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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad causada positpargrotozoarios del ¢
Leishmania. En México el agente causal Esmexicana, que origina distintos cuaaros
clinicos. En el modelo murino, la susceptibilidadaoresistencia a la leishmaniasis se
correlaciona con el tipo de respuesta inmune questsblece durante la infeccion. Una
respuesta celular Thl productora de citocinas ted@so IFN, junto con una actividad
citotoxica adecuada, controlan la enfermedad. Efitéaatura se ha descrito que los
linfocitos T y las células NK ayudan a eliminar @ Imacrofagos infectados can
mexicana. Una de las moléculas que se ha asociado cortdmicidad es el marcador
NK1.1 presente en las células NK y en los linfacifoactivados. En el presente trabajo se
analizé el marcador NK1.1 en los linfocitos T ddonmes C57BL/6 infectados con
Leishmania mexicana. Se encontrd un incremento significativo en la regin del
marcador NK1.1 y en la produccién de iNn las células T CD4, CD8 y dobles negativas
(CD4 CDS8). Por otra parte, en estudias vitro encontramos que los glicoconjugados:
LPG (lipofosfoglicano) dd.eishmania mexicana, peptidoglicano y Biostim d&lebsiella
pneumoniae pueden modular el nimero de células T NK1.1 asiocta produccion de
IFNy. Los resultados de nuestro trabajo sugieren gsecédulas que incrementan la
expresion del marcador NK1.1 posiblemente ayudaresmlver la infeccion pol.

mexicana y que el estimulo con glicoconjugados aumentdiyae las células T NK1.1.



|. INTRODUCCION

1.1. Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad transmitiddapgmicadura de una mosca hembra de la
subfamilia Phlebotominae. Afecta a algunos mamsfeemtre ellos, a los seres humanos.
Esta enfermedad es una parasitosis causada pas \@species del génekeishmania.
Diferentes especies de este parasito generan rdésréormas clinicas de la enfermedad.
Algunas especies deeshmania causan noédulos y Ulceras en la piel (leishmaniasis
cutanea), otras afectan las membranas mucosdmfbaisasis mucocutanea) y otras causan
dafios a algunos organos internos (leishmaniasisraly (1) La prevalencia mundial de la
enfermedad es de 12 millones de personas y seaegti;n350 millones de personas estan
en riesgo de contraer la enfermedad. Cada afopsetar 500 000 nuevos casos con
leishmaniasis visceral y 1.5 millones de pacientes leishmaniasis cutdnea. Esta
enfermedad afecta a 88 paises, de los cuales 7pagses en desarrollo (Figura La
leishmaniasis se ha reportado en todos los paéséstthoamérica. En México se conoce
su existencia desde la época prehispanica, asi tmmpesencia de las diversas formas
clinicas, principalmente la leishmaniasis cutaness estados mas afectados por este
padecimiento sor(3) (Figura 2). La leishmaniasis permanece como unegpavblema de
salud publica, ya que su propagacion estd aumentalus riesgos ambientales tales como
el cambio climatico, las migraciones masivas, lzanizacion, factores individuales como
el VIH, la mala nutricion y la genética del indiviml son algunos de los factores asociados

con esta enfermedad (2, 56).
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Figura 1. Distribucion global de casos de leishmaniasisspsale leishmaniasis con la co-infeccidon con VIH
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Casos de Leishmaniasis en México

# Mayor nomero de cxsos

Figura 2. Distribucién de la leishmaniasis en México (3).

1.2. Clasificacion dd_eishmania

Anteriormente la clasificacion desishmania se baso en factores ecobioldgicos tales como
el vector, la distribucion geogréfica, el tropismas propiedades antigénicas y las
manifestaciones clinicas. Sin embargo, analisiglimicos y moleculares mostraron que
estos criterios fueron inadecuados. En la actudisgautilizan otros criterios para clasificar
a Leishmania tales como son los marcadores de patrones poloosren el ADN del

cinetoplasto, asi como las proteinas y antigenigsadésito (Figura 3) (4)
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Figura 3. Clasificacion taxondmica desishmania. Todos los miembros del géndreishmania son parasitos
de mamiferos en la que los dos subgéndmshmania y Viannia, estan separados por su localizacion en el

intestino del vector. El analisis basado en isoeagidefine complejos de especies entre los géf#ros

1.3. Ciclo biolégico dd_eishmania

La leishmaniasis es transmitida por la picadurauda& mosca hembra que pertenece al
géneroPhlebotomus en el Viejo Mundo y al génefautzomyia en el Nuevo Mundo (4Al
alimentarse de la sangre de un mamifero, las masocasilan un pequefio nimero de
parasitos en la piel, en forma de promastigotesedia estadio los parasitos son moviles,
tienen un flagelo que emerge por la parte antgrimiden entre 5 a 20 micras de largo por
1 a 4 micras de ancho. Esta forma del parasitqpesnizada por componentes del suero,
gue facilita que los promastigotes sean fagocitgmwsmacrofagos y células dendriticas
principalmente. En el interior del fagosoma sedfarman en amastigotes. Los amastigotes

son de forma redonda sin flagelo, no son movilesigen de 2 a 6 micras. Se dividen

11



dentro de las células fagociticas por fisién bmdtevando a la lisis de la célula hospedera
y liberando a los amastigotes que también son dgmidws por componentes del suero, lo
gue facilita la fagocitosis. Las células infectagaeden ser ingeridas por moscas al ingerir
sangre, con lo cual se cierra el ciclo. Dentro idedstino de estas moscas se lisan los
macrofagos, liberando a los parasitos que se tranah rapidamente en promastigotes.
Estos promastigotes no infecciosos se adhiereparéa del intestino medio de la mosca, e
inician una migracion y diferenciacion a promasggometaciclicos (estadio infeccioso).

Los promastigotes metaciclicos pueden ser trardwsita otro mamifero cuando la mosca

se alimente de otro individuo sano, iniciandosevaaente el ciclo (5).

12
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Lutzomyia 4 4
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Infeccidn de
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Reinfeccidn de
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Liberacién de amastigotes

Proliferacién de
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Figura 4. Ciclo de vida dé-eishmania

1-Una mosca hembra pica a un mamifero e inocularlmagstigotes metaciclico®: El macréfago fagocita a
los promastigotes deeishmania. 3- Los promastigotes se diferencian a amastigotegleimterior del
fagosoma.4- Los amastigotes proliferan por fisién binark. EI macréfago es lisado, liberando los
amastigotes6- El macréfago infectado puede ser ingerido por mesca que posteriormente puede picar e

infectar a otro sujeto sana/e puede infectar a mas macréfagos (5).
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1.4. Cuadros clinicos de Leishmaniasis

1.4.1. Leishmaniasis cutanea localizada (LCL)

En México, la manifestacion clinica mas comun edelamaniasis cutanea localizada,
conocida también como “Ulcera del chiclero” y reprga el 99% de los casos nuevos. El
agente causal és mexicana. El cuadro clinico inicia con una papula pequeitareatosa e
indolora, de crecimiento gradual, con infiltradécemacion central de fondo limpio y sin
secrecion purulenta (Figura 5). Es de facil tratan@ con los compuestos antimoniales
pentavalentes y ocasionalmente el paciente puadeseusin tratamiento en un periodo de

6 meses a dos afnos (3).

Figura 5. Leishmaniasis cutanea localizada. Paciente caralilmica (6).

1.4.2 Leishmanias cutanea diseminada (LCD)

La leishmaniasis cutanea diseminada se caracf@goizabundantes lesiones nodulares que
albergan un gran numero de células infectadas, ey sp1 encuentran diseminadas en
practicamente todo el tegumento, con excepciércaeto cabelludo, regiones inguinal y
axilar, genitales externos, plantas de los piepalynas de las manos, aunque se han

reportado algunas excepciones (Figura 6). La emfgéach es de curso crénico y
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generalmente los enfermos presentan resistena@a tdtamientos. Esta forma clinica se

asocia con recaidas e infecciones bacterianasdmtas (6).

Figura 6. Leishmanias cutanea diseminada. Paciente conpheslthddulos (6).

1.4.3. Leishmaniasis mucocutanea (MC)

En Sudamérica a este cuadro clinico se le conog® @spundia. Las manifestaciones
clinicas se presentan muchos meses 0 afios despugasbdrse resuelto la enfermedad
cutanea; se deben a metéastasis de lesiones cytanegse en un porcentaje de los casos
no es posible identificar la lesion primaria. Lasibnes se inician principalmente en la
mucosa nhasal. Se aprecia inflamacion de la mucdspegtrofia vascular, con ulceracion
gue llega a comprometer el tabique nasal cartitesginEl progreso de la enfermedad es
cronicqg puede involucrar el labio superior, paladar, epig) cuerdas vocales, hipofaringe,
laringe y traquea (Figura 7). Los cuadros seveeoas®cian con dificultad para respirar,

deglutir, también se presenta disfonia, afonixkeiso asfixia (6).

15



Figura 7. Leishmaniasis mucocutanea. Lesion orofaringea (6).

1.4.4. Leishaminiasis visceral (LV)

El 90% de los casos se han reportado en Banglattesh, Nepal y Sudan. Los agentes
etiologicos pertenecen al complejo ldedonovani. Los sintomas aparecen generalmente a
los tres meses de la infeccion. Los sintomas meésudéntes son fiebre nocturna,
taquicardia, diarrea y tos. Se presenta esplendmaegjatercer mes, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia son caracteristicas condafégura 8). Las manifestaciones
tardias son edema, caquexia e hiperpigmentacionifies la enfermedad es grave y lleva a

la muerte en el 100% de los casos, si no son tat].

Figura 8. Leishmaniasis visceral. Paciente con esplenonge(f)i

1.5. Modelo murino de leishmaniasis

Diferentes especies deishmania pueden causar distintos cuadros clinicos y kavegtad
de estos puede variar entre individuos. Por estevanen la leishmaniasis experimental se
han utilizado cepas singénicas de ratones par#icdasel estudio de la infeccion por
Leishmania en cepas de ratones susceptibles y resistenteseAsonsidera que para el

modelo dd_. major la cepa de ratones C57BL/6 es resistente miegtrada cepa BALB/c
16



es susceptibles]. En la infeccion experimental can mexicana, varios trabajos sugieren
diferencias importantes en los factores que invaluda resistencia y la susceptibilidad de
L. major y L. mexicana. En la cepa de ratones BALB/c hay una diseminacigdanea y
visceral en la infeccion cob. mexicana y en el caso de los ratones C57BL/6 los ratones
eliminaron al parasito de los nodulos linfoides;opeo fueron capaces de sanar la lesion

cutanea primaria (52).

1.6. Respuesta inmune de células T en la leishmasig

Las células T generan especificidad y memoria ednfecciones parasitarias intracelulares
y han sido caracterizadas extensivamente en l|zdidie por Leishmania (11). En los
modelos murinos (BALB/c y C57BL/6) se encontrd tpsusceptibilidad o la resistencia a
la infeccion con Leishmania major se asocia a una respuesta tipo Th2 y Thi,
respectivamente, y ambas se distinguen por elmpattdcinas que secretan (5). Durante la
respuesta protectora contra la leishmaniasis, Bsrdfagos y células dendriticas secretan
principalmente citocinas de tipo Thl como IL-12e@ctiva linfocitos T CD4 induciendo
su produccion de IFN Mientras que en la respuesta no protectora cémiishmaniasis,
los macrofagos y células dendriticas secretaniodsae tipo Th2 como IL-10, que induce
la produccién de IL-4 por los linfocitos T CD4 (1B3). Esta bien documentado que el
IFNy induce la produccion del oxido nitrico por induaitranscripcion de la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) en el macrofago. Por lal @ermite la destruccion del parasito y
el control de la enfermedad (Figura 9) (8).

Durante la infeccion pokL. major, los ratones resistentes como los de la cepa UB7BL
claramente desarrollan un fenotipo Thl ante logganbs del parasito. En contraste, los

17



ratones susceptibles BALB/c desarrollan una respuds2, que favorece la progresion de

la enfermedad (5).

Otro mecanismo leishmanicida que es favorecido leorproduccién de IFN es la

citotoxicidad celular, en la cual los linfocitosAD8 y las células NK lisan a las células
fagociticas infectadas pheishmania. EI IFNy ayuda a la activacion de las células NK y
también aumenta la expresion de moléculas clasediamte las cuales los linfocitos CD8

pueden reconocer antigenos extrafios en una céfatadda (14,15).

@& Control de la enfermedad
IFN-v
-2 )
TNF-=w
'_5) iNOS

IL-4 Progresionde la enfermedad

1L-5

IL-6
)
IL-10

11-13
TGF-B
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Figura 9. Respuesta Thl y Th2 en leishmaniasis. El modelonmuale la infeccion coheishmania mexicana
sefiala que la susceptibilidad y la resistencia enfarmedad dependen del tipo de citocinas prodagbr

los linfocitos T (15).

Otra subpoblacion de linfocitos T que se encuergrael umbral de la inmunidad innata y
adaptativa son las células NKT, que se caracteprantener receptores de células NK
(DX5, NK1.1) y poseer un TCR de cadena invariani®4h18 en humanos y 14118

en raton (16). Estas células se activan por ardggyda tipo lipidico presentados a través de
CD1. Se han descrito al menos tres subtipos déaséNKT tales como, NKT CO4NKT
CDS8' y células NKT CD4CDS. Estos subtipos se distribuyen en el timo, highdao y la
médula 6sea (21). Cada uno de estos subtipos didnsiolucrado con diferentes funciones
efectoras. Las células NKT CD#an sido descritas como células productoras dg BN
IL-4, mientras que las células NKT CDé&an sido descritas como productoras deylfN
como células citotéxicas independientes de la ptas#n por CD1d (50). En diabetes tipo
1 se ha descrito que las células NKT CDD8 ayudan a mejorar la condicién de los
ratones debido a la produccioén de citocinas tadesoc IL-4 e IL-10 (51). El papel de las
células NKT durante la respuesta inmune cob&fshmania es controversial, ya que se ha
reportado que las células NKT de ratones C57BL{Bnatadasin vitro con LPG del.
major generan una respuesta de tipo Thl (17). En coetraisos autores encontraron que
las células NKT estimuladas con LPGldealonovani, presentan una respuesta de tipo Th2

(18).
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1.7. Activacion de la iNOS por el IFN

La unién del IFN a su receptor en el macréfago activa la via daligeiion de las Janus
cinasas 1y 2 (JAK1/JAK2) y STAT 1. Durante esti@vacion las cinasas JAK fosforilan al
factor de transcripcion STAT 1, el cual se dimenzae transloca al nacleo en donde
induce la expresion del factor de transcripcion (BB). Este factor se une al promotor de
la INOS e induce la expresion génica de esta engimegproduce 6xido nitrico a partir del
aminoacido L- arginina y el oxigeno molecular (58).0xido nitrico es un mecanismo
leishmanicida efectivo ya que genera mutacionegleDNA, altera la estructura de las
proteinas por nitrolizacion, ademas el o0xido nitrtambién puede interactuar con las
especies reactivas de oxigeno y generar espeeaietives de nitrbgeno con gran potencia

microbicida (55).

1.8. Expresion de las moléculas NK1.1 en las célslde origen linfoide

La molécula NK1.1 es un receptor de lectina tipgu€ pertenece a la familia de receptores
NKR-P1 (19). Se conocen 5 isoformas de la molédld.1, pero en el ratdon la mas
estudiada es la isoforma activadora NKRP1-C. Cafialar que no todas las cepas de
ratones expresan NK1.1 C57BL/6 si la expresa, masrque BALB/c no la expresa (20).
Anteriormente, el marcador NK1.1 s6lo se habiantago en los linfocitos NK y en las
células NKT con TCR de cadena invarianteI¥-18 en raton) (21). Recientemente se ha
reportado que, bajo ciertas condiciones, NK1.1 )ggresa en practicamente todas las
células de origen linfoide. Por ejemplo se ha etrado que la infeccion con el virus de la
coriomeningitis linfocitica induce un incrementolarexpresion de NK1.1 en células CD4
y CD8 restringidas por MHC (22). También se ha denado que las células dendriticas de
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origen linfoide con actividad citotoxica presentanmolécula NK1.1 en conjunto con
CD11b (23). Adicionalmente los linfocitos T gamdfdele timo también expresan NK1.1

(24).

1.9. Activacion del receptor NK1.1

Se ha descrito que NK1.1 es un receptor de cartaibgl con preferencia padx-
acetilgalactosamina (GalNAc) > N-acetilglucosamif@IcNAc) > Fucosa (Fuc) >
Galactosa (Gal) > Manosa(Man) (25). Estos carbatodrson reconocidos por NK1.1 y
siguen una via de sefializacion dependiente deetepcia del receptor Fc gama (fF;Ra
cual activa a la tirosin cinasa (Syk), que desemgadina via de sefializacion que termina

en la produccion de IFNcon la activacion de la citotoxicidad en las @HUNK (26).

1.10. Los glicoconjugados Biostim, PeptidoglicandGlicoproteina de 63kD (gp63) y

LPG de L. mexicana

1.11. Biostim

El compuesto RU 41.740, también llamado Biostim, ues extracto purificado de
glicoproteinas d&lebsiella pneumoniae de la cepa K201. Pruebasvitro han mostrado
gue este extracto ejerce un efecto inmunoestineilsoitre maltiples mecanismos inmunes
tales como: ejercer un efecto quimioatractanteesoleutrofilos, inducir la generacion de
iones superoxido, promover la liberacion de enzilessomales de macrofagos y de
leucocitos polimorfonucleares. También modula mscans efectores de las células Ty B
e incluso se demostrd que induce la citotoxicidda groduccion de IL-1n vitro por las
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células NK de pacientes con carcinoma hepatocef@§r El principio activo consiste de
dos subunidades repetidas de glicoproteinas,@pai conocida como la subunidad P1 que
tiene un peso molecular de 95 kDa y que provienlia dépsula de la bacteria y la segunda
subunidad conocida como F1 con un peso de 350 kBaeyproviene de la membrana

externa de la bacteria (28).

1.12. Peptidoglicano

El 90% de la pared celular de las bacterias Grarsitipas estd compuesta por
peptidoglicanos, los cuales estan constituidosdpgarrepeticiones de disacaridos N-acetil:
N-acetilglucosamina y el acido N-acetiimuramico )(2%e ha demostrado que el
peptidoglicano es un buen agonista de TLR2, e mdutranslocacion de NEB al nucleo
(30). Otros estudios han demostrado que la estaidman vitro de células NK humanas
con 1Qug/ml de peptidoglicano por 72 horas induce la peodin de IFN (1000pg/ml) por

estas células (31).

1.13. Glicoproteina de 63kD (gp63)

La gp63 dd_eishmania mexicana es una glicoproteina con actividad de proteasartycipa

en la resistencia del parasito a la lisis por cemgnto. También es de importancia en la
adhesion del parasito a la célula hospedera (32).. Bhexicana amazonensis se encontro
gue esta glicoproteina contiene 4 azucares priegpaglucosal manosa6 N-
acetilglucosamina2 (Glc1Man6GIcNAc?2), manosab Nilgtecosamina2,

(Man6GIcNAc2), manosa5 N-acetilglucosamina2 (Mamb&c2) y manosa4 N-
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acetilglucosamina2 (Man4GIcNAc2). Las variacionea &s glicoconjugados de

Leishmania juegan un papel importante en la virulencia dehgito (33).

1.14. LPG deL. mexicana

El lipofosfogliano LPG es el glicoconjugado mas radante en la superficie, de los
promastigotes delLeishmania. El LPG de L. mexicana estd compuesto por los
oligosacéridos fosforilados: fosfato-6-galactosadnosa-1 y fosfato-6-[glucosa-3]-
galactosa-1-4manosa-1, los cuales se unen a lagpasdineales por enlaces fosfodiéster.
Cada cadena lineal consta de unidades repetiddasuaila parte central con la estructura
de  fosfato-6-galactosa-3galactosa-3[glucosa 1- afodd]-manosa-1-3manosa-1-
4glucosamina-1-6-inositol. La parte terminal deekructura esta formada por cadenas
repetidas de oligosacaridos neutrales manosa-1&3aamanosa-1-2 manosa-1-2manosa o
manosa-1-2[galactosa 1-4]-manosa. Se ha demogjtedel LPG inhibe varias cascadas de
sefializacibn que desencadenan especies reactivasigino (34), y por otro lado se ha

visto que activa al TLR2 en las células NK (35).

Il. JUSTIFICACION

La cepa de ratones C57BL/6 es una cepa que cofdrafdeccion porlL. major. En los
ultimos afios se han analizado algunas moléculassties ratones relacionadas con el
control de la infeccidbn poteishmania. Una molécula conocida como NK1.1, que es
expresada en el cromosoma 6 dentrolo@l NK1, ha sido mencionada por Sacksal.
(2002) como un marcador relacionado con la resistem la infeccion pok. major. Esta
molécula ha llamado la atencion por aumentar suesin y ayudar a resolver otras
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enfermedades infecciosas y cancer (22,36,37). Saldmaostrado que este receptor
desencadena una via de activacion en los linfogitestermina en la produccion de ki

en el incremento de la citotoxicicidad celular (B8analisis de la modulaciéon de NK1.1 en
los linfocitos T ejercida pdreishmania mexicana y por algunos glicoconjugados, asociado
a un estudio del posible efecto en el control deedéermedad podrian contribuir al
entendimiento de la resistencia a la leishmandsisitones C57BL/6, por lo que se plantea

la siguiente hipotesis:

lIl. HIPOTESIS
Leishmania mexicana y los glicoconjugados Biostim, peptidoglicano y LRGmentan la
expresion de la molécula NK 1.1 en las células baleo de ratones C57BL/6, lo cual se

asocia con la produccion de I\ con el control de la enfermedad.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar si la infeccibn pok. mexicana y los estimulos con los glicoconjugados
Biostim, peptidoglicano y LPG modulan la expresida la molécula NK1.1 en los
linfocitos T de bazo de ratones C57BL/6 y analigareste efecto se asocia con la

produccion de IFM
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4.2. Objetivos Especificos

1. Analizar la expresion de la molécula NK1.1 es liofocitos T de bazo de los ratones
C57BL/6 sanos e infectados cbnmexicana.

2. Analizar la produccion de IRNpor las células T NK1.1 de bazo de ratones C57BL/6
sanos e infectados canmexicana.

3. Analizar si el estimulo por los glicoconjugad8sostim, peptidoglicano y LPG de.
mexicana) modula la expresion de la molécula NK1.1 y ladoiezion de IFN en los
linfocitos T de bazo de ratones C57BL/6 sanosectafios coh. mexicana.

5. Determinar la proliferacion de las células T NKHebido al reconocimiento de la

glicoproteina de 63 kDa (gp63) Hemexicana.

V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Cultivo deL. mexicana

Para el aislamiento de amastigoted_deexicana se sacrifico un raton BALB/c infectado
con la cepa Solis (aislada originalmente de unepsei con LCD de Tabasco). Se
seleccionod el cojinete plantar lesionado, al cadésnyect6é 5QL de buffer de fosfatos 0.1
My pH de 7.4 (PBS). Posteriormente se realizégpirado de la lesion, que se coloco en
un tubo conico con 5 ml de RPMI 1460 (GIBCO) al 1@&osuero fetal bovino (SFB) a
temperatura ambiente (25° C). Del tubo de aislaimis@ tomé una alicuota cada tercer dia
para analizar la viabilidad y proliferacion del @sito. Una vez establecido el cultivo
vitro, se cosecharon los parasitos en el dia 5 de @ydtiv centrifugacion a 3220 x g por 15
min a temperatura ambiente. Posteriormente losspasase cultivaron en condiciones
axenicas.
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5.2. Infeccidn conLeishmania mexicana

De un cultivo deL. mexicana se cosecharon los promastigotes del quinto dise (fa
estacionaria), se centrifugaron a 3220 x g, ele®lavé dos veces en 10 ml de PBS y se
resuspendieron 10 x @aréasitos en 10 pL de PBS. Con una jeringa delimasise
inocularon en el cojinete plantar de ratones C58BL/

Se infectaron ratones C57BL/6 hembras de 8 seman&satones se les inocularon 10 x
10P parasitos y a otros 3 se les inocularon 20 %pEBasitos. Como controles negativos se
utilizaron 3 ratones sin infeccion, inoculados @6l de PBS. El tiempo de infeccion fue

de 7 semanas.

5.3. Obtencion de células T de bazo

Se sacrificaron 3 ratones C57BL/6 sanos e infestado dislocacion cervical y los bazos
de estos animales fueron extraidos en condicioressterilidad. Cada uno de ellos se
coloco en tubos coénicos de 15 ml que contenian BSleninedio RPMI-1640-SFB 10%.
Cada bazo se macero y se filtr6 a través de unla o@h poros de 180m. El extracto de
de los bazos se coloc6 en un tubo conico de 153algentrifug6 a 805 x g por 10 minutos
a 20° C, el botdn se resuspendio en 7 ml de PBSotRolado en un tubo conico de 15 mi
se colocaron 3 ml de HISTOPAQUE® (densidad de 187D.001 SIGMA-ALDRICH).
Sobre la solucion de HISTOPAQUE® se afiadieron losl de la suspension celular, se
centrifugaron a 805 x g durante 20 minutos a 20PeCinterfase que resultd del gradiente
de densidades entre la solucién de HISTOPAQUE®syspension de células se coloco en
un tubo coénico de 15 ml y se lavdé 2 veces con PASiinal del ultimo lavado se
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resuspendié el boton en 5 ml de PBS y se contaondlulas vivas mediante la exclusién
del colorante azul de Tripan 0.4% (GIBCO, Cat. N6250-061) en una camara de

Neubauer.

5.4. Enriquecimiento celular de linfocitos T

El enriquecimiento de la poblacion de linfocitossd realizd por seleccion negativa con
perlas magnéticas acopladas a anticuerpos (KitTP@ell Isolation Kit, Miltenyi Biotec
Cat. No. 130-090-861). El Kit consta de dos antigasg, un primario que tiene un coctel de
anticuerpos monoclonales biotinilados que reconoteléculas de superficie de las células
gue no son linfocitos T (CD11b, CD445R, DX5 y Td9Q)1 y un anticuerpo anti-biotina
acoplado a perlas magnéticas. Para el enriquedioni células T se incubaron 1 x°10
células con luL del anticuerpo primario y 4L de PBS frio a 4° C durante 10 minutos.
Posteriormente se agregd el anticuerpo anti-biginacada 1 x 1células se agregaron 2
uL del anticuerpo anti-biotina y 8L de PBS). Nuevamente se resuspendi6 la mezcla y se
incubd por 15 minutos a 4°C. Después se agregdraoliimenes de PBS frio, en relacion
al volumen con que finalizé la marca de anticugypmario y secundario. Se centrifugé a
805 x g por 10 minutos a 4°C. El botén celularas® ldos veces, después del ultimo lavado
se resuspendieron las células en 2 mL de PBS.tRolado en una columna magnética se
acoplo una columna de separacion celular MACS® CRINUMS (Miltenyi Biotec Cat.
N0.130 042 201). La columna se hidraté con 1 mPB&, se agregaron los dos mililitros
de suspension celular marcados con los anticuekascélulas que no fueron fijadas por
la columna (seleccién negativa) se colectaron etuba conico de 15 ml, se lavaron dos
veces y se cuantificO el numero de células vivas eb colorante vital Azul Tripan
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mediante una camara de Neubauer. Este enriqueeidélulas T de bazo fue utilizado para

todos los ensayos.

5.5. Estimuloin vitro de células T

En una placa de cultivo de 24 pozos COSTAR® (Cgmitorporated, Cat No. 3524) se
colocaron 1 x 10células T de bazo con 1ml de medio RPMI-1640-SBR1Bstas células
fueron estimuladas por separado con Biostinu&fnl, peptidoglicano (peptidoglicano de
Staphylococus aureus, Fluka Cat. No. 77140) 10g/ml o LPG delL.mexicana 10 ug/ml,
también se dejo un control negativo sin estimuls €élulas se incubaron a 37° C y,CO
al 5%. Después de 24 horas las células se cosechartubos Eppendorf de 1.5 ml, se

lavaron con PBS y se fijaron en 100 de paraformaldehido al 2%.

5.6. Marcadores de superficie NK 1.1 en células CB8CD4

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se colocaron 1%itfbcitos T de bazo en 47 pL de PBS,
después se afnadieron en relacion 1:50 los antiwstegmti-NK1.1 [PE conjugated Anti-
mouse NK1.1 (NKR-P1C, Ly55), eBioscience Cat. N&-5941], anti-CD8 (PerCP-Cy5.5
Rat anti-mouse CD8a, BD Cat. No. 551162) y anti4GBE-Cy7 Rat Anti-mouse CD4,
BD 552775). Como control negativo, a muestras pkasise les adicion6 la misma relacion
de anticuerpos de isotipo (BD Cat. No. 553930, &id. No. 551162 y BD CD4 Cat. No.
552715). Posteriormente las células se incubaroripaninutos a temperatura ambiente,

para que se llevara la unién antigeno anticuerpdinalizar se llevd a un volumen de 0.3
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ml con PBS. La expresion de los marcadores sendiet@rmediante citometria de flujo

(FACS canto Il, Beckton Dikinson BD) usando el pgoga BD FACSDiVa 6.0.

5.7. IFNy intracelular de células T NK1.1

Para la tincion intracelular del IgNbreviamente a la estimulacion las células se iam@rb
con lu/ml de GolgiPlug™ (BD, Cat. N0.555029), para irhitka secrecién de IFN
Después del estimulo y de marcar las moléculasiperficie (NK 1.1, CD8 y CD4), las
células fueron suspendidas en 180de Cytofix/Cytoperm BD, Cat. No. 554722 (este
reactivo hace permeable a la célula y al mismo gera fija para que no pierda su
estructura) e incubadas a 4°C por 10 minutos. Pasteente las muestras se lavaron dos
veces con 20Qul de PermWash 1X BD, Cat. No. 554723. La permezdilon por
saponina es un proceso reversible, asi que estivoeno permite que la permeabilizaciéon
de la célula se pierda con los lavados. Despuésssispendieron en 48 de PermWash
Buffer y se afadio il de anticuerpo anti-IFN(BD, Cat. No. 554411). En otra condicion
se marcé un control negativo con anticuerpo ddapsaoBD Cat. No. 554684). Ambas
condiciones se dejaron incubando a temperaturaeatebpor 15 minutos. Posteriormente
las muestras se llevaron a un volumen de 0.3 mIRBS. La expresion de IFNse
determiné mediante citometria de flujo (FACS cdht@eckton Dikinson BD) usando el

programa BD FACSDiVa 6.0.

5.8. Aislamiento de los macréfagos peritoneales
Se sacrificaron ratones infectados tomexicana por dislocacion cervical, se corto la piel

del vientre del ratén dejando al descubierto la brama peritoneal, se inyectaron 10 ml de
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PBS frio al peritoneo y se agit6 moderadamenteéesitne del raton. Se extrajo el PBS del
peritoneo, se colocd en un tubo conico de 15 el gemtrifugd a 290 x g a 4°C. Finalmente
se realizaron dos lavados y se determiné el namercélulas vivas con el colorante vital

Azul Tripan y mediante el conteo en una camaraeigbsuer.

5.9. Marcaje de los linfocitos T con el éster de scinimidil carboxi-fluoresceina
diacetato (CFDA)

Para marcar a los linfocitos T con CFDA se restigped 7 x 1& de linfocitos T de bazo
en 0.5 mL de PBS. Por otro lado en un tubo Eppérsdocolocaron 0.5 mL de PBS con
1ul de CFDA-SE 5mM, (Invitrogen detection tecnologi€ait. No C1157). La suspension
de células T y el CFDA se mezclaron, se incubar@s®aC por 15 minutos, se realizaron 3

lavados y el boton celular se resuspendié en RFAMBASFB10%.

5.10. Andlisis de proliferacion celular de linfocibs T NK1.1 estimulados con
macréfagos antélogos pulsados con gp63

En placas de 24 pozos se colocaron 1.5%midkréfagos peritoneales de ratones infectados
conL. mexicana en 1 ml de RPMI-1640-SFB10%. Se dejaron adhesimbacrofagos por
una hora a 37° C y GQal 5%. Posteriormente se estimularon conu@de gp63 dd..
mexicana toda la noche a 37°C en una atmésfera de &(b%. Al dia siguiente se
afiadieron linfocitos T de bazo, marcados con CFB& goincubaron por 96 horas a 37°C
en una atmosfera de G@l 5%. Después de 4 dias se cosecharon las cglstasolocaron

en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se lavaron dossvgcg marcaron con anticuerpo anti-
NK1.1. La muestra se llevo a un volumen de 0.3 ¢ coloco en un tubo de citometria.
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Finalmente la proliferacion celular se determiné lpodisminucion de la fluorescencia del
CFDA. La técnica del CFDA se basa en que durantivigion celular el CFDA se va
diluyendo de las células progenitoras a las célhigs, lo cual se determindé mediante
citometria de flujo (FACS canto Il, Beckton DikimdD) usando el programa BD

FACSDiVa 6.0.

5.11. Analisis estadistico
Los resultados se expresan como el promedio #r@l estandar. La evaluacion estadistica
de los datos se realizé mediante la prueba de Mate-Whitney, prueba para datos no

parameétricos. Un valor d&< 0.05 fue considerado estadisticamente signiicati

VI. RESULTADOS

6.1. Andlisis de la expresion de la molécula NK1eh los linfocitos T de bazo
Encontramos que en los ratones C57BL/6 sanos ePbde los linfocitos T de bazo
expresaron la molécula NK1.1. La infeccion con Jilomes delL. mexicana produjo una
tendencia a disminuir estas células (3.6%). Enrastg, la infeccion con 20 millones de
parasitos aumento esta poblacion celular (12.4%u(& 10). También se detectd de igual
manera que la infeccién con los promastigoted denexicana aumento el nimero de

moléculas NK1.1 por célula: en la infeccion conriillones aumenté 1.24 veceB €
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0.036), mientras que en la infeccion con 20 miltloaamento 1.52 veceR € 0.036), en

relacion a los ratones sanos (Figura 11).
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Sanos Infeccion con 10 millones de Infeccidn con 20 millones de
parasitos parasitos

n=3
Figura 10. Porcentaje de células T NK1.1 en los liacitos T de bazo.La infeccion con
20 millones de parasitos aumento al 12.4% la pailade linfocitos T NK1.1, contrario a

la infeccion con 10 millones que disminuy6 a 3.6%.
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Figura 11. Normalizacion a 1 de la mediana de flu@scencia de NK1.1 en los linfocitos
T. La infeccion con 10 y 20 millones de parasitosdpjo un incremento de 1.24 y 1.52
veces la expresion del marcador NK1.1 por céléspectivamente, en los linfocitos T de
bazo P < 0.036).

Posteriormente se analiz6 el fenotipo de linfockd€D4 y CD8) de células T totales que

expresan el marcador NK1.1.

6.2. Andlisis de la expresion de la molécula NK1eh los linfocitos T CD4 de bazo
Cuando se analizé la subpoblacion de linfocitosD4 @le los ratones sanos, se encontrd
que solo el 2.2% de estas células expresan la mal8iK1.1 (Figura 12). En la infeccion
con 10 millones de promastigotes ldemexicana se observé una disminucién de células
CD4 NK1.1, ya que soélo el 1% de la poblacion dalas T CD4 expresaban NK1.1. Por
otra parte, se encontr6 que en la infeccion cormilbnes de parasitos increment6 el

namero de células CD4 que expresan NK1.1 a 6.4 %.
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Cuando se normalizé la mediana de fluorescenciblie1l en los linfocitos T CD4 se
detectd que con la infeccion canmexicana aumentd el numero de moléculas NK1.1 por
célula, observandose que en la infeccion con 1(mei aumentd 1.18 veces y en la

infeccion con 20 millones aument6 1.67 veces, especto a los ratones sanBs<(0.036)

(Figura 13).
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Figura 12. Porcentaje de células T CD4 NK1.1 en Idmfocitos T de bazo.Se observé
que en la infeccién con 20 millones He mexicana aumenté a 6.4% la poblacion de
linfocitos T CD4 NK1.1, por lo contrario en la isf@6n con 10 millones de parasitos se

observo que disminuyo al 1%.

34



2.5

1.5

0.5

Sanos Infeccioncon 10 millones de Infeccion con 20 millones de
parasitos parasitos _
n=3

Figura 13. Normalizacion a 1 de la mediana de flu@scencia de NK1.1 en los linfocitos
T CD4. Se encontr6 que la infeccion con 20 millones imenetd la expresion de moléculas

NK1.1 en los linfocitos T CD4 NK1.1P(< 0.036).

6.3. Analisis de la expresion de la molécula NK1eh los linfocitos T CD8 de bazo
Cuando se analiz6 la subpoblacion de linfocitosD8Gle los ratones C57BL/6 sanos se
encontréo que el 2.9% de estas células expresabamolécula NK1.1 en condiciones
basales (Figura 14). La infeccidon con 10 millonegptbmastigotes de. mexicana redujo

la poblacion de células T CD8 que expresan NK1156%, mientras que la infeccion con
20 millones de parésitos incremento la poblacio€D8 NK1.1 al 4.16 %.

Al normalizar la mediana de fluorescencia de NKdnllos linfocitos T CD8 se identifico
gue la infeccion corL. mexicana aumentd el numero de moléculas NK1.1 por célula,
observandose que en la infeccion con 10 millonepatésitos aumentd 1.91 vecds (
0.036) y en la infeccion con 20 millones aumen&22iecesR < 0.036) con respecto a los
ratones sanos (Figura 15).
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Figura 14. Porcentaje de células T CD8 NK1.1 en ldmfocitos T de bazo La infeccién
con 20 millones de parasitos aumento la poblac@tirdocitos T CD8 NK1.1 al 4.1%,

contrario a la infeccion con 10 millones que laxdisuyo6 al 0.56%R < 0.046).
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Sanos Infeccion con 10 millones de Infecciéncon 20 millones de
parasitos parasitos n=3

Figura 15. Normalizacion a 1 de la mediana de flu@scencia de NK1.1 en los linfocitos

T CD8. Se encontrd que la infeccion con 10 y 20 millotek. mexicana incrementd 1.91
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y 2.62 veces la expresion de NK1.1, respectivamemtda subpoblacion de linfocitos T
CD8 (P < 0.036).
Adicionalmente se analizaron células doble negstigan expresion de NK1.1, que

posiblemente correspondieron a un subgrupo deaseNiKT.

6.4. Andlisis de la expresion de la molécula NK1.&n los linfocitos T CD8 CD4
(dobles negativos DN) de bazo

Encontramos que el 0.1% de la subpoblacion dedito® T CD8 CD4 de ratones
C57BL/6 sanos expresan la molécula NK1.1 (Figupa l8teresantemente se observo que
las infecciones con 10 y 20 millones demexicana incrementaron significativamente la
poblacion de células T CDED4 NK1.1 en un 2% y 1.8%, respectivamente, con réspec
a los ratones sanoB € 0.046 para ambos casos).
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Figura 16. Porcentaje de células T CD8- CD4- NK1.&n linfocitos T de bazo.La
infeccion con 10 y 20 millones de parasitos incnet@éa poblacion de linfocitos T CD8-
CD4- NK1.1 con respecto a los ratones saRos (.046).
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6.5. Andlisis de la expresion de IFfen células T NK1.1

Cuando se analizo la produccion de JFpbr las células T NK1.1 se encontré que la
infeccion porL. mexicana incrementd el porcentaje de células productoras=tig con
respecto a los ratones sanos (4.5%), siendo 165\8c1%) para el caso de la infeccion
con 10 millones dé. mexicana y 5.4 (24.5%) veces para el caso de la infeccam 20

millones de parasitos, lo cual fue significativo< 0.046) (Figura 17).
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Figura 17. Poblacion de IFNy intracelular en los linfocitos T NK1.1 de bazo de
ratones C57BL/6. La infeccion con 20 millones de parasitos aumed#& manera
significativa P < 0.046) la poblacién de células productoras de}Fe los linfocitos T
NK1.1. La infeccion con 10 millones de parasitosstrdo una tendencia de aumento de

células T NK1.1 productoras de 1N
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6.6. Andlisis de la expresion de IFfen células T CD8 NK1.1y T CD4 NK1.1

El andlisis de la produccion de Ifrdor la subpoblacién de células T CD4 NK1.1 en los
ratones sanos mostroé que no produjeronylEbtas células. En los ratones infectados con
10 millones dd.. mexicana se encontro que el 2% de las células T CD4 NKiotlycian
IFNy (Figura 18) y en la infeccién con 20 millones @egsitos encontramos un incremento
significativo del 6.2% en células T CD4 NK1.1 prothras de IFM (P < 0.049).

Por otra parte al analizar la subpoblacion de asldl CD8 NK1.1 tampoco se detecto
produccion de IFM por estas células en los ratones sanos. En lmsesinfectados con 10
millones de parasitos la subpoblacion de los libdscT CD8 NK1.1 productores de IFN
fue solo del 1.8%, mientras que en la infeccion 20millones de parasitos se observé un

namero significativamente mayor de células T CD8LNKque producian IFN(7.1%) @

< 0.049).
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Figura 18. Porcentaje de células T NK1.1 CD4 o CDroductoras de IFNy con la

infeccidn por L. mexicana. Se encontré que la infeccion con 20 millones déasiars tuvo
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un incremento significativo en las células T CD4INK(6.2%) y T CD8 NK1.1 (7.1%)

con respecto a la infeccion con 10 millones degias P < 0.049).

6.7. Andlisis de la expresion de IFfen células T CD8CD4 NK1.1*

Cuando se analizo la produccién de yFh la subpoblacion de linfocitos T Dd¢ observo
gue ambos indculos de infeccion incrementaron fsogivamente la subpoblacion de
células T CD8 CD4 NK1.1" productoras de IFN en el caso de la infeccion con 10
millones de paréasitos fue de 6% y en el caso d#dacion con 20 millones fue de 12.4%,

con respecto a los ratones sanos (FiguraP9)@.049 en ambos casos).
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Figura 19. Porcentaje de la subpoblacién celular dénfocitos T CD4- o CD8- NK1.1
productoras de IFNy por la infeccidén por L. mexicana. Se encontrd que con respecto a
los ratones sanos (0%) la infeccién con 10 y 20omeks de parasitos incrementd a 6% y
12.4%, respectivamente, la subpoblacion celularlinfecitos T NK1.1 CD4- CD8-

productores de IFN siendo este incremento estadisticamente sigtivicéP < 0.049).
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Dado que la infeccién copeishmania mexicana incrementd el numero de células T CD4
NK1.1, T CD8 NK1.1y T CD4- o CD8- NK1.1 asi conadxpresion del marcador NK1.1
por célula en las 3 poblaciones celulares y adaimante provocé un aumento
significativo en la produccion de IFNen los 3 tipos de células, decidimos analizar si
diversos glicoconjugados podian modificar la expreslel marcador NK1.1 y modular la

produccién de IFNen los distintos subtipos de células.

6.8. Analisis del efecto ejercidon vitro por glicoconjugados sobre células T de bazo de
ratones C57BL/6 sanos e infectados y su relacionrcel aumento de la expresion de
NK1.1 e IFNy

Los estimulos por glicoconjugados tuvieron un efescibre el tamafio de la poblacion de
células T NK1.1 y en el numero de células prodastate IFN (Tabla 1). En los ratones
sanos se encontr6 que el estimulo con el Biostinel ypeptidoglicano aumenté
significativamente las células T NK1.1 a 1.8 y te®es, respectivamente € 0.05). Al
analizar las células productoras de yFh la infeccion con 10 y 20 millones de parasitos
se observé un incremento de 6.9 y 10.1 veces decdhdas productoras de IFN
respectivamenteP(< 0.05). Por otra parte, en linfocitos T de baztenidos de ratones
infectados con 10 millones de parasitos se encanigd el estimulo con peptidoglicano
aumento significativamente la poblacion de linfosiT NK1.1 en 1.52 veceP & 0.05) y

las células productoras de lfFlén 1.61 vecefP < 0.05) en relacién a los ratones sanos.
Mientras que en la infeccion con 20 millones dépiéms también se observo una tendencia
a incrementar la poblacion de células T NK1.1 yaamentar las células productoras de
IFNy, pero no se encontré ninguna diferencia signifieatEl estimulo con LPG de
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Leishmania mexicana incrementd ligeramente el numero de células T Nkeh ratones
sanos o infectados, e incrementd significativameglitenimero de células T NK1.1

productores de IFNen ratones sanos (Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis del incremento de la poblacion de céluladlNK1.1 y T NK1.1
productoras de IFNde bazo de ratones sanos e infectados, estimuladasro con

diversos glicoconjugados.

INFECTADOS INFECTADOS
SANOS 10x1@ parasitos 20x10 parasitos
T NK1.1 | IFNy TNKL.1 |IFNy TNKL1.1 |IFNy
BASAL 1 1 1 1 1 1
BIOSTIM 1.8 6.9* 1.59 1.42* 1.94 1
PEPTIDOGLICANO |1.3*  13.7* 1.52* 1.61* 1.15 0.99
LPG 1.2 10.1* 1.3 1.08 2.55 4.45

n=3

La tabla 1 muestra los datos de los linfocitos Da®so de ratones sanos e infectados con 10
y 20 millones de.. mexicana y estimuladosn vitro con glicoconjugadosSe muestra el
incremento de la poblacion de células T NK1.1 (redmado a 1), al igual que el

incremento en la poblacion de células T NK1.1 potolas de IFM. El estimulo ejercido
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por Biostim y peptidoglicano indujo un incremenigngficativo de células T NK1.1 y
también aumento significativamente la produccionriéy por estas mismas células, tanto

en ratones sanos como en los ratones infectadak0comilones de parasitos P< 0.05).

Adicionalmente se analiz0 si las células T NK1.1bdzo de ratones sanos tenian la
capacidad de reconocer y proliferar ante la glictgina gp63 dé.eishmania mexicana

presentada por los macréfagos autologos.

6.9. Proliferacion de células T NK1.1 estimuladoson gp63 del eishmania mexicana
Encontramos que el 15 % de linfocitos T NK1.1 eoéiron durante 96 horas cuando
fueron coincubados con los macrofagos autélogosadok con la gp63 desishmania

mexicana (Figura 20).
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Figura 20. Proliferacion de células T NK 1.1La gréafica de puntos muestra que el 15%

de las células T NK1.1 proliferan por el estimuéogp63 ded_eishmania mexicana.
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VII. DISCUSION

La leishmaniasis es una enfermedad que afectarmbiu y a diversos mamiferos. La
inmunidad en esta enfermedad estd mediada porespagsta celular tipo Thl (5). Las
células T CD4 y T CD8 son células efectoras querdib citocinas tales como Ik, en el
caso de los linfocitos T CD8, también son citotogiccontra células infectadas por
Leishmania (11, 39). Las células NKT también son importameda leishmaniasis murina,
ya que se han encontrado que estas poblaciondareslincrementan durante la infeccion
por Leishmania (17,18). Una caracteristica importante de laslaglli es que todas pueden
expresar marcadores de células NK tales como etadar NK1.1 (Tabla 2) bajo ciertas
condiciones. El marcador NK1.1 ha sido descrito @am receptor que desencadena la

liberacion de IFN y citotoxicidad.

La tabla 2. Principales poblaciones de linfocitos T de bazaalenes C57BL/6 junto
con sus distintos fenotipos y la expresion de NK1.1

Subpoblaciones de

Linfocitos T Tvo NKT CD8ap CD4 op
NK1.1 . . . .
Restriccion cD1/? cb1 MHC | MHC Il

Referencias 40 e 42 22
En el presente trabajo analizamos la expresiomaetador NK1.1 en los linfocitos T de
bazo y analizamos la produccion de {Fpor estas células durante la infeccion por

mexicana. Encontramos que durante la infeccion peishmania mexicana aumenta tanto
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el niumero de las células T NK1.1 asi como la intlrisdel marcador NK1.1 en las células
T de bazo de ratones C57BL/6 (Figuras 10, 11).rEraton sano sélo el 3% de las células
T expresan el marcador NK1.1 y son conocidas coo® linfocitos NKT (21).
Encontramos que la infeccion con 20 millones denastigotes dé. mexicana incremento

el numero de las células T NK1.1 aproximadamente@s, mientras que durante la
infeccion con 10 millones de promastigotes no seeoid un cambio en el nimero de
células T NK1.1, aunque en ambas infecciones inenédria intensidad de la expresion del
marcador NK1.1 en las células T. Estos datos adémcicon la literatura, donde se ha
descrito que las células NKT de higado incrementde 1.5 a 2 veces con la infeccion de
L. major, mientras que corl. donovani se observé que las NKT de higado incrementaron
casi 3 veces (18).

Se reportd que los linfocitos T CD8 restringidos ptHC | adquieren el fenotipo de las
células NK con la expresion del marcador de superfiK1.1 cuando se infectaron ratones
con el virus de la influenza A (42). Estos autareservaron que en el lapso de 7 a 14 dias
de infeccion, las células T CD8 NK1.1 que recomracieantigenos del virus a través de
MHC | aumentaron e incrementaron su producciét-tll intracelular.

Un incremento en la expresiéon de NK1.1 en los &inés T puede tener implicaciones
importantes, ya que se ha demostrado que es urmadoarde citotoxicidad en los linfocitos
T (43). Esto podria indicar que las células T NKegrdcontradas en nuestro estudio
posiblemente correspondan a células citotéxicagey aproximadamente el 25% de estas
células también son productoras de tFNna citocina importante para la produccion de
oxido nitrico (11, 44, 54). La produccion de KNe ha asociado con la proteccién en
leishmaniasis, ya que favorece la muerte de célofastadas mediante el aumento en la
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presentaciéon de antigenos por MHC y adicionalmesténula la citotoxicidad en las
células NK (45).

Una de las dudas que se generaron en este estgia fidentificaciéon del subtipo de
linfocitos T que incrementd el marcador NK1.1 en fatones C57BL/6 infectados con
Leishmania mexicana. Al analizar las subpoblaciones de células que sspoa el NK1.1
pudimos identificar que eran T CD4, T CD8 o DNugdos cambios en el nimero de estas
subpoblaciones fueron similares, ya que todas nmeméaron con la infeccion pdr.
mexicana. En el caso de los linfocitos T de bazo de ratosesos encontramos una
expresion basal del 2.2 % de las células T CD4 MKla infeccidbn con 20 millones de
promastigotes de. mexicana incrementé el nimero de células T CD4 NK1.1, nmantue

la infeccion con 10 millones de parasitos redujgpaicentaje de células T CD4 NK1.1.
Interesantemente en ambas infecciones encontramomcuemento en el niumero de
moléculas NK1.1 por célula en la subpoblaciéninfeditos CD4 NK1.1 (Figuras 12, 13).
En el caso de los linfocitos T CD8 NK1.1 ocurrig@lsimilar. Los ratones sanos tenian
una poblacion basal del 2.9 % de células CD8 NKi.4e observé que los ratones
infectados con 20 millones de parasitos incrementagl tamafio de esta poblacion,
mientras que la infeccion con 10 millones de p#oésiredujo esta poblacion
significativamente (Figuras 14, 15). En el caso ldeinfeccion con 20 millones
posiblemente lo que estamos observando es quedmitepoblacion de linfocitos T que
incremento son células NKT, ya sea NKT CANKT CD§' (46).

Por otro lado encontramos una subpoblacion de ditofl® DN que expresan NK1.1.
Nuestros resultados mostraron que esta poblacidpremde el 0.1% de los linfocitos T de
bazo en ratones sanos. Interesantemente, se psedivabun incremento a un 2%, tanto en

46



infecciones con 10 como con 20 millones de promasds del. mexicana (Figura 16).
Estos resultados sugieren que estas células paskfama subpoblacién de células NKT
(CD4 o CD8) o bien células B8, ya que estas células también pueden expresanaifo

de células DN (40).

Al analizar las células productoras de {H&hcontramos que todas las células CD4, CD8 y
DN, que expresaron el marcador NK1.1, tambiénygsydn IFN (Figuras 18, 19), por lo
gue todas estas células adquirieron un fenotipoétlda Thl, transformandose en células
relevantes para el control de la infeccion pamexicana (7).

Otro dato que observamos fue que las células T Ni§le incrementaron durante la
infeccion porL. mexicana también presentaron la capacidad de reconoceolijepar ante

el estimulo de la molécula gp63 del parasito (FigR0). Este dato nos podria estar
indicando una especificidad de esta subpoblacidtinftecitos T hacia este antigeno del
parasito. Seria interesante analizar la subpobladédcélulas que proliferd y definir la via
de presentacion de la molécula gp63, ya que laglateina pudo haber sido presentado
por MHC 1l o por CD1 activando distintos subtipedutares.

En este trabajo se analizé adicionalmente si digeglicoconjugados tienen la capacidad
de modular el marcador NK1.1 y la produccion deyllel células T NK1.1. Se analizaron
dos glicoconjugados no relacionados dashmania (Biostim y peptidoglicano) y un
glicoconjugado dé.esihmania mexicana (LPG). Encontramos que el nimero de células T
NK1.1 incrementa de manera significativa despuéf4lédoras de estimulo (Tabla 1).
Adicionalmente encontramos que el porcentaje delalproductoras de IRNtambién

incremento con los estimulos ejercidos por el pegticano. Esto nos confirma que la
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expresion de NK1.1 y la produccién de Wpbr las células T de bazo de ratén pueden ser
moduladas por glicoconjugados.

Cabe resaltar que en el caso de la infecciobn comiflbnes de parasitos, las células T
NK1.1 productoras de IFNno aumentaron (salvo un caso aislado con LPG perfue
estadisticamente significativo). Posiblemente estaleba a la carga excesiva del inoculo
gue pudo haber ejercido un intenso estimulo aso@asha sobre-produccion de la citocina
durante la fase inicial y que esto ya no permitiGabre-estimulo subsecuente.

Queda por establecerse si estos glicoconjugadagapaghirse directamente a este receptor
de tipo lectina (NK1.1). El caso de peptidoglicaee de relevancia, ya que este
glicoconjugado consta de dos repeticiones de disiasaN- acetil, el N-acetilglucosamina
y el acido N-acetilmuramico (47) que son agonistasTLR 2. Adicionalmente se ha
demostrado que N-acetilglucosamina es un ligandiNidé.1 (25). Estos antecedentes
podrian estar indicando que la estimulacion deditds T por peptidoglicano podria estar
ocurriendo por activacion de TLR2 y posiblementakign por unién a NK1.1, ambos de
los cuales estan presentes en linfocitos T (26, P&) otra parte, el estimulo ejercido por
LPG probablemente haya sido a través de TLR2, gahqusido demostrado ser uno de los
ligandos especificos de este receptor (35).

El tercer glicoconjugado que moduld a las célulablKl.1 fue Biostim. A la fecha se
desconoce el receptor que es activado por Biosiume, es un extracto compuesto de
multiples glicoconjugados obtenidos Héebsiella. Es posible que, como en el caso de
peptidoglicano, podrian estar participando ambospt@res el NK1.1 y TLR2. En ratones
BALB/c infectados cori.. mexicana se ha observado que el tratamiento con Biostincesje
un efecto protector (49). Los resultados del preseabajo arrojan novedosos datos acerca
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de los posibles mecanismos protectores inducidosBpostim ya que incrementa la
expresion de NK1.1 en los linfocitos T de bazocasno la produccién de IFNpor estas
células y ambos eventos favorecen el control denfermedad. EI aumento de NK1.1
pudiera estar asociado a una mayor actividad g9 mientras que el aumento de N
induce mecanismos leishmanicidas del macrofago.

En resumen, el presente trabajo nos aporta nuewepscienientos sobre los efectos
inmunomoduladores ejercidos pbeishmania mexicana y los glicoconjugados Biostim,
peptidoglicano y LPG sobre células T NK1.1, incretaedo el nimero y el marcador
NK1.1 en estas células, al igual que su producdeihFNy. Queda por establecersesu
posible participacion en el control de la enferntesiea debido a su actividad citotoxica, su

produccién de IFN o una combinacion de ambos.
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VIIl. CONCLUSIONES

El control de la infeccién poteishmania mexicana se asocia con un incremento en el
namero de células T NK1.1 y en su produccion deyJRdl cual podria ser indicativo de

gue las células T NK1.1 pueden ser importantes lparasolucion de la leishmaniasis en

ratones C57BL/6.

Las células T NK1.1 tienen la capacidad de respoadgicoconjugados y adicionalmente

al reconocimiento de antigenosldeshmania mexicana.

El glicoconjugado Biostim incrementa la expresi@h rceptor de tipo lectina NK1.1 y la
produccién de IFien células T de bazo de ratones C57BL/6, lo cuedie ser una posible

explicaciéon de su efecto protector reportado em gstasitosis.

IX. PERSPECTIVAS

Seria importante definir si las células T NK1.1 s#tulas restringidas por MHC o por
CD1d. La posible marca de estas células con upuanpo contra la cadena invariante de
las células NKT podria ayudar a caracterizar megtat poblacion celular.

Dado que las células T NK1.1 se han asociado cpnolgccion en leishmaniasis murina,
sera importante estudiar si el efecto protectoiceaen la produccion de IFN si también
tiene que ver el efecto citotdxico hacia célutdedtadas coh. mexicana.

Seria importante estudiar a las células T NK 1.pamentes con LCL y LCD para definir

su papel en la enfermedad.
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