Los macréfagos son células grandes de aproximadamente 25 a 50 micras de didmetro y de
superficie irregular. Tienen un nucleo en forma arrifionada. Presentan un citoesqueleto
conformado por microtubulos y microfilamentos que rodean al nucleo y se reparten por
todo el citosol. En la cara interna de la membrana celular se encuentran filamentos de actina
que intervienen en la formacion de pseudopodos, en la movilidad celular y en los procesos
de endocitosis. El citoplasma presenta un complejo de Golgi bien desarrollado, un nimero
variable de vacuolas y vesiculas pinocitarias, mitocondrias grandes y lisosomas asociadas a

membranas [28].

1.6.1 Funciones
Los macrofagos intervienen en todas las fases de la respuesta inmune. Primeramente

constituyen un mecanismo protector de accion rapida, que puede actuar antes de que se
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haya producido la amplificaciéon mediada por las células T. Intervienen en las primeras
fases de la activacion de las células T, procesando y presentando los antigenos. Finalmente,
tras ser activados por células T participan en la fase efectora, se comportan como células
inflamatorias, antitumorales y antimicrobianas [29].

En forma general las funciones del macrofago se pueden resumir de la siguiente manera:

1. - Célula fagocitica

2. - Célula secretora de factores que pueden activar a otros componentes del sistema
inmune.

3. - Célula presentadora de antigenos a través de moléculas de clase I y II del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC).

4. - Célula efectora con eliminacion de microorganismos intracelulares.

1.6.2 Mecanismos efectores del macrofago

Entre los mecanismos efectores mas importantes del macrofago se encuentra la generacion
de intermediarios reactivos de oxigeno y de 6xido nitrico durante el estallido oxidativo.

La perturbacion de la membrana del macrofago durante la fagocitosis induce al incremento
de consumo de oxigeno, llamandose a este proceso estallido oxidativo. Durante este
proceso la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) generara
compuestos de oxigeno como son el anion superdxido (O,), peroxido de hidrogeno (H,0,),
oxigeno singulete ('0,) y radicales hidroxilo (OH) que son compuestos altamente
microbicidas.

La NADPH oxidasa puede ser activada por diferentes particulas y agentes solubles; una vez

activada la NADPH oxidasa, el citocromo bssg cataliza la transferencia de electrones
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generandose el Oy, el cual con ayuda de la superdxido dismutasa (SOD) dara origen al
H,0,. Este sustrato podra ser reducido por tres mecanismos:

1.- Por la accién de la catalasa y la glutation peroxidasa (GSH) el H,O; se convertira en
H,0 + O, (mecanismo de destoxificacion).

2.- Por la accion de la mieloperoxidasa (MPO) el H,O; se reducird en acido hipocloroso
(HOCI) y como mecanismo de regulacion el HOCI + H,O, dara origen al 10, + H,0.

3.- Por ultimo el H,O; se catalizara por Fe?’ con generacion de "OH.

Todas estas moléculas seran generadas en las vacuolas fagociticas con una gran actividad

toxica sobre los microorganismos [30, 31] (Figura 10).

H202 H20O

Fagosoma .®

Complejo NADPH aoxidasa

Figura 10. El estallido oxidativo inicia con el consumo de oxigeno generando asi metabolitos toxicos de

oxigeno.
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1.7 Proteina Cinasa C (PKC)

Se ha demostrado que también el acetato de forbol miristato (PMA) induce el estallido
oxidativo mediante la activacion de la proteina cinasa C (PKC). Esto ocurre cuando el
PMA induce la traslocacion de la PKC desde el citosol hasta la membrana intracelular del
macrofago, donde es fosforilada (activada) y de esta forma es capaz de estimular a la
NADPH oxidasa generando asi todos los componentes toxicos de oxigeno [32-34].

En los afios 70s Fischer y colaboradores describieron a una proteina de origen animal capaz
de fosforilar a otras proteinas blanco en los residuos serina/treonina. Esta proteina es
conocida como Proteina Cinasa C (PKC) [34].

En la actualidad se han reportado 11 isoformas de PKC las cuales se clasifican en tres
grupos por su estructura y la regulacion por cofactores:

I) Convencional (PKC c): este grupo requiere de fosfatidilserina, diacilglicerol y Ca®" para
su activacion y son PKC a, B1, B2y .

IT) Nuevas (PKC n): para su activacion también requieren fosfatidilserina, diacilglicerol
pero no de Ca®". A este grupo lo conforman la PKC 8,¢,m, 0y p.

IIT) Atipicas (PKC a): su regulacion atn no es del todo establecida pero se ha demostrado

que requieren de fosfatidilserina para su activacion, y son la PKC & y A. [34] (Figura 11)
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Figura 11. Estructura de las isoformas de PKC

La PKC juega un papel importante en la célula a nivel de transduccion de sefiales. La
activacion de PKC inicia cuando la fosfolipasa C (PLC) de la membrana celular hidroliza al
fosfatidil-4,5-bifosfato (PIP,) dando lugar a dos segundos mensajeros que son 1,2-
diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) [35].

El DAG activa directamente a la proteina cinasa siendo esta activacion mas estable con la
ayuda de los fosfolipidos acidos como la fosfatidilserina (PS), el IP; es capaz de inducir la
apertura de canales de calcio en la membrana celular y del reticulo endoplasmico
provocando la liberacion de calcio en el citosol [36].

El incremento de calcio, la interaccion de DAG asi como de la PS mantendran a la PKC

activa para poder fosforilar a la proteina blanco.
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PKC tiene una regién amino terminal de regulacion (de aproximadamente 20-40 kDa). El
dominio regulatorio pose dos regiones muy conservadas C1 y C2 ademas cuenta con una
region auto-inhibitoria llamada también region del pseudo-sustrato.

La region C1 esta presente en todas las isoformas de PKC, es una estructura globular de dos
hojas B plegadas de aproximadamente 8 kDa, es una secuencia rica en cisteinas en la cual
se encuentran dos atomos de zinc (dedos de zinc), en este motif de dedos de zinc es donde
se une el DAG y los ésteres de forbol, la union a la cinasa se lleva acabo por la formacion
de puentes de hidrogeno y los grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina [37].

La region C2, de aproximadamente 12 kDa, se encuentra en las PKC ¢ (o, B1, B2 y ) es la
region de unidn al calcio. En las PKC n (5, €, n, 0 y n) esta region es llamada por algunos
autores como region ligera-C2 la cual no presenta los grupos funcionales que estan
involucradas en la union al calcio [38].

La region del pseudosustrato esta presente en todas las isoformas y es la region responsable
de mantener inactiva a la cinasa cuando no estan presentes los activadores como el DAG,
PS y calcio, se ha propuesto que la PKC en ausencia de los activadores se encuentra
plegada donde la region del pseudosustrato se encuentra unido en el dominio catalitico a
nivel de la region de union al sustrato y de esta forma se evitan la fosforilacion inespecifica
de proteinas.

El dominio carboxilo terminal o dominio catalitico estd presente en todas las isoformas y
consta de dos regiones muy conservadas C3 y C4 formadas de o hélices de

aproximadamente 45 kDa.

19



La region C3 es el lugar de union para el ATP, la region C4 es importante en el
reconocimiento de la proteina blanco que sera fosforilada por la transferencia de un grupo
fosfato obtenido del ATP [39] (Figura 11).

La PKC presenta diferentes patrones de expresion en tejidos y distribucion celular lo que

sugiere que puede tener distintas funciones (Tabla 2).

‘ Isoforma Activadores Expresion en tejido
¥ Ca’", DAG. PS | LisoPC Universal
(31 Ca®’, DAG, PS . LisoPC Algunos tejidos
PKC ¢ .
[BI1 Ca™, DAG, PS | LisoPC Muchos tejidos
¥ Ca’'. DAG. PS , LisoPC Cerebro
o DAG, PS Universal
£ DAG, PS, PIP; Cerebro y otros
PKCn ] DAG, PS, Colesterol sullato Piel, Corazon, Higado
0 DAG, PS Musculo. células T. Macrofagos
i DAG, PS Higado, Macrofagos
g Ps Universal
PKC a A a
A ? Muchos tejidos

Tabla 2: Isoformas de PKC expresadas en tejido de mamiferos (DAG: diacilglicerol, PS: fosfatidilserina,
LisoPC: lisofosfatidilcolina)
Se sabe que una célula determinada generalmente expresa diversas isoformas de PKC,
muchas de estas isoformas se encuentran localizadas en estructuras celulares especificas en
una forma inactiva [35].
Estudios bioquimicos e inmunoquimicos indican que la actividad biologica de las PKCs

estd fuertemente regulada por su localizacion. La activacion de alguna de estas isoformas se
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ha comprobado que puede ser regulada por el receptor que se une a un ligando especifico
como hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento y citocinas.

El estimulo que puede recibir una célula puede ser un activador especifico de PKC,
dependiendo primero del tejido donde se encuentre la célula y segundo de cofactores y
proteinas de anclaje que interaccionen con la PKC que pueden estar presentes unica y
exclusivamente en ese tejido o célula. Por ejemplo, en fibroblastos el estimulo con o-
trombina ocasiona una rapida translocacion de la PKC a a la membrana celular desde el
citosol, mientras que PKC ¢ y PKC { no responden al estimulo y cuando se estimulan
células pituitarias con tirotropina, la PKC o, PKC B y PKC 6 no responden ante el estimulo
pero PKC ¢ si responde y ejerce una regulacion negativa [40].

La PKC juega un papel muy importante en el control de un gran nimero de procesos
celulares de la respuesta inmune, los cuales incluyen secrecion, funcidon de receptores de
membrana, diferenciacion celular y promocion de tumores.

Se ha aceptado que PKC es central en la transduccion de sefiales importantes en la
respuesta inmune adaptativa de mamiferos. La funcién de PKC en la defensa del hospedero
se ha establecido desde los organismos mas primitivos. La via de sefializacion DAG-PKC

se ha conservado a través de la evolucion desde levaduras hasta el hombre.

1.7.1 Papel de PKC en la leishmaniasis:

Cuando el paréasito de Leishmania infecta a las células fagociticas mononucleares del
hospedero mamifero puede causar un amplio espectro de manifestaciones clinicas. El
parasito Leishmania tiene la capacidad de causar disfuncién en los macrofagos lo cual

puede contribuir a la infeccidn cronica.
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Uno de los mecanismos mas importantes que ha desarrollado Leishmania para poder tener
éxito en la sobrevida intracelular es la inhibicion de PKC. Uno de los primeros trabajos
donde se demostré que LPG es una molécula que afecta las funciones del macréfago fue
realizada por Turco y colaboradores [33]. Este grupo de investigadores demostrd que el
LPG no inhibia significativamente la union de PKC o a la membrana celular, pero si
disminuia su actividad enzimatica en un 70%. Este grupo postuld que LPG causaba un
cambio estequiométrico en la PKC, afectando la afinidad al diacilglicerol (DAG), que es el
activador fisioldgico de la mayoria de las isoformas de PKC [41]. Estudios posteriores
revelaron que el fragmento 1-O-alquilglicerol de LPG era la region que causaba una
inhibicion significativa en la actividad enzimatica de PKC purificada. Estos resultados
sugirieron que LPG interactiia con el dominio regulatorio de PKC, que es el sitio de union
al DAG, al calcio y fosfolipidos [33]. También se ha demostrado que la molécula intacta de
LPG se puede insertar en la bicapa-lipidica de la membrana celular (incrementando la
temperatura de transicion de la bicapa lipidica) afectando el rearreglo de las proteinas de la
membrana celular e inhibiendo su fusion [42]. En otro estudio se establecid que durante la
infeccion con promastigotes de Leishmania, el LPG se puede transferir al macréfago,
pudiéndose localizar en forma intacta en las vesiculas y en la superficie del macrofago en el
primer dia post-infeccion, aunque no se identificé a los cinco dias después de la infeccion.
Durante los primeros dias de infeccion se ha podido identificar que los carbohidratos no
ramificados (Cy4 0 Cy6) de la molécula de LPG son los responsables de suprimir la actividad
de PKC [33, 43]. Estudios mas recientes han descrito el papel que tiene PKC a en la
reorganizacion de la F-actina durante la fagocitosis y en la maduracion del fagosoma en el

macrdofago. Se ha demostrado que LPG de L. major inhibe la capacidad enzimatica de PKC
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o para fosforilar a una proteina que pertenece a la familia de F-actina llamada Sustrato de
Cinasa C Ricas en Alanina Mirestilada (MARKS), provocando que la F-actina se acumule
en la periferia del fagosoma volviéndolo rigido evitando su fusion con el lisosoma
(maduracion), lo que es muy importante para que el parasito se multiplique y se establezca
la infeccion [44]. Estudios en macrofagos murinos han demostrado que L. major puede
inducir la translocacion de la PKC o y PKC B desde el citosol hasta la membrana celular,
concluyéndose con esto que la PKC 3 también puede estar involucrada en la reorganizacion
del citoesqueleto como se habia reportado para PKC o [45]. Otros estudios hechos en
macréfagos peritoneales de ratones BALB/c infectados con L. donovani demuestran que la
LPG tiene la capacidad de disminuir la activad enzimatica de las PKC dependientes de
calcio mientras que las isoformas independientes de calcio se ven aumentadas en su
actividad enzimatica. En este mismo estudio los autores demuestran como Leishmania
inhibe la fosforilacion de cuatro proteinas de 67, 54, 47 y 36 kDa e interesantemente estas
proteinas no se ven afectadas en su fosforilacion cuando los macréfagos son infectados con
una cepa de L. donovani deficiente en LPG (cepa R2D2). Las proteinas de 67 y 47 kDa
podian ser componentes del complejo NADPH oxidasa y la inhibicion de la fosforilacion
de estas dos proteinas es el resultado de la inhibicion de la capacidad enzimatica de PKC
por LPG. Estos datos explicarian como el pardsito puede regular algunos de los
mecanismos de la respuesta inmune del hospedero en la leishmaniasis visceral [46].

Otra molécula que se encuentran en la superficie de Leishmania es el glicosilinositol
fosfolipido (GIPL). Esta molécula es 10 veces mas abundante que LPG, pero de menor
tamafio y su interaccion con la célula hospedera aun no se conoce bien. Al igual que LPG,

los GIPL forman parte de la familia de los glicosil-fosfatil-inositoles (GPIs) y también se ha
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comprobado que los GIPLs pueden inhibir a la PKC compitiendo con el sitio de union al
DAG en el dominio regulatorio. La participacion de los GIPLs en la inhibicion de las vias
de sefializacion a través de PKC se demostré en macréfagos de la linea celular J774A.1.
Estos macrofagos se incubaron con esferas sintéticas recubiertas con GIPLs purificados de
L. donovani. Se encontr6 que habia una inhibicion de la expresion del gen c-fos en un 60 %

con un 50 % de inhibicion en la actividad enzimatica de PKC [47]. (Figura 12).
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Figura 12. Moléculas en la superficie de Leishmania que inhiben PKC
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2. JUSTIFICACION

En México Leishmania mexicana puede producir manifestaciones clinicas variadas desde
una forma clinica relativamente benigna, como es la leishmaniasis cutdnea localizada
(LCL), hasta la forma clinica mas severa de dificil tratamiento, como es la leishmaniasis
cutanea diseminada (LCD). Las causas de la variabilidad de los cuadros clinicos se esta
estudiando exhaustivamente. En la actualidad se emplean modelos experimentales de
leishmaniasis cutanea en cepas de ratones genéticamente susceptibles (BALB/c) y
resistentes (C57BL/6) a la leishmaniasis por muchos grupos de investigacion, para entender
los mecanismos de la respuesta inmune implicados en la resistencia y susceptibilidad a la
infeccion [48-50].

Cuando los parasitos de Leishmania infectan a las células fagociticas mononucleares del
hospedero mamifero pueden alterar funciones esenciales en los macréfagos y de esta
manera contribuir a la infeccion cronica [51]. Uno de los mecanismos mas importantes que
ha desarrollado Leishmania para tener €xito en la sobrevida intracelular es la inhibicion del
estallido oxidativo ejercido por LPG sobre la actividad enzimatica de PKC a [33, 41, 52-
55]. Recientemente se demostré que PKC a es la isoforma requerida por el macréfago para
la produccion del anion superdxido (O;), que es uno de los metabolitos toxicos de oxigeno
importantes en el estallido oxidativo [56]. Sin embargo, aun no se ha estudiado si hay
distinta inhibicion de PKC o entre ratones susceptibles y resistentes. En este trabajo
examinamos si existe una diferencia en el efecto que ejerce LPG de Leishmania mexicana
sobre la expresion y actividad de PKC o entre macrofagos de ratones susceptibles
(BALBJ/c) y resistentes (C57BL/6) a la leishmaniasis y si esto se puede correlacionar con la

susceptibilidad a la enfermedad.
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3. HIPOTESIS
La susceptibilidad a la leishmaniasis se correlaciona con el efecto que ejerce LPG sobre la

expresion y actividad de PKC a.

4. OBJETIVOS

El objetivo central de este trabajo es analizar el efecto que ejerce LPG de Leishmania
mexicana sobre la expresion y actividad enzimatica de la isoforma de PKC o en
macrofagos de ratones susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57BL/6).

Para ello se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1.- Purificar LPG de promastigotes de Leishmania mexicana por cromatografia de
interaccion hidrofobica.

2.- Determinar si hay diferencias en la expresion de la isoforma de PKC o en macrofagos
derivados de médula 6sea de ratones susceptibles y resistentes a la leishmaniasis.

3.- Analizar si hay cambios en la expresion de la isoforma de PKC o cuando los
macréfagos son estimulados con Leishmania mexicana 'y LPG.

4.- Analizar si LPG modula la actividad enzimatica de la isoforma de PKC o en los
macrofagos de ratones BALB/c y C57BL/6.

5.- Analizar si LPG de L. mexicana modula la participacion PKC a en el estallido oxidativo
cuando es inducido con PMA en macrofagos de ratones BALB/c 'y C57BL/6.

6.- Analizar si PKC o participa en la sobrevida de Leishmania mexicana en macrofagos de

ratones BALB/c y C57BL/6.
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5. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de los estudios abajo descritos, se utilizaron ratones machos de 10
semanas de edad de las cepas BALB/c y C57BL/6 obtenidos del bioterio del Departamento
de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina UNAM. La cepa de Leishmania

mexicana utilizada fue MNY/62/M379.

5.1 Obtencion de Lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania mexicana

Los parasitos de Leishmania mexicana fueron cultivados en medio RPMI 1640 (Gibco
BRL) complementado con 5 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) decomplementado. Los
promastigotes metaciclicos fueron cosechados en la fase estacionaria del cultivo. Se
obtuvieron 1x10° parasitos por centrifugacion a 3,200 x g por 10 min a 4°C y fueron
lavados tres veces con PBS pH 7.4 frio. El paquete celular fue deslipidado con 80 ml de
cloroformo-metanol-agua (4:8:3 v/v) por 30 min; el material insoluble se resuspendié en
agua saturada con 1-butanol y liofilizado (2x50 ml). La LPG se purificé por HPLC en una
columna de octil-Sepharose (Pharmacia) mediante un gradiente lineal del 5 al 70 % de 1-
propanol y acetato de amonio 0.1 M. Las fracciones que fueron desprendidas por el
gradiente (fraccion 15-30) se colectaron y se liofilizaron, posteriormente se resuspendieron
en 20 ml de acetato de amonio y se pasaron por una segunda columna de octil-Sepharose
bajo las mismas condiciones. Nuevamente se colectaron las fracciones desprendidas por el
gradiente (fraccion 15 a 30), se concentraron a 3 ml y se dializaron 4 veces contra 5 litros
de PBS pH 7.4. La pureza del LPG fue analizada en un gel SDS al 10 % con tincion de
plata para carbohidratos. Por ultimo, se determiné la concentracion de carbohidratos en

LPG purificado por el método de Antrona. Como control de calidad, se analiz6 la LPG para
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la presencia de lipopolisacarido (LPS) mediante la prueba del aglutinacion de amebocitos
de Limulus. Mediante tincion de plata para proteinas se analizaron posibles contaminantes

protéicos [57].

5.2 Obtencion de macrofagos de médula 6sea de ratones

Se sacrificaron ratones (BALB/c o C57BL/6) por dislocacion cervical y se bafiaron con
etanol. Se extrajo la médula dsea de los huesos largos (tibia y peroné). Se cultivo la médula
Osea en cajas de Petri (Falcon) de 10 cm de didmetro que contenian 50 % de medio DMEM
(Gibco BDRL), 30 % del sobrenadante de cultivo de la linea celular L-929, 20 % de SFB y
10 pl/ml de L-glutamina-200 mM de Gibco. Los cultivos se mantuvieron a 37°C con CO,
al 5 % por 7 dias. Los macrofagos fueron desprendidos de las cajas de cultivo con policias
en PBS frio. Se contaron los macréfagos en una cadmara de Neubauer y se dejaron reposar
5x10° macrofagos para cada condicion durante 24 h. La pureza de las células fue evaluada

por citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-F4/80 (Becton Dickinson)[58].

5.3 Obtencion de macrofagos peritoneales de ratones
Los macrofagos peritoneales fueron obtenidos por lavados peritoneales con 10 ml de PBS
pH 7.4 frio. La suspension celular fue centrifugada a 800 x g por 10 min a 4°C, el paquete

celular fue resuspendido en RPMI 1640 complementado con 10 % de SFB.

5.4 Ensayo de expresion de proteina (PKC o)

Se infectaron 5x10° macréfagos de médula dsea de ratones BALB/c y C57BL/6 (que

. 6 . . . .
estuvieron en reposo) con 50x10° promastigotes de Leishmanania mexicana por 2 h a
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temperatura ambiente. Los macrofagos fueron lavados con PBS para eliminar los parasitos
que no fueron fagocitados y se incubaron a 37°C con CO;, al 5 % por 24 h. Otro grupo de
5x10° macrofagos fue estimulado con LPG a una concentracién de 10 pg/ml por cada
millon de células e incubado a 37°C con CO, al 5 % por 24 h. Un grupo de macroéfagos que
se us6 como control solo fue incubado a 37°C con CO; al 5 % por 24 h. Los macréfagos
fueron lavados 3 veces con PBS pH 7.4 y resuspendidos en 1 ml de buffer de lisis (20 mM
Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0.5 % Triton X-100, 50 mM 2-
mercaptoetanol y 0.1 mg/ml de inhibidor de tripsina). La suspensién de macrofagos fue
congelada a -70°C por 10 min y sonicada por 10 min, repitiéndose este proceso tres veces.
Los macrofagos lisados fueron centrifugados a 20,000 x g a 4°C por 20 min, del
sobrenadante se determiné la concentracion de proteinas por el método de Bradford [59].
Las muestras se ajustaron a la misma concentracion de proteinas (40 pg por carril) y fueron
separadas en un gel SDS/PAGE al 10 % [60].

Los geles fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa en un equipo transblot semi-
seco durante 90 min (0.3 mA/cm?). La membrana se bloque6 durante 1 h con TBST (50mM
Tris-HCI pH 7.5, 150mM NacCl and 0.05% Tween 20) con 5 % de leche descremada (m/v)
en agitacion constante a temperatura ambiente y se lavo 5 veces con TBST. Se coloco el
anticuerpo de interés (anti-PKC a) (Santa Cruz Biotechnology) a una diluciéon 1:1000 en
TBST toda la noche a 4°C. La membrana se lavé 10 veces con TBST y se incub6 con el
anticuerpo secundario cabra anti-raton conjugado con fosfatasa alcalina (Bio Rad
Laboratories) a una dilucion 1:5000 en TBS por 2 h a temperatura ambiente. [61]. Las
proteinas que fueron reconocidas por el anticuerpo se sometieron a un analisis

densitométrico y se determiné la expresion total de la PKC a.
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5.5 Purificacion parcial de PKC

Los macréfagos obtenidos del cultivo fueron lavados tres veces con PBS pH 7.4 y
resuspendidos en 1 ml de buffer de lisis (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM EGTA, 2 mM
EDTA, 0.5% Triton X-100, 50 mM 2-mercaptoetanol y 0.1 mg/ml de inhibidor de tripsina).
La suspension de macréfagos fue congelada a -70°C por 10 min y sonicada por 10 min,
repitiéndose este proceso tres veces. El sobrenadante se colocod en una columna de DEAE-
celulosa (Whatman) equilibrada con buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5 y 50 mM 2-
mercaptoetanol) a 4°C. La PKC fue eluida con buffer (0.08 M NaCl, 2 mM EDTA, 0.1
mg/ml de inhibidor de tripsina). El eluido fue concentrado en Amicon (membrana YM-30).
De la PKC parcialmente purificada y concentrada se cuantificaron proteinas por el método

de Bradford [62].

5.6 Complejos inmunes de PKC a

Se incubaron alicuotas de 1 ml de la PKC parcialmente purificada (500 pg/ml) con
inhibidores de fosfatasas (10 mM -glicerolfosfato, 1 mM Na; VO,, 11 mM NaF, 10 mM
pirofosfato de sodio y 0.2 mg fosfoserina) en ausencia de 2-mercaptoetanol toda la noche a
4°C con lpg/ml de anticuerpo isoforma-especifico de PKC, en agitacion constante. El
inmunoprecipitado se dejo en agitacion constante con 25 pl de proteina A Sepharose (30 %
m/v) durante 2 h a 4°C. Los complejos inmunes fueron lavados 5 veces con buffer A (50
mM Tris-HCI pH 7.5, 0.6 M NaCl, 1 % triton X-100 y 0.5 % GPAL) y una vez con buffer
de cinasas (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 0.5 mM CaCl, y 50 mM
mercaptoetanol) que contenia inhibidores de fosfatasas (10 mM B-glicerolfosfato, 1 mM

Na; VO4, 11 mM NaF, 10 mM pirofosfato de sodio y 0.2 mg fosfoserina). La actividad de
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la cinasa se inicié cuando los complejos inmunes se pusieron en contacto con los diferentes
estimulos: a) PMA 1x10°M (control positivo), b) LPG 10 pg, c) PMA 1x10°M mas LPG
10 pg y d) Bisindolylmalemida 1 (BIM-1) inhibidor especifico para PKC (control
negativo). La actividad de la cinasa obtenida de macrdéfagos infectados o no infectados con
Leishmania mexicana en ambas cepas de ratones también fue analizada. Cada una de estas
condiciones se resuspendieron en 50 pul de la mezcla de reaccion (buffer de cinasas con 20
ng/ml fosfatidilserina, 0.8 pg/ml 1,2-dioleina, 10 uM (y~*P) ATP (600Ci/mmol) (DuPont-
NEN) y 200 pg/ml del sustrato histona HI-IIIS (Sigma)). La reaccion se incub6 durante 20
min a 30°C y fue detenida con 30 pl de buffer muestra para geles SDS/PAGE. Las muestras
fueron analizadas en geles SDS/PAGE al 12 % (m/v) y por autoradiografia. Los datos
fueron cuantificados por andlisis densitométrico. El cociente de la autoradiografia

32p/proteina tefiida representa la fosforilacion especifica total [63].

5.7 Ensayos de quimioluminiscencia

El estallido oxidativo con la produccion de intermediarios reactivos de oxigeno (ROI) fue
analizado mediante la quimioluminiscencia en presencia de 60 uM de luminol (Sigma)
utilizando un luminémetro (Labsystem, Finlandia) con temperatura controlada a 25°C. El
estallido oxidativo fue inducido con 5x10* M de PMA y fue monitoreado cada 40
segundos durante 30 min. Los ensayos se realizaron con 1x10° macréfagos en presencia y
ausencia de parasitos utilizando una relacion de 10x10° promastigotes, 10 pg de LPG y 2.3

nM G66976, un inhibidor especifico para PKC a [64] y suspendidos en 40 ul de RPMI

1640 en presencia de 210 pl de luminol y 60 pul de PMA. Las células utilizadas fueron
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macrdofagos peritoneales de ratones susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57BL/6) a la

leishmaniasis [65].

5.8 Sobrevida de parasitos intracelulares

Macrofagos peritoneales de ratones BALB/c y C57BL/6 fueron infectados con
promastigotes de Leishmania mexicana en fase estacionaria en una relacion 1:10 y
cultivados en RPMI a 25°C por 2 h. Los parasitos no fagocitados fueron removidos con
lavados de PBS a temperatura ambiente. Las células infectadas fueron posteriormente
incubadas en medio de cultivo en presencia o ausencia del inhibidor G66976 (2.3 nM) a
37°C con CO, al 5% por 24 h. Las células adherentes fueron estimuladas con 5 x10™* M de
PMA por 30 min. Los macréfagos fueron lavados 3 veces con PBS para eliminar el PMA.
Las células fueron incubadas a 25°C por 24 h y el total de promastigotes extracelulares
fueron contados. La sobrevida de los parésitos en los macrofagos no estimulados se utilizd
como control. El porcentaje de sobrevida de los parasitos en células estimuladas (PMA o

G066976) se calculd con respecto a los macrofagos no estimulados (control).

5.9 Prueba estadistica
Los resultados fueron expresados con su promedio y error estdndar y analizdndose con la
prueba estadistica de U de Mann-Whitney, el valor de P < 0.05 es considerado

estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Purificacion de LPG

El LPG se purifico con dos columnas de octil-Sepharose, en la primera columna de octil-
Sepharose se obtuvieron dos picos: en el primer pico se eluyeron todas aquellas moléculas
que no tienen afinidad por la columna, como pueden ser proteinas o carbohidratos (Figura
13). Las fracciones correspondientes al segundo pico fueron desprendidas por el gradiente
de 1-propanol y posteriormente se pasaron por una segunda columna de octil-Sepharose.
Este método permitio la eliminacion de moléculas que no tienen afinidad por la columna,
favoreciendo un enriquecimiento del LPG (Figura 13). El LPG se obtuvo juntando las
fracciones 18 a la 28 de la segunda columna de octal-Sepharose, en las cuales se encontrd
mayor concentracion de carbohidratos. Las pruebas de control de calidad fueron negativas,
tanto para proteinas como para endotoxina, con valores inferiores a 0.25 EU/ml (unidades

de endotoxina por mililitro).
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Figura 13. Purificacion de LPG de Leishmania mexicana por cromatografia en columna de octil-Sepharose.
En la primera columna, las fracciones del segundo pico 15 -29 fueron eluidas con el gradiente de 1-propanol y
concentradas. Las fracciones concentradas se aplicaron a una segunda columna, las fracciones de la 18-28

fueron concentradas y se determino la concentracion de carbohidratos por método de Antrona.

a) Identificacion de LPG por tincion de plata para carbohidratos:

Una vez que se purificod el LPG se esterilizo por filtracion (0.22 micras) y se cuantifico por
el método de Antrona. Se analiz6 en un gel SDS-PAGE al 12 % donde se cargaron 10 pg
de LPS como control positivo y 10 pg de la LPG purificada. E1 LPG se pudo identificar con
una tincion de plata para carbohidratos, con un peso molecular entre 25 hasta los 75 kDa,

como se ha reportado [57] (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de la LPG en SDS PAGE con tincién de plata para carbohidratos: carril 1 LPS 10 pg

(control positivo), carril 2 LPG (10 pg) obtenida de la segunda cromatografia de octil -Sepharose.

6.2 Obtencion de macrofagos de médula dsea:

Para este trabajo se obtuvieron macrofagos de médula 6sea de ratones susceptibles y
resistentes a la leishmaniasis.

Se determind la expresion del marcador de superficie F4/80 por citometria de flujo
encontrandose este marcador en el 94 y 95 % de los macréfagos para BALB/c y C57BL/6
respectivamente. Esta pureza permitié establecer que la PKC utilizada en los experimentos

provenia unicamente de los macréfagos (Figura 15).
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Figura 15. Determinacion de la pureza por citometria de flujo de los macrofagos obtenidos de médula d6sea de
ratones BALB/c y C57BL/6. Los macrofagos obtenidos de médula 6sea en ambas cepas de ratones tuvieron

una pureza mayor al 90 %.

6.3 Expresion de la proteina (PKC )

Cuando se determino si hay diferencias en la expresion de las isoformas de PKC o en
macrdofagos derivados de médula 6sea de ratones susceptibles y resistentes a la
leishmaniasis en condiciones basales y estimulados con LPG y Leishmania mexicana
encontramos lo siguiente:

a) Se identifico a la PKC a con un peso molecular de 80 kDa y utilizando a la actina como
control de carga. Para eliminar el error de diferencias en la carga de proteina, se dividio el
valor obtenido en la densitometria de la banda de proteina de PKC entre el valor obtenido
de la banda de actina. El analisis estadistico de U de Mann-Whitney reveld que el estimulo

con LPG o con el parasito de Leishmania no modificaban la expresion de PKC o, en
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macréfagos de ratones BALB/c, comparadas con la expresion de PKC a en estado basal

(Figura 16).
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Figura 16. Analisis de la expresion por Western blot de PKCo en macrofagos de médula dsea de ratones
BALB/c. PKCa es detectada con un peso de 80 kDa, el analisis densitométrico es determinado en condiciones
basales, estimulado con LPG (10ug) o infectado con Leishmania mexicana 10:1 (parasitos: macrofagos). Los

datos representan el promedio = desviacion estandar de tres experimentos independientes.

b) El andlisis de la expresion de la isoforma de PKC o en los macréfagos derivados de
médula 6sea de los ratones C57BL/6 resistentes a la leishmaniasis estimulados con LPG y
el parasito Leishmania revelo que la expresion de la isoforma de PKC a es igual tanto en

condiciones basales como con los diferentes estimulos (Figura 17).
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Figura 17. Analisis de la expresién por Western blot de PKCoa en macréfagos de médula ésea de ratones
C57BL/6. PKCao es detectada con un peso de 80 kDa, el analisis densitométrico es determinado en
condiciones basales, estimulado con LPG (10pg) o infectado con Leishmania mexicana 10:1 (parsitos:

macrofagos). Los datos representan el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Este andlisis reveld que no hubo cambios en la expresion de la PKC o en macrofagos de
ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6, tanto en condiciones basales como con el

estimulo de 10pg/ml de LPG o con Leishmania mexicana.
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6.4 Actividad enzimatica de PKC a

A.- El andlisis de la actividad enzimatica de la isoforma de PKC a en los macrofagos de
ratones BALB/c y C57BL/6 estimulados con LPG revelaron que en ratones BALB/c:

1- El control positivo con PMA aument6 1.82 veces la capacidad de PKC o para fosforilar
a la histona H1 III comparada con el control en estado basal (P < 0.0369).

2- El estimulo de LPG disminuy¢6 la actividad enzimatica de PKC a, encontrandose un
decremento en la fosforilacion especifica de la histona HI1 III de aproximadamente 2.85
veces (P <0.0369).

3- El estimulo de PMA més LPG también disminuyen la actividad de PKC o, observandose
una inhibiciéon no tan severa en la fosforilacion especifica de la histona H1 III, de
aproximadamente 1.92 veces (P < 0.0369).

4- El efecto de inhibicion que tuvo el compuesto BIM-1 sobre la actividad de PKC a es tan
contundente que nos indica que la molécula que fosforila al sustrato es la PKC (Figura 18
A).

B.- Para los macréfagos de los ratones resistentes a la leishmaniasis C57BL/6 se encontrd
que:

1- El control positivo con PMA increment6 la capacidad de PKC o para fosforilar a la
histona H1 III en 1.9 veces comparada con el control en estado basal (P < 0.0369) .

2- El estimulo de LPG aument? la actividad de PKC «, encontrandose un incremento en la

fosforilacion especifica de la histona H1 III de aproximadamente 3 veces, con relacion al

valor basal (P < 0.0369).
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3- El estimulo de PMA mas LPG también aument6 la actividad de PKC o para fosforilar a
la histona HI III, observandose un incremento de 2.8 veces con relacion al basal (P <
0.0369).

4- El efecto de inhibicion que tubo el compuesto BIM-1 sobre la actividad de PKC a es el
mismo que se observo en los ratones BALB/c (Figura 18 A).

C.- Cuando se analizo el efecto del parasito completo sobre la actividad de PKC o obtenida
de macrofagos infectados con Leishmania mexicana en ambas cepas de raton se encontrd
que:

1- La actividad enzimatica de PKC o obtenida de macrofagos ratones de BALB/c
disminuyo 1.85 veces en relacion con la actividad de los macréfagos no infectados (P <
0.036) (Figura 18B).

2- En los macréfagos de ratones C57BL/6 infectados con Leishmania mexicana, la
actividad de PKC a se incrementd 2 veces en relacion al control de macréfagos no

infectados (P < 0.033) (Figura 18B).
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Figura 18. Analisis de la actividad enzimatica de PKC a. El cociente de la autoradiografia **P/proteina tefiida
(Coomassie) representa la fosforilacion especifica total de la histona H1 III por la PKC o obtenida por
inmunoprecipitacion de macréfagos de médula 6sea de ratones BALB/c y C57BL/6 y estimulados con PMA
(1x10°M), LPG (10pg), PMA (1x10°M) mas LPG (10ug) y con BIM-1. A) Se observa una inhibicion
significativa por LPG en la fosforilacion especifica de la histona H1 III por la PKC o obtenida de macréfagos
de ratones BALB/c (P < 0.0369). En contraste, PKC o de ratones C57BL/6 mostré un incremento en la
actividad enzimatica al ser estimulada con LPG (P < 0.0369). PMA es usado como control positivo y BIM-1
es el control negativo. B) se observa un efecto de inhibicion sobre la fosforilacion especifica de la histona H1

III, cuando la PKC a es obtenida de macrofagos de ratones BALB/c infectados con Leishmania mexicana (P
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< 0.036). Para la PKC o obtenida de macrofagos de ratones C57BL/6 infectados con Leishmania mexicana,

se observa un incremento en la fosforilacion especifica de la histona H1 IIT (P < 0.033).

6.5 Efecto de LPG y de Leishmania mexicana sobre el estallido oxidativo en
macrofagos peritoneales de dos cepas de raton

La diferencia en el efecto de LPG sobre la actividad de PKC a entre ratones BALB/c y
CS57BL/6 nos llevo a analizar si la inhibicion de esta enzima tenia un efecto sobre el
estallido oxidativo en ratones BALB/c. Se ha reportado que LPG de Leishmania major
interactia con el dominio de regulacion de PKC, el cual es el sitio de unién para el
diacilglicerol, lo cual afecta el papel de la PKC en la induccion del estallido oxidativo [33].
Primero se analiz6 el efecto de LPG sobre el estallido oxidativo inducido con PMA en
macrofagos peritoneales de ratones BALB/c y C57BL/6 con o sin inhibidor especifico de
PKC a (G66976.).

A.- En macréfagos de ratones BALB/c se encontré que LPG inhibi6 el estallido respiratorio
11.33 %, con respecto al control (P < 0.0369). Cuando los macréfagos fueron tratados con
el inhibidor de PKC a (G56976), se observoé que LPG provocod una mayor inhibicion del
estallido oxidativo de 18.3 % (P < 0.0369) (Figura 19A).

B.- En contraste, en los macréfagos de ratones C57BL/6, LPG mostré un aumento del 13.7
% en el estallido oxidativo (P < 0.016) en relacion a su grupo control. Por otra parte se
observod que el tratamiento de los macrofagos de ratones C57BL/6 con el inhibidor G66976
llevo a una disminucion del estallido oxidativo en un 10.18 % cuando fueron incubados con

LPG, comparado con su grupo control (Figura 19A).
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C.- Se puede observar que la magnitud del estallido oxidativo inducido por PMA en
presencia del inhibidor de PKC o (G66976), solo 6 combinado con LPG, es igual en ambas
cepas de raton (P < 0.0369) (Figura 19A).

Para determinar la participacion de Leishmania mexicana en la inhibicion de PKC a, se
analizo el efecto de Leishmania mexicana sobre el estallido oxidativo inducido con PMA
en macrofagos peritoneales de ratones BALB/c y C57BL/6, con o sin inhibidor especifico
de PKC a (G566976.). En este analisis se encontrd que Leishmania mexicana disminuy6
significativamente el estallido oxidativo en un 46.4 % (P < 0.037) en los macrofagos de
ratones BALB/c respecto al control, mientras que en los macrofagos de ratones C57BL/6
Leishmania mexicana disminuy0 el estallido oxdativo en un 19.4 % (P < 0.00013) (Figura
19B). Por otra parte, se observé que Leishmania mexicana disminuy¢ el estallido oxidativo
en un 46 % (P < 0.0369) y 48.4 % (P < 0.00013) en los macréfagos de ratones BALB/c y
C57BL/6, respectivamente, cuando estos macrdfagos estuvieron con el tratamiento del
inhibidor de PKC a (G66976) (Figura 19B).

Estos resultados muestran un efecto opuesto en el estallido oxidativo ejercido por LPG de
Leishmania mexicana en ambas cepas de raton: mientras que en ratones BALB/c ejerce una
inhibicion significativa, en ratones C57BL/6 incrementa significativamente el estallido

oxidativo.
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Figura 19. Andlisis del efecto de LPG y de Leishmania mexicana sobre el estallido oxidativo en macrofagos
peritoneales de raton BALB/c y C57BL/6 en presencia o ausencia del inhibidor especifico de PKC o
(G56976). (A) El estallido oxidativo es inducido con PMA (5x10* M) en presencia de LPG, observandose
una inhibicion del estallido oxidativo (P < 0.0369) en macrofagos de ratones BALB/c, mientras que en los
macréfagos de ratones C57BL/6 LPG estimula el estallido oxidativo (P < 0.016). En presencia del inhibidor
G66976 no se observaron diferencias entre ambas cepas de raton. (B) En presencia del parasito de Leishmania
mexicana se observo inhibicion del estallido oxidativo de ambas cepas de raton siendo mayor en macroéfagos
de ratones BALB/c, mientras que presencia del inhibidor G66976 no se observd diferencia entre ambas cepas
de raton. Los datos representan el promedio =+ error estandar de 6 experimentos independientes, los simbolos

significan diferencia significativa.
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6.6 Correlacion entre el efecto del LPG sobre la fosforilacion especifica por PKC o y
el estallido oxidativo en macrofagos de ratones BALB/c y C57BL/6

El analisis del efecto de LPG sobre la actividad de PKC a y sobre el estallido oxidativo
muestra que existe una correlacion directa entre ambos eventos tanto en los ratones
BALB/c asi como en ratones C57BL/6. En los macrofagos de ratones BALB/c, LPG inhibe
la capacidad de fosforilacion de PKC a y ejerce una inhibicion significativa del estallido
oxidativo, mientras que en los macréfagos de los ratones C57BL/6 se muestra un efecto
opuesto, LPG estimula la capacidad de PKC o para fosforilar a la histona HIIII e

incrementa significativamente el estallido oxidativo (Figura 20).

[l BALB/c
o M C57BL/6
=2 25
=
b4 e
(=4
o 2
0
wi
=
s 15
=]
©
— 1 4
p—
S -
2 [
w 0.5 - ’7—‘
[]
2 120
=
=] e
= -
@
= 90 .
==
o
=
= 60
=
>
o
8 30
=
w
(VN
0 - . . =
PMA + +
LPG - + - -

Figura 20. Correlacion del efecto inducido por LPG en la fosforilacion especifica de la histona HI-IIIE por
PKC a y el estallido oxidativo en macréfagos de ratones BALB/c y C57BL/6. En los macrofagos de ratones
BALB/c LPG inhibe la actividad enzimatica de la PKC o estimulada con PMA (P < 0.049) al igual que el

estallido oxidativo con PMA (P < 0.036). Mientras que en macrofagos de ratones C57BL/6, LPG aumenta la
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actividad enzimatica de la PKC a estimulada con PMA, al igual que en el estallido oxidativo cuando también
es estimulado con PMA (P < 0.016). Los datos representan el promedio + error estandar de 3 experimentos

independientes.

6.7 Analisis comparativo de la sobrevida intracelular de Leishmania mexicana con el
grado de inhibicion del estallido oxidativo en macroéfagos peritoneales de ratones
BALB/c y C57BL/6

Se analiz6 la efectividad leishmanicida del estallido oxidativo en macrofagos peritoneales
de ambas cepas de ratones. Como se muestra en la Figura 21, encontramos que la
estimulacion del estallido oxidativo con PMA en los macréfagos de raton BALB/c
unicamente llevo a un 25 % de muerte de los parasitos intracelulares con una sobrevida del
75% (69,130 parasitos) en relacion a la sobrevida encontrada en los macrofagos infectados
que no fueron estimulados con PMA (91,016 parasitos que fueron tomados como control al
100%) (P <0.0021). Por otro lado, el estallido oxidativo inducido por PMA en macrofagos
de ratones C57BL/6 elimind un 86 % de los parasitos intracelulares: una sobrevida solo del
14% (10,479 parasitos) en relacion a la sobrevida encontrada en los macréfagos infectados
que no fueron estimulados con PMA (75,020 parasitos que fueron tomados como control al
100%) (P < 0.00015).

Interesantemente, cuando el estallido oxidativo es inducido en presencia del inhibidor de
PKC a (G66976), se observo que la sobrevida de Leishmania en ambas cepas de raton fue
similar 39% en BALB/c y 36% en C57BL/6, con respecto al control no estimulado con

PMA.
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En resumen, la intensa inhibicion del estallido oxidativo en macrofagos de ratones BALB/c
permitidé una sobreviva significativamente mayor de Leishmania intracelular que la

encontrada en ratones C57BL/6 (P < 0.00015), donde la inhibicion del estallido fue menor.
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Figura 21. Correlacion entre la sobrevida de Leishmania mexicana y el estallido oxidativo en macrofagos
peritoneales de ratones BALB/c y C57BL/6 estimulados con PMA, en presencia o ausencia del inhibidor de
PKC a (G66976). El panel izquierdo muestra la sobrevida del parasito en macroéfagos de ratones BALB/c
(75% de parasitos liberados) comparado con una baja sobrevida de parasitos en macrofagos de ratones
C57BL/6 (14% de parasitos liberados) (P < 0.00015). El panel derecho muestra la sobrevida del parasito en
presencia del inhibidor de PKC a.. En ambas cepas de raton la sobreviva es similar (39%) arriba del control en
macréfagos de ratones en BALB/c y 36% arriba del control en macréfagos de ratones C57BL/6. Los datos

representan el promedio + desviacion estandar de 6 experimentos independientes.
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7. DISCUSION

El LPG es un glicosilinositolfosfolipido compuesto por regiones repetidas de disacaridos
fosforilados adjunta a una region central de fosfosacaridos anclados por GPI, a través de la
cual los promastigotes interactian con el insecto vector y la célula hospedera del mamifero
[66]. Hoy en dia se usan dos métodos para extraccion del LPG, el primero descrito por
Orlandi y colaboradores [67] donde se usa el solvente E ( H,O, etanol, dietil eter, amoniaco
concentrado y una cromatografia en columna de Sefadex 150-G ) y el otro usado por
McConville y colaboradores [57] (cromatografia de interaccion hidrofobica en columna de
octil-Sepharose). Para el presente estudio se desarrolld una modificacion en el método de
McConville consistente en una recromatografia en una nueva columna de octil-Sepharose.
El método desarrollado en este trabajo demostrd tener dos ventajas, en primer lugar por el
enriquecimiento del LPG asi como por la eliminacion de contaminantes (proteina,
glicolipidos y carbohidratos) que no fueron eluidos por completo en la primera columna.

Se sabe que uno de los primeros mecanismos de defensa del macréfago hacia las
infecciones por Leishmania es la generacion de intermediarios reactivos de oxigeno (ROI)
y la principal fuente generadora de estos metabolitos en el macrofago es la NADPH
oxidasa, una enzima que cataliza la transferencia de electrones a partir del oxigeno
molecular dando lugar a la produccion de superdxido y de perdxido de hidrogeno. Se ha
demostrado que los parasitos Leishmania donovani evitan la activacion del estallido
oxidativo por la inhibicion de la actividad de PKC en los macréfagos [58, 68]. El LPG es
esencial para infectar a los macrofagos a través de diversos mecanismos. Se ha demostrado
que el LPG altera la organizacion de los lipidos en los microdominios en la membrana del

fagosoma después de la fagocitosis, alterando la biogénesis del fagolisosoma. Ademas, el
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LPG participa en la evasion de otros mecanismos inmunes como son: la accion de los
metabolitos toxicos de oxigeno, la modulacion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
y la regulacion en la activacion de PKC, la cual es necesaria para el ensamblaje de la
NADPH oxidasa, ya sea por la induccion de cambios estequiométricos en la PKC que
afecta su afinidad al DAG y reduce asi su actividad y/o alterando la propiedades fisicas de
la bicapa lipidica lo que dificulta la translocacion de la PKC hacia la membrana, reduciendo
asi su actividad y evitando el consumo de oxigeno, resultando esto favorable para sobrevida
y proliferacion de Leishmania en el interior de los macrofagos [41, 58, 68-71].

Se ha encontrado que la PKC a es la isoforma que participa directamente en la generacion
de O, y ademas, regula otras funciones de los macrofagos como la fagocitosis mediada a
través de receptores Fc y y la transduccion de sefiales que conducen a la activacion de
ERK1/2 [56, 72, 73]. La PKC «a esta asociada con el fagosoma y una proteina de la familia
de actina que es la Cinasa C Ricas en Alanina Mirestilada (MARKS) involucrada en la
motilidad de la membrana. La fosforilacion de MARKS dependiente de PKCa es necesaria
para la union del fagosoma-lisosoma. En la linea celular J774 se ha demostrado que la
inhibicién de la PKC a por LPG de Leishmania donovani conduce a la inhibicion de la
despolimerizacion de la F-actina evitando la formacion del fagolisosoma, lo que permite la
multiplicacion del parasito y que se establezca la infeccion [33-35].

En este trabajo se analizé el efecto que ejerce LPG de Leishmania mexicana sobre la
expresion y actividad enzimatica de PKC o en macrofagos de ratones susceptibles
(BALB/c) y resistentes (C57BL/6) y si este efecto se puede correlacionar con la

susceptibilidad a la leishmaniasis.
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Cuando analizamos por Western blot la expresion total de PKC o en macrofagos de médula
osea de ambas cepas de raton, no encontramos diferencia entre los macrofagos de ratones
susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57BL/6), cuando éstos fueron estimulados con LPG
y el promastigote de Leishmania mexicana. Esto nos sugiere que la posible susceptibilidad
o resistencia a la leishmaniasis no se podria correlacionar con un cambid en la expresion de
PKC a inducido por LPG o Leishmania mexicana en alguna de estas dos cepas de raton. Es
importante sefalar que tanto LPG como Leishmania juegan un papel muy importante en la
redistribucion parcial de PKC desde el citosol hacia la membrana celular como lo han
sefialado estudios hechos en lineas celulares y en macrofagos murinos [41, 45, 74].
Encontramos que LPG de Leishmania mexicana ejerce efectos opuestos sobre la actividad
de PKC a en los macréfagos de las dos cepas de ratones utilizadas en este estudio: en los
macrofagos de la cepa susceptible BALB/c LPG ejerce un efecto de inhibicion en la
actividad de PKC a, mientras que en los macrofagos de ratones resistentes C57BL/6 LPG
ejerce un efecto de activacion sobre PKC a.

La modulacion que ejerce LPG sobre la actividad enzimdtica de PKC o estd directamente
correlacionada con la magnitud del estallido oxidativo y con la sobrevida intracelular del
parasito. La inhibicion en la actividad de PKC o de los macrofagos de ratones BALB/c esta
asociada con la reduccion del estallido oxidativo, lo cual permite la sobrevida del parasito.
En contraste, en macréfagos de ratones C57BL/6, LPG aumenta la actividad enzimatica de
PKC a, generando un buen estallido oxidativo y como consecuencia limita la sobrevida del
parasito. Estos datos concuerdan con el estudio reportado por Ellermann-Eriksen y
colaboradores, donde demostraron que en macrofagos de ratones resistentes (C57BL/6), la

infeccion por el virus del herpes simple puede ser controlada por una buena generacion del
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estallido oxidativo, mientras que por lo contrario, en macréfagos de ratones BALB/c no se
gener6 un buen estallido oxidativo, favoreciendo de esta manera la proliferacion del virus
[75]. Aunque aun no se ha demostrado que la actividad de PKC o puede variar entre
diferentes cepas de ratones, se ha reportado que en la infeccion con Mycobacterium
tuberculosis, la bacteria puede inhibir selectivamente la expresion de PKC a en el
macrdofago, mientras que por lo contrario la cepa no patéogena de Mycobaterium smegmatis
incrementa la expresion y fosforilacion de PKC a [76]. Otro estudio demuestra que la
actividad enzimatica de PKC y puede tener respuestas opuestas en diferentes cepas de
raton, lo cual concuerda con nuestros datos [77].

Queda mucho por explorar acerca de la forma en que el fondo genético del hospedero es
afectado por el LPG de Leishmania. Se sabe que la resistencia a la infeccion por patdogenos
intracelulares como Mycobacterium, Salmonella 'y Leishmania esta controlada
genéticamente por el locus Bcg, Ity o Lsh, respectivamente [78]. Este gen se localiza en el
cromosoma 1 del ratébn y codifica la resistencia natural asociada a la proteina de
macrofagos-1 (Nramp-1). Esta resistencia se ha descrito como la capacidad que tienen los
Nramp 1 en trasportar cationes divalentes (Fe’") al interior del endosoma-lisosoma
mantenido un pH acido. También favorece la expresion de la iNOS que es capaz de generar
oxido nitrico, siendo estos mecanismos cruciales para determinar la resistencia a la
leishmaniasis in vivo [79, 80].

En conjunto, nuestros datos muestran que las infecciones por Leishmania mexicana en
macréfagos de ratones BALB/c conduce a la inhibicion PKC a (Fig. 18B) y que la
molécula responsable de esta inhibicion es LPG de Leishmania mexicana (Fig. 18A). La

inhibicién de la PKC o conduce a la reduccion del estallido oxidativo (Fig. 19A), lo que
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permite la supervivencia del parasito (Fig. 21). En los macréfagos de ratones C57BL/6 se
observa lo contrario. Las células infectadas con Leishmania mexicana muestran activacion
de PKC a (Fig. 18B), siendo esto confirmado cuando se incuba LPG con PKC a purificada
(Fig. 18A). LPG activa a la PKC a lo que conduce a un mayor estallido oxidativo (Fig.
19A) y reduce la supervivencia del parasito (Fig. 21). Cabe destacar, que en contraste con
el efecto que ejerce LPG, el parasito completo de Leishmania mexicana inhibe el estallido
oxidativo en macrofagos de raton C57BL/6, aunque en menor grado que la observada para
los macréfagos de raton BALB/c. Este efecto de inhibicion en el estallido oxidativo
ejercido por Leishmania mexicana podria relacionarse con una variedad de moléculas
presentes en el parasito como la gp 63.

La importancia de PKC a en el control de parasitos se ve reforzada por el hecho de que el
inhibidor especifico de PKC o (G66976) disminuyd significativamente el estallido
oxidativo en los macrofagos de ambas cepas de ratones, lo que permiti6 una mayor
sobrevida del parasito en los macrofagos no solo en ratones BALB/c, sino también en los
macrofagos de la cepa C57BL/6, donde originalmente se observo que se podia limitar la
sobrevida del parasito. Estos datos demuestran la importancia en la modulacion de la PKC
a por LPG de Leishmania mexicana en la regulacion de la sobrevida del parasito dentro de
los macrofagos.

Los diferentes efectos que ejerce LPG sobre PKC o de ambas cepas de ratones
complementa el reporte sobre la inhibicion de PKC aisladas de cerebro de rata por LPG de
Leishmania donovani, donde se demostr6 que LPG es un inhibidor competitivo de la

dioleina por el sitio de regulacién C1 de la PKC [33].
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En afios mas recientes se ha propuesto que en el dominio regulador de PKC a hay un sitio
de unién de baja afinidad (C1A) y un sitio de union de alta afinidad (C1B), y la activacion
de la PKC a por un activador que se une al sitio de baja afinidad promueve la union
alostérica de otro activador al segundo sitio de unién de alta afinidad, resultando en un
mayor nivel de actividad [81, 82].

Asimismo, basandose en este modelo de activacion de la PKC a, es tentador especular que
LPG se une en el sitio de baja afinidad en la PKCa purificada de macrofagos de ratones
C57BL/6, lo que permite la union del PMA al sitio de alta afinidad, favoreciendo el
incremento en la actividad enzimatica. En cambio, el efecto contrario podria estar
ocurriendo en la PKC a purificada de macréfagos de ratones BALB/c, donde LPG podria
unirse al sitios de alta afinidad, evitando asi la activacién 6ptima del PMA lo que conduce a
una activacion reducida de la enzima. Estas posibles diferencias en la afinidad de LPG o
PMA por el sitio de regulacion (C1A o C1B) de la PKC o puede en parte explicar la
diferencia de actividad encontrada en la PKC o aislada de macrofagos de ratones BALB/c
y C57BL/6.

Sera interesante analizar si existen diferencias en la actividad enzimatica de PKC a
presente en los macrofagos de pacientes con mayor susceptibilidad a la leishmaniasis y si
estas alteraciones en la molécula pudieran ser responsables de una mayor susceptibilidad a

la leishmaniasis progresiva observada en pacientes con leishmaniasis cutdnea difusa (LCD).
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos en este trabajo se llegd a

las siguientes conclusiones:

1-

Tanto el LPG como el promastigote de Leishmania mexicana no modifican la
presencia de la proteina de PKC o en los macrofagos de ratones susceptibles
(BALB/c) y resistentes (C57BL/6).

El efecto que ejerce LPG sobre la actividad enzimatica de PKC a esta directamente
correlacionado con la magnitud del estallido oxidativo y la sobrevida intracelular
del parasito.

La inhibicion ejercida por LPG en la actividad enzimatica de PKC o en los
macréfagos de ratones BALB/c estd asociada con la reduccion del estallido
oxidativo y por consiguiente el parasito de Leishmania mexicana tiene éxito en la
sobrevida en el interior del macrofago.

En contraste, en macrofagos de ratones C57BL/6, LPG aumenta la actividad
enzimatica de PKC o, generando un buen estallido oxidativo y como consecuencia
limita la sobrevida del parasito.

La susceptibilidad a Leishmania mexicana en el modelo murino muy posiblemente
estd relacionada con el efecto de inhibicion que ejerce LPG sobre la actividad
enzimatica de PKC a.

Nuestros datos comparativos usando dos diferentes cepas de ratones contribuyen
con informacion adicional sobre el papel que podria estar jugando LPG de

Leishmania mexicana en la infectividad del parasito, demostrando que el fondo
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genético del huésped determina el grado en el que LPG podria modular el estallido
oxidativo, que es uno de los mecanismos leishmanicidas mas importantes las células

del huésped.
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SUMMARY

Leishmania are protozoan parasites that infect macrophages
and their survival is partially achieved through inhibition of
the cellular oxidative burst by parasite lipophosphoglycan
(LPG). PKCu is the predominant PKC isoenzyme required
for macrophage oxidative burst, yet it is not known if differ-
ent susceptibility of BALB/c¢ and C57 BLI6 mice to Leish-
mania mexicana could be related to PKCo. We analysed
the effect of L. mexicana promastigotes and parasite LPG
on expression of PKCo and on its activity in macrophages
of both mouse strains. Our data show that expression of the
isoenzyme was not altered either by LPG or by L. mexicana
promastigotes. Yet LPG exerted opposing effects on PKCo
activity of macrophages between both strains: in susceptible
BALB/c cells, it inhibited PKCo activity, whereas in the
more resistant strain it augmented enzymatic activity 2-8
times. In addition, LPG inhibited oxidative burst only in
susceptible BALB/c macrophages and the degree of inhibi-
tion correlated with parasite survival. Promastigotes also
inhibited PKCo activity and oxidative burst in macrophages
of BALB/c mice, whereas in C57BLI6, they enhanced
PKCo activity and oxidative burst inhibition was less severe.
Our data indicate that control of PKCo-induced oxidative
burst by L. mexicana LPG relates with its success to infect
murine macrophages.
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INTRODUCTION

Leishmania parasites are the causal agents of Leishmania-
sis, which is transmitted to mammals, including human
beings, by phlebotomine sand flies. Depending upon host
immune response and parasite species, leishmaniasis is
characterized by a wide spectrum of clinical manifesta-
tions. In Mexico, Leishmania mexicana is the causative
agent of two forms of cutaneous leishmaniasis: localized
cutaneous leishmaniasis (LCL), characterized by ulcerative
skin lesions that develop at the site of the bite of the sand
fly, and diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL), which con-
sists of multiple nonulcerative nodules that spread
throughout the skin, leading to severe mutilation because
of the invasion of naso- and oropharyngeal mucosae. In
murine models infected with L. mexicana, it has been
shown that BALB/c mice are significantly more suscepti-
ble and develop larger dermal lesions as compared with
C57BL/6 mice (1-3). In murine and human macrophages,
it has been established that the respiratory burst of the cell
with generation of reactive oxygen intermediates (ROI),
such as H,O, and O,7, is largely responsible for parasite
control, as these molecules have been reported to be fatal
for Leishmania promastigotes (4-8). Another toxic mole-
cule for the parasite is nitric oxide (NO), which is gener-
ated by macrophages stimulated by cytokines, such as
TNF-a and IFN-y (9,10).

Respiratory burst activity and NO production are regu-
lated by phosphorylation events mediated by protein
kinase C (PKC), a family of serine/threonine kinases com-
prising at least 13 different members (11). The mammalian
PKC superfamily is subdivided into three subfamilies on
the basis of their structural differences and related
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cofactor requirements: cPKC (classical PKC) isoforms (o,
BI, BII and v), which respond both to Ca’>" and diacyl-
glycerol (DAG); novel PKC (nPKC) isoforms (5, &, 6 and
M), which are insensitive to Ca**, but dependent on DAG
and atypical PKCs (aPKCs, /A, {), which are nonrespon-
sive to the co-factors, but may be activated by other lipids
and by protein—protein interactions. Macrophages and
monocytic cells express the Ca”*-dependent and DAG-
dependent isoenzymes o, PI, and PII, the Ca*'-indepen-
dent isoenzymes 6 and & and the atypical isoenzyme {
(12,13). Among the isoenzymes that are related to macro-
phage defence functions are PKCa, which has been shown
to be the predominant isoenzyme required for the O,
production (14), whereas PKCp is related to cell chemo-
taxis (15,16). It has been shown that PKCP can be regu-
lated by C-C chemokines (17). It has been reported that
Leishmania donovani parasites, as well as Leishmania lipo-
phosphoglycan (LPG), which is the most abundant glyco-
conjugate on the parasite surface, can impair signal
transduction mediated by PKC in macrophages, thereby
increasing intracellular survival of the parasites (18-21).
Until now, a comparative study encompassing the expres-
sion and activity of different PKC isotypes in leishmania-
sis has not been explored. Thus, it is not clear if the
susceptibility observed in BALB/c and the higher degree
of resistance in C57BL/6 mice are possibly related to
PKCa activity and to what degree the promastigotes and
LPG of L. mexicana modulate the activity of this isoen-
zyme contributing to define the disease outcome. In the
present work, we analysed the effect of L. mexicana prom-
astigotes and of purified LPG on PKCu activity of perito-
neal macrophages obtained from susceptible BALB/c and
more the resistant mouse strain C57BL/6 and correlated
the results with the oxidative burst and parasite survival
measured in macrophages of both mouse strains.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male C57BL/6 and BALB/c mice were purchased from
Harlan Laboratory (Mexico City, Mexico) and raised at
the animal facility of the Departamento de Medicina
Experimental following the national guidelines for animal
care. The animals were handled according to the guide-
lines established by the ethical committee of the Medical
School of the UNAM.

Parasites

Leishmania: Promastigotes of L. mexicana strain MHO-
M/92/UADY 68 promastigotes were grown in RPMI-1640
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medium (Life Technologies Laboratories, Gaithersburg,
MA, USA), supplemented with 5% heat-inactivated FBS
at 28°C.

Lipophosphoglycan purification

Lipophosphoglycan was purified from L. mexicana as pre-
viously described (22). Briefly, parasites were subcultured
every 4-5 days and grown to a density of 2 x 10"/mL.
Promastigotes were harvested from stationary-phase cul-
tures, centrifuged at 3200 x g for 10 min, washed three
times in PBS, and finally counted after immobilization
with glutaraldehyde (0:1%). The supernatant was removed
and the pellet was extracted with chloroform/metha-
nol/water (4 : 8 : 3, v/v) for 30 min at room temperature.
The insoluble material was used for LPG extraction with
9% 1-butanol in water (2 x 50 mL) and the pooled super-
natants were vacuum-dried. LPG was purified from this
fraction by HPLC using an octyl-sepharose column and a
1-propanol gradient (5-60%) in 0-1 M ammonium acetate.
Two octyl-sepharose columns were used to optimize LPG
purity. The preparations were negative for the presence of
endotoxin using the Limulus sp. amebocyte lysate assay
(E-Toxate Kit; Sigma, St. Louis, MO, USA). A sample
was analysed for protein contaminants by SDS-PAGE fol-
lowed by silver staining. The preparation was devoid of
protein contaminants.

Bone marrow-derived macrophages (BMMe¢)

Bone marrow-derived macrophages cells from male
BALB/c or C57BL/6 mice were prepared as described
previously (23). Briefly, bone marrow was flushed from
the femurs and tibias from mice and 7-5 x 10° cells were
plated in Petri dishes (100 x 15 mm) (bacteriological) in
10 mL of complete medium [Dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM) supplemented with 100 IU/mL penicil-
lin, 100 IU/mL streptomycin, 10 mm HEPES, and 10%
heat-inactivated foetal bovine serum (FBS)] and with 30%
(v/v) L-cell conditioned medium obtained from the super-
natant of M-CSF-secreting 1929 fibroblasts (LCM), cul-
tured at 37°C and 5% CO,. On day 7, adherent cells were
removed with ice-cold PBS and detached with a cell scra-
per. Cells were then washed and suspended in complete
medium at a concentration of 1-5 x 10° cells/mL and cul-
tured for 24 h in tissue culture dishes. Purity was analysed
by FACS using F4/80 (BD, Pharmingen).

Peritoneal cells

Peritoneal macrophages were collected from both groups
of mice, which had previously been sacrificed by cervical

© 2010 The Authors
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dislocation. The peritoneal cavity was infused with 8-
10 mL of ice-cold sterile PBS pH 7-4. Peritoneal fluid was
withdrawn through the abdominal wall with a 19-gauge
needle. Peritoneal fluids from three mice were pooled,
washed with ice-cold phosphate buffered saline and centri-
fuged at 800 x g for 10 min at 4°C. Peritoneal cells were
cultured for 18-24 h (for adherence) in RPMI 1640 (sup-
plemented with 100 IU/mL of penicillin and 100 ITU/mL
of streptomycin) containing 10% (v/v) heat-inactivated
FBS (RPMI-FBS) at 37°C with 5% CO, in tissue culture
Petri dishes of 100 x 15 mm in diameter (BD Falcon). For
experiments, 1 x 10° macrophages were cultured in 1 mL
of RPMI-FBS in 24-well treated tissue culture plates
(Corning Incorporated, NY, USA). For the oxidative burst
analysis, macrophages were maintained on ultra low clus-
ter plates (Corning). Purity was analysed by FACS using
F4/80 (BD, Pharmingen).

Western blot analysis

Bone marrow-derived macrophages (5 x 10°) obtained
from BALB/c and C57BL/6 mice were cultured over-
night at 37°C with 5% CO, and infected with 50 x 10° L.
mexicana promastigotes during 2 h at room temperature
(RT) or stimulated with 10 pg/mL LPG (per 1 x 10°
cells) during 2h at RT. Infected macrophages were
washed with PBS to eliminate nonphagocytized prom-
astigotes and incubated at 37°C, 5% CO, for 24 h. Non-
stimulated BMM¢e were used as controls. Cells were
washed with PBS and suspended in 1 mL ice-cold buffer
(20 mm Tris-HCI pH 75, 10 mm EGTA, 2 mm EDTA,
0-5%  Triton X-100, 50 mm 2-mercaptoethanol,
0-1 mg/mL trypsin inhibitor). For cell lysis, the suspen-
sion of macrophages was frozen at —70°C for 10 min and
sonicated during 10 min. This procedure was repeated
three times and lysates were centrifuged at 20 000 x g
during 20 min at 4°C. Protein concentration was deter-
mined in the supernatants by the Bradford assay. Forty
micrograms of proteins was boiled in Laemmli buffer
during 5 min, resolved with 10% SDS-PAGE in Tris/gly-
cine/SDS buffer (25 mm Tris, 250 mm glycine, 0-1% SDS)
(Biorad Laboratories, Hercules, CA, USA) and electro
transferred onto nitrocellulose membranes (Millipore,
Billerica, MA, USA) with 0-3 mA/cm? for 90 min, at RT.
The membrane was blocked for 1 h with TBST (50 mm
Tris-HCl pH 7-5, 150 mm NaCl and 0-05% Tween 20)
with 5% skim milk (w/v) at RT and washed five times in
TBST. The membrane was immunoblotted with monoclo-
nal mouse antibodies against PKCa (sc8393, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; dilution 1 : 1000)
or actin (Santa Cruz Biotechnology; dilution 1 : 2000)
overnight at 4°C. After washing four times with TBST,

© 2010 The Authors

membranes were incubated with secondary goat-anti
mouse alkaline phosphatase conjugated antibody (Bio
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA; dilution 1 : 5000)
during 1 h at RT. Finally, the membranes were stained
using nitro blue tetrazolium and bromo-cloroindoleyl
phosphate (24).

Partial purification of protein kinase C

Protein kinase C was purified as described previously (25).
In brief, BMM¢e were homogenized in ice-cold buffer
(20 mm Tris-HCI pH 7-5, 10 mm EGTA, 2 mm EDTA,
0-5% (v/v) Triton X-100, 50 mm 2-mercaptoethanol, 1 mm
PMSF, 10 pg/mL leupeptin, 0-1 mg/mL trypsin inhibitor).
The suspension was frozen at —70°C during 10 min, soni-
cated three times during 10 min and centrifuged at
20 000 x g during 10 min. The supernatant was loaded
onto DEAE-cellulose columns that had been equilibrated
with column buffer (20 mm Tris-HCl pH 7-5, 50 mm 2-
mercaptoethanol) at 4°C. After the column had been
washed with column buffer, total PKC was eluted with
column buffer containing 0-08 M NaCl, 2 mm EDTA and
0-1 mg/mL trypsin inhibitor. The eluate was concentrated
in an Amicon device (YM-30 membrane) and PKCo was
immunoprecipitated for the kinase assays. PKC was also
purified from infected BMM¢ (5 x 10°) obtained from
BALB/c and C57BL/6 mice. In these cases, the BMMo
were previously infected with 50 x 10° L. mexicana prom-
astigotes during 2 h at RT and noninfected BMM¢o were
used as controls.

PKCa activity assay

PKCa activity was determined as described previously
(26). In brief, 1 mL aliquots of partially purified and con-
centrated PKC (1 mg/mL) was incubated at 4°C with
1 pg/mL anti-PKCa antibody (Santa Cruz Biotechnology)
for 2 h with gentle shaking in the presence of phosphatase
inhibitors (10 mm f-glycerophosphate, 1 mm Na3zVOy,
11 mm NaF, 10 mm sodium pyrophosphate and 0-2 mg/
mL phosphoserine), in the absence of 2-mercaptoethanol.
Then, 20 uL of Protein A-Sepharose [30% (W/V),
Calbiochem, San Diego, CA, USA] were added and incu-
bated for 2 h at 4°C. Immune complexes were then washed
five times with buffer [5S0 mm Tris-HCI, 0-6 m NaCl, 1%
(v/v) Triton X-100, 0-5% (v/v) GPAL] containing phos-
phatase inhibitors and once with kinase buffer (20 mm
Tris-HCI pH 7-5, 10 mm MgCl,, 0-5 mm CaCl,, 50 mm
2-mercaptoethanol). Kinase activity was analysed in
immunoprecipitates incubated with the following: (i) phor-
bol-12-myristate-13-acetate (PMA) 1 x 107 m; (ii) LPG
10 pg; (iii) PMA 1x 107 M combined with LPG 10 pg
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and (iv) Bisindolymaleimide 1 (BIM-1) 1 x 107® M. PKCa.
kinase activity was also analysed in BMMg¢ obtained from
L. mexicana-infected and noninfected mice of both strains.
The incubations were performed in 50 pL of assay
mixture, consisting of kinase buffer plus 20 pg/mL phos-
phatidylserine, 0-8 pg/mL 1,2-diolein, 10 pm [y>?P]ATP
(6000 Ci/mmol, Perkin-Elmer) and 200 pg/mL of protein
substrate (histone HI-IIIS; SIGMA) during 20 min at
30°C. The reactions were terminated by adding 50 pL of
SDS-PAGE sample buffer, boiled for 5 min and analysed
by SDS-PAGE [12:5% (w/v) gel] and autoradiography
(24 h). Data were quantified by densitometric analysis
(Biorad, Quantity One Analysis Software) performed both
in Coomassie-stained gels and the corresponding autoradi-
ographies. The ratio of **P-labelled protein/dyed protein
represents the total specific phosphorylation.

Oxidative burst

The respiratory burst of mouse peritoneal macrophages
was studied by Iluminol-dependent chemiluminescence,
triggered by PMA, as described previously (27). In brief,
for the ROI production assay, peritoneal cells were centri-
fuged at 290 x g and 1 x 10° cells per assay were seeded
into sterile luminometer cuvettes. ROI production was
measured by chemiluminescence (CL) in the presence of
60 um luminol (Eastman-Kodak, Rochester, NY, USA),
using a thermostatically (25°C) controlled luminometer
(Fluoroskan Ascent FL, Labsystems, Finland). Chemilu-
minescence in peritoneal macrophages was triggered with
5%x10*M PMA and was continuously monitored
throughout 30 min. The assays were performed in the
presence or absence of L. mexicana parasites, at a para-
site-cell ratio of 10 : 1, with 10 pg LPG or with 2:3 nm
G66976 (12-(2-Cyanoethyl)-6,7,12,13-tetrahydro-13-
methyl-5-oxo-5H-indolo(2,3-a)pyrrolo(3,4-c)-carbazol),
(Calbiochem), a specific PKCa inhibitor (28). The maxi-
mum value obtained during the 30 min assay was regis-
tered in each experiment. The per cent of inhibition of the
oxidative burst was calculated using the following equa-
tion: % inhibition = (1 — x) x 100, where x is the ratio of
the mV obtained for macrophages in the presence of L.
mexicana promastigotes, with LPG or with G66976,
divided by the mV obtained for macrophages in the
absence of stimuli.

Survival of intracellular parasites

The intracellular survival of parasites was analysed as
described previously (29). Briefly, peritoneal macrophages
of BALB/c and C57BL/6 mice were plated into four-well
Lab-Tek Chamber Slides (Nunc, Naperville, IL, USA)
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and infected with stationary-phase L. mexicana prom-
astigotes at a parasite-cell ratio of 10 : 1 in culture med-
ium (RPMI 1640 supplemented with 100 ITU/mL
penicillin, 100 ITU/mL streptomycin, 10 mm HEPES) at
28°C for 2 h. Unbound parasites were removed with four
washes of PBS at RT. Infected cells were then incubated
in culture medium in the presence or absence of 2:3 nm
G066976, at 37°C and 5% CO, during 24 h. Afterwards,
oxidative burst was induced in macrophages with
5% 107* M PMA during 30 min at 37°C. To detect intra-
cellular parasites that had survived the oxidative burst,
macrophages were washed three times with PBS and the
cells were then incubated with fresh medium at 37°C and
5% CO, during 24 h. After this period, the slides with
infected macrophages were dried, fixed in absolute meth-
anol and stained with Giemsa stain. We determined the
survival of intracellular parasites by microscopic analysis
(Axiolmager M1, Zeiss, Germany) by counting the total
number of intracellular parasites in 100 infected macro-
phages per slide. Parasite survival in nonstimulated cells
was used as control. The percentage of parasite survival
was calculated in relation to those surviving in nonstimu-
lated macrophages.

Statistical analysis

All data are expressed as mean = SEM (standard error of
the mean). Statistical evaluation of the data was per-
formed using the Mann—Whitney U-test. A value of
P < 0-05 was considered statistically significant.

RESULTS

Western blot analysis of PKCa expression in BALB/c
and C57BL/6 BMMe¢ stimulated with Leishmania mexi-
cana promastigotes or with LPG

The effect of LPG (10 pg/mL) or L. mexicana promastig-
otes (parasite: cell ratio of 10 : 1) on the expression of
PKCo of BMM¢@ was examined using immunoblots. The
analysis revealed that there were no changes in the expres-
sion of PKCa in BMM¢ obtained from C57BL/6 or from
BALB/c mice after stimulation with LPG or with L. mexi-
cana promastigotes (Figure 1). Purity of BMMeo was 95%
(data not shown).

Analysis of PKCa activity

To examine possible differences in PKCa activity between
BALB/c and C57BL/6 BMMg@, we used partially purified
immune complexes specific for PKCo to measure their
capacity to phosphorylate histone H1 IIIS, a typical PKC
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Figure 1 Western blot analysis of PKCa expression in BMM¢ of
BALB/c and C57BL/6 mice. PKCu is detected as an 80 kDa
band. The densitometric analysis of the PKCo expression was
performed in basal conditions as well as stimulated with 10 pg/mL
LPG or infected with Leishmania mexicana promastigotes during
2h (in a 10 : 1 parasite: cell ratio). Cells were incubated with
anti-PKCa or anti-actin antibodies overnight at 4°C. Following
four washings with TBST, membranes were incubated with
secondary antibody during 1 h at RT. Densitometric evaluations
shown in graph bars are mean = SEM of three independent
experiments.

substrate. The assay was performed in the absence or pres-
ence of the following agents: LPG (10 pg/mL), PMA (a
potent PKC activator) and BIM-1 (potent and selective
PKC inhibitor). We found that in BALB/c mice, LPG sig-
nificantly inhibited PKCo activity, producing a 2-85-fold
decrease when compared with control values (P < 0-0369).
When LPG was incubated simultaneously with PMA, the
degree of inhibition induced by LPG was less striking
(1-9-fold decrease), in comparison with control values. As
expected, an almost total inhibition of PKCa activity was
achieved with PKC inhibitor BIM-1. In marked contrast,
we found that LPG induced the opposite effect on PKCa
activity of C57BL/6 BMMo, where it significantly
enhanced the phosphorylation of histone H1 IIIS (2-8-fold
increase) (P < 0-0369), as compared with the control. The
enhanced phosphorylation was comparable with that
achieved by stimulation with PMA. As observed for PKCa
from BALB/c BMMg, the PKC inhibitor BIM-1 also
completely inhibited the activity of PKCo obtained from
BMMo of C57BL/6 mice (Figure 2a).

We also found that in BMM¢o of BALB/c mice infected
with L. mexicana, the PKCa activity decreased 1-85-fold,
when compared with the activity of noninfected controls
(P < 0-036). In contrast, PKCa obtained from C57BL/6
macrophages infected with L. mexicana, showed a 2-fold
increase over the controls (P < 0-033) (Figure 2b). All
these data show a clear difference in the modulation of
PKCa activity between PKCa purified from BALB/c and
C57BL/6 mice in the presence of live promastigotes or
purified LPG.

© 2010 The Authors
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Figure 2 Effect of LPG and Leishmania mexicana promastigotes
on PKCu activity in vitro using histone H1-IIIS as substrate. The
panel shows the histone HI-ITIS autoradiogragh (**P) and
Coomassie blue-stained gel. (a) Specific phosphorylation of
histone H1-IIIS by PKCa from BALB/c and C57BL/6 BMMo
stimulated with PMA 1 x 107° M, LPG 10 pg, PMA 1 x 107 m
together with LPG 10 pg, or with BIM-1, is shown. (b) Specific
phosphorylation of histone HI-IIIS by PKCa obtained from

L. mexicana-infected and noninfected BMM¢ of BALB/c and
C57BL/6 mouse strains. Densitometric evaluations shown in
graph bars are mean £ SEM from three independent experiments
(@, * indicates statistically significant differences from
nonstimulated controls).

Effect of LPG and Leishmania mexicana promastigotes
on the oxidative burst of peritoneal macrophages of
BALB/c and C57BL/6 mice

It has been reported that PKCa is a predominant PKC
isoenzyme required for the oxidative burst in macrophages
(14). We next analysed the effect of LPG on the oxidative
burst induced by PMA on peritoneal macrophages of both
mouse strains in the presence or absence of the PKCao
inhibitor G66976. We found that LPG induced opposing
effects on the PMA-induced oxidative burst of macrophag-
es from both mouse strains. Whereas in macrophages of
BALB/c mice, LPG inhibited the oxidative burst by
11-33%, compared with control values (P < 0-002), in
C57BL/6 macrophages, LPG enhanced the oxidative burst
by 13:7% (P < 0-017) over the controls not incubated with
LPG. When the macrophages were pre-incubated with the
PKCa inhibitor G66976, either alone or in combination
with LPG, the oxidative burst of macrophages of both
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mouse strains was inhibited in relation to the macrophages
in the absence of G66976, albeit the degree of inhibition
was higher in the BALB/c macrophages (P < 0-002)
(Figure 3a).

We also analysed the effect of L. mexicana promastig-
otes on the PMA-induced oxidative burst of peritoneal
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Figure 3 Effect of LPG and Leishmania mexicana promastigotes
on the oxidative burst of peritoneal macrophages of BALB/c and
C57BL/6 mice. The oxidative burst was induced by PMA and
ROI production was measured by CL in the presence of luminal
during 30 min at 25°C, where the maximum value was registered.
Levels of oxidative burst in cells not stimulated by PMA, but
treated only with LPG or parasites were also measured. (a)
Oxidative burst of BALB/c and C57BL/6 macrophages in the
presence of 10 pg of LPG with or without the PKCa inhibitor
G066976. (b) Oxidative burst of macrophages of both mouse
strains in the presence of L. mexicana promastigotes with or
without G66976. The data shown are mean + SEM of six
independent experiments (symbols indicate statistically significant
differences).
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macrophages obtained from both mouse strains. The assay
was performed in the absence or presence of the PKCa
inhibitor G66976. L. mexicana promastigotes significantly
diminished the oxidative burst induced by PMA on mac-
rophages of both mouse strains, yet the degree of inhibi-
tion was significantly higher in BALB/c macrophages
(46:4%, P < 0-002) than in C57BL/6 macrophages (19-4%
P < 0-00013) as compared with controls not incubated
with the parasite. In the presence of G66976, the degree
of inhibition exerted by L. mexicana promastigotes on the
oxidative burst of BALB/c macrophages was similar to
that achieved without G66976. In C57BL/6 macrophages,
G066976 was able to increase the degree of inhibition of
the oxidative burst exerted by L. mexicana promastigotes,
as compared with the oxidative burst in the absence of
G066976 (P < 0-00013) (Figure 3b). The purity of perito-
neal macrophages ranged between 80% and 85% (data not
shown).

The levels of oxidative burst in cells not stimulated by
PMA, but treated only with LPG or L. mexicana prom-
astigotes, were also measured. In both cases, the levels of
oxidative burst were below the detection level of the appa-
ratus.

Effect of PKCa inhibition on the survival of Leishmania
mexicana parasites within peritoneal macrophages of
BALB/c¢ and C57BL/6 mice

To determine a possible correlation between PKCa activity
and the effectiveness of burst oxidation with the intracellu-
lar survival of the parasite, peritoneal macrophages from
both mouse strains were infected with L. mexicana prom-
astigotes. The oxidative burst was then induced by PMA
and the parasite survival was analysed. Results show that
in C75BL/6 macrophages stimulated with PMA, only 66%
(259 parasites/100 macrophages) of the parasites survived
as compared with parasite survival in macrophages not
stimulated with PMA (390 parasites/100 macrophages). In
contrast, 92% (280 parasites/100 macrophages) survived in
BALB/c macrophages as compared with parasite survival
in nonstimulated macrophages (304 parasites/100 macro-
phages). When the burst oxidation was induced with PMA
in the presence of PKAa inhibitor (G66976), the parasite
growth in macrophages from both mouse strains increased
above the nonstimulated control: 33% (405 parasites/100
macrophages) in BALB/c and 7% (419 parasites/100 mac-
rophages) in C57BL/6 (Figure 4).

The data indicate that LPG and L. mexicana parasites
exert opposing effects on PKCa activity of susceptible and
resistant mouse macrophages, which correlate with the
magnitude of burst oxidation and with the survival of the
parasites within macrophages. Taken together, our data
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Figure 4 Analysis of intracellular survival of Leishmania
mexicana parasites in peritoneal macrophages of BALB/c and
C57BL/6 mice stimulated with PMA in the presence and absence
of PKCua inhibitor G66976. Peritoneal macrophages were infected
with L. mexicana promastigotes (ratio of 1 : 10). Unbound
parasites were removed and infected cells were then incubated in
the presence or absence of PKCa inhibitor G66976. Macrophages
were then stimulated with PMA for 30 min and after 24 h the
slides were stained with Giemsa. The total number of intracellular
parasites in 100 infected macrophages was quantified by
microscopic analysis. Parasite survival in nonstimulated cells was
used as control. The percentage of parasites that survived the
oxidative burst was calculated in relation to those surviving in
nonstimulated macrophages. The data shown are mean + SEM of
three independent experiments (@, *, A, + indicates statistically
significant differences).

suggest that PKCa plays an important role in the L. mexi-
cana infection outcome in vitro.

DISCUSSION

One of the primary defence mechanisms of macrophages
against Leishmania infections is the oxidative metabolism.
It has been shown that L. donovani parasites avoid trigger-
ing the oxidative burst by actively inhibiting PKC in mac-
rophages (30), and the molecule responsible of this
inhibition is LPG (20). LPG is a glycosylinositolphosphol-
ipid (GPI)-anchored polymer formed by repeating disac-
charide-phosphate units, through which promastigotes
interact with both the insect vector and the mammalian
host. LPG is essential for infecting macrophages through
various mechanisms. It has been shown that LPG alters
the organization of lipid microdomains on the phagosome
membrane. Additionally, LPG participates in other
immune evasion mechanisms such as the efficient of scav-
enging toxic oxygen metabolites, modulation of inducible
nitric oxide synthase (iNOS) and downregulation of PKC
activation, required for the assembly of the NADPH oxi-
dase complex (31,32). It has been proposed that a fraction
of LPG intercolates from the lipid bilayer of the parasite
to the lipid bilayer of the macrophage (33).

PKCo, which is rapidly recruited to the nascent
phagosome, is the predominant isoenzyme required for the

© 2010 The Authors

O, production and additionally regulates other macro-
phage functions related to host defence, such as FcyR-
mediated phagocytosis and signal transduction leading to
activation of ERK1/2 (14,34,35). PKCua is associated with
the phagosomal membrane and phosphorylates the myri-
stoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS), a
membrane protein associated with actin-based motility
and with membrane trafficking. PKC-dependent phos-
phorylation of phagosome MARCKS leads to the move-
ment of both lysosomes and phagosomes on microtubules,
that is required for their interaction. In the J774 cell line,
it has been demonstrated that the inhibition of PKCa by
L. donovani LPG leads to the inhibition of F-actin depoly-
merization at the phagosomal membrane, thereby avoiding
the fusion events required for the delivery of endosomal
contents into parasitophorous vacuoles, thus permitting
parasite multiplication (35-37).

In this work, we analysed if the modulation of PKCa
by LPG of L. mexicana was related to parasite survival in
macrophages of susceptible BALB/c mice vs. cells of the
more resistant C57BL/6 mice. We found that L. mexicana
LPG exerted opposing effects on PKCo of macrophages
of both strains: whereas in the susceptible BALB/c mouse
it was inhibitory, in the more resistant C57BL/6 mouse, it
activated PKCo. The modulation that LPG exerted on
PKCa activity correlated with the magnitude of the oxida-
tive burst and with the intracellular parasite survival.
Thus, the inhibition of PKCa activity in BALB/c macro-
phages was associated with a reduction in the oxidative
burst, permitting an enhanced parasite survival. In con-
trast, in C57BL/6 macrophages, LPG increased PKCa
activity, enhancing the oxidative burst, thereby limiting the
parasite survival.

Our data are in accordance with the literature, where it
has been reported that the respiratory burst of macro-
phages can differ between BALB/c and C57BL/6 mice,
according to their susceptibility to different pathogens.
Peritoneal macrophages from herpes simplex resistant
(C57BL/6) mice present an augmented respiratory burst
capacity as compared with virus-susceptible (BALB/c)
mice (38). The opposing effect exerted by L. mexicana
LPG on PKCa of macrophages from different mouse
strains is also in accordance with the literature, where it
has been shown that the isoenzyme PKCy can have
opposing responses in different mouse strains (39). Even
though LPG has been shown to down-regulate PKC acti-
vation, thus allowing increased intracellular survival of
L. donovani, there are still controversial data regarding the
importance of LPG in establishing a successful Leishmania
infection. It has been shown that deletion of the Ipgl gene
did not influence the infectivity of L. mexicana on macro-
phages of BALB/c and C57BL/6 mice (40). On the other
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hand, it has also been reported that LPG is required for
activation of dendritic cells that protect against Leish-
mania infections and that deletion of LPG in Ipgl™~
mutant parasites leads to accelerated lesion development
in C57BL/6 mice (41).

Our comparative data using various mouse strains con-
tribute to the understanding of the role that Leishmania
LPG could be playing in parasite infectivity, showing that
the genetic background of the host determines the relative
degree in which LPG could be modulating the oxidative
burst, one of the most important leishmanicidal defence
mechanisms of host cells. Other host cell components have
been linked to strain susceptibility towards Leishmania
infections. Thus, LTB4 has been shown to be essential for
the control of Leishmania amazonensis in the resistant
mouse strain C3H/HePas, as macrophages of resistant
mice produce higher levels of LTB; when compared with
macrophages from susceptible BALB/c mice (42). Yet
much remains to be explored on how the genetic back-
ground of the host correlates with susceptibility towards
Leishmania.

Taken together, our data show that L. mexicana infec-
tions of BALB/c BMMg lead to PKCa inhibition (Fig-
ure 2b) and that the molecule responsible for this
inhibition is L. mexicana LPG (Figure 2a). The inhibition
of PKCa then leads to oxidative burst reduction (Fig-
ure 3), permitting increased parasite survival, as compared
with nonstimulated controls (Figure 4). In C57BL/6
BMMe, the opposite response is observed. L. mexicana-
infected cells display activation of PKCa (Figure 2b),
which is confirmed by purified LPG incubated with PKCao
(Figure 2a). LPG activation of PKCa then leads to
enhanced oxidative burst (Figure 3a), thus reducing para-
site survival, as compared with nonstimulated controls
(Figure 4). It is noteworthy, that in contrast to purified
LPG, the complete parasite inhibits the respiratory burst
in C57BL/6 macrophages, albeit to a lesser degree than
observed for BALB/c cells. This inhibitory response in the
oxidative burst induced by the whole parasite could be
related to a variety of other molecules and mechanisms in
addition to LPG, such as the possible recognition of ops-
onized parasites by CR3, a complement receptor that
inhibits the oxidative burst (43).

The importance of PKCa in parasite control is further
strengthened by the fact that the PKCa inhibitor G66976,
which significantly reduced the oxidative burst in macro-
phages of both mouse strains, allowed an enhanced para-
site survival in macrophages not only in BALB/c cells but
also in C57BL/6 cells, which were originally able to limit
parasite survival. These data underscore the importance of
the varying modulation of PKCa by L. mexicana LPG in
regulating parasite survival within macrophages.

8
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The opposing response of macrophages from both
mouse strains seems to be specifically related to L. mexica-
na LPG and not to alterations in the PKCao enzyme, as a
nonspecific stimulus, such as PMA, modified the enzy-
matic activity of PKCa in an identical manner in macro-
phages of both mouse strains.

The opposing effect of LPG on PKCa of both mouse
strains is noteworthy, as to date, it has only been
reported that L. donovani LPG inhibits PKC isolated
from rat brain. In that study, it was shown that LPG is
a competitive inhibitor of diolein on the regulatory
binding site C1 of PKC (44). Although the LPG bind-
ing site on PKCo has not been mapped, results suggest
that LPG must bind to C1 region of PKC. Comparison
of the primary sequence of PKCao C1 site between the
two mice strains used in our study (data not shown)
showed no differences between them. As post-transla-
tional modification represents a ubiquitous and essential
device for control of PKC activity localization, stability
and protein—protein interaction, it would be possible
that the opposite effect exhibited by LPG may be as a
result of differences in post-translational modifications
found in PKCa at or near this site en each mouse
strain (45). In addition, it has been proposed that differ-
ences in specificities of high and low affinity phorbol
ester-binding sites may partially contribute to distinct
effects on PKC-regulated cellular processes (46). In this
respect, it has been suggested that ligand affinity and
conformational flexibility of the Cl domains determine
differential activation mechanisms and it would be inter-
esting to analyse if LPG binds preferentially to the high
affinity (C1B) or low affinity (C1A) phorbol ester-bind-
ing sites of Cl, as has been observed for other activa-
tors (47,48). To clarify further the background of the
differential activation of PKCa in macrophages of sus-
ceptible and resistant mouse strains, it will be crucial to
analyse the precise binding site of LPG to PKCo. It is
noteworthy that the inhibition of PKCa by G66976 is
achieved through binding of the inhibitor to the C3
domain of PKCua, thereby achieving the same degree of
inhibition in both mouse strains (28).

Even though we found that the modulation of PKCa by
LPG affects parasite survival through the modulation of
oxidative burst, it is possible that this is not the only
mechanism affecting parasite survival, as this enzyme also
affects other macrophage effector functions.

To the best of our knowledge, this is the first compara-
tive report that shows a differential modulation of PKCa
by L. mexicana and by the parasite LPG in macrophages
of susceptible BALB/c and the more resistant C57BL/6
mice, which correlates with the oxidative burst and with
parasite survival. To date, it is not clear if the different
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activation of PKCa by LPG in both mouse strains is pos-
sibly related to different binding domains or possibly to
other mechanisms such as polymorphisms or SNPs in the
genes associated with the signalling pathway of this
enzyme.

It will be interesting to analyse the response of PKCa to
L. mexicana LPG in macrophages of patients with DCL.
In addition, it remains to be determined whether the inhi-
bition that LPG exerts on the enzymatic activity of PKCa
in macrophages is solely responsible for the susceptibility
of BALB/c mice towards infection with L. mexicana.
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