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Resumen

La leishmaniasis cutanea (LC), localizada o difusa, es causada en México por
Leishmania mexicana. Leishmania es un parasito protozooario intracelular obligado,
transmitido por flebétomos en la forma de promastigotes metaciclicos que infecta al
hospedero y afecta a los macréfagos. En estas células, la Leishmania se transforma y
se multiplica como amastigotes. La molécula mas abundante en la superficie de este
parasito es un lipofosfoglicano (LPG), que regula la respuesta inmune del hospedero. El
parasito, a través de mecanismos desconocidos, es capaz de modular la respuesta
inmune y crear un entorno favorable para la supervivencia. En este trabajo se analiz6 el
efecto del LPG de L. mexicana en macrofagos humanos, para explorar los mecanismos
de accion. Los resultados muestran que el LPG activa la produccién de citocinas
proinflamatorias en macréfagos humanos, incluyendo TNF-a, IL-1j3, IL-12p40, IL-12p70
asi como IL-10. El LPG fue capaz de inducir la fosforilaciéon tanto de ERK como p38, asi
como TLR2 y TLR4. Cuando los macrofagos fueron preincubados con inhibidores de
MAPcinsas y anticuerpos bloqueadores se observd una disminucion de la produccion
de citocinas proinflamatorias cuando los macrofagos fueron estimulados con LPG.
Nuestros resultados sugieren que LPG de L. mexicana se une al receptor TLR2 y TLR4
y activa ERK y p38 e induce la produccion de citocinas proinflamatorias en los

macrofagos humanos.



Abstract

Protozoan parasites of genus Leishmania are the causative agent of leishmaniasis.
Leishmania is an obligate intracellular parasite transmitted by sandflies as metacyclic
promastigotes that infect the host, primarily affecting macrophages where promastigotes
transform to amastigotes and multiply. Lipophosphoglycan (LPG) the most abundant
surface molecule of the parasite, is a virulence determinant and regulates the host
immune response the whole promastigote is able, through unknown mechanisms, to
modulate this effect through LPG and create an environment favorable to parasite
survival. In this work we investigated the participation of TLR2 and TLR4 in the
production of cytokines and explored the possible phosphorylation of ERK and/or p38
MAP kinase signaling cascades in human macrophages stimulated with L. mexicana
LPG. The results showed that LPG activated the production the proinflammatory
cytokines such as TNF-a, IL-13, IL-12p40, IL-12p70 and IL-10. This activation by LPG
induced the phosphorylation of ERK and p38 MAP kinase. Specific inhibitors of ERK or
p38 MAP kinase and mAbs against TLR2 and TLR4 reduced cytokine production and

phosphorylation of both kinases.



1. Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad con diferentes manifestaciones clinicas, producida
por distintas especies de un protozoario perteneciente al género Leishmania. Esta
parasitosis tiene una prevalencia estimada de 12 millones de personas infectadas en el
mundo; la poblacion en riesgo es de 350 millones aproximadamente (Desjeux, 2004) y
afecta a 88 paises (Cox, 2002).

En México, la leishmaniasis se ha reportado en estados como: Veracruz, Tabasco,
Oaxaca, Chiapas, Quintana Roo, Campeche, etc. (Figura 1).

T{%\“]‘r\ . Sinaloa Oaxaca

Nayarit Chiapas
Jalisco Campeche
Veracruz Q. Roo
Tabasco  Yucatan

Figura 1. Mapa de la distribucion geografica de la leishmaniasis en México (Secretaria de Salud 2007-
2010).

La evolucion crénica de esta enfermedad se caracteriza por comprometer piel, mucosas
y visceras. El tropismo depende tanto de la especie de Leishmania como la respuesta

inmune del hospedero.

1.1 Formas clinicas

La leishmaniasis cutanea es producida por Leishmania mexicana y puede presentarse
en dos formas clinicas: cutanea localizada (LCL) y cutanea difusa (LCD). La LCL se

considera la forma benigna y es conocida en México como ulcera de los chicleros ya

1



que tradicionalmente afectaba a los hombres que laboraban en regiones selvaticas en
las cosechas de chicle (Velasco, 1994). Se manifiesta por la presencia de ulceras
unicas e indoloras. En algunas ocasiones las lesiones pueden curar espontaneamente
en un periodo que comprende de los 6 meses a 2 anos; pero también, pueden quedar
latentes. Las lesiones de estos pacientes presentan infiltrados de macréfagos
vacuolados llenos de amastigotes en la dermis y dan al infiltrado la apariencia de
granuloma (Silveira et al., 2004) (Figura 2A). La mayoria de estos pacientes responden

a antimoniales pentavalentes, que es el tratamiento de eleccion.

La LCD se caracteriza por presentar nddulos en toda la piel del cuerpo, con excepcion
del cuero cabelludo, palmas de las manos y plantas de los pies. En esta forma clinica
los parasitos se diseminan por via linfatica o hematica y es la forma mas grave y
progresiva de la enfermedad. Al parecer, el contraste de los cuadros clinicos radica en
diferencias de la respuesta inmunitaria y aun no esta claro si las diferencias en las
manifestaciones clinicas se deben al hospedero o al parasito. (Murray et al., 2005)

(Figura 2B).

Figura 2. En la imagen (A), se muestra una lesion ulcerosa tipica de la leishmaniasis cutanea localizada.
En la imagen (B), se muestra una lesion nodular caracteristica de una leishmaniasis cutanea difusa.

Fuente: Depto. Medicina. Experimental., Facultad de Medicina, UNAM.



1.2 Morfologia

Leishmania presenta principalmente dos formas de desarrollo durante su ciclo de vida:
los promastigotes y amastigotes.

A) Promastigotes: Es la forma flagelada y movil del parasito, durante este estadio
existe de forma extracelular replicandose en el tracto digestivo de la mosca transmisora
y pasa por dos fases: prociclica (logaritmica o de crecimiento) y una fase metaciclica
(estacionaria e infectiva). Su tamano varia entre los 10 y 30 um de largoy de 1 a 5 ym
de diametro, mientras que el flagelo posee una longitud aproximada de 15 a 18 um.
Presentan un nucleo ubicado en el centro de cuerpo y un cinetoplasto cercano a la
parte anterior del mismo. El flagelo es de tipo anterior y nace de un cuerpo basal,
emergiendo de una bolsa o pocket flagelar (Figura 3A).

B) Amastigotes: Es la forma intracelular del parasito y durante este estadio se ubica
dentro de la vacuola parasitofora de las células fagociticas del hospedero. Los
amastigotes, son inmoviles, ovoides y con una longitud entre 3 a 5 ym y un diametro

que oscila entre 1.5 a 2.5 ym (Figura 3B).

Figura 3. Las imagenes muestran una microscopia de barrido del parasito de L. mexicana de la cepa
(MNYC/BZ/62/M379 OMS). La imagen (A), muestra la forma de promastigote, en la imagen (B) se
observa la forma de amastigote. Fuente: www.cellimagelibrary.org




1.3 Ciclo de vida

En la leishmaniasis el mamifero se infecta cuando es picado por el vector; el cual es
una mosca hembra perteneciente a los géneros Phlebotomus (en Europa, Asia y Africa)

y Lutzomyia (en América) (Figura 4).

Figura 4. Mosca perteneciente al género Lutzomyia transmisor de la
leishmaniasis. WHO/TDR/Stammers.

Cuando el insecto infectado pica a un hospedero vertebrado, introduce la probdscide en
la piel y lacera los vasos sanguineos causando hemorragias e inoculando los
promastigotes metaciclicos, los parasitos son rapidamente fagocitados por las células
fagociticas ya sean residentes o llamadas al sitio de la herida (neutrdéfilos, macréfagos y
células dendriticas). A pesar de que el paso a través de los neutrofilos es transitorio, se
sabe que sirven como un refugio seguro y temporal para que los parasitos sean
capaces de establecer infecciones en los macrofagos. Una vez dentro de los
macrofagos, los promastigotes se diferencian a amastigotes dentro de vacuolas
lisosomales en donde posteriormente se dividen por fision binaria causando ruptura del
macroéfago y liberando a los parasitos, los cuales infectan a células aledanas, el ciclo se
completa cuando los fagocitos infectados son tomados por otra mosca y se tranforman

en promastigotes en su intestino (Figura 5).



Ciclo de vida de Leishmania
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Figura 5. Ciclo de vida de Leishmania. Los promastigotes prociclicos de Leishmania se diferencian en la
mosca a promastigotes metaciclicos, que son la fase infectiva y se encuentran listos para la transmision.
Los promastigotes son fagocitados por diversos tipos celulares. Una vez dentro de la célula hospedera
comienzan a ftransformarse y dividirse en amastigotes promoviendo que la célula se rompa y los
amastigotes se liberen e infecten a células vecinas. El ciclo de transmision se completa cuando toman los

fagocitos infectados con los amastigotes son tomados por otra mosca transformandose en promastigotes
en el intestino medio de la mosca. Ciclo tomado y modificado de Kaye y Scott, 2011.



1.4 Moléculas de la superficie del parasito de Leishmania

Cuando ocurre la interaccion de Leishmania spp con las células del sistema inmune, el
parasito debe sobrevivir dentro de la célula hospedera activando diversos mecanismos
que le confieren proteccion. Los promastigotes de Leishmania estan cubiertos en su
superficie por un glicocalix denso, compuesto por varias moléculas ancladas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) como: proteofosfoglicanos (PPG), glicoinositolfosfoglicanos
(GIPL), la glicoproteina 63 (gp63) y el lipofosfoglicano (LPG) (Guha-Niyogi et al., 2001;

Sacks y Kamhawi, 2001) (Figura 6).

A) GPI: El dlicosilfosfatidilinositol (GPI) puede regular procesos como el trafico
intracelular y la organizacidén espacial de diversas proteinas que se anclan al resto de
GPI, se piensa que juega un papel protector en la superficie del promastigotes
(Proudfoot et al., 1995).

B) PPG: Los promastigotes de Leishmania expresan un proteoglicano de tipo
proteofosfoglicano en superficie, denominado mPPG (de membrana), esta proteina esta
anclada por GPI en su extremo C-terminal, contiene dominios homadlogos a repeticiones
ricas en leucina (LRR), se especula que esta molécula podria constituir un excelente
ligando para el anclaje al hospedero artrépodo y mamifero (lig, 2000).

C) GIPL: El glicosilinositol fosfolipido es una clase de glicolipido unido a GPI, esta
molécula es en promedio 10 veces mas abundantes que el lipofosfoglicano (LPG); sin
embargo su tamafo es menor por |lo cual esta mas cerca de la membrana del parasito
no obstante aun se desconoce el papel que tiene con la célula hospedera (Olivier et al.,

2005).



D) gp63: La gp63 se presenta en promastigotes en una proporcion de 5 x 10°
moléculas,es una metaloprotesa dependiente de zinc, la cual es activa en un rango de
pH de 7-10, y tiene una actividad proteolitica especifica, con un amplio rango de
sustratos entre los cuales se encuentra la caseina, el fibrinbgeno, gelatina, albumina y
fibrindgeno (McMaster et al., 1994). La gp63 es capaz de interactuar con CR3, de esta
forma gp63 podria contribuir al anclaje del parasito a macréfagos u otras células.

E) LPG: EI LPG es la molécula mas abundante en la superficie de los promastigotes
de Leishmania (McConville et al., 1995). Es sintetizado en todas las especies de
Leishmania y su densidad y caracteristicas estan estrictamente moduladas a lo largo
del ciclo de vida del parasito. Los parasitos inmaduros expresan moléculas cortas de
LPG, mientras que en la forma madura, el LPG forma un glicocalix mas grueso debido
al complejo formado por los residuos de p-galactosa con a-arabinosa y un incremento
de 2 a 3 veces en el numero de sacaridos en la region de fosfosacaridos compuestos

de manosa-galactosa (llg et al., 1992; Descoteaux y Turco, 2002).
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Figura 6. Moléculas en la superficie de Leishmania tomado y modificado de Guha-Niyogi et al., 2001.



Estructuralmente el LPG consta de cuatro dominios (Figura 7):

1.-Regidén de anclaje 1-O-alquil-2-lisofosfatidilinositol.

2.-Regién central de fosfosacaridos constituida por glucosamina desacetilada, dos
manosas, galactosa-6-fosfato, galactopiranosa y galactofuranosa.

3.-Region de disacaridos fosforilados, esta region esta constituida por multiples
unidades repetidas de PO4- 6gal (B1, 4) man (a1).

4.-Regidén de oligosacaridos, el casquete terminal de la molécula que puede estar

constituido por galactosa o furanosa (Descoteaux et al., 1991).
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Figura 7. Estructura consenso del LPG de promastigotes de L. mexicana. En color azul se observa la
region de anclaje, en color naranja la regién del casquete de disacaridos, el color verde el centro de
sacaridos fosforilados y en rojo la regién del casquete. modificada de lig et al., 1992.

Las cadenas de fosfoglicanos de los LPGs estan cubiertas con pequefas estructuras de
oligosacaridos que contienen manosa, las cuales varian en cantidad y composicion en
diferentes especies de Leishmania (Figura 8). Por ejemplo, en L. donovani no cambia la
cadena de fosfoglicanos, mientras que en L. mexicana el 30 % de estas cadenas se
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cambian por glucosa y en L. major por galactosa y arabinosa. En todas estas LPGs, las
cadenas laterales se unen exclusivamente en la posicion C-3 de la galactosa en la

columna de disacaridos (McConville et al., 1995).
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Figura 8. Diferencias en la estructura de LPG de las especies de Leishmania. Existen diferencias
principalmente entre la Region Il (fosfosacaridos) y IV (oligosacaridos), como consecuencia de ello se
genera una gran diversidad antigénica.

1.5 Funciones del LPG de Leishmania

El LPG es una molécula importante durante el proceso de infeccién de Leishmania. Una
vez dentro del hospedero, el parasito debera evitar los mecanismos microbicidas del

organismo infectado.



En el torrente sanguineo, los promastigotes prociclicos son sensibles a la lisis mediada
por complemento de la via alterna, mientras que la forma metaciclica activa la via
clasica. Al activarse el factor C3 por alguna de estas dos vias y con la accién de la
convertasa del C3, dara origen a los factores C3b y C3bi que son reconocidos por el
LPG en la membrana extracelular del parasito. Estos componentes del complemento
una vez unidos por el parasito son reconocidos por los receptores del macréfago, CR1
para el factor C3b y CR3 para el factor C3bi y de esta forma el parasito es fagocitado
por el macrofago (Turco y Sacks, 1991; Descoteaux y Turco, 1999), sin embargo el
promastigote probablemnte a su grueso glicocalix no es destruido ya que evita que se
forme el complejo de ataque a la membrana (MAC).

Los parasitos de Leishmania también pueden ser reconocidos por diferentes receptores
presentes en monocitos/macrofagos y células dendriticas. Especificamente, el LPG es
reconocido por los monocitos/macréfagos a través de la unidon a componentes del suero
como la proteina que une manosas (Manose-binding lectin: MBL) que actua como
activador de la cascada del complemento para que el parasito sea fagocitado por el
macrofago para continuar su replicacion (Cunningham, 2002).

Por otro lado existen evidencias de que el LPG modifica diversas propiedades
funcionales de los fagosomas donde residen, inhibiendo su capacidad de fusionarse
con el lisosoma lo que es muy importante para que el parasito se multiplique (Spath et
al., 2003).

En las primeras etapas de la fagocitosis, el reconocimiento de los receptores por el
parasito de Leishmania conduce a una acumulacion localizada de f-actina la cual puede
formar una barrera fisica que torna rigido el fagosoma evitando su maduracién.

(Dermine et al., 2005).
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El efecto del LPG sobre la membrana tiene diversos efectos nocivos en el hospedero
como: cambios en los fosfolipidos, modificacion del metabolismo asi como del trafico en
la membrana, alteracion en la transduccion de sefales, inhibicion del estallido oxidativo
y modulacion de la fosforilacion de algunas cinasas (Desjardins y Descoteaux, 1997;
Dermine et al., 2000; Spath et al., 2003; Lodge y Descoteaux, 2005).

Estudios previos han demostrado que para que Leishmania pueda realizar estas
funciones, necesita por lo menos el 20% del total de moléculas de LPG intactas para
lograr sobrevivir en el interior del fagolisosoma del macréfago (McNeely y Turco, 1990).

Cuando Leishmania se transforma en amastigote dentro del fagolisosoma debe resistir
la accién las enzimas hidroliticas y los productos téxicos de oxigeno, teniendo asi la
capacidad de sobrevida para seguir multiplicandose. Se ha estudiado la accién de LPG
sobre cuatro enzimas hidroliticas de macréfagos murinos y se ha encontrado que el
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 (3-galactosidasa por accién

de las cargas negativas de LPG (Turco y Descoteaux, 1992).

1.6 Células que participan en la respuesta inmune en la leishmaniasis

La infeccion por Leishmania generalmente induce una respuesta inmune muy compleja
que varia dependiendo de diferentes factores: la especie de Leishmania implicada en el
proceso infeccioso, el tipo de respuesta del hospedero asi como la cronicidad de la
enfermedad (Teixeira et al., 2005). Debido a esto se genera un espectro de respuestas
inmunes que incluyen desde mecanismos de inmunidad innata hasta mecanismos de

inmunidad especifica mediados por células y anticuerpos. Sin embargo, los diferentes
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mecanismos de respuesta inmune implicados durante la infeccidon por Leishmania, no
siempre aparecen ni se desarrollan simultaneamente (Ruiz y Becker, 2007).

El modelo murino ha sido excelente para estudiar la relacion hospedero-parasito y
activar la respuesta inmune en Leishmania. Ratones genéticamente resistentes
(C57BL/6 y C3H) desarrollan lesiones cutaneas que pueden resolver de forma
espontanea, promoviendo una respuesta linfocitaria Th1, promoviendo la liberacion de
IFN-y y la produccién de TNF-a e IL-12 asi como la estimulacion subsecuente del
macréfago, teniendo como resultado el control de la enfermedad. En contraste los
ratones genéticamente susceptibles (BALB/c), permitiran la diseminacion de la infeccion
presentando una respuesta de linfocitos Th2 con la produccién de IL-4, IL-10, IL-13 e
IL-15 principalmente, lo cual permite la multiplicacidn incontrolada del parasito y la
progresion del padecimiento impidiendo la cicatrizacién de lesiones cutaneas (Bogdan
et al., 1996; Sacks y Noben-Trauth, 2002). Sin embargo, se ha demostrado que L.
mexicana produce una infeccidn mas severa en ratones susceptibles, mientras que en
la cepa C57BL/6 la infeccion se logra controlar pero no llega a curar (Alexander et al.,

1998).

En la leishmaniasis se presenta una respuesta inmune innata (RIl) y adaptativa (RIA)
las cuales forman un sistema integrado de defensa en el que existe una cooperacion
funcional de numerosas células y moléculas. La RIl comienza por la inoculacién de
promastigotes del parasito por el vector (diptero). Los promastigotes se propagan a
través de la sangre o los fluidos linfaticos hasta que son fagocitados por las células del
sistema fagocitico, las cuales inducen una respuesta inflamatoria ocasionando la

migracion y activacion de células cebadas, neutréfilos, monocitos y macrofagos que
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participan en la eliminacion del agente extrafio, reorganizando el tejido dahado e
iniciando el proceso de reparacion

La fase de la RIA se caracteriza por la infiltracidn de células dendriticas y linfocitos T en
la zona de la lesién. Finalmente, en el estado crénico, la persistencia de parasitos
contribuye a la progresion de la enfermedad. Los macréfagos residentes de la piel son
los encargados del reclutamiento de células efectoras (neutréfilos, eosindfilos y células
cebadas), los cuales estan involucradas en la formacion del granuloma y la eliminacién
de microorganismos en el sitio de infeccién (Agudelo, 2000).

A) Linfocitos T: La respuesta de los linfocitos T se ha evidenciado a través de
reacciones de hipersensibilidad tardia y proliferacion de linfocitos in vitro en presencia
de antigenos de Leishmania (Ruiz y Becker, 2007).

Luego del contacto con los antigenos del parasito expresados en la membrana del
macrofago infectado y segun sea el tipo de célula presentadora de antigeno (CPA), los
niveles de citocinas endégenas y la naturaleza del antigeno reconocido, los linfocitos T
CD4" y CD8" proliferan y secretan un patrén de citocinas definidas con funciones
efectoras diferentes (Scott, 1991; Rossi-Bergmann et al., 1993). En lesiones de
pacientes con LCL se ha observado una respuesta de citocinas tipo Th1, con
predominio de IFN-y e IL-1B8 sobre IL-4 y bajos niveles o ausencia de IL-5 e IL-10,
mientras que en lesiones de pacientes con LCD predominan citocinas de una respuesta
tipo Th2, con predominio de IL-4, ligera expresion de TNF-a y bajos niveles de IL-1f3
(Caceres-Dittmar et al., 1993; Tapia et al., 1993).

B) Linfocitos T CD4+: Se ha demostrado que juegan un papel importante en la

evolucion de la enfermedad, con base en el patron de citocinas que secretan. Estas

13



células se pueden diferenciar en CD4" tipo 1 (Th1) y CD4" tipo 2 (Th2). Las citocinas de
tipo Th1, como IFN-y y TNF-a, participan en la regulacion del granuloma y la activacion
de macréfagos para aumentar su capacidad microbicida, ademas de inducir una
respuesta humoral con los isotipos IgG1 e IgG3 en seres humanos (IgG2a en ratones).
Por otro lado las citocinas de tipo Th2 incluyen IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IL-10. Entre
otras acciones la IL-4 regula la produccion de IgE por los linfocitos B que participan en
la activacion de reacciones de hipersensibilidad inmediata (Cox y Liew, 1992). La
presencia de IL-4 antagoniza la accion de IFN-y sobre el macréfago. Aunque se
desconoce mucho acerca de los factores responsables de la inducciéon hacia la
respuesta Th1 o Th2, se sabe actualmente que los niveles de IL-12 presentes en
etapas tempranas del padecimiento son decisivos para definir una polarizacion hacia
Th1/Th2 y asi influir en el desenlace de la enfermedad.

C) Linfocitos T CD8+: son células efectoras importantes en el marco de la infeccion
parasitaria intracelular. Se ha visto que los linfocitos CD8" juegan un papel esencial en
la curacion de reinfecciones por L. major. Los mecanismos de proteccion de los
linfocitos T CD8" pueden ser mediados por la produccion de IFN-y o bien por su
actividad como célula citotéxica, con la propiedad de lisar macréfagos infectados (Muller
et al., 1994; Awasthi et al., 2004). Un estudio demostrd que los linfocitos T CD8" de
pacientes con LCD estan funcionalmente disminuidos en sus funciones efectoras
especificas contra Leishmania, como la actividad citotoxica y la produccion de IFN-y, en
comparacioén con linfocitos CD8 de pacientes con LCL (Hernandez-Ruiz et al., 2010).

D) Células cebadas: Recientemente se ha demostrado que las células cebadas

secretan TNF-a, que promueven el flujo de neutrdéfilos, mientras que las quimiocinas
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atraen a los macréfagos al sitio de infeccion. Este hecho se basa en estudios que
demuestran que las células cebadas desgranulan intensamente en el sitio de
inoculacién de Leishmania (Von Stebut, 2007). En el modelo murino se observé que los
ratones resistentes C57BL/6 tienen una respuesta inmune mas eficaz contra L.
mexicana, debido al aumento de receptores TLR2 que ayudan al reconocimiento de
Leishmania y la activacién de las células cebadas, con el subsecuente incremento en la
secrecion de citocinas y quimiocinas, ademas de poder controlar la inflamacién
mediante produccién de citocinas reguladoras como IL-10. Por otro lado en los ratones
BALB/c, la degranulacion en estados tempranos de la infeccidén, en ausencia de IL-10,
lleva a un proceso inflamatorio agudo, el cual permite la diseminacion del parasito ya
que durante esta etapa unicamente se reclutan células de la respuesta inmune innata,
que no cuentan con el apoyo de linfocitos especificos para incrementar su actividad
leishmanicida (Villasenor-Cardoso et al., 2008).

E) Células NK: La activacion de las células NK incrementa la sintesis de
quimiocinas y citocinas, modulan la hematopoyésis, controlan el crecimiento de
monocitos y granulocitos e influencian el tipo de respuesta adaptativa subsecuente
(Moretta et al., 2002). En la leishmaniasis se ha visto que las células NK son un
suministro temprano de IFN-y, el cual es un mediador crucial de la resistencia innata
contra el parasito Leishmania, asi como un potente activador de macrofagos. La
produccion temprana de IL-12 induce la activacion de células NK. Se sabe que
Leishmania es capaz de inhibir la sintesis de IL-12 en macréfagos, lo que limita la

activacion de las células NK (Nylen et al., 2003).
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F) Células dendriticas: Las células dendriticas (CD) 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 los linfocitos T. Se ha descrito que
las CD pueden producir IL-12 tras el contacto con el parasito, contrario a lo que sucede
con el macréfago infectado en donde Leishmania pude inhibir la produccién de IL-12
(Moll, 1993). En contraste con lo que sucede con los macréfagos, se ha demostrado
que las CD aumentan la expresion de MHCII y CD86 tras la estimulacion con LPG de L.
mexicana (Argueta-Donohue et al., 2008). De manera interesante, mediante
microarreglos, se demostré la activacibn de genes que codifican para citocinas
proinflamatorias como IL-12 y TNF-a, entre otras (Aebischer et al., 2005).

G) Neutréfilos: Son células fagociticas que pueden destruir a Leishmania por medio
de granulos y metabolitos reactivos del oxigeno, tan eficientemente como los
macrofagos, ya que el estallido respiratorio en estas células es muy potente. Los
neutréfilos son las primeras células en migrar al sitio de la infeccidn, incluso dos o tres
dias antes que los monocitos, lo cual describe su importancia en las fases tempranas
de la infeccion (Stafford et al., 2002). Los neutréfilos que han fagocitado leishmanias
pueden secretar quimiocinas como MIP-1, que permite el reclutamiento de monocitos y
también es quimiotactica para otros neutroéfilos. Estas células tienen una vida corta y
entran en apoptosis espontanea 6-10 horas después de entrar en contacto con el
parasito. Se ha demostrado que Leishmania usa una estrategia de guerra similar a la
“Troyana“”, mediante la cual el parasito modula a los neutréfilos como un medio de
camuflaje para protegerse del medio extracelular toxico. Los neutréfilos fagocitan al

parasito pero no son la célula hospedera definitiva del mismo. De esta manera, los
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neutréfilos son utilizados por el parasito como un refugio contra la lisis mediada por
complemento (Awasthi et al., 2004).

H) Monocitos/Macroéfagos: Los macrofagos son células del sistema inmune que
tienen un papel primordial en la eliminacion de microorganismos patdégenos. Algunos
protozoarios pueden parasitar macrofagos y utilizar los recursos de esta célula
hospedera para su crecimiento y replicacion. Sin embargo, Leishmania es el unico
protozoario que necesita predominantemente al macréfago para completar su ciclo de
vida (Stafford et al., 2002). Cuando los monocitos/macréfagos son infectados por el
parasito, los mecanismos de interaccion con los linfocitos T se alteran. Por ejemplo, los
amastigotes pueden suprimir la sintesis de antigenos en las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad clase Il (MHCII); ademas, existe una expresion
deficiente en las moléculas coestimuladoras como CD80 (Kaye et al., 1994). Entre los
mecanismos efectores mas importantes del macréfago se encuentra la generacién de
intermediarios reactivos de oxigeno y de 6xido nitrico durante el estallido respiratorio.
La alteracion de la membrana del macréfago 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 anién superéxido (O;-), perdoxido de
hidrogeno (H20-), oxigeno y radicales hidroxilo (-OH) que son compuestos altamente
microbicidas. Otros estudios han demostrado que Leishmania disminuye la produccion
de IL-12 y aunado a esto, los macréfagos infectados y posteriormente estimulados con

IFN-y y TNF-a son incapaces de producir IL-12 (Belkaid et al., 1998).
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La forma en la cual los promastigotes de Leishmania interactian con las células de la
respuesta inmune no es clara pero se propone que pueden ser a través de los
receptores que reconocen estructuras de carbohidratos que presentan los receptores

tipo-Toll (TLRs).

1.7 Vias de senalizacion de los Receptores tipo Toll (TLRs)

En mamiferos, los miembros de la familia de TLRs descritos hasta el momento son 13.
Son glicoproteinas integrales de membrana tipo 1 con peso molecular de 87-115 kDa.
Algunos de ellos son localizados principalmente sobre la superficie celular como el TLR
1, 2, 4, 5y 6, mientras que otros como el TLR3, 7, 8 y 9 se encuentran principalmente
en compartimentos intracelulares. Estos se caracterizan estructuralmente por la
presencia de un dominio extracelular rico en repeticiones de leucina (LRR) y un dominio
TIR intracelular similar al dominio del receptor de IL-1 (IL-1 R) (Akira, 2003). Estas
regiones son llamadas Toll/IL-1R. La uniéon de IL-1R con su ligando induce la
dimerizacion del receptor y el reclutamiento de varias moléculas adaptadoras que
activan la via de sefalizacion (Kawai y Akira, 2011).

La unidén de los TLRs con sus ligandos especificos lleva al reclutamiento de varias
proteinas adaptadoras que contienen un dominio TIR como MyD88, TIRAP, TRIF o
TRAM. El entrecruzamiento de TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9 y
TLR11 con sus respectivos ligandos recluta a la molécula MyD88. Ademas de MyD88,
TLR1, TLR2, TLR4 y TLR6 reclutan a TIRAP, que sirve como adaptador entre los
dominios TIR de los TLRs y MyD88. La unién de TLR3 y TLR4 con su ligando reclutan a

TRIF. Asimismo, TLR4 recluta a TRIF a través de TRAM, que hace de adaptador entre
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el dominio TIR de TLR4 y TRIF (Kumar et al., 2009). El reclutamiento de proteinas
adaptadoras dispara una cascada de sefalizacion con activacion de la cinasa IRAK,
seguida por la fosforilacion y activacion de TRAF6. La disociacion del complejo IRAK-1,
TRAF-6 provoca que TRAF-6 active proteinas involucradas rio abajo en esta via de
senalizacion. IKK fosforila a IkB, esta ubiquitinacion favorece su degradacion liberando
al factor de transcripcion NF-kB, permitiendo asi su translocacion al nucleo donde
interacciona con promotores y elementos mediadores de los genes de citocinas
inflamatorias como TNF-a, IFN-y, IL-12. Este reclutamiento también activa a diversas
MAPcinasas (mitogen activated protein kinases) tales como p38, JNKs (c-Jun N-
terminal kinases) y ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases), que a su vez activan
al factor de transcripcion AP-1 y NF-kB (Figura 9). Distintos TLRs reconocen ligandos
que comparten multiples patégenos. La union del TLR con su ligando desencadena una
cascada de sefalizacion por lo que son considerados importantes reguladores de la

inmunidad innata al modular la produccién de citocinas proinflamatorias.
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Figura 9. Localizacion y sefializacion de los TLRs en células dendriticas y macrofagos. TLR2, TLR4
TLR5 y TLR11 se localizan principalmente en la superficie celular para el reconocimiento de ligando.
TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se localizan principalmente en los endosomas. Las células dendriticas o
macrofagos estimulados inician la via dependiente de MyD88 que recluta a la familia de las proteinas de
IRAK y TRAF6. A su vez, TRAFG6 activa TAK1. El TAK1 activa al complejo IKK, que activa subunidades
NF-kB. El TAK1 activado también induce la activacion de las MAPKs. Modificada de (Kumar et al., 2009).
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1.8 Vias de senalizacion de las MAPcinasas

Las MAPcinasas son una familia de proteinas cuya funciéon y regulacion se ha
conservado durante la evolucidén desde organismos unicelulares, como la levadura de la
cerveza, hasta organismos mas complejos, como el ser humano (Widmann et al.,
1999).

Como principio general, varias rutas de sefalizacion pueden utilizar mecanismos
analogos para amplificar sus sefiales biolégicas y mediar diversos efectos en la funcién
celular. Las MAPcinasas constituyen redes de transduccion de sefales que permiten a
las células recibir estimulos externos y responder a las sefiales de una manera
apropiada (Cobb, 1999). Su activacion depende de una senal que puede originarse por
condiciones de estrés en el entorno, como por ejemplo el choque osmoético, irradiacion,
darnos en el DNA o por productos bacterianos. Estas cinasas modulan muchos eventos
celulares, incluyendo: la progresiéon del ciclo celular inducida por mitégenos, la
regulacion del desarrollo embrionario, el movimiento celular y la apoptosis, asi como la
diferenciacion neuronal. En organismos multicelulares estan organizadas en tres
modulos paralelos, que actuan en cascada y son las encargadas de transmitir al nucleo
de las células la informacién necesaria para iniciar el proceso de division celular

(Cuadrado y Nebreda, 2010)(Figura 10).
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Figura 10. Secuencia de activacion de las MAPcinasas. La activacion de las cinasas inicia con una sefal
extracelular que induce la activacion de las cinasas MAPKKK (MAP kinasa, kinasa, kinasa) mediante la
fosforilacion de residuos serina/treonina; mediante la utilizacién de Adenosis trfosfato (ATP) y Adenosin
difosfato (ADP) esta sefial puede terminar ahi o activar a las cinasas subsecuentes MKK (MAP kinasa,
kinasa) que son fosforiladas en residuos tirosina/treonina. Una vez activadas las cinasas inician la sefal
para la translocacion nuclear y producir un tipo de respuesta. Modificada de www.cellsignaling.mx

Existen por lo menos tres distintas familias de MAPcinasas clasificadas como: ERK, p38
y JNK.

ERK: (extracellular signal-regulated kinase) se activa por estimulos mitogénicos,
citocinas y algunos factores de crecimiento.

p38: MAPkinase (stress-activated MAP kinase), puede activarse por factores de
crecimiento y citocinas proinflamatorias.

JNKI/SAPK :(c-jun NH2-terminal kinase ) se pueden activar por luz ultravioleta. (Vitale et

al., 2000) (Figura 11).
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Figura 11. Cascada de activacion de las MAPcinasas. La activacion de cada familia de MAPK se produce
en forma de cascada. Dichas cascadas estan formadas por tres médulos con actividad cinasa, donde los
miembros del médulo superior fosforilan y activan a los miembros del médulo inferior. La especificidad de
la respuesta de la MAPK viene dada por la activacion especifica de determinados miembros de cada uno
de estos modulos. Modificada de www.cellsignaling.com

Las MAPcinasas son estructuras proteinicas pequefias que se encuentran en el
citoplasma de distintas células, fosforilan especificamente residuos serina y treonina de
proteinas sustrato. Son activadas por fosforilacion de dos sitios especificos entre los
subdominios VIl y VIII del nucleo cerca del centro catalitico de la enzima. La eliminacion
de los grupos fosfatos se realiza mediante la accién de las MAPcinasas fosfatasas
(MKPs), que devuelven las MAPcinasas a su estado inactivo; la duracién y el grado de
activacion dependen del balance entre senales. Estas cinasas estan formadas por 7

alfa hélices, 7 laminas tipo beta y un solo loop de activacion, tal y como se muestra en
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la figura 12. A pesar de que existen diversos tipos de proteinas cinasas, la estructura

basica no difiere mucho de un tipo a otro (Wang et al., 1997; Zhou et al., 2006).

JMK1/3

ERKZ2

Figura 12. Estructura de las MAPcinasas. Se muestran las superposiciones que se basan en la forma
activa (color azul) e inactiva de las cinasas (color salmén), los péptidos unidos se muestran en amarillo.
En ERK2 y p38, las superposiciones son muy similares. El "loop" muestra el sitio de activacién. Tomada
de Zhou et al.,2006.

Las cinasas ERKSs principalmente son fosforiladas por proteinas como: Raf1, B-Raf y A-
Raf. Cuando una de estas proteinas es activada, promueve la fosforilacion rio abajo de
MEK1 y MEK2 y posteriormente éstas fosforilan a, ERK1 y ERK2 respectivamente
como se muestra en la figura 13. Una vez activadas estas cinasas inducen la expresion
de diversos factores de transcripcién (c-Myc, c-Fos, Elk1, CREB y AP-1, NF-kB y
ATF2). Para entender mejor el mecanismo de accion de las ERK se han utilizado
bloqueadores farmacolégicos como los inhibidores U0126 o PD98059. La activacion de
MEK1 y MEK2 se produce a través de la fosforilacién de dos residuos de serina en las
posiciones 217 y 221, situados en el bucle de activacion de subdominio VIIl. MEK activa

p44 y p42. PD98059 ha demostrado actuar como un inhibidor no competitivo altamente
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selectivo de la activacion de MEK1. PD98059 se une a las formas inactivas de MEK1 y
evita la fosforilacion por activadores rio arriba tales como c-Raf, dependiendo del tipo

celular la concentracion puede variar de 2-50uM (Alessi et al., 1995) Figura 13.

ESTIMULO CANALES

IONICOS

ERK1/2
ERK1/2

pERK1/2
pERK1/2

@ @ e Produccidn de citocinas

Figura 13. Via de activacion de ERK. Se puede activar por citocinas, canales idnicos u otras proteinas
cinasas que se encuentran rio arriba y se van fosforilando, como resultado permiten que ERK se
transloque al nudcleo e inicie la transcripcion de genes como AP-1 (Proteina activadora 1), CREB
(response elemental binding), Elk-1 (Ets LiKe gene 1) para la producciéon de citocinas . Modificada de
www.cellsignaling.com

Existen cuatro isoformas de MAPp38: a, B, y, d (Cobb, 1999). Fue aislada como una
proteina de bajo peso molecular de 38kDa, fue purificada y clonada como una molécula
que unia a los derivados de pirimidazol, sustancias que inhiben la produccién de
citocinas proinflamatorias (Cuadrado y Nebreda, 2010). Las proteinas p38a y p38p3, se

localizan de manera general en la mayoria de las células. La p38y se expresa de
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manera diferencial en otros tejidos como musculo esquelético (Pearson et al., 2001) y la
p380 en testiculo, pancreas e intestino delgado (Crews et al., 1992). Las isoformas
conservan el 60% de identidad con su grupo y entre el 40 y 45% con la familia de las
MAPK. La activacién de p38 se presenta por la fosforilacion dual de dos residuos de
aminoacidos treonina-glicina-tirosina (Thr-Gly-Tyr), activada por MKK3 y MKK6 (Nick et
al., 1996). La activacion de la cinasa p38 puede ocasionar la secrecién de las citocinas

proinflamatorias IL1a, IL6, IL12, TNF-a o IFN-y, (Johnson et al., 1996) (Figura 14).

Estrés, UV,
daino DNA

ESTIMULO

pMAPp38

- Produccidn de citocinas

Figura 14. Via de la activacion de p38 MAPcinasa. La activacion de p38 ocurre en proteinas cinasas que
se encuentran rio arriba y se van fosforilando, como resultado permiten que p38 se transloque al nucleo e
inicie la transcripcion de genes como AP-1 (Proteina activadora 1), ATF- (Factor de transcripcion
activador 2) para la produccién de citocinas. Modificada de www.cell signaling.com
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El uso de células mutantes para MKK3 y 6, permite entender las funciones de esta
proteina en la regulaciéon de genes, el rango de uso de estos de los inhibidores
SB202190, SB202474 y SB203580 depende del tipo celular.

La via de las MAPcinasas ERK y p38 permiten la activacion de factores de transcripcion

como AP-1y NF-kB.

1.9 Factores de transcripcion

La fosforilacién parece ser una sefal para que los factores de transcripcion viajen al
nucleo de la célula en donde reconocen secuencias especificas localizadas en el ADN.
La interaccién del factor con una secuencia consenso correspondiente puede tener un
efecto positivo o negativo sobre la frecuencia de transcripcion del gen que regula e
induce su expresion (Karin et al., 1997). Todos los factores tienen un dominio de unién
al ADN rico en residuos de lisina, arginina e histidina, razén por la cual se le llama

dominio basico.

Hace mas de 20 ainos fue identificado un nuevo factor transcripcional denominado AP-
1, el cual participa tanto en la expresion basal de genes, asi como en la expresién de
genes inducibles. Regulando procesos en la diferenciacion, proliferacién, apoptosis
celular y transformacién oncogénica. AP-1 no es una proteina sencilla; esta formada
por un complejo dimérico integrado por familias y subfamilias de Fos y Jun. La
composiciéon de AP-1 puede variar en relacion con el estimulo aplicado y al patrén de
transduccion de sefiales utilizado por la célula (Shaulian y Karin, 2002). Asi pues, la
activacién de AP-1 en respuesta a citocinas y estrés estd mediado principalmente por

cinasas activadas por mitogénos. Las consecuencias fisiolégicas de la activacién de
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AP-1 incluyen inflamacion, respuesta a estrés celular y produccién de citocinas (Yang et
al., 1997).

Otro factor de transcripcion importante es NF-kB, se encuentra en el citoplasma en un
estado inactivo y tras un estimulo puede translocarse al nucleo principalmente activado
por la via de los TLRs. La variedad de sefales que puede activar a NF-kB depende de
la sefal que haya recibido en la superficie celular; entre los factores que pueden
activarlo encontramos por ejemplo a citocinas como TNF-qa, estimulos mitogénicos o
componentes infecciosos como el LPS bacteriano. NF-kB esta involucrado en distintos
eventos de la inmunidad como en la expresion génica de receptores de la respuesta
inmune, regulacion de citocinas y factores de crecimiento asi como el control de la
proliferacion celular (Angel et al., 1987; Silverman y Maniatis, 2001). NF-kB es un homo
o heterodimero constituido por diferentes subunidades de la familia Rel, cada una de
estas proteinas tiene una region conservada de 300 amioacidos en el extremo N-
terminal llamado dominio Rel que es el responsable de la dimerizacion, la unién al ADN
y la interaccién con las IKBs. En mamiferos, la familia de NF-kB estda compuesta por
cinco miembros que son NF-kB1 (p105/p50), NF-kB2 (p100/p52), RelA (p65), RelB y c-
Rel. NF-kB1 y NF-kB2 son sintetizados como precursores p105 y p100, los cuales son
procesados a las subunidades p50 y p52, respectivamente y son las que tienen la
capacidad de unirse al ADN (Silverman y Maniatis, 2001).

Estudios previos han demostrado en macréfagos murinos que la activacion de AP-1 y
NF-kB es inhibida por la infeccidon con promastigotes de L. cuando ocurre un aumento
en la concentracion intracelular de ceramida, lo que tiene como consecuencia una mala
regulacion en la actividad de la PKC, asi como de la fosforilacion de la cinasa ERK

(Ghosh et al., 2001; Zingarelli, 2005).
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1.10 Modulacion de las vias de senalizacién por Leishmania

Leishmania ha desarrollado varias estrategias de manipulacion intracelular de la célula
hospedera, lo que favorece su supervivencia. Una de estas estrategias es la alteracion
de las diversas vias de sefalizacion.

A) Proteina cinasa C (PKC): Uno de los mecanismos que ha desarrollado
Leishmania para poder tener éxito en la sobrevida intracelular es la inhibicion de PKC.
Reportes previos han demostrado que el LPG de L. donovani no inhibe
significativamente la union de PKC a a la membrana celular, pero si disminuye su
actividad enzimatica en un 70% (McNeely y Turco, 1987). Otro estudio demostr6 que L.
donovani evita el desencadenamiento del estallido oxidativo mediante la inhibicion de la
PKC en macroéfagos (Olivier et al., 1992). La inhibicion de la fosforilacion de la proteina
PKC se observdo con LPG purificada, que podria actuar ya sea como inhibidor
competitivo de la PKC o activador de diacilgliecerol (DAG) y reducir asi su actividad y/o
alterando la propiedades fisicas de la bicapa lipidica, lo que dificulta la translocacién de
la PKC hacia la membrana, disminuyendo asi su actividad y evitando el consumo de
oxigeno (Descoteaux et al., 1991). Por otro lado, se analiz6 el efecto que ejerce LPG de
L. mexicana sobre la expresion y actividad enzimatica de PKC en macrofagos de
ratones susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57BL/6), encontrando que el LPG ejerce
efectos opuestos sobre la actividad de PKC a: en los macréfagos de la cepa susceptible
BALB/c el LPG ejerce un efecto de inhibicion en la actividad de PKC a, mientras que en
los macrofagos de ratones resistentes C57BL/6 el LPG ejerce un efecto de activacion

sobre PKC a (Delgado-Dominguez et al., 2010).
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B) JAK/STAT: Otra via de senalizacion que ha sido estudiada en la infeccion por
Leishmania es la de JAK/STAT. En células infectadas con L. donovani se observé una
inhibicion de la fosforilaciéon de JAK2 y STAT1 mediante la activacion de la fosfatasa
celular SHP-1; como consecuencia disminuy6 la producciéon de IL-12 (Nandan y Reiner,
1995). También se ha demostrado que la regulacion negativa de IFN-y contribuye a la
inactivacién de JAK2/STAT en células infectadas por L. donovani (Ray et al., 2000). Por
otro lado, se encontré que tanto L. major como L. mexicana atenuan la sefalizacion de
IFN-y e IFN-B y reducen la expresion de la fosforilacion de JAK1/2 (Bhardwaj et al.,
2005).

C) TLRs: Los macréfagos en la infeccidn por Leishmania juegan un papel critico
debido a su capacidad para reconocer patdgenos. Estas células expresan en su
superficie una variedad de TLRs (Olivier et al., 2005). Uno de los receptores que
participa en el reconocimiento del LPG de Leishmania es el TLR2. Este reconocimiento
provoca el incremento de la expresion del TLR2 en la membrana de células NK e
induce la secrecion de IFN-y, TNF-a y la translocacién de NF-kB (Becker et al., 2003;
Nylen et al., 2003; Takeda y Akira, 2004). También el LPG de L. major induce la
secrecion de IL-12 y TNF-a mediante el la activacion del TLR2 (de Veer et al., 2003).
Otro estudio realizado con LPG de L. major en monocitos humanas mostrd un
reconocimiento parcial a través de TLR2, lo que conlleva a una secrecion de citocinas
asi como la generacidn de especies reactivas de oxigeno (Kavoosi et al., 2009). Por
otro lado, se ha demostrado que la activacion de TLR4 durante la inmunoterapia contra
la leishmaniasis se asocia con un aumento en la tasa de curacion en el modelo murino

(Kropf et al., 2004). Su importancia se confirma al observar una mutacion en el gen de
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TLR4 mostré6 que estos ratones fueran incapaces de lograr sanar sus lesiones
provocadas por L. major.

D) MAPcinasas: Existen diversos reportes donde se ha demostrado que el parasito
de Leishmania ha desarrollado estrategias para modular la activacién de las diversas
MAPcinasas ya sea positiva 0 negativamente. Carrera y col en 1996 demostraron que
macrofagos murinos al ser infectados con promastigotes de L. major reducian por
completo la capacidad de producir IL-12, mientras el TNF-a e IL-1B asi como el oxido
nitrico fueron parcialmente reducidas (Carrera et al., 1996). En un estudio realizado en
macrofagos murinos infectados con L. donovani se observé que disminuye la activacion
de las MAPcinasas y se inhibe la sefializacion de c-FOS y la produccién del 6xido
nitrico (Nandan et al., 1999). También se sabe que los promastigotes de L. donovani
evaden mecanismos de la respuesta inmune para resistir la destruccion y modular
funciones de defensa como la activacion de MAPp38, c-JUN y ERK 1/2 durante la
infeccidon en macrofagos derivados de medula ésea (Prive y Descoteaux, 2000). Por
otro lado, el LPG de Leishmania modula la activacion de MAPp38 y ERK suprimiendo la
produccion de IL-12 y NO en macrofagos J774A1 (Feng et al., 1999). Otro estudio
demostré la activacion de ERK en macrofagos murinos después de la infeccion con L.

amazonenesis, si se inhibe ERK aumenta la produccién de IL-10 (Yang et al., 2007).
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2. Justificacion

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria de gran importancia, cada afo se
presentan aproximadamente 2 millones de casos nuevos en todo el mundo, de los
cuales 1.5 millones son por leishmaniasis cutanea (Von Stebut, 2007). L. mexicana
produce la leishmaniasis cutanea localizada que es la forma benigna y leishmaniasis
cutanea difusa, para la cual, aun no existe una cura efectiva.

Sin embargo, hasta el momento se desconocen muchos de los mecanismos por los
cuales el parasito es capaz de generar estos cuadros clinicos, debido a que puede
depender de las moléculas que tiene en su estructura el parasito o a la respuesta
inmune que monta el hospedero. Leishmania ha desarrollado estrategias para resistir la
accion litica del sistema del complemento, teniendo un refugio seguro en el interior del
macrofago. Ademas es conocido que el LPG juega un papel importante en la
interaccion de Leishmania con la célula hospedera. Leishmania evita la activacion del
macréfago modulando diversas vias de sefializacion contribuyendo al establecimiento
exitoso de la infeccion. La via de las MAPcinasas se activa mediante reacciones de
fosforilacidon en cinasas como ERK y p38 que una vez fosforiladas promueven la
translocacion al nucleo de factores de transcripcion como AP-1 y NF-kB, generando la
produccion de citocinas que son fundamentales en la respuesta inmune frente a este
patdgeno. De igual manera algunos receptores de membrana como TLR2 y TLR4
participan en la activacidon de estas cinasas. Por lo que resulta fundamental comprender
la interaccion del parasito con las células hospederas implicadas para el control efectivo

de la enfermedad.
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3. Hipétesis
El Lipofosfoglicano de L.mexicana activa las cinasas MAPp38 y ERK y modula la

secrecion de citocinas proinflamatorias en macréfagos humanos a través de los

receptores TLR2 y TLR4.

4. Objetivo General

Analizar del efecto que ejerce el LPG de Leishmania mexicana en la fosforilacion de las
cinasas MAP38 y ERK y en la secrecién de citocinas TNF-a, IL-13, IL-12p40, IL-12p70

e IL-10 en macréfagos humanos a través de los receptores TLR2 y TLR4.

4.1. Objetivos particulares

1.- Analizar la secrecion de las citocinas TNF-a, IL-1B. IL-12p40, IL-12p70 e IL-10,

en macréfagos estimulados con LPG.

2.- Analizar el efecto del LPG de Leishmania en la expresion del RNAm vy las

proteinas de TLR2 y TLR4 en macro6fagos estimulados con LPG.

3.- Determinar la participacion de TLR2 y TLR4 en la produccién de citocinas en

macrofagos estimulados con LPG.

33



4.- Observar la cinética de fosforilacién de las cinasas ERK y p38 en presencia y
ausencia de diferentes concentraciones de inhibidores especificos en macréfagos

humanos estimulados con LPG de L. mexicana.

5.- Evaluar la participacion de TLR2 y TLR4 en la fosforilacion de ERK y p38 en

macrofagos estimulados con LPG.

6.-Determinar la translocacién nuclear de los factores de transcripcién AP-1 y NF-kB

en macréfagos estimulados con LPG de L. mexicana.
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5. Métodos

5.1 Purificacién de monocitos de sangre periférica.

A partir de sangre periférica humana de sujetos sanos, se obtuvieron paquetes
celulares o “buffy coats” del Banco de Sangre del Centro Médico Nacional, Siglo XXI,
IMSS y del Banco de sangre del Hospital General de México. De la sangre total se
separaron ceélulas mononucleares utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque
centrifugando a 2000 rpm por 20 minutos a 20° C. De las fases obtenidas se separ¢ la
interfase densa (mononucleares) por aspiracion y se colocé en un tubo limpio. Las
células se lavaron una vez con PBS 1X y se centrifugaron a 1200 rpm por 10 minutos a
4° C. Se decant6 el sobrenadante y se resuspendio en solucion litica (NH4Cl 1M,
KHCO3 1M, Na,EDTA.1M), para romper los eritrocitos. Posteriormente se agregé PBS
frio para lavar. Se centrifugdé a 1200 rpm a 4° C durante 10 minutos. El paquete celular
fue resuspendido en plasma y se centrifugado a 800 rpm por 10 minutos a 20 ° C para
eliminar las plaquetas. Se. Se retir6 el sobrenadante y para lavar las células se
resuspendio el paquete celular en PBS 1X. Se tomd una alicuota de la suspension para
contar las células y se centrifugé a 1200 rpm durante 10 min a 4° C.

Para separar los monocitos se utilizé un KIT MACS. Se resuspendio el paquete celular
en 80 ul de regulador MACS (EDTA 2mM, PBS pH 7.2, BSA al 0.5%), por cada 107
células totales y se agregaron 20 ul de CD14 Microbeads MACS. Se mezclé y se incubd
durante 15 minutos de 4 a 8 °C. Una vez transcurrido este tiempo se adicion6 1 0 2 ml
de amortigador MACS y se centrifugd a 1200 rpm por 10 minutos a 4° C. Después se
resuspendio en 500 ul de amortiguador MACS y se procedid a la separacién magnética

por seleccion positiva. Se coloco la columna (LS) en el separador MACS, se lavé con
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3X3 ml de PBS, y se coloco la suspension. Una vez realizado esto, se colectaron las
células y se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos a 4° C. Simultaneamente se
tomo una alicuota y se contaron las células. La pastilla que se obtuvo se resuspendié
en medio RPMI-1640 (GIBCO) estéril y se colocd un millén de células/ ml en cajas de
baja adherencia (Costar No. catalogo 3523) y se dej6 para que los monocitos
maduraran a macrofagos en una incubadora a 37° C con 5% CO; durante 5 dias La

viabilidad celular se evalué mediante exclusion con azul tripano

5.2 Analisis de la pureza de las células

Los macrofagos se resuspendieron en 200 ul de PBS y se marcaron en una proporcion
1:4 con los anticuerpos monoclonales anti-CD14 (MACS), CD80/CD86/CD40 (BD,
Bioscience, San José, California, USA.). Después de agregar los anticuerpos, las
muestras se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad y se
centrifugaron a 850 g por 5 minutos a temperatura ambiente. Se eliminé el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 400 ul de regulador (fluorescent-
activated cell sorting).

Las células se analizaron en un citometro de flujo FACSort con el programa Cell Quest
(Beckton Dickinson, CA). Los resultados se obtuvieron en porcentajes y la distribucion

de los macrdéfagos en graficas.
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5.3 Cultivo de parasitos

Se utilizaron promastigotes de la cepa de L. mexicana MHOM/MX84/ISETGS, que fue
obtenida a partir de un paciente con LCD. Fueron cultivados en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de FBS inactivado por calor a 26 ° C (Life Technologies
Laboratorios, Gaithersburg, MA, USA.).

#
5.4 Purificacion de LPG de Leishmania mexicana

El LPG se purificé a partir de los promastigotes mencionados anteriormente mediante el
método descrito por (Delgado-Dominguez et al., 2010). 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 resuspendidé en agua saturada con 1-butanol y
liofilizado (2x50 ml). EI 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
(fraccidén 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 tinciéon de plata
para carbohidratos. Por ultimo, se determind la concentracion de carbohidratos en el
LPG purificado por el método de Antrona (método para determinar el grado de pureza
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después de la purificacién). Como control de calidad, se analizé en el LPG la presencia
de lipopolisacarido (LPS) mediante la prueba de aglutinacién de amebocitos de Limulus.
Mediante tincion de plata para proteinas se analizaron posibles contaminantes

protéicos.

5.5 Ensayos de citocinas.

5.5.1Produccion de citocinas en macroéfagos estimulados con LPG

Un total de 1 x 10° macréfagos obtenidos de la purificacion se estimularon con 10 pg/ml
de LPG de L. mexicana. Como control positivo las células se incubaron con 100 ng/ml
de lipopolisacarido (LPS) durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo se
cuantifico la produccidn de las siguientes citocinas: TNF-a, IL-1B, IL-12p40, IL-12p70 e

IL-10.

5.5.2 Produccion de citocinas en macréfagos preincubados con inhibidores de las

MAPcinasas.

Los macréfagos obtenidos se preincubaron con los inhibidores PD98059 (40uM) (sc-
3532) inhibidor de ERK y SB203580 a una concentracion de 20uM (sc-3533) un
inhibidor de p38 MAPcinasa, (ambos inhibidores de Santa Cruz, CA, USA) durante 2
horas. Después de la preincubacion con los inhibidores los macréfagos fueron
estimulados con LPG de L. mexicana y los sobrenadantes fueron colectados después

de 24 horas.
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5.5.3 Produccion de citocinas en macréfagos preincubados con anticuerpos

bloquedores de TLRs.

Los macrofagos fueron pretratados con anticuerpo 1gG anti-humano (500 pg/ml)
(Aventis Behering GmbH, Marburgo, Alemania) durante 1 hora a 37°C, para saturar los
receptores Fc y evitar una unién inespecifica de anticuerpos monoclonales anti-TLR.
Posteriormente los macrofagos fueron tratados con anticuerpos monoclonales anti-
TLR2 (clona TL2.1) 5ug/ml o anti-TLR4 (clona HTA125) 5 pyg/ml durante 1 hora a 37°C,
(ambos anticuerpos de Imgenex, Biocarta, San Diego, CA, USA). Una vez transcurrido
este tiempo, los macrofagos fueron estimulados con 10 pg/ml de LPG de L. mexicana
durante 24 horas. Los sobrenadantes de los cultivos fueron cosechados. Como control
positivo se utilizé LPS de E. coli 0111B4 a 100 ng/ml y LTA (acido lipoteicoco) de

Streptococcus faecalis a una concentracion de 1 mg/ml.

5.6 Inmunoensayo enzimatico estandar sandwich (ELISA)

Para todos los experimentos descritos anteriormente se determinaron las
concentraciones de las siguientes citocinas: TNF-a, IL-18, IL-12p40, IL-12p70 e IL-10
de acuerdo a BD-Pharmingen.

Para este tipo de ensayo se utilizaron placas de la marca Costar de 96 pozos de fondo
plano tratadas para ELISA. El anticuerpo de captura se colocé en una placa de 96
pozos de fondo plano. Previamente se diluyé cada citocina en un regulador de union
(regulador de fosfato dibasico de sodio 0.1 M a pH 9.0 (Na;HPO,4) o PBS pH 7.4 segun
sea el caso para la citocina. El volumen se calculé6 de acuerdo a la citocina a
determinar. Para TNF-a fue de 4 pl/ml, y para IL-12 (p40 y p70 humano) 2 pl/ml, IL-10
1ul/ml e IL- 1B 1ul/ml. Se colocaron 50 ul de cada stock de citocinas por pozo, la caja se
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tapd y se dejo a 4° C por un minimo de 10 horas. Posteriormente se lavo la placa en un
lavador de ELISA ELL50 con una solucion compuesta por PBS y 0.01% de Tween 80.
Se bloqued la placa con solucion bloqueadora (NaOH 0.1 N, caseina 'y PBS pH 7.4), se
agregaron 200 ul por pozo y se dejo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se
lavé la placa y se colocaron 100 ul de cada una de las concentraciones de la curva
estandar y de las muestras y se dejé 2 horas a 4° C. Se lavo la placa y se colocaron
100 ul por pozo del anticuerpo de deteccion y se incubé durante 1 hora. Se lavo la placa
y se agrego Estreptavidina fosfatasa alcalina (GIBCO BRL No. catalogo 19542-018), se
incubd durante 30 minutos. Después se lavo la placa y se coloco la solucion reveladora
compuesta por regulador de sustrato y pNPP (p-Nitro phenylphosphato), se agregaron
100 ul por pozo y se dejo interaccionar a temperatura ambiente y en la obscuridad de
15 a 60 minutos. La placa se ley6 por 1h en intervalos de 5 minutos aproximadamente
en un lector de ELISA para microplacas (EL 312e BIO TEK INSTRUMENTS a 405 nm),
con la ayuda de un programa KC4 para analizar los datos que proporciona las
concentraciones de las citocinas de las muestras. Finalmente las concentraciones de
cada citocina se expresaron en pg/ml y se graficaron en barras. Los resultados se
expresan como la media del error estandar al menos tres experimentos realizados en

diferentes dias.

5.7 Expresion del RNAm de TLR2 y TLR4

Los macréfagos humanos (1 x 10°) fueron estimulados con diferentes concentraciones
de LPG de L.mexicana (2, 4, 6, 8 y 10 pg/ml) durante 18 horas a 37°C con 5% de CO..

Posteriormente se lisaron las células con TRIzol y se extrajo el RNA.
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A las muestras de macrofagos estimulados se le afiadio: Master mix de la QRT-PCR, la
enzima RT (Retrotranscriptasa), responsable de la transcripcion de ARNm a en las
cantidades indicadas por el fabricante.

A continuacion los productos de ARNm se amplificaron mediante PCR con cebadores
especificos seleccionado sobre la secuencia humana publicada de TLR2 y TLR4. Los
primers para TLR2 fueron sentido 5-GCC AAA GTC TTG GAT ATT TGG-3 y antisentido
5-TTG AAG TTC TCC AGC TCC TG-3.

Para TLR4, los cebadores fueron sentido 5 AAG TGG TTG AAC GAA TGG AAT GTG-3
y antisentido 5-ACC AGA ACT GCT ACA ACA GAT ACT-3 (Becker et al.,, 2003;
Chandra y Naik, 2008). La amplificacion se realizé usando el kit Super One-Step RT-
PCR con Taq Platinum (Life Technologies). Una vez realizado esto se corrieron las
muestras obtenidas en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X. Finalmente el andlisis
densitométrico fue realizado mediante el registro de la intensidad de las bandas con un

Analizador de multi-Imagen. Como control interno se utilizé la B-actina.

5.8 Expresion de TLRs en macréfagos estimulados con LPG de L. mexicana

La expresién extracelular de TLR2 o TLR4 se determiné por citometria de flujo. 1x10°
macrofagos fueron estimulados previamente por LPG de L. mexicana durante 18 h se
resuspendieron en amortiguador de bloqueo (PBS, 5 mM de EDTA y 0,1% de azida de
sodio) y se incubaron en hielo durante 30 min. La suspensién celular se centrifugd y se
marco con anticuerpo anti-TLR2 humano (sc-21759, Santa Cruz de Biotecnologia) y
anti-TLR4 humano (sc-13593, Santa Cruz de Biotecnologia). Las células se incubaron
durante 20 minutos en la oscuridad, se lavaron dos veces con buffer de lavado. Las

células fueron analizadas por citometria de flujo (FACSCanto Il, Becton-Dickinson, San

41



José, CA) y se analizaron con el software DIVA (BD). Los resultados se presentan

como intensidad media de fluorescencia (MIF).

5.9 Ensayos de fosforilacion
5.9.1 Analisis de la fosforilacion de ERK y p38 MAPcinasas

Los macrofagos de sujetos sanos fueron incubados con 10 uyg/ml de LPG de L.
mexicana a diferentes tiempos para realizar una cinética de fosforilacién (5, 10, 15y 30

min) y posteriormente realizar el Western-blot.

5.9.2 Analisis del efecto de los inhibidores en la fosforilacion de macréfagos

estimulados con LPG

Los macrofagos fueron preincubados con inhibidores especificos PD98059 (40 uM) (sc-
3532), inhibidor de ERK, y SB203580 un inhibidor de p38 MAPcinasa, a una
concentracion de 20 yM (sc-3533) durante 2 horas. Posteriormente, las células fueron
estimuladas con 10ug/ml de LPG de L. mexicana a 10 y 15 minutos respectivamente.

Después se realizaron los ensayos de Western-blot.

5.9.3 Analisis del efecto de anticuerpos bloqueadores en la fosforilacion de
macrofagos estimulados con LPG.

Para analizar si el LPG de L. mexicana activa TLR2 y TLR4 se realizaron ensayos de
fosforilacién donde los macrofagos fueron preincubados con anticuerpos bloqueadores
anti-TLR2 (clon TL2.1) 5 ug/ml o anti-TLR4 (clona HTA125) 5 ug/ml (Alvarez-Arellano et

al., 2007), durante 1 hora a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo, los macréfagos
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fueron estimulados con 10 yg/ml de LPG de L. mexicana durante 10 y 15 min, después
del tiempo de interaccion los sobrenadantes del cultivo fueron cosechados.

Para todos los ensayos descritos previamente la cantidad de macréfagos utilizados fue
1X10°. Después del tiempo de interaccién las células se lavaron con PBS y se
centrifugaron durante 10 minutos a 1200 rpm. Posteriormente se decantd el
sobrenadante y las células se resuspendieron en amortiguador de lisis RIPA modificado
que es una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas que contiene Tris-HCI, pH
7.4 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NaF 10 mM, NP-40 1%. Para lisar las células
se colocaron 30 ul de amortiguador por 1 millén de células, durante 15 o0 20 minutos en
vortex-hielo. Se observo la lisis de los monocitos al microscopio usando azul de tripano
y posteriormente se centrifugé a 12000 rpm a 4° C durante 10 minutos. El paquete
celular se desech¢ y del sobrenadante se hicieron alicuotas que se guardaron a —70°
para posteriormente determinar la proteina.

Para la determinacién de proteina de sobrenadantes se utilizd el método de DC
reaccion colorimétrica compatible con detergente (Biorad) y los datos fueron
extrapolados en una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA). Como blanco se
utilizé el amortiguador de lisis RIPA modificado y se determiné la concentracion de
proteina con 5 ul de muestra. Cada una de las condiciones de realizé por duplicado. La
placa se dejo reposar por 15 minutos y se leyd a 650 nm en el lector de ELISA (BIO-
TEK Instruments), los datos se analizaron en el programa KC4 v 2 para obtener las

concentraciones de proteina en pg/ml.
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5.10 Western-blot

Para todos los experimentos mencionados anteriormente las muestras obtenidas de los
extractos de los macréfagos se ajustaron a la misma concentracion de proteina y
posteriormente se les agregd amortiguador 2 x (Glicerol, amortiguador 6.8, azul de
bromofenol, pironina y B-mercaptoetanol), se hirvieron por 3 minutos a 95° C y
posteriormente las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% para
separar las proteinas y se corrieron a voltaje constante (120 V).

Para la electro transferencia de los geles de acrilamida se utilizaron membranas de
PVDF-immobilon (millipore), activadas previamente con metanol durante 3 minutos. La
transferencia se realizé en un equipo transblot semi-seco durante 35 minutos a un
amperaje constante (0.3 mA/cm?). Una vez transferidas las proteinas la membrana se
tind con rojo de Ponceau para verificar que las proteinas se hubieran transferido en su
totalidad.

La membrana transferida se bloqued con 3% de BSA en TBST durante 1 hora en
agitacion constante a temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se lavé 4
veces con TBST. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: ERK1/2 (K-23) y p-ERK 1/2
(E-4), MAPp38 (C-20), p—~MAPp38 (D-8) todos de la marca Santa Cruz Biotechnology,
SA, dilucion 1:5000 con 1% de BSA en TBST y se dejaron toda la noche a 4° C en
agitacion constante. Al dia siguiente se retir6 el anticuerpo y se lavd la membrana con
TBST. Se agregd un segundo anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano a una dilucion 1:5000 con 1% de BSA en TBST durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se desecho el anticuerpo y se lavo durante 2 horas con TBST. Finalmente, a

la membrana se le colocd en una solucidén de sustrato + luminol por 3 minutos y se
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reveld por quimioluminiscencia utilizando placas de revelado de la marca Kodak.
Posteriormente, las placas fueron analizadas en un analizador de imagenes (Multimage

Alphalnotech). Las bandas fueron analizadas por densitometria.

5.12 Analisis de la fosforilacion mediante el método de Western-blot por

(ODYSSEY LI-COR).

Los extractos de macréfagos fueron estimulados con diferentes concentraciones de
LPG de L. mexicana (2, 4, 6, 8 y 10 ug/ml). Posteriormente Las proteinas fueron
cargadas en un gel de poliacrilamida al 15%. Una vez transcurrido este proceso se
transfirieron las membranas PVDF-immobilon. Después las membranas se bloquearon
con buffer de bloqueo LI-Cor (Lincoln, NE) durante 1 h a temperatura ambiente, se
incubaron con anticuerpos especificos para TLR2 (sc-10739) y para TLR4 (sc-30002) y
actina (sc-1616) todos de Santa Cruz Biotechnology, CA diluidos en 0,1% de Tween
LiCor regulador de bloqueo durante toda la noche a 4 ° C. Posteriormente las
membranas se lavaron y se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-conejo
colorante IR-700 durante 1 h. Las proteinas se analizaron mediante el sistema de
imagenes de infrarrojos Odyssey (LI-COR, Lincoln, NE) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.
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5.13 Analisis de la translocaciéon nuclear de los factores de transcripciéon AP-1y

NF-kB por ensayos de retardamiento (EMSA).

Los macréfagos (1 X 10°) fueron preincubados con inhibidores de ERK y MAP p38
durante 2 horas y posteriormente fueron estimulados con LPG de L. mexicana durante
30 min. Una vez transcurrido este tiempo se extrajeron los nucleos mediante la
utilizacién de un kit (Fermentas-life science. cat: KO311). A las muestras obtenidas se
les determino proteina y se corrieron en un gel de acrilamida al 10%, después mediante
ensayos de Western-blot las muestras se preincubaron con anticuerpo NF-kB (H-119)
sc-7178 para verificar que solo se tenian extractos nucleares.

Las muestras fueron preincubadas con el kit Odyssey y los oligonucleétidos especificos
disefiados para AP-1 y NF-kB durante 20 minutos; después se corrieron las muestras
en un gel de poliacrilamida al 4% sin detergentes a temperatura ambiente en oscuridad
total a 60 Volts durante 1 hora 40 minutos. Finalmente los geles se analizaron mediante
el sistema de imagenes de infrarrojos Odyssey (LI-COR, Lincoln, NE) de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

5.14 Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como la media £+ SEM (error estandar de la media). La
evaluacion estadistica de los valores entre los grupos se realiz6 mediante la prueba de

U Mann-Whitney. Un valor de P <0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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6. Resultados
6.10btenciéon de monocitos de Sangre Periférica.

El porcentaje de pureza de las células fue analizado por citometria de flujo. En la figura
15 se puede observar el porcentaje de pureza de los monocitos que equivale a un
84.3%. Este experimento representa uno de 4 experimentos que se realizaron a las

células purificadas.
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Figura 15. Determinacion de la pureza de monocitos de sangre periférica por citometria de flujo. En el
panel A se observa la poblacion total obtenida de la purificacion marcada con (PE). En el panel B los

monocitos se marcaron en una relacion 1:4 con el anticuerpo monoclonal anti-CD14 (MACS) humano.

6.2 Analisis del efecto del LPG de L. mexicana en la produccién de citocinas

Para determinar si el LPG de L. mexicana puede inducir la produccién de citocinas los
macrofagos fueron estimulados con LPG.

Como se observa en la figura 15, los resultados mostraron que el LPG de L. mexicana
indujo la produccién de las citocinas analizadas: TNF-a, IL-1B, IL-12p40, IL-12p70 e IL-

10.
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Para el caso de TNF-a los valores obtenidos fueron de 511 + 53.-87 pg/ml (Fig. 16 A);
mientras que para IL-13 se generaron 278 + 23.-24 pg/ml (Fig. 16 B); con respecto a IL-
12p40 los valores obtenidos fueron 1067 + 134.-4 pg/ml (Fig. 16 C); de IL-12p70 se
produjeron 84 + 9-2 pg/ml (Fig. 16 D), finalmente para IL-10 fue de 421 + 56-21 pg/ml
(Figura 16 E). Los datos analizados revelan que los macrofagos incrementan
considerablemente la produccién de TNF-a e IL-12p40 después de ser estimulados con
LPG de L. mexicana (barras negras) con respecto a los niveles basales (barras
blancas). Para todos los casos se observan diferencias significativas entre estas dos
condiciones (P < 0.05). Como podemos observar los niveles de IL-1 como de IL-12p70
fueron menores al compararlos con TNF-qa, IL-12p40 e IL-10. El control positivo de LPS
fue un buen inductor de la produccién de las citocinas analizadas siendo mayor el

efecto en TNF-a e I1L-12p40.
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Figura 16. Produccién de citocinas inducidas por LPG de L. mexicana. 1X10° macréfagos se cultivaron
en medio RPMI en presencia de LPS (100 ng/ml) y LPG (10 pg/ml). Después de 24 horas se cuantifico la
produccioén de citocinas mediante ELISA, (A) TNF-a, (B), IL-1B, (C) IL-12p40, (D) IL-12p70, (E) IL-10. Las
barras representan la media + SEM de cinco experimentos diferentes. Los asteriscos indican una
diferencia significativa con p <0,05. Como se muestra el LPG incrementa la produccién de las citocinas.
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6.3 Efecto del LPG de L. mexicana en la expresion de TLR2 y TLR4

En el presente estudio se analiz6 el efecto del LPG de L. mexicana en la expresion de
TLR2 y TLR4 a nivel de RNAmM y de la expresion de proteinas. Los macréfagos se
incubaron con diferentes concentraciones de LPG (2 a 10 pg / ml). En este trabajo se
demostrd que todos los tratamientos resultaron en un aumento significativo del RNAm
para TLR2 y TLR4 en comparacion con las células control sin estimulo (Fig. 17 A).
Observamos que la maxima expresion del ARNm para TLR2 y TLR4 asi como la
presencia de la proteina determinada por Western-blot fue a 10 uyg/ml de LPG, que era
la concentracion maxima probada en nuestro ensayo (Fig. 17 B). La presencia de la
proteina de TLR2 y TLR4 se detecté mediante ensayos de citometria de flujo en
presencia de proteinas de superficie de los receptores TLR2 y TLR4 donde se observo
una expresion maxima a los 4 y 6 yg de LPG para TLR2 y de 6 y 8 para TLR4 (Fig. 17

C).
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Figura 17. Efecto del LPG de L. mexicana en la expresion de RNAm de TLR2 y TLR4. Los macréfagos
fueron estimulados con LPG a diferentes concentraciones. Esta imagen es representativa de tres
experimentos independientes. El grafico muestra el andlisis de la densitometria del gel y los valores
expresan el incremento relativo en SEM en comparacion con los macréfagos. (A). Las proteinas se
analizaron mediante el sistema Odyssey de imagenes infrarrojos, esta imagen del gel es representativa
de tres experimentos independientes (B). Analisis de citometria de flujo de TLR2 y TLR4 (C), la expresion
extracelular muestra el aumento relativo que se calculd dividiendo la media de la fluorescencia de las
células estimuladas con las macrofagos sin estimular. Los valores se expresan expresan en + SEM.
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6.4 Participacion de TLR2 y TLR4 en la produccién de citocinas inducida por LPG

Los resultados previos muestran que el LPG de L. mexicana indujo la produccién de
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-12p40, IL-12p70) e IL-10 y la expresion de
TLR2 y TLR4. Para correlacionar si esta induccion de citocinas es dependiente de la
activacion de TLR2 o TLR4, los macrofagos se preincubaron con anticuerpos
bloqueadores anti-TLR2 o anti-TLR4 antes de ser estimulados con LPG de L. mexicana.

Posteriormente, la produccion de citocinas fue cuantificada.

En los macréfagos pretratados con anti-TLR2 y anti-TLR4 y estimulados con LPG se
observé una disminucion en la produccion de todas las citocinas analizadas con
respecto a los macrofagos incubados soélo con LPG de L. mexicana, observandose
diferencias significativas entre el control y las condiciones con anticuerpos (P <0,05).
Todos los porcentajes de inhibicion estan calculados considerando como 100% los
macrofagos estimulados con LPG y se muestran en la

Tabla1.

Tabla 1. Andlisis de la produccidn de citocinas en macréfagos pretratados con
anticuerpos bloqueadores TLR2 y TLR4 y estimulados por LPG

Media de la Parcentaje de bloquec con anticuerpos
Gtocinas PG TR entiTLRA T
TNF-a 419 X 68.19 319/24 223/50 125/70
IL-1p 250 £ 10.01 202/1% 130/48 87/65
IL-12p40 820 X 64.85 564/31 502/38 330/59
IL-12p70 93 t 585 69/26 64/32 44/52
IL-10 376 £ 19.60 197/48 163/55 121/68

Promedio de 4 experimentos independientes
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La produccion de TNF-a disminuyo de 419 a 319 pg/ml lo que corresponde a un 24% de
porcentaje de bloqueo con anti-TLR2 y en un 46% con anti-TLR4, con ambos
anticuerpos la reduccion corresponde al 70% (Fig 18 A). En IL-13 se observd una
disminucion de 250 a 202 pg/ml que corresponde al 19% con anti-TLR2, un porcentaje
de bloqueo del 48% con anti-TLR4 y del 65% con anti-TLR2 y TLR4 (Fig 18 B). Con
respecto a IL-12p40 e IL-12p70 los porcentajes fueron menores al 50% al utilizar los
anticuerpos bloqueadores para TLR2 y TLR4 respectivamente, sin embargo cuando se
utilizaron ambos anticuerpos bloqueadores la produccion de IL-12p40 disminuyé un
59% y para IL-12p70 un 52% (Fig 18 C y 18 D). Finalmente, los valores de IL-10 fueron
de 376 a 197 pg/ml proporcional a un 48% para anti-TLR2, de un 55% con anti-TLR4 y

para anti-TLR2/TLR4 una reduccién del 68% (Fig 18 E).

En todas las condiciones la disminucion en la produccién de citocinas fue mas evidente
en los macréfagos que se incubaron con anti-TLR4 seguida de la condicion con ambos

anticuerpos.
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Figura 18. Participacion de TLR2 y TLR4 en la produccién de citocinas inducida por LPG de L. mexicana.
Los macrdéfagos se cultivaron en medio RPMI en presencia de LPG (10 ug/ml) con o sin pre-tratamiento
con anti-IgG, anti- TLR2 (5ug/ml), anti-TLR4 (5ug/ml). Después de 24 horas se analizé la produccion de
citocinas por ELISA: TNF-a (A), IL-1B (B), IL-12p40 (C), IL-12p70 (D) e IL-10 (E). Las barras representan
la media £ SEM de seis experimentos diferentes. Los asteriscos indican una diferencia significativa de

p <0,05, en comparacién con las células tratadas con anti-lgG + LPG.



6.5 EI LPG de L. mexicana induce la fosforilacion de ERK y p38 MAP cinasas

Examinamos la activacion de ERK y p38 MAP cinasa en macréfagos estimulados con
LPG de L. mexicana. Los macréfagos se incubaron con 10 ug/ml de LPG a diferentes
tiempos (5, 10 y 15 min para ERKy 5, 10 , 15 y 30 min para la p38 MAP cinasa). El
analisis de Western-blot fue empleado para detectar los niveles de fosforilacién. Como
se muestra en la figura 19 (A y B), la incubacién de los macréfagos con LPG indujo la
fosforilacion de p-ERK y p-p38 MAP cinasa. Los niveles de fosforilacion fueron
detectados después de 5 min para ERK y alcanz6 un pico maximo de fosforilacion a los
10 min (Fig. 19 A). El pico de fosforilacion de p38 MAP cinasa se detect6 a los 15 min

de incubacion (Fig. 19 B).
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Figura 19. Efecto del LPG de L. mexicana en la fosforilacion de ERK y p38 MAP. Los macrofagos se
cultivaron en medio RPMI en presencia o ausencia de 10 yg/ml de LPG a 5, 10 y 15 min para p-ERK y 5,
10, 15 y 30 min para p38. Los extractos celulares se prepararon y los niveles de fosforilacién de ERK y
p38 MAP cinasa fueron detectados por ensayos de Western-blot utilizando anticuerpos especificos para
(A) p-ERKy T-ERKy (B) p-p38 MAP cinasa y T-p38 MAP cinasa. Los asteriscos indican una diferencia
significativa con p <0,05, en comparacion con las células no tratados con LPG.
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Posteriormente se queria evaluar si la fosforilacion de ambas cinasas era dependiente
del LPG de L. mexicana, para lo cual se utilizaron inhibidores especificos de estas
cinasas. Los macrofagos fueron preincubados durante 2 horas, ya sea con el inhibidor
de ERK (PD98059) o el inhibidor de p38 MAP cinasa (SB203580) o ambos inhibidores,
e inmediatamente después se estimularon con 10 ug/ml de LPG de L. mexicana
durante 10 minutos para la deteccion de p-ERK y 15 minutos para la deteccion de p38
MAP cinasa (Fig. 20 A-B). Se muestran las proteinas totales asi como el analisis
densitométrico de la fosforilacion de ERK y p38 MAP cinasa. Los resultados mostraron
que el inhibidor de ERK fue capaz de reducir considerablemente la fosforilacién en
macrofagos estimulados con LPG + PD98059; sin embargo, en la condicidon de
macrofagos incubados con LPG+ SB203580 se incrementa considerablemente la
fosforilaciéon (Fig. 20 A).

Del mismo modo, la fosforilaciéon de p38 MAP cinasa inducida por LPG fue disminuida
por el inhibidor de la de p38, pero con el inhibidor de ERK aumenta la fosforilacion (Fig
20 B). También se observo el efecto de ambos inhibidores en macréfagos estimulados
con LPG, lo que resultd en una disminucion de la fosforilacién de ERK con respecto a
los macréfagos estimulados con el LPG. Para p38 MAP cinasa se observo que esta
fosforilacidon disminuye al utilizar ambos inhibidores en comparacién con los macrofagos
estimulados con LPG + SB203580 (Fig. 20 B carril 5). En la figura 20 Ay B en el primer
carril se muestran los macréfagos sin estimulo. Como control los macrofagos fueron
estimulados solo con los inhibidores. El vehiculo en el que ambos inhibidores se

disolvieron fue dimetilformamida (DMF).
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Figura 20. Inhibicion de la activacion de ERK y p38 MAP cinasa. Los macréfagos fueron pretratados con
PD98059 40 uM (un inhibidor de ERK) o SB203580 20 uM (un inhibidor de la p38) durante 2 horas (las
células control no se trataron previamente) y se incubaron con 10 ug/ml de LPG 10 min para p-ERK (A) y
15 de min para p-p38 MAP cinasa (B). Los niveles relativos de fosforilacion de ERK y la p38 se midieron
por analisis densitométrico, y los valores representan la media + SEM de cuatro experimentos
independientes. Los asteriscos indican una diferencia significativa con p <0,05, en comparacién con las
células tratados con LPG.

6.7 La inhibicién de ERK y p38 MAP cinasas disminuye la produccion de citocinas

inducidas por LPG

ERK'y p38 MAP cinasa son vias importantes para la produccion de citocinas. Se evaluo
si la inhibicion de la ERK o p38 MAP cinasas afectaba la produccion de estas citocinas
en respuesta a la estimulacion de los macrofagos con LPG de L. mexicana. El LPG fue
capaz de inducir la produccion de TNF-a, IL-1p3, IL-12p40, 1L-12p70 e IL-10 (Fig. 21, A -
E, barra de color negro). Los macréfagos se preincubaron durante 2 horas con
PD98059 (un inhibidor de ERK) o con SB203580 (inhibidor de MAPpP38) vy

posteriormente se estimularon con LPG. Los macréfagos preincubados tanto con
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PD98059 como con SB203580 mostraron una disminucion en la produccion de TNF-q,
IL-18, IL-12p40 e IL-10. Sin embargo aunque se presento una disminucién en la
produccion de IL-12p70 esta no fue significativa. No obstante el efecto de inhibicién fue
mayor en los macréfagos preincubados con PD98059, en relacion con los macréfagos
preincubados con SB203580. Los porcentajes de inhibiciéon para ambos inhibidores se
muestran en la tabla 2 considerando como 100% la condicion de macréfagos

estimulados solo con LPG. Los valores de inhibicidon en cada citocina se presentan en la

Tabla 2.
Tabla 2. Efecto de las inhibidores de ERK / p38 MAP cinasasen la
produccidn de citocinas en macréfagos estimulados con LPG

Porcentaje de inhibicidn (%)

Citocina pmmi:i'g:(il;/m” PD98059 $B203580
{40 uM} (20 M)
TNF-a 389 X 53,87 211/45 318/18
IL-1B 278 X 3261 140/50 172/38
IL-12p40 898 * g9.01 599/33 801/10
IL-12p70 155 X 31.51 119/23 130/16
IL-10 631 X 41.50 307/51 490/22

Media de seis experimentos diferentes
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Figura 21. Inhibicion de ERK y p38 MAP cinasa. Los macréfagos se cultivaron en medio RPMI en
presencia de 40 yM PD98059 o 20 uM SB203580 y LPG (10 ug/ml). Las células control se trataron soélo
con LPG. Después de 24 horas. La produccion de TNF-a (A), IL-1B (B), IL-12p40 (C), IL-12p70 (D) e IL-
10 (E) se analizé por ELISA. Las barras representan la media + SEM de seis experimentos diferentes.
Los asteriscos indican una diferencia significativa. Un asterisco p <0,05, dos asteriscos p <0,01 tres
asteriscos p <0,001 en comparacion con las células tratadas solo con LPG.
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6.8 Activacion de ERK y p38 inducida por LPG esta mediada por TLR2 y TLR4

Estudiamos el posible papel de TLR2 y TLR4 en la fosforilacion de ERK y p38 en
macrofagos después de la estimulacion con LPG de L. mexicana. Los macréfagos se
pre-incubaron con anticuerpos anti-TLR2 o anti-TLR4 y se estimularon con LPG de L.
mexicana. A continuacion la fosforilacion de ERK y p38 se detectd por Western-blot.

Observamos una disminucion en la fosforilacion de ERK cuando los macrofagos se pre-
incubaron con los anticuerpos anti-TLR2, anti-TLR4, o ambos anticuerpos en
comparaciéon con los macréfagos estimulados solo con LPG (Fig. 22 A y B). De manera
similar cuando los macréfagos se pre-incubaron con los anticuerpos anti-TLR2 o anti -
TLR4 se observo una disminucion significativa en la fosforilacion de p38. Al utilizar
ambos anticuerpos anti-TLR2 y anti-TLR4, la fosforilacion de p38 cinasa fue

completamente inhibida (Fig. 22 C y D carril 6).
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Figura 22. La activacion de la ERK y p38 inducida por LPG esta mediada por TLR2 y TLR4. Los
macrofagos se cultivaron en medio RPMI en presencia de LPG (10 pg/ml) con o sin pre-tratamiento con
anti-TLR2 (5 pg/ml) o anti-TLR4 (5 pg/ml). Se evaluaron los niveles de fosforilacién mediante Western-
blot para (A) p-ERK y T-ERK y (B) p-p38 y T-p38. Los niveles de fosforilacion de ERK y p38 MAP cinasa
se midieron por analisis densitométrico y los valores representan la media + SEM de cuatro experimentos
independientes. Los asteriscos indican una diferencia significativa con p <0.05, en comparacion con las
células tratados con LPG.

6.9 Analisis de la translocacion nuclear de los factores de transcripciéon AP-1 y

NF-kB en macréfagos estimulados con LPG.

Existe evidencia de que en enfermedades como la leishmaniasis la inhibicion en la
secrecion de las citocinas puede estar regulada por la baja o nula translocacion de NF-
kB y AP-1 al nucleo. Partiendo de estos antecedentes queriamos analizar los posibles
factores de transcripcion involucrados en las vias de sefalizacion de los TLRs y
MAPcinasas; debido a que los factores son fundamentales para la produccién de

algunas citocinas proinflamatorias analizadas durante este estudio. Los macrofagos
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fueron preincubados con los inhibidores especificos de las MAPcinasas ERK y p38 y
estimulados durante 30 min con LPG y LPS (control positivo) (Fig 23). La proteina
obtenida de los extractos nucleares se utilizé para realizar los ensayos de Western-blot
y ensayos de EMSA para los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB.

Primero se realizo la técnica de Western blot para detectar la presencia de NF- kB p65
(Fig 23) en las fracciones nucleares de los macréfagos. En la condicién sin estimulo no
se observaron la translocacién nuclear de NF-kB proteinas, sin embargo, en

macrofagos estimulados con LPS y LPG se detecto la presencia de NF-kB.

P—

LPs - +
LPG - - +

Figura 23. Identificacion de NF-kB p65 de las fracciones nucleares de macrofagos estimulados con LPG
durante 30 minutos. Como control positivo se utilizd LPS 100 ng/ml. Posteriormente las muestras se
cargaron en un gel de poliacrilamida al 10%.

Para los ensayos de retardo de movilidad electroforética los extractos nucleares de
macrofagos preincubados con inhibidores de las cinasas ERK y p38 estimulados con
LPG fueron incubados con el kit EMSA Odyssey durante 10 minutos con los
oligonucledtidos especificos para AP-1 y NF-kB. Una vez transcurrido este tiempo las
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 5% sin SDS (Figura 24 A y B).
Como se observa en la figura 24, los estimulos de LPS y LPG fueron capaces de
inducir una translocacion nuclear de AP-1; sin embargo en las condiciones de los

macrofagos preincubados con inhibidores PD98059 y SB203580 estimulados con LPG

no se observa la presencia de proteinas en el nucleo para el caso de AP-1. Para el
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caso de NF-kB observamos que existe una presencia de proteinas nucleares para

todas las condiciones siendo mas evidente en macréfagos estimulados con LPG.

AP-1

LPS R - - -+
LPG - - + + + + - - + + +
PD98059 - . - + + - + +
SB203580 - - - - + + - - - - +

Figura 24. Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA). Se estimularon los macrofagos
durante 30 min con 10 ug/ml de LPG y 100 ng/ml de LPS. La imagen muestra la translocacion nuclear.
Sélo se observa la imagen de la proteina nuclear de AP-1 (A) con LPS y LPG, los macréfagos con los
inhibidores de ERK y p38 y estimulados con LPG no presentan este efecto. Para el caso de NF-«kB (B) se
observa una translocacion nuclear en las cinco condiciones.

7. Discusion

Leishmania es un parasito protozoario intracelular que reside principalmente en
fagocitos mononucleares. La infeccion en los macréfagos se inicia en la fase de
promastigote. Estudios previos realizados en la ultima década han demostrado que la
composicion de la superficie del glicocalix del promastigote esta constituido por distintas
moléculas como glicoproteinas (GPI), (glicolipidos, proteofosfoglicanos y
lipofosfoglicanos (LPG), (Naderer et al., 2004). Se sabe que la interaccién de los
parasitos de Leishmania con los macréfagos puede afectar las sefiales intracelulares y
modular distintas vias de sehfalizacion, como consecuencia de ello el parasito puede

sobrevivir dentro de los macrofagos infectados. Los diferentes mecanismos
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inmunologicos que monta el hospedero contra el parasito de Leishmania (Sacks y
Noben-Trauth, 2002), asi como una variedad de receptores implicados en las
interacciones macrofago/parasito de las diversas especies de Leishmania aun siguen

siendo investigados (Mosser y Edwards, 2008).

En este trabajo se demuestra que el LPG de L.mexicana tiene efectos sobre la

activacién de macroéfagos humanos.

La activacion de ERK y p38 MAP cinasa es consecuencia de la interaccion de diversos
receptores de superficie con sus respectivos ligandos. Estas cinasas juegan un papel
importante en la modulacion de diversos procesos biolégicos, como el inicio de una
respuesta inflamatoria a través de la regulacion de las citocinas proinflamatorias (Cobb,
1999). Leishmania puede modular diversas citocinas que son fundamentales para la

patogénesis y la supervivencia del parasito (Olivier et al., 2005).

En el presente estudio determinamos la secrecion de citocinas proinflamatorias en
macrofagos estimulados con LPG de L. mexicana. ElI LPG indujo la secrecién de TNF-q,
asi como de IL-12p40. Esto concuerda con los valores reportados en pacientes con
leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y difusa (LCD) donde se demuestra que
monocitos de pacientes con LCL y LCD aumentan significativamente la produccion de
TNF-a e IL-12p40 cuando son estimulados con LPG (Carrada et al., 2007), este mismo
fendmeno se presenta en monocitos y células dendriticas de sujetos sanos (Argueta-
Donohue et al., 2008). Por otro lado, promastigotes de L. panamensis también

promueven la secrecion de TNF-a (Gallego et al., 2011).
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El TNF-a se ha estudiado ampliamente en el modelo murino de la leishmaniasis, donde
se ha demostrado que participa en la induccidén de intermediarios reactivos de oxigeno
y Oxido nitrico (NO), que conduce a la activacion de los macréfagos y como
consecuencia un control limitado de la replicacion del parasito de Leishmania (Wilhelm
et al., 2001). Otra de las citocinas analizadas fue IL-12 que es muy importante porque
es capaz de activar a los linfocitos T virgenes y favorecer una respuesta tipo Th1.

La IL-12 es una proteina formada por una cadena ligera de 35 kDa (conocida como p35
o IL-12a) y una cadena pesada de 40 kDa (conocida como p40 o IL-12b) unidas por un
puente disulfuro. La subunidad p40 puede encontrarse extracelularmente como
monomero (IL-12p40) o formando homodimeros (IL-12(p40)2). La subunidad p35 no es
secretada en forma de mondmero. Las dos subunidades forman el heterodimero IL-
12p70. La subunidad p40 es producida por macrofagos y CD, los cuales producen la IL-
12p70, que es la molécula con actividad biolégica (Abdi, 2002; Klinke, 2006).

En el modelo murino de leishmaniasis, se ha demostrado que los ratones C57BL/6 son
resistentes a la infeccion por L. major y los ratones BALB/c son susceptibles (Sacks y
Noben-Trauth, 2002) se sabe que la respuesta dada por la IL-12 favorece la resistencia
a esta enfermedad. Otros autores reportaron que macréfagos murinos RAW264.7
infectados con promastigotes de L. donovani suprimen por completo la produccién de
IL-12p70, sin embargo cuando se utiliza el LPG de L. donovani esta molécula es capaz
de inducir la produccién de dicha citocina (Srivastav et al., 2012).

Nuestros resultados muestran que la secrecion de IL-12p40 en macrofagos humanos
estimulados con LPG de L. mexicana es considerablemente mayor con respecto a la
produccion de IL-12p70. Esto concuerda con lo reportado en ratones infectados con

L.major donde se observa que los niveles de IL-12p70 son minimos (Guler et al., 2011).
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La produccion IL-12p40/p70 6ptima es necesaria para conducir un predominio Th1 que
produzca IFN-y que genere NO, para erradicar al parasito. Da alguna manera
Leishmania logra inhibir este equilibrio entre citocinas.

Nuestros resultados también sefialan que el LPG de L. mexicana es capaz de inducir la
secrecion de IL-1B. Se ha correlacionado la secreciéon de IL-18 con actividades
antimicrobianas contra bacterias y parasitos in vitro e in vivo (Shio et al., 2012).
También se ha demostrado que la secrecidn adecuada IL-1B reduce la leishmaniasis
mediante la generacion de una respuesta inflamatoria mediada por células T en los
tejidos afectados. IL-1B inicia y propaga la inflamaciéon mediante la induccion de la
expresion de moléculas de adhesién en las células endoteliales y leucocitos (Kostka et
al., 2006). Otro estudio sefala que ratones knockout que carecen de IL-13 generan
mayor infeccion de Leishmania. En nuestro trabajo también observamos que la
secrecion de IL-10 es elevada. La secrecién de esta citocina se correlaciona con la
progresion de la enfermedad en pacientes con leishmaniasis cutanea (Louzir et al.,
1998). Se ha descrito que Leishmania modifica la respuesta del hospedero mediante la
exacerbacion de efectos antiinflamatorios por la produccién de IL-10 (Kane y Mosser,
2001), también suprime las funciones de los macréfagos asi como la produccién de IL-
18 (Karam et al., 2007). Es importante destacar que en nuestro trabajo solo analizamos
la actividad de una sola molécula y no del parasito completo, ya que como lo reportan
en otro estudio los promastigotes de L. donovani suprimen con éxito la produccion de
IL-12p40 e IL-10 en la linea celular monocitica THP-1, a pesar de que los promastigotes
llevan en su superficie moléculas de LPG (Chandra y Naik, 2008). Esto es relevante ya

que una adecuada secrecion de IL-12 favorece la secrecion de IFN-y por células NK
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que son importantes para la activacion de macrofagos. Estos y otros estudios apuntan a
que existen otros factores en la regulacién de la respuesta inmune contra el parasito,
como la secrecion de IL-10 a favor de este patdgeno intracelular. La secrecion
adecuada de citocinas proinflamatorias es fundamental en Ila infeccion por
Leishmania,asi como los receptores que pueden inducir la produccién de estas. En los
ultimos anos se ha tenido un especial interés sobre el papel que pueden jugar los
receptores TLRs en la infeccion por Leishmania, debido a que la superficie de los
macrofagos presenta una variedad de estos receptores que, después de la
interaccionar contra este patégeno, podrian desencadenaran diversas sefales que
activan varias cascadas de proteinas relacionados con la expresion de genes (Tuon et
al., 2008). Varios estudios han sefialado el reconocimiento de moléculas derivadas de
Leishmania por diferentes TLRs (Becker et al., 2003; de Veer et al., 2003; Flandin et al.,
2006). La expresion de TLR2 en células NK estimuladas con LPG de L. major ya ha
sido reportado. Sin embargo esta es la primera descripcion en macréfagos humanos
estimulados con LPG de L. mexicana donde observamos la expresion tanto TLR2 como
TLR4 a nivel de ARNm, asi como la expresion de proteina y TLRs en membrana.
Existen evidencias que en L. chagasi y L. major existe una expresion de estos
receptores lo que indica que podrian estar potencialmente involucrados con el
reconocimiento del parasito de Leishmania (Becker et al., 2003; Flandin et al., 2006)
Ademas hemos correlacionado la expresion de TLR2 y TLR4 con la produccion de
citocinas. El LPG de L. mexicana indujo la produccion de citocinas proinflamatorias, sin
embargo cuando se utilizan previamente anticuerpos bloqueadores de los receptores
TLR2 y TLR4 esta secrecion disminuye de manera parcial en todos los casos para

TLR2 y de manera significativa para TLR4, no obstante este efecto es mas evidente
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cuando se preincuban las células con ambos anticuerpos, ya que la secrecion de
citocinas disminuye considerablemente. Esto se confirma con estudios similares donde
LPG de L. major induce la secrecién de las citocinas IL-12 y TNF-a a través de la
activacion de TLR2 (de Veer et al., 2003). Sin embargo, el papel desempefado por
estos receptores en las distintas especies de Leishmania sigue siendo poco claro. Por
ejemplo Cezario y cols encontraron una correlaciéon positiva, en la fase inicial de la
infeccidn, y los niveles de NO asi como en la expresion de TLR2 y TLR4 en ratones
infectados con L. chagasi (Cezario et al., 2011). Asi mismo, estudios similares reportan
que el mLPG (LPG de membrana) de L. major es un potente inductor de citocinas, y
que al utilizar un anticuerpo bloquedor para TLR2 la produccion de IL-12 se inhibe
parcialmente (Kavoosi et al., 2009). Como consecuencia de la activacion de TLRs se ha
demostrado que Leishmania puede modular algunas proteinas cinasas de la cascada
de las MAPcinasas. Estudios previos realizados en macréfagos murinos mostraron que
promastigotes de L. donovani inducen la fosforilacion temporal de ERK y p38 (Prive y
Descoteaux, 2000). Otros autores reportan que el LPG de L. donovani indujo activacion
de ERK, p38 y JNK en una linea celular de macréfagos (Balaraman et al., 2005). Por
otro lado se compararon los efectos de promastigotes de L. donovani y L. major en la
fosforilacion de MAP cinasas en macrofagos RAW264.7 y se encontré que las dos
especies de Leishmania tuvieron efectos similares induciendo una rapida fosforilacion
de ERK y p38 (Ben-Othman et al., 2008). En nuestro trabajo confirmamos que el LPG
de L. mexicana indujo la activacion de ERK y p38 en tiempos muy cortos. La adecuada
activacion ERK y p38 puede representar un punto clave en el desarrollo de la
enfermedad y la posible eliminacién del parasito. Para demostrar la importancia de la

activacién o inhibicion de las cinasas, el uso de inhibidores farmacolégicos ha resultado
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ser una herramienta muy util, trabajos previos que utilizan inhibidores selectivos de ERK
(PD98059) y p38 (SB203580) demuestran que mientras que p38 juega un papel
esencial en la induccion de NO, ERK parece estar mas involucrado en suprimir la
produccion de IL-12, en respuesta a LPS (Feng et al., 1999). Se ha demostrado que
PD98059 se une a formas inactivas MEK1 y evita la posterior activacion de las cinasas.
El inhibidor SB203580 es un pyrimidazol que se une con una alta afinidad a p38 cerca
del sitio de unidon a ATP, haciendo asi que la cinasa p38 este inactiva. Nuestro trabajo
reporto el efecto de estos inhibidores. El LPG induce una fosforilacién temprana, el uso
de estos inhibidores disminuye de manera significativa esta activacion y hay una
disminucién parcial en la produccién de todas las citocinas analizadas en este trabajo
siendo mas significativa al usar el inhibidor de ERK, esto concuerda con nuestros datos
obtenidos previamente en los experimentos de fosforilacién de las cinasas, con lo que
comprobamos que el LPG activa estas cinasas y ademas regula la secrecion de
citocinas proinflamatorias. Por otro lado, para poder entender como se inicia esta
cascada de activacion nos planteamos la posibilidad de que LPG estuviera activando a
TLR2 y TLR4. Mediante el uso de anticuerpos bloqueadores especificos de TLRs
demostramos que el LPG disminuye la activacion de ERK y p38 cuando se utilizo anti-
TLR2, sin embargo esta disminucién fue mucho mas evidente al utilizar anticuerpos
anti-TLR4. Nuestros datos concuerdan con lo reportado por Shweash y cols donde
sefalaron que promastigotes de L. mexicana en macrofagos deficientes de TLR2 y
TLR4, o ambos disminuian ligeramente la fosforilacion de p38 en macrofagos
deficientes de TLR2-/-. Sin embargo, en macrofagos deficientes de TLR4-/- la
fosforilacion de las tres MAP cinasas se observa afectada considerablemente, para el

caso de ERK y JNK la fosforilacion fue abolida (Shweash et al., 2011). Lo que confirma
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nuestras observaciones previas. Con estos datos comprobamos que TLR2 /TLR4
pueden intervenir en la sefalizacion de ERK y p38. Sin embargo existen evidencias de
que el TLR2 puede jugar un papel regulador durante la infeccion con L. braziliensis
(Vargas-Inchaustegui et al., 2009). Nosotros concluimos en este trabajo que el LPG
tiene un efecto sobre la fosforilacion de ERK y p38 que influye en la secreciéon de
citocinas y que pueden estarse activando los receptores TLR2 y TLR4. La produccién
diferencial de citocinas proinflamatorias ejercida por el parasito de Leishmania juega un
papel fundamental en el desarrollo de la curacién o cronicidad de la enfermedad (Del

Vecchio et al., 2007; Sharma y Singh, 2009).

Finalmente para poder determinar los factores de transcripcion que activan como
consecuencia de las sefiales provenientes de las vias de MAP cinasas o TLRs en
macrofagos estimulados con LPG de L. mexicana se analizé la participacion de AP-1y
NF-kB. Esta bien establecido que la activacién de AP-1 y NF-kB, se origina como
resultado de la participaciéon de varios receptores de superficie activados por diferentes
ligandos extracelulares; esta activacion por lo general implica la participacion de las
MAPcinasas (Karin et al., 1997; Adams y Sweatt, 2002). El factor de transcripcion NF-
KB esta implicado en la regulacion de la iNOS y la produccion de IL-12. Las MAP

cinasas proporcionan nuevos blancos potenciales de la inmunomodulacién terapéutica.
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Figura 25. Posible mecanismo por el cual el LPG modifica la respuesta inmune en el macréfago. En el
esquema se muestra como el LPG de L. mexicana activa a TLR2 y TLR4 lo cual puede inducir una
activacion de cinasas que originen la produccién de citocinas. Por otro lado el LPG también activo las
cinasas de ERK y p38. El LPG fue capaz de modular la secreciéon de estas citocinas al ponerlas en
contacto previo con inhibidores especificos de estas cinasas. Finalmente el LPG indujo la translocacion
nuclear de los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB.
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Resumen de Resultados

El LPG de L. mexicana:

1.-Indujo la secrecion de citocinas en macrofagos humanos.

2.-Promovio la expresion del RNAm y proteinas de TLR2 y TLR4 en macrofagos.
3.-Regulé la produccion de citocinas a través de TLR2 y TLR4 en macrdéfagos.

4 .-Indujo la fosforilacion de las cinasas ERK y p38 en macroéfagos.

5.-Reqgulé la participacion de TLR2 y TLR4 en la fosforilacion de ERK y p38 en
macrofagos.

6.-Promovio la translocacion nuclear de los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB

en macrofagos.

8. Conclusion

El LPG de L. mexicana activa la secrecion de citocinas TNF-a, IL-183, IL-12p40, IL-
12p70 e IL-10 y fosforila las cinasas ERK y p38 a través de TLR2 y TLR4.

Este estudio ampli6 la investigacidén hacia diversas vias de sefializacién asi como a los
factores de transcripcion que pueden estar involucrados en el proceso de la infeccién
por L. mexicana y ayuda a dilucidar nuevos mecanismos por los cuales este parasito
regula los efectos proinflamatorios en el hospedero, principalmente en los pacientes con

LCLyLCD
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Leishmania mexicana lipophosphoglycan activates ERK and
p38 MAP kinase and induces production of proinflammatory
cytokines in human macrophages through TLR2 and TLR4

A. ROJAS-BERNABE', O. GARCIA-HERNANDEZ', C. MALDONADO-BERNAL?,
J. DELEGADO-DOMINGUEZ! E. ORTEGA®, L. GUTIERREZ-KOBEH', I. BECKER!
and M. AGUIRRE-GARCIA!*

1Departament0 de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México, México,
D.F., México

2 Unidad de Investigacion de Enfermedades Oncolégicas, Hospital Infantil de México Federico Gomez, México, D.F., México
3 Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, México, D.F., México

(Received 2 July 2013; revised 29 October 2013, accepted 23 November 2013)

SUMMARY

Protozoan parasites of genus Leishmania are the causative agents of leishmaniasis. Leishmania promastigotes primarily infect
macrophages in the host, where they transform into amastigotes and multiply. Lipophosphoglycan (LPG), the most
abundant surface molecule of the parasite, is a virulence determinant that regulates the host immune response.
Promastigotes are able to modulate this effect through LPG, creating a favourable environment for parasite survival,
although the mechanisms underlying this modulation remain unknown. We analysed the participation of TLLR2 and TLR4
in the production of cytokines and explored the possible phosphorylation of ERK and/or p38 MAP kinase signalling
cascades in human macrophages stimulated with Leishmania mexicana LLPG. The results show that LPG induced the
production of TNF-a, IL-1p, IL-12p40, I1.-12p70 and 1L.-10 and led to phosphorylation of ERK and p38 MAP kinase.
Specific inhibitors of ERK or p38 MAP kinases and mAbs against TLR2 and TLR4 reduced cytokine production and
phosphorylation of both kinases. Our results suggest that L. mexicana LPG binds TLR2 and TLR#4 receptors in human
macrophages, leading to ERK and MAP kinase phosphorylation and production of pro-inflammatory cytokines.

Key words: ERK, p38 MAP kinase, Leishmania mexicana, lipophosphoglycan, human macrophages.

INTRODUCTION glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchored mole-
cules. The most abundant glycoconjugate on the
parasite surface is a virulence factor known as
lipophosphoglycan (LPG). It has been shown that
LPG is recognized as a PAMP (pathogen-associated
molecular patterns) by Toll-like receptors, triggering
signal transduction pathways that upregulate the
production of pro-inflammatory cytokines (de Veer
et al. 2003; Kavoosi et al. 2009). Also, it has been
reported that LPG from Leishmania major activates
NK cells through TLR2 (Becker et al. 2003).

Early studies have shown that the control of

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a disease caused by
protozoan parasites of the genus Leishmania, which
are transmitted to humans by the bite of sandflies. In
Mexico this disease is caused by Leishmania mex-
icana, resulting in either localized cutaneous leish-
maniasis (LCL) or diffuse cutaneous leishmaniasis
(DCL). Leishmania infects the vertebrate host,
principally affecting phagocytic cells of the immune
system such as macrophages and dendritic cells.
Leishmania presents two phenotypically distinct
stages during the life cycle: the promastigotes and
the amastigote. The promastigote is the extracellular
stage and responsible for infection of host cells.
Within host cells promastigotes transform into
amastigotes and initiate their replication, most
importantly within macrophages (Liese et al. 2008).
During invasion, promastigotes tend to resist and
modulate the host immune functions, due in part to a
dense surface glycocalyx largely composed of

infection of some Leishmania species requires differ-
ent TLRs that recruit and activate signalling mole-
cules of the innate immune response. TLR2
recognition has been shown for L. major (de Veer
et al. 2003; Kavoosi et al. 2009) as well as for
Leishmania braziliensis, where TLR2-deficiency had
an impact on disease outcome in mice infected with
this parasite (Vargas-Inchaustegui et al. 2009).
TLR4 has also been shown to have a role in
* Corresponding author. Departmento de Medicina X)(;l(;.r(?lllng L'. ma].oy grO\fvth.(Kr(f)[.)f et al. 2004).
Experimental, Facultad de Medicina, UNAM, Dr. itionally, in Leishmania pifanoi-infected TLR4-
Balmis 148, Colonia Doctores, México, D.F., 06726, deficient mice, an increase in parasite burdens was
México. E-mail: maguirre@unam.mx observed (Whitaker et al. 2008). TLR9 was found to
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be essential in the control of infection with L. major,
L. braziliensis and Leishmania infantum (Liese et al.
2008; Tuon et al. 2008).

TLRs activate several signalling cascades, which
include mitogen-activated protein kinases (MAPK)
(Means et al. 2000; Jung et al. 2006) that constitute a
superfamily of serine/threonine kinases. Three major
subgroups of MAP kinases are known in mammalian
cells including extracellular signal-regulated kinases
1 and 2 (ERK), ¢-Fun amino-terminal kinases (JNK)
and the p38 MAP kinase. ERK is activated by
mitogens and growth factors, while cellular stress
stimuli, such as UV light, osmotic changes, thermal
shock and inflammatory cytokines induce the acti-
vation of JNK and p38 MAP kinases. MAPK
modulate many cellular events, including cell cycle
progression, regulation of embryonic development,
cell movement and apoptosis (Vitale et al. 2000;
Kyriakis and Avruch, 2001; Ben-Othman et al.
2008). It is known that differential signalling trig-
gered by ERK or p38 MAP kinase can play an
important role in the type of response after stimu-
lation (Feng et al. 1999). For example, the activation
of p38 MAP kinase is associated with the production
of IL-12 and IL-10 can inhibit the activation of ERK
(Lu et al. 1999; Suttles et al. 1999). These kinases are
essential for the control of Leishmania infections
(Junghae and Raynes, 2002) and a reciprocal regu-
lation of ERK and p38 MAP kinase favours a better
response of pro-inflammatory cytokines during
early stages of infection (Mathur et al. 2004). It has
been shown that Leishmania donovani promastigotes
successfully suppress the production of pro-
inflammatory cytokines in order to create a favour-
able environment in host cells for parasite survival
(Chandra and Naik, 2008).

Our group previously reported that L. mexicana
LPG induced a differential production of cytokines
in human dendritic cells (DCs) and monocytes
(Argueta-Donohue et al. 2008). Moreover, in mono-
cytes of patients with LCL or DCL, LPG sign-
ificantly reduced the production of TNF-a and
IL-12p40 (Carrada et al. 2007).

Although it has been shown that Leishmania
possesses ligands for TLLRs and that the engagement
of these receptors is important for the infection, it
is necessary to investigate the Kkinases that are
involved in this activation and the cytokines that are
produced.

The aim of the present study was to investigate the
participation of TLR2 and TLR4 in the production
of cytokines and to explore the possible phosphoryla-
tion of ERK and/or p38 MAP kinase in human
macrophages stimulated with L. mexicana LPG.
Our data show that L. mexicana LPG activates
TLR2 and TLR4 in human macrophages leading
to ERK and p38 MAP kinase phosphorylation and
production of TNF-a, IL-1f, 1L-12p40, IL-12p70
and IL-10.

MATERIALS AND METHODS
Macrophage purification from peripheral blood

Peripheral blood monocytes were obtained from the
buffy coats of blood from healthy donors (kindly
supplied by the blood bank of the Centro Médico
Nacional Siglo XXI, IMSS). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were separated by using
Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO, USA)
density gradient centrifugation at 300 g for 20 min
at 20 °C, and suspended in pyrogen-free and sterile
phosphate-buffered saline pH 7-2. They were then
incubated with CD14 MACS microbeads (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) during 15 min
and purified by magnetic sorting. CD14" mono-
cytes (1x10° were washed and left overnight in
pyrogen-free and sterile RPMI-1640 medium (Life
Technologies Laboratories, Gaithersburg, MA,
USA) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine
serum (FBS) and 2mm L-glutamine (Gibco
Invitrogen Corporation Carlsbad, CA, USA). They
were then cultured in 6-well tissue culture plates
(Costar, Cambridge, MA) for 5 days at 37 °C, with
5% CO, in a humidified atmosphere. Cell viability
was assessed by trypan blue exclusion. Purity was
analysed by flow cytometry, using the CD14, CD80,
CD86, CD40 antibodies (BD, Bioscience, San Jose,
CA, USA).

Parasites

Leishmania mexicana (MHOM/MX84/ISETGS)
promastigotes isolated from a patient with DCL,
RPMI-1640 medium (Life
Technologies Laboratories) supplemented with 10%
heat-inactivated FBS at 26 °C.

were grown in

LPG purification

LPG was purified from L. mexicana promastigotes, as
previously described (Delgado-Dominguez et al.
2010). Briefly, parasites were sub-cultured every
4-5 days and grown to a density of 2X10’ mL™".
Promastigotes were harvested from stationary-phase
cultures, centrifuged at 3200 g for 10 min, washed
three times with PBS, and finally counted after
immobilization with glutaraldehyde (0-1%). The
supernatant was removed and the pellet was extracted
with chloroform/methanol/water (4:8:3, v/v) for
30 min at room temperature. The insoluble material
(delipidated residue extracted and not soluble in
chloroform/methanol) was used for LPG extraction
with 9% 1-butanol in water (2X50mL) and the
pooled supernatants were vacuum-dried. LPG was
purified from this fraction by high-performance
liquid chromatography (HPLC), using two octyl-
sepharose columns (each with a 1-propanol gradient
of 5-60% in 0-1 M ammonium acetate) to optimize
LPG purity. The LPG samples proved negative for
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the presence of endotoxin, evidenced by the Limulus
sp. amebocyte lysate assay (E-Toxate Kit; Sigma).
A sample was shown to be devoid of protein
contaminants through analysis by SDS-PAGE fol-
lowed by silver staining.

Cytokine assays

A total of 1x10° human macrophages were stimu-
lated with 10 ug mL~ " of LPG from L. mexicana for
24 h. After this incubation time, macrophages were
stimulated with 10 ugmL™"' L. mexicana LPG in
1 mLL RPMI-1640 medium supplemented with 10%
heat-inactivated FBS during 24 h at 37°C and 5%
CO,. For positive controls, cells were stimulated
with 100 ngmL ™" of lipopolysaccharide (LPS). In
some conditions macrophages were pre-incubated
for 2h, either with 40 um PD98059 (sc-3532), an
inhibitor of ERK, or 20um SB203580 (sc-3533),
an inhibitor of p38 MAP kinase (both inhibitors from
Santa Cruz, CA, USA) and dissolved in 1M of
dimethylformamide (Sigma). For experiments with
the blocking antibodies for TLRs, macrophages
were first pretreated with anti-human IgG antibody
(500 ug mLL™ Y (Aventis Behering GmbH, Marburgo,
Germany) for 1h at 37°C, in order to saturate Fc
receptors and avoid unspecific attachment of anti-
TLR mAbs. Then macrophages were treated with
5ug mL ™! anti-TLR2 monoclonal antibodies (clone
TL2.1) or Sug mL ™! anti-TLR4 (clone HTA125)
(Imgenex, Biocarta, San Diego, CA, USA) for 1 h at
37 °C, followed by stimulation with LPG for 24 h.
Cell-free culture supernatants were harvested and
the concentration of TNF-a, IL-1f, IL-12p40,
IL-12p70 and IL-10 were determined by standard
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) according to BD-Pharmingen Cytokine.
In brief, 96-well microtiter plates (Costar, Corning,
NY) were coated with an unconjugated anti-TNF-a
capture antibody (clone Mabl, 6ug mL™!), anti-
IL-18 (clone Mab 1, 4 ug mL ™), anti-1L-10 capture
antibody (clone JES3-19F1, 4 ug mL ™), anti-1L-12
p40/capture antibody (clone C8.3, 8ug mL™") or
anti-1L-12 p70 (clone 20C2, 2 ug mL™ 1) in 100 mm
Na,HPO,, pH 9-0 for 12 h at 4 °C, and blocked with
phosphate-buffered saline pH 7-4, supplemented
with 5% casein, dissolved in 0-1 N NaOH. Cell
supernatants and recombinant h'TNF-a standard,
hIL-1f standard, hIL-10 standard, hIL-12 p40
standard, hIL-12p70 standard were incubated in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS
for 2 h at room temperature. Bound human TNF-q,
IL-14, 1L-12 p40/p70 were detected using a bioti-
nylated anti-mouse antibody in 1% BSA for 1h.
Human IL-10 was detected using a biotinylated rat
anti-hIL.-10. All antibodies and recombinant cyto-
kines were from BD-Pharmingen, San Jose, CA,
USA. The plate was developed using streptavidin
alkaline phosphatase conjugate with p-nitrophenyl

phosphate 4 mgmL ™" (Life Technologies) as sub-
strate. Plates were read at 405 nM using a microtiter
(EL 321e BIO-TEK instruments), and the con-
centrations were calculated from a standard curve of
recombinant human TNF-a, IL-14, IL.-12 p40, IL-
12 p70 and IL.-10. The concentration of each sample
was calculated by regression analysis using the mean
absorbance (based on the average of triplicates of each
sample).

RT-PCR of TLR2 and TLR4 mRNA
For RT-PCR analysis of TLR2 and TLR4 mRNA

expression, 1X10° macrophages were stimulated
with (2, 4, 6, 8 and 10 ugmL™") of LPG in 1 mL
RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS
for 18 h at 37°C with 5% CO,. Total RNA was
extracted from macrophage cells with TRIzol and
amplified with Super Script One-Step RT-PCR with
Platinum Taq (Life Technologies). The cDNA
products were PCR amplified with the TLR2 or
TLR4 specific primers selected on the basis of the
published human TLR2 and TLR4 sequence. The
primers for TLR2 were: sense 5'-GCC AAA GTC
TTG ATT GAT TGG-3" and antisense 5'-TTG
AAGTTCTCCAGCTCCTG-3" The primers for
TLR4 were: sense 5 TGG AAG TTG AAC GAA
TGG AAT GTG-3' and antisense 5'-ACC AGA
ACT GCT ACA ACA GAT ACT-3'" (Becker et al.
2003; Chandra and Naik, 2008). PCR products were
separated on 1:5% w/v agarose gel and the densito-
metric analysis was performed by recording the
intensity of the bands with a Multi Image Analyser.
p-Actin was used as an internal control.

Flow cytometry analysis of cell-surface expression of
TLR2 and TLR4

The extracellular expression of TLR2 or TLR4 was
determined by flow cytometry. A total of 1x10°
macrophages were stimulated with (2, 4, 6, 8
10 ug mL™") of LPG for 18 h and re-suspended in
blocking buffer (PBS containing total human IgG,
2% FBS, 5mm EDTA and 0-1% sodium azide) and
incubated on ice for 30 min. Afterwards, cell suspen-
sion was centrifuged 300 g and washed twice with
PBS and stained with phycoerythrin (PE)-conju-
gated mouse anti-human TLR2 (sc-21759) and anti-
human TLR4 (sc-13593) both of Santa Cruz
Biotechnology. The isotype controls used to exclude
non-specific staining were PE-conjugated anti-
IgG2a (Santa Cruz Biotechnology). The cells were
incubated for 20 min in the dark and washed twice
with washing buffer (FACS). The cells were analysed
by flow cytometry (FACSCanto II, Becton-
Dickinson, San Jose, CA), and analysed with DIVA
software (Becton Dickinson). The results are re-
ported as Mean Fluorescence Intensity (MFI).
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Western blot analysis

A total 1X10° macrophages were treated under
different conditions: non-stimulated macrophages
were used as the negative control for the kinetics of
phosphorylation of ERK and p38MAP kinase;
macrophages incubated with 10ugmL™! of L.
mexicana LPG for different times: 5, 10, 15, 30 and
60 min; macrophages pre-incubated with the ERK
inhibitor (40 um) or the p38 MAP kinase inhibitor
(20 um), and subsequently stimulated with L. mex-
icana LPG; macrophages treated with 5ugmL ™" of
anti-TLR2 monoclonal antibodies (clone TL2.1) or
Sug mL~! of anti-TLR4 (clone HTA125) for 1h
37 °C, followed by stimulation with LPG. All cell
extracts from the different conditions were lysed with
RIPA buffer (TrisHCI, pH 74 10mwm, NaCl
150 mm, EDTA 1mm, NaF 10mwm, NP-40 1%,
cocktail protease and phosphatase inhibitors; all
obtained from Sigma) and then centrifuged at 150 g
for 10 min at 4°C. Afterwards, the pellet was
removed and an aliquot was used for protein
determination by the DC method (Biorad
Laboratories, Hercules, CA, USA) compatible with
detergents. Subsequently the samples were analysed
by Western-blot assays.

Proteins were resolved by 10% SDS-PAGE in
Tris/glycine/SDS buffer (25 mm Tris, 0-1% SDS)
(Biorad Laboratories) and then electrotransferred
onto Immobilon-P transfer membranes (Millipore,
Billerica, MA, USA). Membranes were washed with
TBS-T (20mm Tris—HCI, 150 mm NaCl, 0-005%
Tween 20) and blocked by treatment with 3%
albumin in TBS-T for 1h. They were then im-
munoblotted with polyclonal goat-anti mouse p38
MAP kinase (C-20), p-p38 MAP kinase (D-8), ERK
(K-23) and p-ERK (E-4) (all from Santa Cruz) at a
dilution of 1:5000 in 1% albumin in TBS-T
overnight at 4 °C. After 1 h of washing with TBS-
T, membranes were incubated with secondary HRP-
conjugated goat anti-mouse IgG (Biomeda, Foster
City, CA, USA; dilution 1/10000) and washed five
times in TBS-T. Bands were detected using en-
hanced chemiluminescence (Super- Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce, Rockford, IL,
USA), according to the manufacturer’s instructions.
Densitometric analysis was performed by recording
the intensity of the bands of the corresponding gel
with multiple image analyser (Biorad, Quantity One
Analysis Software).

Western-blot for detection TLR2 and TLR4
in ODYSSEY infrared Imaging System

A total of 1x10° macrophages stimulated with
different concentrations of LPG from L. mexicana
(2, 4, 6, 8 and 10 ug mL ™ ") were lysed and analysed
by Western-blot assay. Firstly, samples were resolved
by 7:5% SDS-PAGE and then electrotransferred.

4

The membranes were blocked with blocking buffer
LiCor (Lincoln, NE) for 1 h at room temperature and
incubated with specific antibodies (TLLR2 sc-10739,
TLR4 sc-30002 and Actin sc-1616, all from Santa
Cruz) diluted in 0-1% Tween LiCor blocking buffer
overnight at 4 °C. The membranes were washed with
PBS tween and incubated with a secondary antibody
IR dye 700 goat anti-rabbit IgG (H+ L), and IR dye
680 conjugated donkey anti-goat IgG (H+L) at a
dilution 1/10000 for 1h. The membranes were
washed with PBS 1X and the proteins were analysed
using Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR,
Lincoln, NE), according to the manufacturer’s
instructions.

Statistical analysis

All data are expressed as meants.D. Statistical
evaluation of the data values was performed by the
Mann—Whitney U-test. A value of P<0-05 was
considered statistically significant.

RESULTS

Cytokine production induced by L. mexicana LPG in
macrophages

The effect of L. mexicana LPG on the production of
TNF-a, IL-18, 1L.-12p40, IL.-12p70 and IL-10 by
human macrophages was investigated. As shown
in Fig. 1, LPG (10ugmL™") increased the pro-
duction of TNF-a (511%53-87 pgmL™") 5-fold,
as compared to non-stimulated macrophages. LPG
stimulation also led to an increase in the production
of IL-18 (278+23-24 pgmL™") (3-fold increase),
IL-12p40 (1067 £ 1344 pg mL ™ ") (11-fold increase),
IL-12p70 (84%9-2pgmL™") (2-fold increase)
and IL-10 (421£56:21 pgmL™") (3-fold increase),
as compared with non-stimulated macrophages.
Taken together, in all cytokines tested, we observed
significant differences (P<0-05) with regard to
controls using non-stimulated macrophages.

Effect of L.. mexicana LPG on TLR2 and TLR4
expression

The mechanism of induction of cytokines by
Leishmania LPG is unknown. However, our group
previously showed that L. major LPG induces
cytokine production in human NK cells and that
this LPG activation is through TLR2. In the present
study we analysed the effect of L. mexicana LPG
on TLR2 and TLR4 expression by evaluating
the mRNA levels and protein presence in these
receptors. Macrophages were incubated with differ-
ent concentrations of LPG (2 to 10 ug mL™ 1), and
all treatments resulted in a significant increase in
TLR2 and TLR4 mRNA expression, as compared
with control cells without stimulation (Fig. 2A).
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Fig. 1. Cytokines production induced by L. mexicana LPG in human macrophages. Macrophages (10 % 10° cell mL™1)
were cultured in RPMI medium in the presence of LPS (100 ng mL™!) and LPG (10 ug mL™1). After 24 h, TNF-a (A),
IL-15 (B), IL.-12p40 (C), IL.-12p70 (D) and I1.-10 (E) production was analysed by ELISA. The bars represent

mean X s.D. of five independent different experiments. Asterisks show the significant differences between macrophages
stimulated with LPG and unstimulated macrophages (P <0-05).

The protein presence of TLR2 and TLR4 was
detected by Western blot and flow cytometry assays
(Fig. 2B and C). The maximal expression of TLR2
and TLR4 mRNA and protein presence determined
by Western blot was observed at 10 ug mL ™' of LPG,
which was the maximal concentration tested.
However when the surface protein presence of
TLR2 and TLR4 was analysed by flow cytometry,
the maximal expression was observed at 4 and
6ugmL™" of LPG for TLR2 and 8ugmL™"' of
LPG for TLR4 (Fig. 2C).

Participation of TLR2 and TLR4 in LPG-induced
cytokine production

Once we determined that L. mexicana LPG induced
the production of pro-inflammatory cytokines
(TNF-a, IL-1p, 1L-12p40, 1L-12p70 and 1L-10)
and the expression of TLR2 and TLR4, we pursued
to define whether the induction of pro-inflammatory

cytokines is dependent on TLR2 and/or TLR4
activation. Macrophages were pre-incubated with
an anti-TLR2 or anti-TLR4 mAb before being
stimulated with L. mexicana LPG and afterwards
cytokine production was measured. We found a
decrease in the production of TNF-a, IL-18, IL-
12p40, IL-12p70 and IL-10 in macrophages incu-
bated with anti-TLR2 or anti-TLR4 antibodies, or
both, as compared with macrophages stimulated only
with LPG (Fig. 3). The decrease in the production of
cytokines after the pre-incubation with anti-TLR2
antibody, anti-TLR4 antibody or with both was 24,
46 and 70% for TNF-a, respectively; 19, 48 and 65%
for IL-18; 31, 38 and 59% for IL-12p40; 26, 32 and
52% for IL-12p70 and 48, 55 and 68% for IL.-10, with
regard to macrophages stimulated only by LPG. The
major decrease in the production of cytokines was
observed when macrophages were incubated with
anti-TLR4 alone or in combination with anti-TLR2
(P<0-05).
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Fig. 2. Effect of L. mexicana LPG on TLR2 and TLR4 expression. Macrophages were stimulated with LPG at
different concentrations (2, 4, 6, 8 and 10 uyg mL™ 1 for 18 h. mRNA was isolated and RT-PCR performed for human
TLR2, TLR4 and f-actin. Relative mRNA levels for TLR2 and TLR#4 were calculated by densitometry analysis and
the values in the histograms are the fold increase of TILR2/4 in treated macrophages with respect to untreated. Data are
the mean £ s.D. of three independent experiments (A). For protein analysis, the cells were lysed and processed for
Western blot assays, the membranes were incubated with antibodies for TLR2, TLR4 and Actin and the proteins were
analysed using Odyssey Infrared Imaging System (B). The blot image is representative of three independent
experiments. Flow cytometry analysis of TILR2 and TLR4 extracellular expression shows the relative increase calculated
by dividing the median fluorescence from stimulated macrophages by the median fluorescence from unstimulated
macrophages, bars expression as mean = s.D. of three independent experiments (C). Asterisks show the significant
differences between macrophages stimulated with LPG and unstimulated macrophages (P <0-05).

Leishmania mexicana LPG induced the
phosphorylation of ERK and p38 MAP kinase

We examined the activation of ERK and p38 MAP
kinase in macrophages stimulated with L. mexicana
LPG. Macrophages were stimulated with
10 ugmL ™" of LPG from L. mexicana for different
times (5, 10 and 15 min for ERK and 5, 10, 15 and
30 min for p38 MAP kinase). As shown in Fig. 4A

and B, the incubation of macrophages with LPG
induced the phosphorylation of ERK and p38 MAP
kinase, as determined by the densitometry analysis of
ERK and p38 MAP kinase phosphorylation. The
phosphorylation of ERK was observed after 5 min
and reached a peak at 10 min (Fig. 4A). The highest
phosphorylation of p38 MAP kinase was detected at
15 min of incubation (Fig. 4B). Macrophages were
then pre-incubated for 2 h with either an inhibitor of
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Fig. 4. Effect of L. mexicana LPG on the phosphorylation of ERK and p38 MAP kinase. Macrophages were cultured in
RPMI medium in the presence or absence of LPG (10 ug rnL71) for 5, 10 and 15 min for p-ERK, and 5, 10, 15 and

30 min for p-p38MAPK. Cell extracts were prepared (10 ug protein/well) and levels of phosphorylated ERK and p38
MAP kinase were detected by Western blot using specific antibodies for (A) p-ERK and T-ERK and (B) p-p38 MAP
kinase and T-p38 MAP kinase. Macrophages were pretreated with PD98059 (an ERK inhibitor) or SB203580 (a p38
MAPK inhibitor) for 2 h (control cells were not pre-treated) and incubated with 10 ug mL~! of LPG for 10 min for
p-ERK and 15 min for p-p38 MAP kinase. Liysates were subjected to SDS-PAGE and immunoblotted for (C) p-ERK
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macrophages stimulated with LPG (C, D).

ERK (PD98059), p38 MAP kinase (SB203580) or
both inhibitors, and then stimulated with
10 ugmL~" L. mexicana LPG for 10 min before p-
ERK detection and 15 min before p38 MAP kinase
(Fig. 4C and D). Western-blot analysis was used to
detect the phosphorylation levels of these kinases.
The phosphorylation of ERK induced by LPG in
macrophages was suppressed by the ERK inhibitor,
but not the p38 MAP kinase inhibitor (Fig. 4C).
Likewise, the phosphorylation of p38 MAP kinase
induced by LPG in macrophages was decreased by

the p38 MAP kinase inhibitor but not the ERK
inhibitor (Fig. 4D).

We also observed the effect of pre-incubation with
the two inhibitors together in macrophages stimu-
lated with LPG, which resulted in a decrease of ERK
phosphorylation, as compared with phosphorylation
of ERK induced in macrophages incubated only with
LPG (Fig. 4C, lane 5), and a partial inhibition of p38
MAP kinase phosphorylation (Fig. 4D, lane 5).
Macrophages were incubation only with both in-
hibitors (Fig 4C and D, lane 6).
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Fig. 5. Inhibition of ERK and p38 MAP kinase decreased cytokine production. Macrophages were cultured in RPMI

medium in presence of 40 um PD98059 or 20 um SB203580, and LPG (10 ug mL ™!

). Control cells were only treated

with LPG. After 24 h, TNF-a (A), IL-15 (B), IL.-12p40 (C), IL.-12p70 (D) and IL.-10 (E) production was analysed by
ELISA. Results are the mean X s.D. of six independent experiments. (¥), (¥*) and (¥**) indicates a statistically significant
difference (P<0-05, P<0-01 and P<0-001 respectively) compared to macrophages stimulated with LPG.

Inhibition of ERK and p38 M AP kinase decreased
cytokine production induced by LPG

ERK and p38 MAP kinase pathways are known
to play a central role in the regulation of the
innate response, including the production of pro-
inflammatory cytokines. We evaluated whether the
inhibition of ERK and/or p38 MAP kinase partici-
pated in the regulation of TNF-qa, IL.-1f, 1L.-12p40,
IL-12p70 and IL-10 after stimulating macrophages
with L. mexicana LPG. LPG was able to induce the
production of TNF-a, IL.-14, 11.-12p40, 1L.-12p70
and IL-10 (Fig. 5), but after macrophages were
preincubated for 2h with PD98059 (an ERK
inhibitor) or with SB203580 (a p38 MAP kinase
inhibitor) and subsequently stimulated with LPG,
we observed that pre-incubation with the ERK

inhibitor led to a significant decrease in cytokine
production, being 45% for TNF-a, 50% for IL-1p,
33% for IL.-12p40, 23% for 1L-12p70 and 51% for
IL-10, as compared with macrophages stimulated
with LPG. In the case of the inhibitor for p38 MAP
kinase only IL-1f production decreased significantly
in 38% (P<0-05).

LPG activation of ERK and p38 MAP kinase is
mediated by TLR2 and TLR4

We studied the possible role of TLR2 and TLR#4 in
the phosphorylation of ERK and p38 MAP kinase in
macrophages after stimulation with L. mexicana
LPG. Macrophages were pre-incubated with anti-
TLR2 or anti-TLR4 antibodies and stimulated with
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stimulated with LPG.

L. mexicana LPG, and then ERK and p38 MAP
kinase phosphorylation was detected by Western-
blot and a densitometry analysis was performed
recording the intensity of the bands and total proteins
were compared with phosphorylated ERK or p38
MAP kinase.

When macrophages were pre-incubated with either
anti-TLR2 or anti-TLR4 (Fig. 6A and B) there was a
similar decrease in ERK and p38 MAP kinase
phosphorylation, as compared with macrophages
stimulated only with LPG. Interestingly when
macrophages were pre-incubated with both anti-
bodies, p38 MAP kinase phosphorylation was almost
completely inhibited (Fig. 6B).

DISCUSSION

It has been shown that Leishmania infection pro-
motes an alteration in TLR signal transduction via
phosphorylation mechanisms, which permits the
parasite to create a favourable environment for its
survival (Tuon et al. 2008). One of the cells that are
infected by Leishmania parasites are macrophages,
that play a critical role in inflammatory responses
through a variety of TLR receptors expressed on
their surface that, upon contact with an infectious
agent, trigger various signalling events that result

in the activation of NF-kB and production of
pro-inflammatory cytokines that contribute to effec-
tively eliminate the parasite (Underhill and Ozinsky,
2002).

All species of Leishmania express LPG, a GPI-
anchored glycophospholipid, which is the most
abundant glycoconjugate on the parasite surface
(Naderer et al. 2004). LPG has been shown to be a
ligand for TLR2 in different cells (Becker et al. 2003;
de Veer et al. 2003; Ibraim et al. 2013). These
parasites can successfully establish an intracellular
infection by employing various strategies, one of
which is silencing TLR2 that decreases cytokine
production of the cell, thus hampering the host
defence (Chandra and Naik, 2008). The differential
regulation of pro-inflammatory cytokine production
exerted by Leishmania plays a crucial role in
determining disease control or disease chronicity
(Del Vecchio et al. 2007; Sharma and Singh, 2009).
Yet little is known of the molecules and pathways
involved in the modulation of the innate immune
response by the parasite.

In order to analyse the effect of L. mexicana LPG
on cytokine production by human macrophages and
on the possible involvement of MAP kinases and
TLR2 and TLR4 receptors in this event, we first
analysed TNF-a, IL-14, IL.-12p40, IL-12 p70 and
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IL-10 produced by macrophages after stimulation
with L. mexicana LPG. Our results show that LPG
significantly enhances TNF-a, IL-1p, I1L.-12p40 and
IL-10 production, with only a slight increase of IL.-
12p70. These results agree with previous studies of
our research group, showing that L. mexicana LPG
differentially induced IL-12p40, IL-12p70, TNF-a
and IL-10 production in monocytes and monocyte-
derived dendritic cells (moDC): whereas moDC
produced higher levels of IL-12p40, monocytes
produced more IL-10, yet both cells produced
similar amounts of TNF-a (Argueta-Donohue et al.
2008). Additionally, our group has previously ana-
lysed cytokine production by monocytes of patients
with LCL or DCL and healthy donors, stimulated
with L. mexicana LLPG and found that monocytes
from healthy donors produced higher amounts of
TNF-a, 1L.-12p40, IL-15, but not I1L.-18, as com-
pared with monocytes from LCL and DCL patients
(Carrada et al. 2007). Our current data on cytokine
production by macrophages are in accordance with
the literature, where cytokine production (TNF-q,
IL-10 and IL-6) has been reported in human
macrophages or Raw 264-7 infected with L. major
amastigotes. [t is noteworthy however, that this was
not observed after stimulation with L. major pro-
mastigotes (Ben-Othman et al. 2009). Variations in
the effector responses of macrophages may be related
to diverse origins of the cells or to the different
Leishmania strains, whose amastigotes and promas-
tigotes can have modifications in their surface
molecules (Teixeira et al. 2005). Additionally,
TNF-a production has been shown in U-937
macrophages after stimulation with Leishmania
panamensis promastigotes (Gallego et al. 2011). The
role of TNF-a in leishmaniasis has been extensively
studied in mouse models showing that this cytokine
induces reactive oxygen intermediates and nitric
oxide (NO), leading to macrophage activation and
parasite control (Wilhelm et al. 2001).

In addition to the cytokine production by macro-
phages, we analysed the ability of L. mexicana LPG
to activate TLR2 and TLR4 receptors in human
macrophages. Our results show that LPG from
L. mexicana induces the expression of TLR2 and
TLR4 on the surface of macrophages. We further
analysed if the cytokine production was related to
TLR2 and TLR#4 activity and found that anti-TLR2
and anti-TLR4 antibodies significantly reduced
TNF-a, IL-1f, 1L-12p40, IL-12 p70 and IL-10
production, after LPG stimulation. Similar results
were found by Srivastav et al. (2012), who showed
that purified L. donovani LPG induced the pro-
duction of IL-12 and TNF-o in macrophages,
whereas L. donovani promastigotes suppressed the
production of pro-inflammatory cytokines, despite
having LPG on their surface. In contrast to our
study, these authors also showed that the increased
production of IL-12 induced by LPG in

macrophages was blocked by peptidoglycan, a well-
known TLR2 agonist (Srivastav et al. 2012). The
inhibitory effect on IL.-12 production after stimu-
lation with a TLLR2 agonist reported by this author
may be due to the amounts of the stimulus used, since
excessive stimulation can lead to the expression of
inhibitory molecules. The production of cytokines
(IFN-y , IL-12 and IL-10) in PBMC after TLR2
stimulation was also analysed with L. major promas-
tigotes, where partial inhibition of TLR2 by anti-
bodies were shown to reduce cytokine production
(Kavoosi et al. 2009). Other studies performed in a
murine model of leishmaniasis demonstrated that the
activation of TLR4 by L. major during immunother-
apy against leishmaniasis was associated with an
increase in the cure rate, since mice with mutation in
the TLLR4 gene were unable to cure skin lesions
(Kropf et al. 2004).

The activation of TLR receptors triggers different
signal transduction cascades, which include ERK and
p38 MAP kinases (Means et al. 2000; Jung et al.
2006), which lead to the production of pro-infl-
ammatory cytokines (Robinson and Cobb, 1997). We
here show the first evidence that L. mexicana LPG
activates TLLR2 and TLR4, leading to ERK and p38
kinase phosphorylation and pro-inflammatory cyto-
kine production in human macrophages. The specific
participation of both kinases in cytokine production
was proven by inhibition studies, showing that
phosphorylation of ERK induced by LPG in
macrophages was suppressed by the ERK inhibitor
(PD98059) but not by the p38 MAP kinase inhibitor
(SB203580). Likewise, the phosphorylation of p38
MAP kinase was decreased by the p38 inhibitor, but
not by the ERK inhibitor, thus demonstrating the
specificity of these inhibitors. The inhibition of ERK
and p38 MAP kinase partially blocked the production
of pro-inflammatory cytokines, which was most
notorious in the presence of the ERK inhibitor that
achieved a reduction of TNF-a, IL-15, IL-12p40
and IL-10, but not of IL-12p70 production. For
additional evidence to show that activation of TLR2
and TLR4 receptors leads to phosphorylation of
ERK and p38 MAP kinases, we used anti-TLR2 and
anti-TLR4 antibodies. We observed a decrease in the
phosphorylation of both kinases, as well as of the
cytokine production, suggesting that these kinases
participate in the activation of TLR2 and TLR4 by
L. mexicana LPG. Our results are consistent with
those of Shweash et al. (2011), who reported that
infection of macrophages deficient in TLR2, TLR4,
or in both, with L. mexicana promastigotes led to
slight decrease in the phosphorylation of p38 in
TLR2 -/- macrophages, whereas in the TLR4 -/-
macrophages, the phosphorylation of ERK and JNK
was abolished (Shweash et al. 2011). Our current
report is in accordance with various reports that have
shown that LPG of various Leishmania species leads
to activation of MAP kinases (de Veer et al. 2003;
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Balaraman et al. 2005). Thus, L. major LPG was
shown to simultaneously stimulate three classes of
MAP kinases (ERK, p38 and JNK) in J774A.1
macrophages, whereas ERK and p38 MAP kinases
were stimulated in RAW-ELAM macrophages
(de Veer et al. 2003). Both L. major and L. donovani
promastigotes have been shown to induce activation
of p38 MAP kinase in human macrophages (Junghae
and Raynes, 2002; Ben-Othman et al. 2008), whereas
Leishmania amazonensis amastigotes induce ERK
phosphorylation during the infection (Yang et al.
2007).

However, contradictory data have shown that wild-
type L. donovani promastigotes failed to activate
phosphorylation of ERK, JNK and p38 MAPK in
mouse bone marrow-derived macrophages
(BMDM), yet after IFN-y treatment, the infected
BMDM showed phosphorylation of ERK and p38
MAP kinases, leading to TNF-a production (Prive
and Descoteaux, 2000). Furthermore, L. donovani
promastigotes were also shown to inhibit TLLR2 and
TLR4 related phosphorylation of p38 MAP kinase,
yet ERK showed significant increase in phosphoryla-
tion. Thus, the parasite seems to be able to counter
regulate p38 MAP kinase and ERK phosphorylation,
leading to suppression of IL-12 and induction of
IL-10 (Chandra and Naik, 2008). Again, these
discrepancies might reflect that macrophages from
various origins respond differently or that various
Leishmania species or surface molecules trigger
different signalling pathways.

Previous studies suggested that MAPK and NF-kB
pathways transduce signals triggered by TLRs, after
Leishmania recognition (Becker et al. 2003; de Veer
et al. 2003; Flandin et al. 2006; Ben-Othman et al.
2008). As Leishmania seems to target molecules
upstream in NF-kB and MAPKSs signalling pathways,
it will be interesting to analyse different molecules
involved in the TLR signalling pathway, including
TLR itself (Nomura et al. 2000; Li et al. 2006; Ben-
Othman et al. 2009), as well as negative regulators,
that might be targeted by various Leishmania species.

In conclusion, the present results demonstrate for
the first time that L. mexicana LPG can induce the
production of TNF-a, IL-18, 1L.-12p40, I1L.-12p70
and IL-10 by binding to TLR2 and TLR%4 receptors
which leads to the phosphorylation of ERK and p38
MAP kinases in human macrophages and that the
inhibition of TLR2 and TLR4, as well as of ERK
and p38 MAP kinases, decreases the production of
pro-inflammatory cytokines. The present study helps
to clarify the mechanisms by which L. mexicana LPG
induces the production of pro-inflammatory cyto-
kines. The results are interesting for further research
in order to explore the mechanisms by which whole
Leishmania promastigotes vs purified LPG molecules
modulate human macrophages and especially those of
patients with different disease severity as observed

with LCL and DCL.

12
ACKNOWLEDGEMENTS

Araceli Rojas Bernabé is a student of Posgrado en Ciencias
Biolégicas, Universidad Nacional Auténoma de México
and supported by CONACyYT, México fellowship. The
authors are especially grateful to Alma Escalona-Montafio
for technical assistance in the Western-blot assays and
analysis in ODYSSEY infrared Imaging System. Thanks
to Norma Salaiza Suazo and Adriana Ruiz Remigio for
technical assistance.

FINANCIAL SUPPORT

This work was supported by CONACyT 45052-M,
152433; and PAPIIT-DGAPA, UNAM IN218412.

REFERENCES

Argueta-Donohue, J., Carrillo, N., Valdes-Reyes, L., Zentella, A.,
Aguirre-Garcia, M., Becker, I. and Gutierrez-Kobeh, L. (2008).
Leishmania mexicana: participation of NF-kappaB in the differential
production of IL.-12 in dendritic cells and monocytes induced by lipopho-
sphoglycan (LPG). Experimental Parasitology 120, 1-9. doi: S0014-4894
(08)00095-7 [pii] 10.1016/j.exppara.2008.04.002.

Balaraman, S., Singh, V.K., Tewary, P. and Madhubala, R. (2005).
Leishmania lipophosphoglycan activates the transcription factor activating
protein 1 in J774A.1 macrophages through the extracellular signal-related
kinase (ERK) and p38 mitogen-activated protein kinase. Molecular
Biochemical Parasitology 139, 117-127. doi: S0166-6851(04)00302-0 [pii]
10.1016/j.molbiopara.2004.10.006.

Becker, 1., Salaiza, N., Aguirre, M., Delgado, J., Carrillo-
Carrasco, N., Kobeh, L. G., Ruiz, A., Cervantes, R., Torres, A.P.,
Cabrera, N., Gonzalez, A., Maldonado, C. and Isibasi, A. (2003).
Leishmania lipophosphoglycan (LPG) activates NK cells through toll-like
receptor-2.  Molecular  Biochemical Parasitology 130, 65-74. doi:
S0166685103001609 [pii].

Ben-Othman, R., Guizani-Tabbane, L. and Dellagi, K. (2008).
Leishmania initially activates but subsequently down-regulates intracellular
mitogen-activated protein kinases and nuclear factor-kappaB signaling in
macrophages. Molecular Immunology 45, 3222-3229. doi: S0161-5890(08)
00094-1 [pii] 10.1016/j.molimm.2008.02.019.

Ben-Othman, R., Dellagi, K. and Guizani-Tabbane, L. (2009).
Leishmania major parasites induced macrophage tolerance: implication of
MAPK and NF-kappaB pathways. Molecular Immunology 46, 3438-3444.
doi: S0161-5890(09)00246-6 [pii] 10.1016/j.molimm.2009.05.337.
Carrada, G., Caneda, C., Salaiza, N., Delgado, J., Ruiz, A,
Sanchez, B., Gutierrez-Kobeh, L., Aguirre, M. and Becker, I
(2007). Monocyte cytokine and costimulatory molecule expression in
patients infected with Leishmania mexicana. Parasite Immunology 29,
117-126. doi: PIM924 [pii] 10.1111/j.1365-3024.2006.00924.x.

Chandra, D. and Naik, S. (2008). Leishmania donovani infection down-
regulates TLR2-stimulated IL-12p40 and activates IL-10 in cells of
macrophage/monocytic lineage by modulating MAPK pathways through a
contact-dependent mechanism. Clinical Experimental Immunology 154,
224-234. doi: CEI3741 [pii]10.1111/j.1365-2249.2008.03741 .x.
Delgado-Dominguez, J., Gonzalez-Aguilar, H., Aguirre-Garcia, M.,
Gutierrez-Kobeh, L., Berzunza-Cruz, M., Ruiz-Remigio, A.,
Robles-Flores, M. and Becker, 1. (2010). Leishmania mexicana lipopho-
sphoglycan differentially regulates PKCalpha-induced oxidative burst in
macrophages of BALB/c and C57BL./6 mice. Parasite Immunology 32, 440—
449. doi: PIM1205 [pii] 10.1111/5.1365-3024.2010.01205.x.

Del Vecchio, M., Bajetta, E., Canova, S., Lotze, M. T., Wesa, A.,
Parmiani, G. and Anichini, A. (2007). Interleukin-12: biological
properties and clinical application. Clinical Cancer Research 13, 4677—
4685. doi: 13/16/4677 [pii] 10.1158/1078-0432.CCR-07-0776.

de Veer, M.].,, Curtis, J.M., Baldwin, T.M., DiDonato, J.A.,
Sexton, A., McConville, M.]J., Handman, E. and Schofield, L.
(2003). MyD88 is essential for clearance of Leishmania major: possible role
for lipophosphoglycan and Toll-like receptor 2 signaling. European Journal
Immunology 33, 2822-2831. doi: 10.1002/€ji.200324128.

Feng, G.]J., Goodridge, H.S., Harnett, M.M., Wei, X.Q.,
Nikolaev, A.V., Higson, A.P. and Liew, F.Y. (1999). Extracellular
signal-related kinase (ERK) and p38 mitogen-activated protein (MAP)
kinases differentially regulate the lipopolysaccharide-mediated induction of
inducible nitric oxide synthase and IL-12 in macrophages: Leishmania



Leishmania mexicana LPG activates ERK and p38 MAP kinase 13

phosphoglycans subvert macrophage 1L.-12 production by targeting ERK
MAP kinase. Journal of Immunology 163, 6403—6412. doi: ji_v163n12p6403
[pii].

Flandin, J. F., Chano, F. and Descoteaux, A. (2006). RNA interference
reveals a role for TLR2 and TLR3 in the recognition of Leishmania donovani
promastigotes by interferon-gamma-primed macrophages. European
Fournal Immunology 36, 411-420. doi: 10.1002/€ji.200535079.

Gallego, C., Golenbock, D., Gomez, M. A. and Saravia, N. G. (2011).
Toll-like receptors participate in macrophage activation and intracellular
control of Leishmania (Viannia) panamensis. Infection and Immunology 79,
2871-2879. doi: IA1.01388-10 [pii]10.1128/IAL.01388-10.

Ibraim, I.C., de Assis, R.R., Pessoa, N.L., Campos, M.A.,
Melo, M. N., Turco, S.J. and Soares, R.P. (2013). Two biochemically
distinct lipophosphoglycans from Leishmania braziliensis and Leishmania
infantum trigger different innate immune responses in murine macrophages.
Parasite Vectors 6, 54. doi: 1756-3305-6-54 [pii] 10.1186/1756-3305-6-54.
Jung, S.B., Yang, C.S., Lee, J.S., Shin, A.R., Jung, S.S., Son, J. W,
Harding, C.V., Kim, H.]., Park, J. K., Paik, T.H., Song, C.H. and
Jo, E. K. (2006). The mycobacterial 38-kilodalton glycolipoprotein antigen
activates the mitogen-activated protein kinase pathway and release of
proinflammatory cytokines through Toll-like receptors 2 and 4 in human
monocytes. Infection and Immunology 74, 2686-2696. doi: 74/5/2686 [pii]
10.1128/1A1.74.5.2686-2696.2006.

Junghae, M. and Raynes, J.G. (2002). Activation of p38 mitogen-
activated protein kinase attenuates Leishmania donovani infection in
macrophages. Infection and Immunology 70, 5026-5035.

Kavoosi, G., Ardestani, S. K. and Kariminia, A. (2009). The involve-
ment of TLR2 in cytokine and reactive oxygen species (ROS) production
by PBMCs in response to Leishmania major phosphoglycans (PGs).
Parasitology 136, 1193-1199. doi: S0031182009990473 [pii] 10.1017/
S0031182009990473.

Kropf, P., Freudenberg, M. A., Modolell, M., Price, H. P., Herath, S.,
Antoniazi, S., Galanos, C., Smith, D. F. and Muller, I. (2004). Toll-like
receptor 4 contributes to eflicient control of infection with the protozoan
parasite Leishmania major. Infection and Immunology 72, 1920-1928.
Kyriakis, J. M. and Avruch, J. (2001). Mammalian mitogen-activated
protein kinase signal transduction pathways activated by stress and
inflammation. Physiology Review 81, 807-869.

Li, C. H., Wang, J. H. and Redmond, H. P. (2006). Bacterial lipoprotein-
induced self-tolerance and cross-tolerance to LPS are associated with
reduced IRAK-1 expression and MyD88-IRAK complex formation.
FJournal of Leukocyte Biology 79, 867-875. doi: jlb.0905505 [pii] 10.1189/
j1b.0905505.

Liese, J., Schleicher, U. and Bogdan, C. (2008). The innate immune
response against Leishmania parasites. Immunobiology 213, 377-387. doi:
S0171-2985(08)00003-X [pii] 10.1016/j.imbio.2007.12.005.

Lu, H.T., Yang, D.D., Wysk, M., Gatti, E., Mellman, I., Davis, R.]J.
and Flavell, R.A. (1999). Defective IL.-12 production in mitogen-
activated protein (MAP) kinase kinase 3 (Mkk3)-deficient mice. EMBO
Fournal 18, 1845-1857. doi: 10.1093/embo;j/18.7.1845.

Mathur, R. K., Awasthi, A., Wadhone, P., Ramanamurthy, B. and
Saha, B. (2004). Reciprocal CD40 signals through p38MAPK and
ERK-1/2 induce counteracting immune responses. Nature Medicine 10,
540-544. doi: 10.1038/nm1045 nm1045 [pii].

Means, T. K., Golenbock, D. T. and Fenton, M. J. (2000). The biology of
Toll-like receptors. Cytokine Growth Factor Reviews 11, 219-232. doi:
S$1359-6101(00)00006-X [pii].

Naderer, T., Vince, J.E. and McConville, M.J. (2004). Surface
determinants of Leishmania parasites and their role in infectivity in the
mammalian host. Current Molecular Medicine 4, 649—665.

Nomura, F., Akashi, S., Sakao, Y., Sato, S., Kawai, T., Matsumoto, M.,
Nakanishi, K., Kimoto, M., Miyake, K., Takeda, K. and Akira, S.

(2000). Cutting edge: endotoxin tolerance in mouse peritoneal macrophages
correlates with down-regulation of surface toll-like receptor 4 expression.
Fournal of Immunology 164, 3476-3479. doi: ji_v164n7p3476 [pii].

Prive, C. and Descoteaux, A. (2000). Leishmania donovani promastigotes
evade the activation of mitogen-activated protein kinases p38, c-Jun
N-terminal kinase, and extracellular signal-regulated kinase-1/2 during
infection of naive macrophages. European Fournal of Immunology 30,
2235-2244. doi: 10.1002/1521-.CO;2-9 [pii] 10.1002/1521-4141(2000)
30:8<2235::AID-IMMU2235>3.0.CO;2-9.

Robinson, M.J. and Cobb, M. H. (1997). Mitogen-activated protein
kinase pathways. Current Opinion in Cell Biology 9, 180-186. doi: S0955-
0674(97)80061-0 [pii].

Sharma, U. and Singh, S. (2009). Immunobiology of leishmaniasis. Indian
Journal of Experimental Biology 47, 412—423.

Shweash, M., Adrienne McGachy, H., Schroeder, ],
Neamatallah, T., Bryant, C.E., Millington, O., Mottram, J.C.,
Alexander, J. and Plevin, R. (2011). Leishmania mexicana promastigotes
inhibit macrophage IL-12 production via TLR-4 dependent COX-2,iNOS
and arginase-1 expression. Molecular Immunology 48, 1800-1808. doi:
S0161-5890(11)00165-9 [pii] 10.1016/j.molimm.2011.05.013.

Srivastav, S., Kar, S., Chande, A.G., Mukhopadhyaya, R. and
Das, P.K. (2012). Leishmania donovani exploits host deubiquitinating
enzyme A20, a negative regulator of TLR signaling, to subvert host immune
response. Journal of Immunology 189, 924-934. doi: jimmunol.1102845 [pii]
10.4049/jimmunol.1102845.

Suttles, J., Milhorn, D. M., Miller, R. W., Poe, J. C., Wahl, L. M. and
Stout, R.D. (1999). CD40 signaling of monocyte inflammatory cytokine
synthesis through an ERK1/2-dependent pathway. A target of interleukin
(i1)-4 and i1-10 anti-inflammatory action. Journal of Biological Chemistry
274, 5835-5842.

Teixeira, M.]., Fernandes, J.D., Teixeira, C.R., Andrade, B.B.,
Pompeu, M. L., Santana da Silva, J., Brodskyn, C. I., Barral-Netto, M.
and Barral, A. (2005). Distinct Leishmania braziliensis isolates
induce different paces of chemokine expression patterns. Infection and
Immunology 73, 1191-1195. doi: 73/2/1191 [pii] 10.1128/IA1.73.2.1191-
1195.2005.

Tuon, F.F., Amato, V.S., Bacha, H. A., Almusawi, T., Duarte, M. 1.
and Amato Neto, V. (2008). Toll-like receptors and leishmaniasis.
Infection and Immunology 76, 866—872. doi: TA1.01090-07 [pii] 10.1128/
IAI.01090-07.

Underhill, D.M. and Ozinsky, A. (2002). Toll-like receptors: key
mediators of microbe detection. Current Opinion in Immunology 14, 103—
110. doi: S0952791501003041 [pii].

Vargas-Inchaustegui, D. A., Tai, W., Xin, L., Hogg, A. E., Corry, D.B.
and Soong, L. (2009). Distinct roles for MyD88 and Toll-like receptor 2
during Leishmania braziliensis infection in mice. Infection and Immunology
77, 2948-2956. doi: IAL1.00154-09 [pii] 10.1128/IAL1.00154-09.

Vitale, G., Bernardi, L., Napolitani, G., Mock, M. and
Montecucco, C. (2000). Susceptibility of mitogen-activated protein kinase
kinase family members to proteolysis by anthrax lethal factor. Biochemical
Journal 352 (Pt 3), 739-745.

Whitaker, S. M., Colmenares, M., Pestana, K. G. and McMahon-
Pratt, D. (2008). Leishmania pifanoi proteoglycolipid complex P8 induces
macrophage cytokine production through Toll-like receptor 4. Infection
and Immunology 76, 2149-2156. doi: IAI.01528-07 [pii] 10.1128/
TAL.01528-07.

Wilhelm, P., Ritter, U., Labbow, S., Donhauser, N., Rollinghoff, M.,
Bogdan, C. and Korner, H. (2001). Rapidly fatal leishmaniasis in resistant
C57BL/6 mice lacking TNF. Journal of Immunology 166, 4012-4019.
Yang, Z., Mosser, D. M. and Zhang, X. (2007). Activation of the MAPK,
ERK, following Leishmania amazonensis infection of macrophages. Journal

of Immunology 178, 1077-1085. doi: 178/2/1077 [pii].



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Justificación
	3. Hipótesis   4. Objetivo General
	5. Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusión
	9. Bibliografía
	10. Apéndice



