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RESUMEN

La leishmaniasis es una zoonosis parasitaria multifacética que resulta de la infeccién por un
protozoo del género Leishmania y puede afectar humanos y otras especies de mamiferos.
En el tropico se encuentra como una de las enfermedades mas importantes. En México, los
estados méas afectados son Chiapas y Tabasco. La leishmaniasis cutanea causada por L.
mexicana es la méas frecuente y se presenta en dos cuadros clinicos opuestos, leishmaniasis
cutanea localizada y leishmaniasis cutanea difusa, la segunda de mal pronostico,
usualmente incurable. Por tanto, aln se requiere de estrategias para el control de la
enfermedad y la relacion hospedero-parasito es motivo de estudio en la busqueda de tales
estrategias. La respuesta inmune a Leishmania se ha estudiado en modelos murinos. La
eliminacion del parasito depende de la respuesta mediada por IFNy con activaciéon de
macrdfagos y produccion de dxido nitrico. Sin embargo poco se sabe de la respuesta

citotoxica y su papel en el control de la infeccion.

El presente trabajo abordd el estudio de la respuesta citotdxica de linfocitos T CD8 de
pacientes con leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y leishmaniasis cutanea difusa
(LCD), contra macrofagos autdlogos infectados in vitro con L. mexicana, ademés de la
capacidad proliferativa y produccion de IFNy. Adicionalmente se busco si también existia
alguna diferencia en la muerte celular en las lesiones de los pacientes. Se demostré un
patron diferencial de respuesta de los linfocitos CD8 entre los dos cuadros clinicos asi

como en el nimero de células en apoptosis de las lesiones. Los pacientes con LCD exhiben



in vitro una condicion de anergia funcional especifica de antigeno y presentan menos

células en apoptosis en las lesiones.

Se ha demostrado que el estado anérgico linfocitario puede ser revertido con bloqueadores
de la sefial de PD-L1 o con un ligando de TLR9. Considerando que los linfocitos CD8
expresan TLR2, y que este receptor media funciones de activacion, evaluamos la
posibilidad de revertir el estado anérgico a través de su activacion in vitro con
lipofosfoglicano o Pam3Cys. Se encontrd que esta activacion confiere un incremento en la
respuesta citotdxica, produccion de IFNy y proliferaciéon de los linfocitos T CD8
provenientes de pacientes con LCD, retados con macrdfagos autdlogos infectados, mediado

al parecer por la disminucion en la expresién de PD-1.

Los resultados indican que la respuesta de CD8 se asocia al control de la infeccién por L.
mexicana en pacientes con LCL y el agotamiento funcional de células CD8, a la
propagacion de la infeccién en la LCD. Este es el primer reporte que sefiala la presencia de
linfocitos T CD8 exhaustos en pacientes con LCD y su posible reactivacion a través de

TLR2.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a multifacetic parasitic zoonosis caused by Leishmania spp. and can affect
humans and other mammals. Leishmaniasis is one of major diseases in the tropic land. In
Mexico, Chiapas and Tabasco are the more affected states. Cutaneous leishmaniasis caused
by L. mexicana is the most frequent and have two opposite outcomes: localized cutaneous
leishmaniasis (LCL) and diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL), the second outcome have
bad prognostic and is usually hopeless. Therefore, further strategies are needed to control

the disease and host-parasite relationship is being studied in the search for such strategies

The immune response to Leishmania has been extensively studied in murine models. It
recognizes that parasite clearance depends on the response mediated by IFNy-activated
macrophages and nitric oxide production. However, little is known of the cytotoxic
response and its role in infection control. The present study first addressed the cytotoxic
response of CD8 T lymphocytes from LCL and DCL patients against autologous
macrophages infected in vitro with L. mexicana. Then assessed proliferation and IFNy
production. Additionally, we sought whether there is also some difference in cell death in
lesions of patients. This analysis showed that exist a differential pattern of CD8 cell
response between the two clinical outcomes and even the number of apoptotic cells in the
lesions. DCL patients display a condition of antigen-specific functional anergy, similar to
that described in chronic viral infections; also have fewer apoptotic cells in the lesions,
which could indicate that such functional anergy may be responsible, at least in part, for the

low apoptosis in the lesions and more importantly, the inability to control the parasite.



Recently it was shown that this exhausted condition can be reversed by blocking of PD-L1
or by TLR9 ligand. This last fact prompted us to ask if we could reverse the condition
observed in DCL patients in vitro with the use of TLR2 ligands. We found that in vitro
prestimulation with Pam3Cys or lipophosphoglycan, confers an increased cytotoxic
response, IFNy production and proliferation of CD8 T cells challenged with autologous

infected macrophages, apparently mediated by decreased expression of PD-1.

Our work suggests that CD8 response is associated with control of L. mexicana infection in
LCL patients and that chronic infection in DCL patients leads to a state of CD8 functional
exhaustion, which could facilitate disease spread. This is the first report that shows the
presence of functionally exhausted CD8 T lymphocytes in DCL patients and, additionally,
that prestimulation with TLR2 ligands can restore the effector mechanisms of CD8 T

lymphocytes from DCL patients against Leishmania mexicana-infected macrophages.

1. INTRODUCCION



1.1. Epidemiologia

La leishmaniasis es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud como la cuarta
enfermedad mas importante en el tropico. 350 millones de personas se encuentran viviendo
en areas endémicas (figura 1) y se estiman 12 millones de personas infectadas con el

parasito, de las cuales 1,5 millones son casos reportados recientemente (WHO, 2009).

B ireas endémicas

Figura 1. Distribucion mundial de Leishmaniasis cutanea (WHO, 2009).

En México, la leishmaniasis se ha reportado en gran parte del pais, asngue principalmente
en el sureste, siendo los estados de Chiapas y Tabasco los mas afectados (figura 2). Desde
1981 hasta la semana 40 del 2005, se reportd un total de 16673 casos de pacientes con
leishmaniasis, de los cuales el 99.31% corresponden a LCL, 0.14% a LCD y 0.55% a LV.
En el estado de Tabasco se informaron 11 de los 23 pacientes con LCD, y en segundo lugar

se encuentra Veracruz con 6 casos (Becker et al, 2006).
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Figura 2. Reportes de casos de leishmaniasis en México (Becker et al, 2006). * Estados mas afectados.

Aunque se han realizado progresos en el diagndstico y se han desarrollado una variedad de
inmunoterapias y quimioterapias para el tratamiento de esta enfermedad, en los dltimos
afios se ha observado incremento en la incidencia de leishmaniasis en América Latina y
existen nuevos reportes en zonas no endémicas constituyendo un problema creciente
(Murray et al, 2005). La ausencia de estrategias de control de la enfermedad ademés del
surgimiento de resistencia a las drogas antimoniales Pentostam® y Glucantime®
(Hepburn, 2003; Singh & Sivakumar, 2004), sumado al alto costo de implementacion de
medidas de control de los vectores que transmiten estos parasitos y el riesgo ecoldgico a
que ello puede conllevar, demanda esfuerzos dirigidos a desarrollar un conocimiento mas
profundo de la relacion hospedero — parasito para determinar posibles estrategias de

control.



1.2 Infeccidn por Leishmania.

La forma promastigote del parasito es transmitida por la saliva de dipteros del género
Lutzomyia para el nuevo mundo y Phlebotomus para el viejo mundo, los cuales inoculan los
parasitos al picar la piel de mamiferos. En el hospedero vertebrado, las especies de
Leishmania son parasitos intracelulares obligados, que principalmente viven y se
multiplican dentro de un compartimento fagolisosomal de macréfagos, aunque también son
fagocitados por celulas dendriticas, neutrofilos y queratinocitos. Para sobrevivir en este
espacio acido, la forma amastigote debe: 1) resistir la digestion por multiples hidrolasas y
peptidasas activas, 2) asegurar la consecucion de nutrientes; y 3) evitar alertar al sistema
inmune (Alexander & Rusell, 1992; Denkers & Butcher, 2005); lo cual no solo consigue
sino también logra multiplicarse por division simple y sale del fagocito para infectar otras
células. Otra mosca, al picar el mamifero, ingiere fagocitos parasitados. Posteriormente los
amastigotes se liberan, se transforman a promastigotes y se desarrollan en el intestino
proximal para el subgénero Viannia y el intestino medio para el subgénero Leishmania. Por
ultimo, migran a la probdscide del insecto para esperar que pique a otro mamifero y

continuar el ciclo (Maurer et al, 2009) (figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania. Adaptado de “Center of Disease Control and Prevention”
(www.cdc.gov).

Dependiendo de la especie, el parasito o macrofago parasitado puede diseminarse y llevar
la infeccion a distintos oOrganos, produciendo varias entidades clinicas: leishmaniasis
cutanea localizada (LCL), cutanea difusa (LCD), mucocutanea (LMC) y visceral (LV)
(Murray et al, 2005). La leishmaniasis cutanea es el resultado de la multiplicacion de
Leishmania en los fagocitos de la piel y es causada principalmente por los miembros del
complejo L. mexicana (L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis y L. (L.) venezuelensis) y por

los del complejo de L. braziliensis (L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis y L. (V.)
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guyanensis) en el nuevo mundo, y por L. tropica, L. major y L. aethiopica en el viejo

mundo (revisado por Ruiz & Becker, 2007).

La leishmaniasis cutnea causada por L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis y L.
aethiopica, puede presentarse en forma bipolar, dando como resultado las formas cutanea
localizada (LCL) y cuténea difusa (LCD). La primera se considera la forma benigna, se
caracteriza por una ulceracion pequefia y unica (dependiendo del nimero de picaduras del
vector) que tiende a la curacion espontanea; el polo opuesto lo representan pacientes con
LCD, donde el parasito se disemina por via linfatica generando multiples nddulos (Velasco,
1970) y genera la forma més severa y progresiva de la enfermedad. Los pacientes LCD
resultan negativos a la prueba cutanea de reactividad a antigenos de Leishmania (prueba de
Montenegro) y el tratamiento con antimoniales o nuevas sustancias como la

hexadecilfosfocolina solo producen remision transitoria (Calvopina et al, 2006).

Adicionalmente, L. braziliensis, L panamensis y L. amazonensis, pueden generar una tercer
forma de leishmaniasis denominada mucocutanea (LMC), la cual involucra lesiones
metastasicas severas en las membranas mucosas del rostro (Lessa et al, 2007). Al parecer,
el contraste de los cuadros clinicos radica en diferencias en la respuesta inmune generadas
en el hospedero. Es sugerido que la LCD ocurre en individuos con defectos en la respuesta
inmune mediada por células (Desjeux, 2004), sin embargo estos pacientes solo presentan la
infeccion por Leishmania y no por otros patdgenos con mayor presencia en el ambiente
como M. tuberculosis. Por tanto es posible que tal deficiencia sea especifica de Leishmania

e inducida por su presencia persistente (Ruiz & Becker, 2007).
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1.3 Respuesta inmune en la leishmaniasis.

El trauma ocasionado por la picadura del vector induce en el hospedero una respuesta
inflamatoria que involucra la migracion de diferentes células, principalmente macréfagos y
linfocitos, los cuales participan en la eliminacion del agente extrafio, reorganizar el tejido
dafiado e iniciar el proceso de reparacion. La infeccion por Leishmania generalmente
induce una respuesta inmune muy compleja que varia dependiendo de diferentes factores.
Segun la especie de Leishmania implicada en el proceso infeccioso, la forma clinica de la
enfermedad y la cronicidad de la enfermedad, se genera un espectro de respuestas inmunes
que incluyen desde mecanismos de inmunidad innata hasta mecanismos de inmunidad
especifica a través de células y de anticuerpos. La respuesta de células T se ha evidenciado
a través reacciones de hipersensibilidad tardia y proliferacion de linfocitos in vitro en
presencia de antigenos de Leishmania (Ruiz & Becker, 2007). En términos generales, se ha
observado una fuerte respuesta mediada por células T para la forma LCL y ausencia de ella
en la forma LCD (Agudelo & Robledo, 2000), aunque ambos padecimientos desarrollan
una respuesta de anticuerpos desde una etapa temprana de la infeccion, se mantiene durante
el curso de la enfermedad y desaparece Unicamente después de la eliminacion de la mayoria

de los parasitos (Convit et al, 1993).

Luego del contacto con los antigenos del parasito, presentados por las moléculas de MHC
sobre la membrana del macréfago infectado, y dependiendo del tipo de célula presentadora
de antigeno (CPA), de los niveles de citocinas y de la naturaleza del antigeno reconocido,
las células T CD4" y CD8" proliferan y secretan un patrén definido de citocinas con

funciones efectoras diferentes. Las citocinas de tipo Thl como IFNy y TNFa, participan en

13



la regulacion del granuloma y en la activacion de macrofagos para aumentar su capacidad
microbicida, ademas de inducir una respuesta humoral con isotipos IgGl e 1gG3 en
humanos (IgG2a en ratones) mientras que las citocinas de tipo Th2 como IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-13, regulan la produccion de IgE por los linfocitos B que participan en la activacién de
respuestas de tipo hipersensibilidad inmediata e inducen freno a la respuesta Thl (Rossi-
Bergman et al, 1993; Cox & Liew, 1992; Sacks & Noben-Trauth, 2002, Murray et al,

2005).

En la leishmaniasis, la eliminacion del parasito parece depender de la activacion de la
celula hospedera y se ha observado que la produccion de citocinas activadoras de
macréfagos correlaciona con la curacion, mientras que las citocinas que desactivan al
macréfago correlacionan con la enfermedad (Kemp et al, 1992). Es por esto que se piensa
que el mecanismo por el cual se activa una respuesta Thl o Th2 es de vital importancia
para dirigir la respuesta inmune hacia proteccion y curacion o susceptibilidad y progresion

de la enfermedad (Figura 1).

Por otro lado, en LMC se ha descrito el patron de citocinas como una mezcla de tipo Thly
Th2 con buenos niveles séricos de IL-2, IFNy, TNFa e IL-5 (Convit et al, 1993). Se ha
sefialado que el padecimiento en realidad se presenta por una sobreactivacion de la
respuesta inmune al presentar bajos niveles de IL-10 y que la curacién depende mas de la
relacion entre las citocinas producidas méas que de la sola presencia o ausencia de citocinas

en particular (Desjeux, 2004).
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Figura 4. Respuesta inmune a Leishmania. EI modelo murino de la infecciénxﬁgﬂaogue la
susceptibilidad y resistencia al patégeno depende del patron de citocinas expresado por los linfocitos T
(ver texto).

En contraste a la idea de funciones antagénicas del IFNy y la IL-4 como determinantes en
la proteccion o la progresion de la enfermedad, recientes estudios enfatizan en el balance de
dos citocinas reguladoras de la inflamacién, 1L-12 e IL-10. Por lo tanto, la participacién de
las células de la respuesta inmune innata, como células dendriticas (DC), células asesinas
naturales (NK) y macrofagos actualmente es estudiada intensamente. Se sabe que la
produccion de IFNy, IL-12, IL-10 y TGFp por estas células en respuesta a Leishmania de
manera temprana, puede influenciar fuertemente el curso de la infeccion (Tripathi et al,

2007).
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1.4 Células T citotoxicas CD8".

Las células T citotoxicas CD8" cumplen un papel central en la defensa inmune,
especialmente contra células infectadas por virus, bacterias y protozoos (Harty et al, 2000),
ademas han sido relacionados con la eliminacion de algunas células tumorales y células con
MHC | incompatible en trasplantes. Adicionalmente, las células T CD8" participan en la
patogenia de una amplia variedad de enfermedades (Kdgi et al, 1996; Wood et al, 2009). Su
funcion efectora es realizada a través de dos mecanismos bésicos: citotoxicidad y liberacion
de citocinas. Para lograr su funcidn citotoxica, las células T CD8" emplean dos mecanismos
complementarios, uno mediado por la exocitosis de granulos liticos que contienen
moléculas como perforina, la cual es capaz de insertarse en la membrana lipidica y formar
poros, lo que puede resultar en el colapso del potencial de membrana; sin embargo, su
papel mas importante es el de servir de paso a otras moléculas de los granulos liticos de la
familia de las catepsinas; una de ellas, la granzima B, activa directamente la cascada de
sefializacion de apoptosis mediada por caspasas. El otro mecanismo citotoxico es mediado
por la expresion en membrana de FasL/CD95L, el cual induce la trimerizaciéon de su
receptor Fas/CD95 en las células blanco para inducir apoptosis a través de la activacion de

la caspasa 8 (Trapani & Smyth, 2002; Chavez-Galan et al, 2009).

Aunque en menor magnitud de lo que ocurre con los linfocitos T CD4", otro mecanismo de
participacion de las células T CD8+ es la liberacion de citocinas como IFNy, IL-2, IL-4, IL-
5 e IL-10 (Wooland & Dutton, 2003). El patron de citocinas asi como diferencias en la
capacidad migratoria, han sefialado la existencia de dos tipos de linfocitos T CD8": Tcl 'y

Tc2, similar a lo observado con linfocitos T CD4" Thl y Th2 (Jiang & Chess, 2004).
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Adicionalmente, se reconoce la existencia de linfocitos T CD8" supresores, los cuales estan

involucrados en la regulacion de la respuesta inmune (Billerbeck & Thimme, 2008).

La respuesta especifica de las células T CD8" contra un patdgeno se inicia después del
reconocimiento de antigenos presentados adecuadamente por moléculas MHC 1 y sefiales
derivadas de coestimulacion, especialmente a través de CD40 (Bourgeois et al, 2002). Cada
una de estas células lleva a cabo méas de 15 divisiones celulares para producir una progenie
de méas de 10* en 7 dias de estimulacién antigénica (Doherty, 1998). Sin embargo, esta
respuesta no es totalmente independiente de otros tipos celulares. Las células T CD4" y las
DC han sido implicadas para una adecuada respuesta de las células T CD8", aunque su
participacion no ha sido entendida del todo (Melief, 2003). Si bien solo las CPA
profesionales pueden dar una adecuada coestimulacion a la célula T CD8", en la mayoria de
los casos el blanco final no necesariamente son estas mismas CPA. De esta manera, se hace
necesario un mecanismo que permita activar a las células T CD8" para inducir su expansion
clonal, el desarrollo de su funcion efectora y la generacion de memoria. Para ello se ha
sefialado que existe un proceso regulado de cooperacion entre las células T CD8*, CD4" y

DC.

El modelo planteado hasta el momento sobre la participacion de DC en la activacion de
células T CD8" sefiala que las DC capturan el antigeno por varias vias, pueden fagocitarlo
directamente si se encuentra libre en el medio extracelular o bien pueden adquirirlo de
células apoptoticas o necréticas. Posteriormente lo procesan y presentan via MHC 11 a las

células T CD4", las cuales sobrerregulan la expresion de CD40L vy, a través de la

17



interaccion con CD40, activan a las DC para estimular la respuesta de células T CD8"

virgenes que reconocen el antigeno-MHC | en las DC (Figura 5) (Smith et al, 2004).

Es posible que algunas células apoptédticas posean CD40L y de esta manera puedan activar
directamente las DC sin la presencia de células CD4". De esta forma las DC tendrian la
capacidad para activar las células T CD8" especificas para los antigenos presentados. Estas
células apoptdticas pueden provenir de células T CD40L" recientemente activadas que
sufren apoptosis una vez que han ejercido su funcion efectora en un tejido inflamado, o
también bajo infeccion con virus pro-apoptéticos como el VIH (Propato et al, 2001). Por el
contrario, si estas células apoptéticas son CD40L" y no existe otra célula que provea esta
sefial, la DC se encontraré en un estado semi-maduro, en donde la presentacion de antigeno
inducira estados de tolerancia como delecién clonal, anergia o células reguladoras
(Accapezzato et al, 2003). Este mecanismo esta involucrado con la tolerancia hacia
autoantigenos y también podria estar implicado con la baja respuesta hacia antigenos de
paréasitos que evaden la respuesta inmune regulando negativamente la respuesta de

linfocitos T CD8" (Wood et al, 2009).
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Figura 5. Interaccion DC-CD4-CD8. Para la activacion de los linfocitos T CD8" se requiere del
concierto coordinado de estos tres tipos celulares.

1.5 Participacion de las células T CD8" en la leishmaniasis.

Existen evidencias que sugieren un papel importante de células T CD8" en la respuesta
inmune a protozoarios parasitos, directamente por mecanismos citotoxicos o a través de la
produccion de IFNy y TNFa, que son citocinas activadoras de macr6fagos y que por lo
tanto favorecen la muerte de parasitos intracelulares (Harty et al, 2000; Overstreet et al,

2008; Tarleton, 2007).

En leishmaniasis, la activacion de células T CD8" se ha asociado con curacion.
Inicialmente se pensO que su participacion se restringia a la reinfeccion, ya que ratones
C57BL/6 (cepa resistente) deficientes en 32-microglobulina o CD8 mantienen su capacidad
para resolver la infeccidon (Huber et al, 2008), igual que los ratones tratados con anticuerpos

anti-CD8 (Titus, 1987). Sin embargo, cuando se inocula el parasito en dosis bajas (~100
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promastigotes) y por via intradérmica, similar a la infeccion natural, las células CD8" son
requeridas para el control de la infeccion primaria con L. major (Belkaid, 2002) y su papel
parece estar involucrado en un cambio de respuesta temprana Th2 a Thl (Uzonna et al,
2004). De todas formas, se reconoce que la infeccion por cualquier via, conlleva a la
activacion de clonas especificas de linfocitos T CD8" (Ruiz & Becker, 2007) y de manera
importante en respuesta a antigenos de Leishmania que inducen inmunidad protectora

(Pinheiro et al, 2005; Farajnia et al, 2005).

En la leishmaniasis humana se piensa que los linfocitos T CD8" juegan un papel crucial. Se
ha reportado un alto nimero de células T CD8" en lesiones y sangre periférica durante la
fase aguda de la infeccion y el proceso de eliminacién de L. major (Da-Cruz et al, 2005;
Gaafar et al, 1999) y L. mexicana (Salaiza et al, 1999). Los pacientes infectados por L.
braziliensis presentan una mayor proporcion de células T CD4" que de CD8" durante la
infeccidn activa y en el proceso curativo esta relacion cambia hasta casi llegar al equilibrio
al incrementar el nimero de linfocitos T CD8" (Da-Cruz et al, 2002). En otro estudio se
encontrd que lesiones de pacientes con LCL infectados con L. braziliensis, muestran un alto
porcentaje de linfocitos T en apoptosis, y con mayor frecuencia en linfocitos T CD8" que
en linfocitos T CD4". Por el contrario, las lesiones de pacientes con curacion espontanea
mostraron muy bajo porcentaje de células T CD8" en apoptosis (Bertho et al, 2000).
Adicionalmente se describié un alto porcentaje de linfocitos T CD8" Leishmania- reactivos
en los infiltrados inflamatorios y bajo porcentaje en sangre (Da-Cruz et al, 2005).
Conjuntamente estos hallazgos demuestran que los linfocitos T CD8" participan de forma

activa y correlacionan con la curacion. Sin embargo, en el caso de la infeccién por L.
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braziliensis, la cronicidad de la infeccion parece estar definida por la exacerbacion de la
respuesta celular (Barral-Netto et al, 1995; Brodskyn et al, 1997). Al parecer, los linfocitos
T CDB8+ participan en la regulacion de la respuesta al correlacionar alta frecuencia de
linfocitos T CD8'CD69" con tamafio reducido de la lesion generada en la prueba de

Montenegro (Antonelli et al, 2005).

Experimentos recientes realizados con células mononucleares de sangre periférica humana,
han demostrado que L. major induce la produccion de IFNy e IL-12, generando asi una
respuesta Thl. IL-10 se presenta en baja cantidad y al parecer regula la produccién de
IFNy. El porcentaje de células T CD8" no se altera luego de 7 dias de exposicion a
Leishmania, sin embargo la proliferacion celular asi como la produccion de IFNy son
drasticamente disminuidas cuando se bloquea la presentacion de antigeno via HLA-I
(Gaafar et al, 2005; Roger & Titus, 2004). Esto sefialaria que la activacion de linfocitos T
CD8" es vital en la produccion de IFNy. Este modelo también demuestra la participacion de
los linfocitos T CD8" aunque falta por confirmar su proliferacion frente a antigenos de

Leishmania y determinar los mecanismos efectores que desarrollan.

La informacion disponible describe la activacion de clonas especificas de linfocitos T CD8"
y evidencia su participacién en las respuestas que conducen a curacién, tanto en ratones
como en humanos. Si se piensa en la capacidad heterogénea de los linfocitos T CD8", es
posible que también participen en la cronicidad de la infeccion, no solo exacerbando el

dafio en el tejido, como el caso de la LMC causada por L. braziliensis, sino como origen de
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citocinas inhibidoras como IL-10 o TGFp (Figura 5) que podrian generar un estado
anérgico ante grandes cantidades de antigeno, como se ha sugerido en el caso de la LCD
(Salaiza- Suazo et al, 1999). Se han descrito varios subtipos de linfocitos T que expresan el
marcador CD8", entre ellos los linfocitos T reguladores CD8", que cuentan con
caracteristicas inhibidoras dependientes e independientes de anticuerpo (Jiang & Chess,
2004; Wang & Alexander, 2009), sin embargo estos subtipos de linfocitos T CD8" alin no
han sido estudiados en la leishmaniasis pero es plausible esperar que desempefien un papel
substancial. Existen reportes que describen algunos procesos desempefiados por células T
reguladoras CD4'CD25" (Ji et al, 2005; Kariminia et al, 2005; Peters & Sacks, 2006).
Estos procesos son complejos y estan relacionados con la contencién de respuestas

patogénicas generadas por exacerbacion de la respuesta celular via IFNy.

1.6 Rutas de activacion de células T CD8" en leishmaniasis.

Uno de los puntos de discusion sobre la participacion de las células CD8" en la
leishmaniasis se sitla en la forma de activacion de este subtipo celular. Dado que es
necesaria la presentacion de antigenos via MHCI para la activacion de linfocitos T CD8,
se ha pensado que esta via participa en la infeccién por Leishmania. EI macréfago es la
célula hospedera por excelencia y es alli donde la Leishmania se desarrolla y prolifera. Sin

embargo, existe la duda sobre la via de presentacion de antigenos del parasito.
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Figura 6. Procesamiento de antigenos de Leishmania via MHC 1. Mecanismo directo. Traspresentacion
de antigenos exdgenos a través de Sec6l. (RE, reticulo endoplasmico; L, Leishmania; VP, vacuola
parasitéfora.)

Leishmania se alberga dentro de la célula hospedera en un compartimiento fagolisosémico
denominado vacuola parasitofora (Antoine et al, 1998; Courret et al, 2002). Aunque se
desconoce si el contenido del lumen de la VP puede salir al citosol para ser degradado y
transportado al reticulo endoplasmico y ser acoplado a moléculas MHCI, se ha descrito en
DC y macrofagos una ruta que permite la traslocacion de proteinas desde el lumen del
fagosoma al citosol y depende de la proteina chaperona Sec61 (Figura 6) (Houde et al,
2003). Este fendbmeno se denomind transpresentacion y depende de la fusion del fagosoma
naciente con el RE (Guermonprez et al, 2003) y se sugirid este sistema de presentacion
como mecanismo de procesamiento de antigenos de bacterias que se albergan en

macrofagos y permitiria la activacion especifica de linfocitos T CD4" y T CD8" (Kaufmann
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& Schaible, 2005). Esta via permitiria el paso de antigenos de Leishmania a través de la
membrana de la VP para luego ser procesados por el proteasoma. A la fecha esto es
controvertido ya que un reporte describe que los macréfagos infectados con Leishmania
transfectada con el gen de OVA o la B-galactosidasa, son incapaces de presentar estos

antigenos a lineas de linfocitos T CD8" antigeno-especificos (Lopez et al, 1993).

Por otro lado, se describié que una linea de linfocitos T CD8" especificos contra el antigeno
de superficie de Leishmania GP46/M-2, es capaz de reconocer macrofagos infectados con
L. amazonensis, y debido a que el efecto puede ser bloqueado con brefeldina A o con
inhibidores del proteasoma, se sugiere que este antigeno es procesado en el citosol (Kima et
al, 1997). Al parecer, sélo los antigenos externos de Leishmania pueden alcanzar el citosol
del macrofago. Es posible que sean moléculas que el parasito secreta regularmente y no

productos de degradacion fagolisosomal.

Otra ruta de transpresentacion de antigenos exogenos implica la fagocitosis de cuerpos
apoptoticos de celulas infectadas por parte de las DC (Figura 7). Luego de fagocitar
cuerpos apoptéticos, las DC adquieren la capacidad de presentar antigenos presentes en
dichas células que pueden detectarse entre 2 y 4 horas luego de la fagocitosis (Savina &
Amigorena, 2007). Los antigenos deben acceder al citosol para interceptar la via
convencional de MHC-I, lo cual puede suceder por el mecanismo descrito en la figura 6.
Este proceso se identifico en la infeccion por M. tuberculosis, donde se demostré que las

DC pueden fagocitar apoptosomas de macréfagos infectados y presentar antigenos de
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Mycobacterium via MHC-1 y CD1b (Schaible et al, 2003). Se discute ademas que la vacuna
de M. bovis, BCG, no induce apoptosis en los macréfagos y tal vez ésta sea la causa de la
baja eficiencia de la vacunacion con BCG (Kaufmann, 2001; Winau et al, 2004). Dada la
similitud de esta infeccidén con la leishmaniasis, es posible que este mecanismo también
forme parte de la respuesta inmune de esta ultima. Adicionalmente, se sabe que son las
células dendriticas y no los macréfagos, quienes tienen la capacidad de migrar a nédulos

linfoides y presentar antigenos de manera eficiente (Banchereau et al, 2000).
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Figura 7. Procesamiento de antigenos de Leishmania via MHC |. Mecanismo indirecto. Fagocitosis de
cuerpos apoptoticos.

1.7 Funcion efectora de células T CD8"

Se ha asumido que la principal funcion protectora de los linfocitos T CD8" es contribuir a
la produccién de IFNy™. Sin embargo, se desconoce si el IFNy producido por los linfocitos
CD8" activados es requerido para controlar la infeccion por Leishmania. Dado que

Leishmania es un parasito intracelular, es plausible pensar que la respuesta citotoxica de los
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linfocitos T CD8" podria coadyuvar a controlar la infeccion a través de la lisis de
macrofagos infectados por la via de granzima/perforina y/o Fas/FasL (Figura 8) (Ruiz &

Becker, 2007).
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Figura 8. Posibles mecanismos efectores de linfocitos T CD8" en la leishmaniasis. Se sefialan tres
interrogantes que hacen referencia al mecanismo de citotoxicidad, al destino de los parasitos
intracelulares y a la posibilidad de produccion de citocinas inhibidoras.

Existen reportes contradictorios sobre la participacion de granzima y perforina en el
fendmeno citotoxico. Por un lado, el mecanismo citotéxico de granzima/perforina no
parece tener una participacion importante en el modelo murino ya que ratones C57BL/6
deficientes en granzima A y/o B resuelven la infeccion por L. major de igual forma que
ratones silvestres, tanto en el curso de la infeccion como en la produccion y polarizacion de
citocinas (Conceicdo et al, 1998; Eisert et al, 2002), aunque se habia sefialado que las
células T activadas en la infeccién de la cepa susceptible BALB/c comparada con la

resistente C57BL/6 no solo diferian en el patron de citocinas si no también en la expresion
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de granzima A (Moll et al, 1991; Frischholz et al, 1994). Por otro lado, en la resolucion de
la infeccion el mecanismo de Fas/FasL pudiera estar participando activamente y en paralelo
con la activacion de los macrofagos. Se ha demostrado que ratones C57BL/6 deficientes en
Fas y FasL exhiben un comportamiento susceptible, a pesar de montar una respuesta Thl
con produccién de 6xido nitrico (Conceicdo et al, 1998; Alexander et al, 2001; Huang et al,
1998). Ademas constituye una paradoja para el modelo de Th1/Th2 en susceptibilidad y
resistencia, ya que se pensé que la capacidad para resolver la infeccién recaia en la
capacidad para activar los macréfagos. Este hallazgo sefiala que no es suficiente esta
activacion y tal vez es necesario eliminar los macrdfagos infectados que ya no responden a

la activacion.

En leishmaniasis humana son pocos los estudios enfocados a evaluar la citotoxicidad
mediada por células y éstos han relacionado la citotoxicidad con dafio tisular mas que con
proteccion, ya que se detectd en pacientes con LMC y no en LC causada por L. braziliensis
(Barral-Netto et al, 1995; Brodskyn et al, 1997). También se ha descrito que es posible
generar linfocitos T CD8" especificos de Leishmania a partir de células T virgenes
estimuladas con macrofagos infectados con L. amazonensis y éstos son capaces de lisar
macréfagos autdlogos infectados (Russo et al, 1999). En las lesiones de pacientes con LC
infectados con L. major, se detectd sobreexpresion de FasL en macréfagos y linfocitos T
activados, asociada con expresion de Fas; sin embargo, esto fue relacionado con la
formacion de la Ulcera, ya que se encontré abundantes queratinocitos en apoptosis (Eidsmo
et al, 2005). También se ha reportado una correlacion entre la citotoxicidad in vitro de

linfocitos de sangre periférica de pacientes LC contra macréfagos infectados con L. major y
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la liberacion de granzima B (Bousoffara et al, 2004). Toda la evidencia sefiala la
participacion de la citotoxicidad en la respuesta inmune especifica y parece relacionarla con
la curacion. Aln falta determinar la forma en que los linfocitos T CD8" participan en la
LCD, en particular si tienen capacidad citotdxica y si producen IFNy. También es necesario
confirmar si los linfocitos T CD8 matan macréfagos infectados via granzima/perforina y/o
Fas/FasL y si esta citotoxicidad sobre macréfagos infectados ayuda a controlar la infeccion.
El estudio del papel de la citotoxicidad en la respuesta a M. tuberculosis ha revelado que la
apoptosis de los macrofagos infectados a través de la liberacion de granulos liticos, genera
decremento en la viabilidad de los paréasitos (Stenger, 2001). Por la similitud en el patron de
infeccion y la respuesta inmune desencadenada, cabe esperar que la citotoxicidad y la

apoptosis de macrofagos correlacionen con la curacion.

1.8 Estado de agotamiento en linfocitos T.

El estado de agotamiento fue descrito inicialmente en raton como una delecién clonal de
linfocitos T CD8 especificos de virus que ocurria durante infecciones cronicas de alto grado
(Moskophidis et al, 1993). Ahora es claro que las células T no son eliminadas
necesariamente bajo condiciones de persistencia antigénica aunque pueden convertirse en
ineptas funcionalmente e incapaces de llevar a cabo las actividades efectoras tipicamente

asociadas con células efectoras y de memoria. (Yi et al, 2010).

El estudio de la condicion de agotamiento en el modelo murino de infeccion crénica por
LCMV demuestra que las células CD8 especificas del virus persisten pero carecen de

funciones efectoras (Zajac et al, 1998). Las clonas de CD8 son generadas en las primeras
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etapas de la infeccion y desarrollan la capacidad para ejecutar funciones efectoras, sin
embargo estas funciones se pierden jerarquicamente conforme el paso del tiempo. La
citotoxicidad y la proliferacion se pierden en estados tempranos, mientras que la pérdida de
la capacidad de producir IFNy requiere méas tiempo (Wherry et al, 2003). Tanto la
persistencia antigénica (Bucks et al, 2009) como IL-10 y TGFp (Vi et al, 2010) han sido
sefialados como inductores de la condicion de agotamiento, sin embargo aln no esta

definido si estas citocinas son determinantes universales.

Una de las moléculas fuertemente asociadas con la condicion de agotamiento es PD-1
(Programmed Death-1/CD279). PD-1 pertenece a la familia de CD28 y su significado en la
condicion de agotamiento fue descubierto en un andlisis de microarreglos del perfil de
expresion génica de linfocitos T CD8 especificos de virus durante la infeccién cronica por
LCMV (Barber et al, 2006). PD-1 participa en el establecimiento de la tolerancia periférica
e inhibe la proliferacion y funcion de las células T. Dado que PD-1 se expresa
abundantemente sobre las células T exhaustas, mientras que s6lo se expresa de manera
transitoria y leve en células T efectoras durante infecciones agudas y no esta presente en
células T de memoria funcionalmente competentes (Yi et al, 2010), se ha usado como un

marcador de células agotadas.

La restauracion de las células exhaustas es una linea promisoria que apunta al desarrollo de

tratamientos inmunomoduladores en diferentes patologias. En particular el uso de

anticuerpos contra los ligandos de PD-1 (PD-L1y PD-L2), evitan la activacion de PD1y de
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esta manera revierten la condicion agotada de los linfocitos T CD8 observada en la
infeccion por HCV (Nakamoto et al, 2008; Watanabe et al, 2010). Al parecer, es suficiente
la sefial de TCR y CD28 en ausencia de la sefial de PD-1 para rescatar las células T CD8 de
su estado de agotamiento. También en el modelo de L. donovani en raton se ha utilizado el
bloqueo de la unién PD-1/PD-L1 para restaurar las células CD8 exhaustas y tal método

confiere proteccion (Joshi et al, 2009).

El uso de otros métodos para rescatar las células exhaustas esta menos estudiado. El grupo
de Wong y Col (Wong et al, 2009) demostré en vacunacion terapéutica que el ligando de
TLR9, CpG ODN, reduce la expresién de PD-1 sobre los linfocitos CD8 especificos del
epitopo y aumenta la funcion ex vivo. Sin embargo ain no se ha probado en infecciones

intracelulares cronicas.

En resumen, aun hay mucha controversia sobre la participacion de los linfocitos CD8 en la
leishmaniasis humana. Estas células han sido asociadas con proteccién y también con dafio
tisular. Adicionalmente se desconoce, si los linfocitos CD8 de pacientes con LCD, que
cursan con altas cargas parasitarias e infecciones crénicas, puedan presentan alteraciones en
la capacidad efectora, similar al estado exhausto descrito para otras infecciones crénicas. El
estudio comparativo de los mecanismos efectores de linfocitos CD8 entre pacientes con
cuadros clinicos opuestos, LCL y LCD, permitira obtener mayor claridad sobre la

participacion de linfocitos TCD8 en esta parasitosis.
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2. HIPOTESIS

La capacidad efectora de los linfocitos CD8 se asocia con el prondstico de la leishmaniasis,
por lo cual los linfocitos CD8 de pacientes LCL presentan mayor capacidad citotoxica
contra MOi, mayor produccion de IFNy y proliferacion, que los de pacientes LCD y en las
lesiones de éstos existe un mayor nimero de células en apoptosis, especialmente

macrofagos.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar la funcion efectora de los linfocitos CD8 periféricos de pacientes con
leishmaniasis cutanea localizada y difusa, frente a macro6fagos autélogos infectados con L.

mexicana.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar y comparar la capacidad citotoxica de linfocitos T CD8 contra MOi entre
pacientes LCL y LCD.

2. Estudiar el posible mecanismo citotéxico involucrado.

3. Analizar y comparar la capacidad proliferativa y la produccién de IFNy de linfocitos T
CD8 retados con MOi, entre pacientes LCL y LCD.

4. Evaluar la presencia de células en apoptosis en las lesiones de pacientes LCL y LCD.
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5.- Evaluar si la apoptosis de macrdfagos infectados afecta la sobrevida del amastigote de

Leishmania.

4, METODOLOGIA

Se estudiaron 10 pacientes con LCL y 4 con LCD. Todos provienen de la comunidad de
Comalcalco — Tabasco, excepto un LCD el cual proviene de Lazaro Cardenas — Michoacan.
La investigacion fue aprobada por el Comité de Etica e Investigacion de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado y
recibieron tratamiento con Glucantime.

Los datos de la cohorte estudiada aparecen a continuacion.

LCL LCD
N 10 4
% femenino 40% 25%
Edad promedio |34.6+139|46+12.9

El criterio de diagnostico se basd en parametros clinicos, presencia histopatologica de
Leishmania e inmunorreaccién positiva a la prueba de Montenegro para el caso de
pacientes LCL. Los pacientes LCL se caracterizaron por la presencia de lesiones cutaneas
ulcerativas con pocos parasitos y fueron positivos a la prueba de Montenegro, mientras los
pacientes LCD presentaron maltiples ndédulos no ulcerativos con gran carga de parasitos y

fueron negativos a la prueba de Montenegro.
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De cada paciente se obtuvieron 50 mL de sangre periférica en tubos con EDTA (BD
Biosciencies) y una biopsia cutanea de la lesion con punch de 4mm (Stiefel Laboratories,
Coral Gables, FL, EEUU) luego de anestesia local con 2% de xilocaina. Las biopsias
fueron embebidas en OCT (Miles Scientific, Napperville, IL) y almacenadas en nitrégeno

liquido.

4.1 Cultivo de Leishmania mexicana.

Promastigotes de L. mexicana mexicana (MHOM/MX/92/UADY/68) se cultivaron a 28°C
en medio RPMI-1640 (Life Technologies, Gaithersburg, MA, EEUU) suplementado con
5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado,. Los parasitos fueron recultivados cada 4-5 dias
hasta alcanzar una densidad de 1x10%/mL. Los promastigotes se cosecharon en la fase
estacionaria, se centrifugaron a 3500 rpm por 15 min, se lavaron 3 veces en PBS y

finamente se contaron en glicerol.

4.2 Purificacion de linfocitos CD8 y macréfagos.

La sangre obtenida de pacientes en Tabasco fue enviada por correo certificado a 4°C hasta
el Departamento de Medicina Experimental del Hospital General de México donde fue
procesada para extraccion de células mononucleares (PBMC), usualmente 24 horas despées
después de ser obtenida, 25 mL de sangre fueron puestos sobre 20 mL de Ficoll-Hipaque
(Sigma), se centrifugd a 2000 rpm, 20 min a 20°C. La monocapa fue extraida con pipeta y
transferida a un tubo cdnico de 50 mL. El plasma se guard6 para ser usado posteriormente.
La monocapa se lavé dos veces con PBS y se centrifugd una vez mas sobre 20 mL de

plasma aut6logo a 850 rpm, 10 min a 20°C. Se lavé de nuevo en PBS y se realizd conteo
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celular en cdmara de Neubauer. Después se procedio a extraer linfocitos CD8 mediante el
protocolo descrito por el kit de separacion (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Alemania).
Brevemente, se incubaron 1 x 10 células en 40 pL PBS con 10 pL de anticuerpo anti-CD8
acoplado a microesferas magnetizadas por 30 min a 4°C en oscuridad. Después se lavaron
en 20 volGmenes de PBS y se resuspendieron en 1 mL de PBS por cada 1 x 10° células.
Luego se pasé por una columna LS (Miltenyi). La fraccion positiva fue cultivada en
RPMI/SFB 10%. La fraccion negativa fue procesada de nuevo para extraer macréfagos (1 x
10" células en 40 ul PBS con 10pl anti-CD14 conjugado con perlas magnéticas). Asf
mismo, la fraccion positiva fue cultivada en RPMI/SFB 10%. Las células purificadas
fueron mantenidas en cdmara de cultivo celular por 12 h sin estimulos, antes de continuar
con los diferentes experimentos. La pureza se evalud por citometria de flujo con

anticuerpos contra CD3, CD8 o CD14, la que usualmente se encontré entre 85-92%.

4.3 Infeccion de macréfagos.

1 x 10° macréfagos purificados fueron incubados con 1 x 107 promastigotes metaciclicos de
L. mexicana por 3h a 25°C y por 18h mas a 37°C. Posteriormente se lavo tres veces con
PBS para retirar los parasitos extracelulares. Estos macrdfagos infectados (MOi) fueron
utilizados para retos citotoxicos, activacion de PBMC para ensayos de proliferacion y
produccion de IFNy por células CD8, y ensayos de evaluacién del efecto de la apoptosis del

MOi sobre la sobrevida de los parésitos.
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4.4 Reto citotoxico.

Para evaluar la muerte de MOi inducida por los linfocitos CD8, se realiz6 una adaptacion
de la técnica descrita por Fischer et al (2002). Se co-incubaron 1 x 10° linfocitos CD8 con 1
x 10° MOi autélogos. Como controles se incluyeron retos CD8 + MO, o sélo MOi o MO.
Se sembraron en placas de 24 pozos de baja adherencia, se centrifugaron a 600 rpm por 1
min y se incubaron a 37°C por 4h. Luego se cosecharon las células y se marcaron con anti-
CD14 PE y 15 min después con anexina V- FITC y 7AAD, de acuerdo a las
especificaciones técnicas del proveedor (BD Biosciences). Las células fueron analizadas en
un FACSort. Se evalu6 la expresion de anexina V + dentro de las células CD14+. Se
registro el dato como porcentaje y se obtuvo un indice de citotoxicidad (C.I.) de acuerdo a
la siguiente férmula:

C.l. = (CD14" anexina V') CD8+MOi — (CD14" anexina V') CD8+MO. En un
experimento paralelo, se marcé con anti-perforina — PE o anti-granzima — Alexa 647 (BD

Biosciences).

4.5 Ensayo de proliferacion.

1x10° PBMC se marcaron previamente con diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) 2uM
(Sigma) y se lavaron tres veces. Posteriormente fueron adicionados 2x10° MOi e incubados
por 7 dias. Como control se utilizé concanavalina A (Sigma) 0.26 uM. Las células fueron
cosechadas y marcadas con anti-CD3 Cy-Chrome y anti-CD8 PE (BD). Se evalu6 en

FACSort el porcentaje de células CD3"'CD8*CFDA"".
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4.6 Produccion de IFNy.

1x10° PBMC se coincubaron con 2x10° MOi por 18h. Luego se adicioné GolgiPlug (BD)
por 5h més. Finalmente se cosecharon las células y se marcaron con anti-CD8 PE, se
permeabilizaron con Perm/Wash (BD) y se marcaron con anti-IFNy — PECy7. Se analiz6 la
expresion de fluorescencia en un citometro de flujo FACScalibur (BD). Paralelamente en
los ensayos de reto citotdxico se recogid el sobrenadante y se evalu6 la concentracion de
IFNy por ELISA sandwich estandar. Brevemente, una placa de 96 pozos (Costar, Corning,
NY, EEUU) fue cubierta con anticuerpos anti-IFNy de captura (clona NIB42, 6 pug/mL;
BD PharMingen) en 100 mM Na;HPOy, pH 9.0 por 12 h a 4 °C, y blogueado con PBS
0.05% de Tween 20 y 10% SFB. Los sobrenadantes y el hIFNy recombinante estandar
(R&D Systems) fueron incubados en medio RPMI-1640 suplementado con 10% SFB por
2 h a temperatura ambiente. EI hIFNy fue detectado con anticuerpo biotinado anti-hIFNy de
raton (clona 4S.B3, 2 ug/mL; BD Pharmingen) en 1% BSA por 1h. La placa fue revelada
usando conjugado fosfatasa alcalina — estreptavidina (Life Technologies) con p-nitrophenil
fosfato (4 mg/ml, Life Technologies) como sustrato. Se ley6 la absorbancia a 405 nm
usando un lector de placas y se calculd la concentracion de IFNy a partir de la curva
estandar de hIFNy recombinante. La concentracion de IFNy en cada muestra fue calculada
por regresion lineal usando la absorbancia media (Promedio de tres lecturas de cada

muestra). El limite de deteccion fue de~.15 pg/mL.
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4.7 Inmunohistoquimica

Las biopsias congeladas se cortaron en criostato y se secaron toda la noche antes de la
tincion. Se utilizé la técnica de TUNEL para detectar células apoptéticas en las lesiones de
7 pacientes LCL y 5 LCD con el kit In situ cell death detection, POD (Roche). Las
secciones de 4 um fueron colocadas en ldminas de vidrio, fijadas en paraformaldehido 4%
en PBS pH 7.4 por 20 min, lavadas 30 min con PBS e incubadas con solucion de
permeabilizacién por 2 min en hielo. Las muestras se lavaron dos veces en PBS y
posteriormente se agregaron 50 pL de mezcla de reaccion de TUNEL (Tdt polimerasa,
ATP, d-UTP FITC) y se incubaron por 60 min a 37° C, 100% humedad y oscuridad. Se
lavo tres veces con PBS y se adicionaron 50 pL de covertidor POD (anticuerpo anti-FITC
conjugado con peroxidasa) y se incubd en camara humeda por 30 min a 37°C. Luego se
lavaron las muestras dos veces con PBS, se adicionaron 50 pL de sustrato DAB, se incubd
por 10 min a 25°C y se lavo tres veces en PBS. Por ultimo las muestras se montaron con
cubreobjetos y se analizaron en microscopia de luz. En seis muestras de pacientes LCL se
realiz6 doble marcaje para determinar el dafio al DNA en macrofagos, para lo cual se
realiz6 primero el procedimiento descrito para TUNEL y luego las muestras se lavaron en
Tris-HCI 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4; posteriormente se bloque6 con Blotto (leche en
polvo 5%, Twin 20 0,1% en PBS, pH 7,4) por 30 min a temperatura ambiente (TA). Las
muestras se incubaron con anticuerpo anti-CD68 raton anti-humano (1:100; DAKO, Santa
Bérbara, CA, EEUU) durante 1 hora en cdmara humeda a TA. Se lavé por 5 min en Tris-
HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4, se incubo con anticuerpo secundario cabra anti-raton
conjugado con biotina (1:50; DAKO) por 1 hora y con el complejo preformado

estreptavidina-biotina fosfatasa alcalina (DAKO) por 1 hora més a temperatura ambiente.
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La presencia de fosfatasa alcalina fue evidenciada por incubacién con solucion de sustrato
AP con 1 mM de levamisol por 30 min y se lavé dos veces con agua destilada. Finamente
se realiz6 contratincion con H&E (Sigma) y se analizé por microscopia de luz. Las células

apoptoticas se identificaron por el color café y los macrdfagos en rojo.

4.8 Efecto de la apoptosis del macréfago infectado sobre la sobrevida de los parésitos
recuperados.

1x10° MOi de donadores sanos, fueron cultivados en RMPI/SFB e incubados con anti Fas
(Santa Cruz Biotechnology) 1ug/uL, Camptotecina (Sigma) 5uM o privacién de suero
(cultivo en RPMI 1640 sin SFB) a 37°C. El experimento se corrid en duplicado para
evaluar tanto la apoptosis inducida en un grupo, como el efecto sobre el nimero de
leishmanias recuperadas en el otro. Al cabo de 24 horas se cosecharon las células de un
grupo y se marcaron con anexina V-FITC y 7AAD de acuerdo a las especificaciones
técnicas del proveedor (BD Biosciences). Las células fueron analizadas en un FACSort. Al
otro grupo se le retir6 el medio de cultivo, se lavd tres veces con PBS y se adiciond medio
de cultivo de leishmanias, 1 mL por pozo, y se cultivé por 24 horas méas a 25°C. Finalmente
se resuspendid cada pozo de cultivo con pipeta, se tomaron 10 pL del sobrenadante y se
diluyeron 10 veces en glutaraldehido para realizar conteo de parasitos libres en camara de

Neubauer.

4.9 Estimulacion con ligandos de TLR2.
LPG de L. mexicana fue purificada por el método descrito en Becker et al, 2003. 1x10°

linfocitos CD8 purificados de pacientes LCD fueron estimulados con LPG de
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promastigotes de L. mexicana 10 uM o con Pam(3)Cys (EMC Microcollection GmbH,
Tubingen, Alemania) 2uM por 18 h. Posteriormente se cosecharon y fueron utilizadas para
retos citotoxicos directamente. Para los ensayos de proliferacion y produccion de IFNy,
1x10° células CD8" purificadas y preestimuladas fueron reunidas con 9x10° PBMC CD8-
CD14- que se guardaron del proceso de purificacion y se repitié el proceso descrito arriba.
Adicionalmente se realizé un ensayo similar al de proliferacién pero sin marcar con CFDA
y luego de cosechar las células, se marcaron con anti-CD8 PE, anti-CD3 Cycrome y anti-
PD1FITC.

Los datos se presentan como medias con desviacion estandar. El analisis estadistico
utilizado fue U de Mann Whitney. Se tomé como diferencia significativa cuando la p<

0.01.
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5. RESULTADOS

5.1 Los linfocitos T CD8 de pacientes con LCL tienen mayor capacidad citotoxica.

A. MO Fi
B. MOi e
C. CD8/MO " p<0.01

D.CD8/MOi

25

3
-
:

15

> LeL
0 -

LCL  LCD
(8) (4)

C.l.

7AAD

Figura 9. Ensayo citotdxico de
linfocitos CD8" con macrofagos
autdlogos infectados en pacientes
LCL y LCD. Dotplots de cultivos
(A. MO, B. MOQi, C. CD8/MO, D.
CD8/MOi) anexina V vs 7TAAD. Se
analiz6 la region R1 que
corresponde a células CD14+. Se
muestra el porcentaje de los
cuadrantes anexina V+. A la
derecha se analiz6 el C.1. calculado
a partir del ensayo de citometria de
flujo. Se muestra el promedio con
una barray la p obtenida con la
prueba U de Mann-Whitney.

Anexina V
Se evalud la capacidad citotoxica de linfocitos T CD8 de sangre periférica de pacientes

LCL y LCD por citometria de flujo (Figura 9). El analisis permite observar cuatro

subgrupos, 7AAD" anexina V', 7TAAD" anexina V', 7AAD" anexina V' y 7AAD" anexina
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V. Dado que 7AAD ingresa a las células necréticas y la anexina V se une a fosfatidilserina
(Fisher et al, 2002), las células muertas pueden ser consideradas como 7AAD" anexina V',
7AAD" anexina V' y 7AAD" anexina V", sin embargo es habitual registrar solo los grupos
7AAD" anexina V' y 7AAD™ anexina V" ya que ambos involucran muerte apoptética y por
lo tanto, mas especifica. La muerte necrética 7AAD" anexina V™ puede ser debida en mayor
parte al procedimiento de cultivo y cosecha. En este estudio la capacidad citotdxica
especifica de las células T CD8 es tomada como el porcentaje de macréfagos infectados
muertos en cocultivo con células CD8" (Figura 9D) tomando como control los macrofagos
sin infeccion muertos en cocultivo con células CD8" (Figura 9C). De esta manera se puede
observar que los linfocitos CD8 de pacientes LCL exhibieron una mayor capacidad
citotoxica que los pacientes LCD (p<0.01), siendo la de éstes estos Ultimos casi nula. La
muerte de macréfagos (Figura 9A) o de macréfagos infectados (Figura 9B) siempre registro

valores menores al 7%.

5.2 Los linfocitos CD8 usan granzima B para eliminar a los macréfagos infectados.

Para determinar el mecanismo utilizado por los linfocitos CD8 para matar los macréfagos
infectados, se evaluo la expresion de granzima B y de FasL en los linfocitos CD8 antes y
después del reto citotoxico con macrofagos infectados en pacientes LCL (Figura 10). Solo
la expresion de granzima B se redujo luego del reto citotdxico, lo que sugiere que la

citotoxicidad observada esta mediada por liberacion de granulos citotdxicos.
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Figura 10. Mecanismo citotéxico.
Linfocitos CD8 de pacientes LCL
fueron marcados contra granzima B
(arriba) o FasL (abajo) solos 0 en
cocultivo con MOi 1:1 por 4h. Se
analizo6 la R1 obtenida de la grafica de
puntos arriba. Los datos son
representativos de 3 experimentos
independientes.

5.3 Solo los linfocitos CD8 de pacients con LCL proliferan en presencia de macréfagos

infectados.

Se evalud la proliferacion de linfocitos T CD8 en cultivos de PBMC con macrofagos

infectados. A los siete dias de cultivo fue detectable en pacientes LCL un grupo de células
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Figura 11. Proliferacion de linfocitos de pacientes
LCL y DCL. PBMC marcadas con CFDA fueron
incubadas con MOi con L. mexicana o concanavalina
A [5pM] o PBS por siete dias. Se muestran los
porcentajes de células CFDA™™ del total de linfocitos
T CD8. Dotplots representativos (A). Analisis de
proliferacién de linfocitos CD8 de 7 pacientes LCL y
3 DCL estimulados con PBS (barras negras), MOi
(barras blancas) o Concanavalina A (barras
rayadas).
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CD8'CFDA"", el cuél corresponde a células que proliferaron por el estimulo de MO
infectados (Figura 11). En pacientes LCD este grupo no se encontrd, aunque se registro un

grupo CD8 CFDA™  lo cual puede deberse a proliferacion de células CDA4.

5.4 Solo los linfocitos T CD8 de pacientes con LCL son productores de INFy.

Para evaluar el subtipo de linfocitos T CD8 que se diferencian al estimular con MO
infectados, se realiz6 un ensayo in vitro por 24 h, luego de las cuales se marcaron
intracelularmente para IFNy. De nuevo, solo las células de los pacientes LCL mostraron
una respuesta al estimulo (Figuras 12A y 12B). Este grupo de células CD8'IFNy" no fue
detectable en pacientes LCD. También se midié IFNy en el sobrenadante de los cocultivos,

el cual so6lo se detecto en pacientes LCL (Figura 12C).

5.5 Los tejidos de pacientes con LCL muestran gran proporcion de células apoptéticas.

Se evaluo la presencia de células apoptéticas en lesiones de piel de pacientes LCL y LCD
por inmunohistoquimica de TUNEL (Figura 13A). La tincion reveld una alta expresion de
células en apoptosis en los tejidos de los pacientes LCL (63.42%, sd=12.08) y fue mayor
que en pacientes LCD (20.46%, sd=6.91) (p<0.01) (Figura 13B). El doble marcaje en
pacientes LCL reveld que una buena parte de los macr6fagos se encuentra en apoptosis

(Figuras 13C y 13D).
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5.6 Efecto de la apoptosis del macrofago infectado sobre la sobrevida de los parasitos
recuperados.

Para indagar sobre el efecto de la apoptosis sobre el parasito, se realizd un ensayo de
recuperacion de parasitos en cultivos de macréfagos infectados e inducidos a sufrir muerte
celular por diferentes estimulos (Figura 14). El tratamiento con anticuerpo anti-Fas no logré
inducir muerte celular y el resultado con camptotecina fue leve (CNT = 6.06% + 1.75 vs

Campto = 19.4% + 5.47, p = 0.021) (Figuras 14A y 14B); solo la privacion de suero logro
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inducir un alto porcentaje de muerte (CNT =6.06 % = 1.75 vs DS =35.2 % +4.83,p =
0.001); de la misma forma, se observo una disminucién significativa en la recuperacién de
parasitos sélo en el grupo con privacion de suero (CNT = 275,603 + 21,130 vs DS = 62,050

+ 37,416; p = 0.001) (Figura 14C).
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Figura 14. Muerte de MOi y su efecto sobre la recuperacion de parasitos. MOi fueron incubados con
estimulos apoptoéticos (anti Fas 1ug/mL, Camptotecina 5uM o deprivacion de suero). La muerte celular
fue evaluada por anexina V e ioduro de propidio (A), se muestra el porcentaje de células en cada
cuadrante. El analisis de tres experimentos independientes (B) * Diferencia significativa entre CNT y
Campto, p<0.05. ** Diferencias significativas entre DS y CNT, DS y Anti-Fas, y DS y Campto, p<0.01.
La recuperacion de parasitos (C) solo mostro diferencia significativa en el grupo DS, ** p<0.01.
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En resumen, las células CD8 de pacientes LCD no proliferaron ni fueron citotoxicas contra
macréfagos autélogos infectados, ni tampoco produjeron IFNy en respuesta al estimulo
especifico. Esta condicion se asemeja a la que presentan células CD8 de pacientes con
cancer o con infecciones virales cronicas como con HBV, HCV y HIV (Shin & Wherry,

2007).

5.7 Evaluacion del estimulo de TLR2 en células CD8 de pacientes LCD.

Dado que en los experimentos de proliferacion y de produccion de IFNy los pacientes LCD
reaccionaron positivamente al estimulo con concanavalina A o PMA/ionomicina (Figuras
11y 12), es claro que la maquinaria celular de proliferacion y produccion de IFNy no se ve
afectada por la infeccién. Por lo tanto, pensamos en la posibilidad de restaurar la capacidad
efectora de los linfocitos CD8 con estimulos adicionales. EI TLR2 es un receptor
recientemente descrito en linfocitos T y se sabe que en linfocitos T CD8 desencadena una
respuesta activadora similar a la mediada por CD28 (Komai-Koma et al, 2004). Puesto que
nuestro grupo previamente demostrd que el lipofosfoglicano (LPG), la molécula mas
abundante en la superficie de Leishmania, es ligando de TLR2 en células NK humanas y las
induce a producir IFNy (Becker et al, 2003), se evalud la citotoxicidad, proliferacion y
produccidon de IFNy en linfocitos CD8 de pacientes LCD estimulados previamente con LPG
0 Pam3Cys por 24h. Encontramos una recuperacion significativa en la capacidad efectora,
tanto en la citotoxicidad, la proliferacion y en produccién de IFNy de los linfocitos CD8 de
pacientes con LCD, aunque no se alcanzaron los valores registrados para pacientes con

LCL (Figura 15).
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Figura 15. Restauracion de las funciones
efectoras de los linfocitos T CD8 con
ligandos de TLR2. Linfocitos T CD8
fueron purificados de sangre periférica e Pam
incubados con LPG de L. mexicana .
(10pg/mL) o Pam3Cys (2ng/mL) por 24h. MOiI
Posteriormente fueron lavados dos veces y
se utilizaron para realizar experimentos de
citotoxicidad (A), produccion de IFNy (B)
o proliferacién (C). Se muestra un
experimento representativo de tres.

CD8

En la condicion de agotamiento descrita en infecciones virales y cancer (Shin & Wherry,
2007; Bucks et al, 2009) tampoco se observa actividad citotoxica, proliferacion o

produccion de citocinas en linfocitos T CD8 especificos. Uno de los marcadores
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prominentes en esta condicion es el receptor PD1. Su expresion se ha encontrado
incrementada en linfocitos CD8 y se ha asociado con el fendmeno de agotamiento o
“exhaustion” (Golden-Mason et al, 2007; Barber et al, 2006). Por lo tanto, también se
analizo la expresion de PD1 en células CD8 de pacientes con LCD, estimuladas con LPG o
Pam3Cys, para determinar si la expresion de PD1 se modifica con estimulos de TLR2.

Encontramos que el estimulo con LPG o Pam3Cys redujo la expresion de PD1" (Figura 16).
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Figura 16. Expresion de PD1 sobre linfocitos CD8 activados con ligandos de TLR2.
Linfocitos CD8 purificados de tres pacientes LCD fueron estimulados in vitro con LPG de
L. mexicana (10 pg/ml) o Pam3Cys (2 pg/ mL) por 24 h. Posteriormente fueron cosechadas,
marcadas con anti-CD8, anti-CD3 y anti-PD1. Se registraron 10,000 CD3"CD8" por FACS
y se analiz6 la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la expresion de PD1. Se muestra
la mediay la distribucidén estandar. *p=0.02, **p=0.005.
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6. DISCUSION

La respuesta inmune protectora a Leishmania se ha estudiado profundamente en el modelo
de raton y se reconoce que se encuentra mediada por citocinas Thl que activan al
macréfago, como IFNy y TNFa. Dicha activacion conlleva a la expresion de iNOS y la
produccion de NO, el cual se describe como el agente leishmanicida mas importante
(Bogdan, 2001). En humanos, estos mecanismos no se repiten fielmente, debido
probablemente a que los datos provienen de un modelo en el cual no existe leishmaniasis
difusa, un padecimiento cronico con un patron de lesion distinto al observado en ratones
infectados con L. major. A pesar de estas diferencias, la produccién de IFNy y la expresion
de iNOS tanto en la infeccion murina como humana, tienen una asociacion directa con la
resolucion de la infeccidn (Reithinger et al, 2007). Poco se sabe sobre la muerte de células
inmunoldgicas infiltradas en las lesiones de leishmaniasis cutaneas. Bertho y col (2000)
describieron apoptosis en linfocitos T CD4 y CD8 en las lesiones de pacientes con LCL
causada por L. braziliensis. Dicho evento se atribuyd como consecuencia de
hipersensibilidad a antigenos de Leishmania y muerte por activacion (AICD).
Adicionalmente se correlacion6 el bajo porcentaje de apoptosis en linfocitos CD8 con
eliminacion del parésito y proteccion. En este estudio describimos que también existen
macréfagos en apoptosis y que el porcentaje de células en apoptosis en pacientes LCL que

en LCD es mayor (Figura 13).

La muerte de macrdfagos en la lesion podria ser parte del ciclo normal de respuesta de los

macrdofagos a la infeccion y/o producto de la actividad citotdxica de linfocitos T CD8+ y
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NK. Se ha evidenciado una alta participacion de esta clase de linfocitos en la respuesta
protectora a Leishmania (revisado por Ruiz & Becker, 2007). En el caso de LC causada por
L. mexicana, se ha demostrado que después de recibir tratamiento combinado de IFNy y
antimonio pentavalente, el nimero de linfocitos T CD8+ en las lesiones de pacientes LCD
se incrementa de manera inversa al nimero de parasitos en las mismas lesiones (Salaiza-
Suazo et al, 2001). Por tanto es plausible pensar que la muerte de los macréfagos presentes
en la lesion de los pacientes LCL sean el resultado de la actividad citotoxica de linfocitos T

CDS8.

La importancia de la muerte celular programada en la modulacion de la respuesta inmune
que ocurre en las lesiones de pacientes con LC es motivo de discusion. Este fendmeno de
muerte celular en la célula hospedera tiene relevancia si se piensa que Leishmania es capaz
de inhibir temporalmente la muerte celular inducida sobre los macréfagos (Donovan et al,
2009), por lo que la muerte de la célula hospedera pudiera ser un mecanismo que participe
tanto en la eliminacion del parasito como en la expansion de la respuesta inmune al proveer
de nuevos antigenos del parasito, como se ha descrito para M. tuberculosis (Winau et al,
2006). Sin embargo, para la infeccion con Leishmania no se han analizado estos
mecanismos. El efecto que puede tener la apoptosis del macréfago infectado sobre los
parasitos no ha sido motivo de investigacion. En este trabajo se evalud el efecto de la
induccion de muerte celular sobre la recuperacion de parasitos. Los macréfagos infectados
resistieron el estimulo con anticuerpo anti-Fas; sin embargo, el uso de camptotecina, un
potente inductor de muerte a través de la inhibicion de la topoisomerasa I, logrd inducir

muerte celular, aunque ésta se debidé mas a necrosis que a apoptosis (Figura 14A). La
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privacion de suero logro inducir muerte en mayor grado y solo bajo esta condicion se afecto
la recuperacion de parasitos. Sin embargo, aqui estan combinados dos eventos, por un lado
la muerte de los macrofagos y por el otro, la disminucion de nutrientes, lo cual puede
afectar la proliferacion de los parasitos intracelulares, por lo tanto no sabemos si el efecto
observado se debe exclusivamente a la muerte celular. La degradacion de material de
Leishmania en eventos apoptdticos no solo puede tener un papel en el control del nimero
de parasitos, también representa una oportunidad para procesar antigenos de dificil
obtencion debido a la inhibicion que causa el parasito sobre la célula hospedera. Sin
embargo, es poco lo que se conoce sobre los mecanismos que permiten activar clonas
especificas de linfocitos T CD8". Dado que dicha activacion parece estar relacionada con la
resolucion de la infeccidn, es posible pensar en el disefio de vacunas que activen este tipo
de respuesta y de esta manera coadyuven al control de la infeccion (Basu et al, 2007;
Dumonteil, 2009). Sin embargo sera necesario ahondar en el efecto de la muerte celular del

macrofago sobre el parésito.

La muerte celular puede suceder de manera fisiolégica como consecuencia de la
inflamacion via TNFa y NO, o también como resultado de la intervencion de linfocitos
citotoxicos. La evidencia en raton sefiala tanto a las células NK (Liese et al, 2008) como a
los linfocitos CD8 (Belkaid, 2002; Uzona et al, 2004) como imprescindibles en la respuesta
protectora y ain en humanos se correlaciona su presencia en la lesion con recuperacion en
pacientes LCD (Salaiza-Suazo et al, 1999). En este trabajo de tesis describimos que los
pacientes LCL exhiben buena capacidad citotoxica contra macrofagos infectados, misma

que no se detecta en los pacientes LCD (Figura 9).
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Actualmente se acepta que la respuesta de citocinas tipo Thl es la encargada de eliminar el
parasito y que el mecanismo efector es la activacion de macréfagos a través de IFNy y la
consecuente activacion de iNOS (Nylén & Akuffo, 2009). Sin embargo se ha sugerido que
la sola expresion de iINOS no es suficiente para controlar a Leishmania, como ha sido
demostrado en ratones deficientes de TNFa (Wilhelm et al, 2001) o luego de la infeccion
con algunas cepas de L. major (Anderson et al, 2005). Seguramente el proceso citotoxico
debe de formar parte de la maquinaria necesaria para eliminar el parésito. Se piensa que
uno de los mecanismos citotoxicos que deben jugar un papel primordial es la expresion de
FasL, ya que ratones de una de las cepas resistentes a la infeccion, pero deficientes en Fas o
FasL, presentan un comportamiento susceptible a pesar de montar una respuesta Thl. En
humanos se ha correlacionado la expresion de granzima B en los tejidos con un prondstico
positivo en LCL causada por L. braziliensis (Bousoffara et al, 2004). Nosotros también
asociamos a granzima B con la capacidad citotdxica de los linfocitos T CD8 de pacientes
LCL contra macrofagos infectados (Figura 10). No descartamos la posibilidad de que el
sistema Fas/FasL participe in situ en la respuesta a Leishmania, sin embargo nuestros datos
no sugieren que los macréfagos infectados puedan activar a las clonas de linfocitos T CD8

para que expresen FasL.

A pesar de contar con pocos pacientes LCD, debido a la baja frecuencia de este
padecimiento en México (27 de 16,532 pacientes LC registrados en 24 afios), éstos
presentaron ciertas caracteristicas funcionales que se asemejan a la condicién, de
agotamiento descrita en algunas infecciones cronicas con virus (Shin & Wherry, 2007). Tal

agotamiento fue inicialmente descrita en la infeccion crénica de LCMYV en ratones, en la
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cual persisten linfocitos T CD8 especificos del virus pero carecen de funciones efectoras
(Zajac et al, 1998). Inicialmente la infeccion logra generar clonas de linfocitos CD8 que
desarrollan la capacidad de ejecutar funciones efectoras, sin embargo estas funciones se
pierden en el transcurso del tiempo en una manera jerarquica. De manera temprana se
pierde la citotoxicidad y la proliferacion, mientras que la produccion de IFNy persiste mas
tiempo (Wherry et al, 2003). También se han descrito similares tipos de disfuncion en

humanos en infecciones cronicas y cancer (Shin & Wherry, 2007).

Recientemente se reportd la existencia del fendmeno de agotamiento (exhaustion) de
linfocitos T CD8 en un modelo murino de infeccion por L. donovani (Stager et al, 2010).
Como era de esperarse, inicialmente el parasito induce proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T CD8 con capacidad para secretar IFNy, sin embargo estos linfocitos pierden sus
funciones efectoras y mueren conforme la infeccion progresa (Joshi et al, 2009).
Adicionalmente, Ganguly y colaboradores (2009) describieron la existencia de linfocitos
anérgicos contra antigeno de Leishmania y un nimero elevado de linfocitos CD8*CD28" en
sangre periférica de pacientes con leishmaniasis cutanea post-Kala-Azar. Toda esta
evidencia demuestra que este fenémeno existe en la infeccion cronica por Leishmania y
podria deberse a la persistencia de Leishmania de forma intracelular (Bucks et al, 2009).
Nuestros datos sugieren este mismo fendmeno (Figuras 9, 10, 11 y 12) y es concordante
con la infeccion, ya que se presenta de manera cronica, intracelular, con evolucién mayor a
20 afios, nula hipersensibilidad de tipo 1V a antigenos de Leishmania y depende de una

respuesta celular para curar.
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El andlisis del nivel de expresion de genes durante la infeccion cronica por LCMV, sefialo
que el receptor inhibidor PD1 es una importante via que regula la condicion de agotamiento
de los linfocitos T CD8 (Barber et al, 2006), cuya activacion por sus ligandos PDL-1 y
PDL-2 presentes en MO, CD y células endoteliales recluta una fosfatasa SHP-2 a traves de
dos motivos de sefializacion en tirosina (ITIM e ITSM). A su vez esta fosfatasa defosforila
e inactiva multiples sefiales dependientes de fosforilacion. Estos resultados se han
extendido a primates y humanos, en los cuales la via PD1-PDL1 también regula la funcion
de células T especificas de SIV, HIV y HCV (Radziewicz et al., 2006; Riley, 2009). En
particular, se reconoce que las células agotadas expresan PD1 en gran proporcion (Wherry
et al, 2007), entre otros receptores inhibidores. Nosotros detectamos disminucion en la
expresion de PD1 sobre células CD8 de pacientes LCD luego de la estimulacion con LPG o
Pam3Cys (Figura 16), lo que concuerda con los resultados en el modelo murino de anergia
funcional inducida por antigenos sintéticos, en donde el uso de CpG como adyuvante,

disminuye la expresion de PD1 (Wong et al, 2009).

Cabe resaltar que en los experimentos de proliferacion y produccion de IFNy (Figuras 11y
12), los linfocitos CD8 de pacientes LCD no tienen capacidad efectora en respuesta al
estimulo con MOi, aunque si responden a concanavalina A y PMA/lonomicina, lo cual nos
hizo pensar que esta condicién de agotamiento es especifica contra antigenos de
Leishmania y puede ser rescatada con una estimulacion positiva. El rescate de los linfocitos
T en condicidn agotada se ha limitado al uso de anticuerpos a-PDL1 y a-PDL2 que evitan la
union del receptor PD1 en células T con los ligandos en células presentadoras de antigeno

(CPAs) (Radziewicz et al, 2007). De tal manera solo se presentaria la sefial de TCR y de
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CD28 al encuentro de células T agotadas con CPA. Nosotros evaluamos la capacidad de
dos ligandos del receptor activador TLR2, LPG y Pam3Cys, para restaurar las funciones
efectoras de los linfocitos T CD8 de pacientes LCD contra MOi (Figura 15). Aunque solo
el porcentaje de células CD8 productoras de IFNy fue ostensiblemente aumentado por el
tratamiento de LPG o Pam3Cys, comparado con los valores registrados en los pacientes
LCL, si se observaron incrementos importantes que pueden sugerir al TLR2 como una via

jerarquicamente superior a la de PD1.

Se ha descrito que el receptor TLR2 se encuentra constitutivamente expresado en linfocitos
T de memoria tanto CD4 como CD8, y su activacion conduce a una sefial coestimuladora
que lleva a la produccién de citocinas y la proliferacion (Riley, 2009). Adicionalmente, se
ha demostrado que Pam3Cys revierte de manera transitoria la expresion FoxP3" de Treg y
suprime su actividad (Liu et al, 2009). Nosotros hipotetizamos que TLR2 también podria

rescatar células exhaustas producto de infecciones intracelulares cronicas.

En resumen, las siguientes son las principales contribuciones de este trabajo de tesis a la
informacion existente al respecto de la inmunidad en la leishmaniasis:

1.- Las lesiones de los pacientes LCL presentan significativamente mas células en apoptosis
que los pacientes LCD y algunas de estas células en apoptosis son macréfagos.

2.- El estudio comparativo funcional de los linfocitos T CD8 periféricos entre pacientes con
LCL y LCD mostro que las células de pacientes LCL exhiben capacidad citotdxica,

proliferacion y produccién de IFNy cuando se estimulan con MOi, mientras que los mismos
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linfocitos de pacientes LCD no presentan estas funciones, sin embargo responden a
estimulos no especificos como la concanavalina A, el PMA y la ionomicina.

3.- La apoptosis de los macrdfagos infectados reduce la viabilidad de los parasitos.

4.- Los ligandos de TLR2, LPG y Pam3Cys, restauran parcialmente las funciones efectoras

de los linfocitos T CDS8.

7. CONCLUSION

Los linfocitos TCD8 de pacientes LCD estan funcionalmente exhaustos en sus funciones

efectoras especificas contra Leishmania, como la actividad citotdxica y la produccion de

IFNT, en comparacion con linfocitos CD8 de pacientes con LCL.

Este estado de agotamiento funcional contra Leishmania puede ser revertido parcialmente

por estimulos del receptor innato TLR2.

8. PERSPECTIVAS

La condicion de agotamiento de la respuesta inmune a Leishmania solo se ha descrito en

dos trabajos, el modelo de ratén infectado con L. donovani (Joshi et al, 2009) y pacientes

con leishmaniasis cutanea difusa (Herndndez-Ruiz et al, 2010). Seria interesante estudiar
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este estado exhauste en linfocitos CD8 de ratones BALB/c, altamente susceptibles a la
leishmaniasis, para determinar en que grado el estado de agotamiento es causa O

consecuencia de la progresion y diseminacion de la infeccién por L. mexicana.

El estudio de la restauracion de la condicidn de agotamiento aln es incipiente. S6lo existen
dos trabajos que describen la restauracién por mecanismos distintos al bloqueo de la union
entre PD1 y sus ligandos, el ligando de TLR9 (CpG) usado como adyuvante en la
vacunacion de ratones con péptidos sintéticos (Wong et al, 2009) y nuestro trabajo
(Herndndez-Ruiz et al, 2010). Existen varias preguntas que se derivan. Una de ellas se
relaciona con los mecanismos o las vias involucradas en la sefial de TLR sobre la célula
exhausta, en particular si es dependiente de MyD88 u otra via no convencional. Otras
preguntas estarian encaminadas al uso potencial de los ligandos de TLR en la enfermedad.
Se podria probar en ratones si la estimulacién local en el sitio de la infeccion con ligandos

de TLR tiene un efecto positivo en la resolucion de la infeccion sin efectos colaterales.
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CD8 cytotoxic T cells in cutaneous leishmaniasis
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SUMMARY

CD8 T cells are essential in the defence against viruses, yet lit-
tle is known of their participation in the host defence against
parasites, such as Leishmania, which can cause a variety of
clinical diseases, such as localized cutaneous, diffuse cutane-
ous, mucocutaneous and visceral leishmaniasis. Murine models
of leishmaniasis suggest that CD8 T cells participate through
IFN-y production, yet their cytotoxic capacity also plays an
important role, as has been found in patients infected with
various Leishmania strains, where CD8 T cell cytotoxicity and
apoptosis of autologous Leishmania-infected macrophages
correlate with cure. Yet the mechanisms underlying the CD8 T
activation in patients with leishmaniasis remain an enigma. It is
possible that dendritic cells activate CD8 T cells through
mechanisms that include antigen cross-presentation. Here we
summarize the recent findings of CD8 T cells in cutaneous
leishmaniasis and discuss their significance in the control of the
disease. Further knowledge in this field will undoubtedly
improve the design of therapeutic and vaccine strategies.
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INTRODUCTION

Leishmaniasis is caused by a protozoan parasite of the genus
Leishmania, which can infect humans as well as a variety of
mammal species. The disease is transmitted through the sand fly
vector, which inoculates Leishmania promastigotes into the skin
of the mammal host (1). The parasite is phagocytosed by
macrophages and dendritic cells (DC), and once inside the host
cells, the parasites transform into amastigotes that can live and
multiply within phagolysosomes or parasitophorous vacuoles
(PV), resisting digestion by hydrolases and peptidases and
thereby evading recognition by the immune system (2).
Depending on the Leishmania species, the disease can have
multiple outcomes, such as localized cutaneous, diffuse
cutaneous, mucocutaneous and visceral leishmaniasis (3).
Leishmania mexicana, L. braziliensis and L. aethiopica can
produce two clinically opposed forms of cutaneous
leishmaniasis: the localized cutaneous leishmaniasis (LCL), a
more benign form of the disease which is characterized by a
protective immune response circumscribing the parasite to the
inoculation site, and the other form is diffuse cutaneous
leishmaniasis (DCL), characterized by a poor cellular immune
response permitting the uncontrolled spread of the parasite
throughout the skin (4-6).

IMMUNE RESPONSE IN LEISHMANIASIS

The Leishmania infection is accompanied by a complex immune
response that begins with the innate response, where innate
receptors such as TLR2 present on macrophages, DC and NK
cells recognize molecules present on the parasite surface, such as
lipophosphoglycan), and induce the production of
proinflammatory cytokines such as TNF-o, IFN-y and IL-12, as
well as costimulatory molecules (7,8). In this disease,
macrophages play a triple role since they are host cells, antigen-
presenting cells (APC) that activate specific T cells and effector
cells whose leishmanicidal efficacy depends on the presence of
activating cytokines such as IFN-y and TNF-a (9). The presence
of
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activating cytokines is decisive for the control of parasite spread.
These cytokines can be partially produced by the innate immune
system, yet after the initial unspecific innate inflammatory
response, a parasite-specific T cell response determines the
disease outcome. In the mouse model infected with L. major, it
has been established that a Th1 response leads to the cure of the
disease, whereas a Th2 response leads to disease progression
(10) (Figure 1). In patients infected with Leishmania, a Thl cell
type response has been related to a good prognosis, which can
be evidenced by a positive Montenegro hypersensitivity skin
test, whereas a Th2 type response has been associated with a
specific cellular anergy towards Leishmania antigens, as seen in
patients with DCL, which have a negative hypersensitivity skin
test. These patients suffer from an uncontrolled disease
progression ultimately leading to their death (11). It has also
been postulated that the chronic progressive form of the disease
can be related to the presence of CD25" Foxp3™ T regulatory
(Treg) cells that exert a negative regulation of the specific
immune response towards the parasite (12).

Even though the cytokine production by immune cells has been
thoroughly analysed in leishmaniasis, the participation of
cytotoxic cells is currently a field of intense research.
Cytotoxicity can be achieved through various cell types such as
CD8 T, NK, CD4 T and NKT cells, mainly through mechanisms
involving antigen-dependent or-independent apoptosis of target
cells. In this review, we focus on CD8 T cells because these
cells have been considered a possible target for vaccine design
(13).

CD8 T CELL FUNCTIONS

Various subtypes of T lymphocytes that express the CD8
marker have been described. These lymphocytes participate

Figure 1 Immune response towards
Leishmania. In the mouse model infected with
L. major, it has been established that
susceptibility or resistance towards the disease
depends on the types of cytokines that are
secreted. Whereas a Th1 response leads to
parasite destruction and cure, a Th2 response
leads to parasite survival and disease
progression.

in the outcome of infectious diseases, both by cytokine
production as well as through their cytotoxicity. CD8 T cells can
produce IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 and TGF-B. Two
types of CD8  have been proposed, named Tcland Tc2,
depending on the characteristics of their cytokine production as
well as their migration capacity (14). Additionally, a CD8
suppressor T cell subset that regulates the immune response has
been reported (15).

The cytotoxicity of CD8 T cells is exerted through two
complementary mechanisms: one is mediated through the
exocytosis of lytic granules that contain molecules such as
perforin, which inserts into the lipid membrane forming pores
that collapse the membrane potential and, more importantly,
permitting the entry of lytic granules of the cathepsin family,
such as granzyme B, which activates the signalling cascade
leading to caspase-mediated apoptosis. The other cytotoxic
mechanism is mediated through the membrane expression of
FasL/CD95L, which induces the trimerization of its receptor
Fas/CD95 on target cells, thereby initiating apoptosis through
activation of caspase 8 (16). In addition, TNF and TRAIL also
induce apoptosis through similar mechanisms as FasL, albeit
less efficiently (17).

The CD8 T cell response towards pathogens initiates when these
cells recognize specific antigens presented by MHC class |
molecules in association with costimulatory signals on APC
(18,19). To become fully activated, CD8 T cells depend on help
from CD4 T cells and DC (20). Even though the exact
mechanisms have not been established, it has been proposed that
DC take up antigens, such as microbes, necrotic or apoptotic
cells, process them and present them to CD4 T cells by MHC
class Il molecules. This drives the CD4 T cells into clonal
expansion and differentiation, which upregulates their CD40L
expression. This costimulatory molecule interacts with CD40 on
DC,

© 2007 The
Authors
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Figure 2 CD8 T cell activation by cross-presentation (indirect mechanism). Immature dendritic cells (iDC) take up antigens, such as soluble
antigens, necrotic or apoptotic cells, which are processed and presented to CD4 T cells in association with costimulatory molecules. The interaction
CD40-CD40L activates CD4 T cells, which produce cytokines that activate dendritic cells (DC) as well as CD8 T cells that recognize antigen
presented by the mature dendritic cells (mDC) through MHC class |. CD8 T cytotoxic cells kill Leishmania-infected macrophages through apoptosis.
The iDC phagocytose apoptotic bodies and digest them. The mDC present diverse Leishmania peptides through MHC class | to CD8 T cells,

inducing their activation and proliferation into effector cells.

capacitating them to activate CD8 T cells, which transform into
effector cells that recognize antigens presented by MHC class |
molecules (18-21) (Figure 2). But if DC do not detect danger
signals or receive stimulatory signals from receptors like the
TLRs, or if they phagocytose apoptotic cells that do not express
CD40, a state of tolerance is induced, either due to clonal
deletion, cellular anergy or the development of Treg (21). These
mechanisms induce tolerance towards autoantigens, and they
could also be involved in the diminished response towards
antigens in parasites that evade the immune response through
negative regulation of CD8 T cells (22).

CD8 T CELL ACTIVATION IN LEISHMANIASIS

Controversy still remains regarding the route of activation of
CD8 cells in leishmaniasis, since Leishmania reside within the
PV of the macrophage and it is not clear how these cells present
Leishmania antigens to CD8 T cells through MCH class I. In
particular, it is not known how the contents of the PV can reach
the cytosol to be degraded by the proteasome and transported
into the endoplasmic reticulum, where the peptides are bound to
MHC class | molecules.

Initial studies report that macrophages infected with
Leishmania, which had previously been transfected with the
gene encoding B-galactosidase, a cytosolic antigen, were

unable to present these antigens to specific CD8 T cells (23).
Yet recently, Bertholet and coworkers demonstrated that a

L. major strain, which had been engineered to secrete a chi-
maeric OVA protein [Lm nucleotidase (NT)-OVA], was able to
induce priming of OVA-specific TCR transgenic CD8 T cells
(OT-I1) after the in vitro infection of DC and during the course
of low dose infection in the skin. The presentation of the
secreted antigen was TAP independent and was inhibited by
chloroquine, but not by proteasome inhibitors, suggesting that
the secreted Leishmania antigens appear to be confined to an
intraphagosomal processing pathway (24,25).

Another study reported that a CD8 T cell line specific for the
Leishmania surface antigen GP46/M-2 was capable of
recognizing macrophages infected with L. amazonensis. These
data suggest that the Leishmania antigen had been processed
within the cytosol, and this observation was further
strengthened by the fact that the CD8' T cell activation could be
blocked by brefeldin A or with inhibitors of the proteasome
28en together, these data apparently suggest that in
leishmaniasis, only external or secreted Leishmania antigens are
able to reach the macrophage cytosol. It is therefore tempting to
speculate that these molecules are secreted deliberately by the
parasite instead of being degradation products of the PV. Yet it
is unclear how these Leishmania antigens exit the PV and reach
the cytosol, where they can be processed for MHC class |
presentation.
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Figure 3 CD8 T cell activation by cross-presentation (direct
mechanism). Leishmania antigens present in the parasitophorous
vacuole (PV) of macrophage could cross the membrane with the help
of Sec61, and once inside the cytosol, they are degraded by the
proteasome. Peptides are then transported to the lumen of the
endoplasmic reticulum (ER) and bound to the MHC class | molecules
to be transported through the Golgi apparatus to the cell surface.

Further insight on a possible mechanism by which exogenous
antigens can be presented to CD8 T cells was obtained in cells
infected with Mycobacterium tuberculosis, where it was shown
that DC phagocytose apoptotic bodies of infected macrophages
and present Mycobacterium antigens through MHC class | and
CD1b (27). It has additionally been shown that DC acquire the
capacity to present antigens within 2—4 h after the phagocytosis
of apoptotic bodies (28,29), and are capable of activating both
CD4 and CD8 T cells (30). This mechanism of CD8 T cell
activation through DC presenting antigens from apoptotic
bodies of infected cells has been termed cross-presentation
(indirect mechanism) (Figure 2). Even though this mechanism
has not been described in leishmaniasis, it is feasible to
speculate that it also forms part of the immune response in
leishmaniasis, given the similarity between both diseases.

Despite the evidence that Leishmania antigens can be presented
by MHC class I, the mechanism through which exogenous
antigens gain entry into the cytosol of the macrophage or DC
remains elusive. A mechanism named cross-presentation (direct
mechanism) depends on the chaperone protein Sec61, which has
been described both in DC and in macrophages (31-33). This
phenomenon is based on the fusion of the phagosome with the
endoplasmic reticulum,

which permits the uptake of Sec61, a protein responsible for the
selective transport of internalized antigens to the cytosol where
they can be processed for MHC class | presentation (34).
Although this mechanism has not been demonstrated in
leishmaniasis, it could be a possible mechanism by which
Leishmania proteins are transported across the PV membrane
into the cytosol where they could be digested by the proteasome
in order to be presented by MHC class | molecules to CD8 T
cells (Figure 3).

CD8 CYTOKINE PRODUCTION IN
LEISHMANIASIS

CD8 T cells have been associated with the recuperation from
various infectious diseases (22). In leishmaniasis, CD8 T cells
have been associated with protection and cure both in humans
and in mice. Initially it was considered that CD8 cells only
played an important role during re-infections, since the resistant
mouse strain (C57BL/6) deficient in B2microglobulin, or in
CD8, maintained its capacity to resolve primary infections with
Leishmania (35). This was also observed in mice treated with
anti-CD8 antibodies (36). Yet, if low doses (~100) of L. major
promastigotes are inoculated intradermally, simulating the
natural infection, it was shown that CDS8 are crucial in
controlling the primary infections by changing the early Th2
towards a Th1l response (37,38). CD8 T have been shown to be
involved both in the elimination of L. major and in the
establishment and maintenance of immunity against infection
(39). Furthermore, in experimental leishmaniasis, Miller and
coworkers demonstrated that CD8 T cells participate through
IFN-y production as well as through the regulation of IFN-y
production by CD4 T cells, which suggest a cross-talk between
the two subtypes of lymphocytes (39,40). It is shown that
independently of the route of infection, Leishmania antigens
induce activation of specific CD8 T cells, which are associated
with protection (39-42).

In humans, CD8 T cells have also been shown to participate in
Leishmania infection. During the acute phase of the infection,
large numbers of CD8 T cells have been observed in the lesions
as well as in peripheral blood. This has also been observed
during the healing process of patients infected with L. major
(43-46) and L. mexicana (47). Patients infected with L.
braziliensis present a larger number of CD4 T cells than CD8 T
cells during the active infection; yet during the healing process,
this ratio reaches equilibrium, due to the increase in CD8 T cells
(44). Another study showed that lesions of patients with LCL
infected with L. braziliensis exhibited a large number of CD8 T
lymphocytes in apoptosis, whereas patients undergoing a
spontaneous cure presented very few apoptotic CD8 T cells (5).
Additionally, a large proportion of Leishmania-specific CD8 T

© 2007 The
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Figure 4 Questions unresolved. CD8
cytotoxic T cells induce apoptosis of infected
macrophages through various possible
mechanisms. After the CD8 T cell receptor
(TCR) recognizes Leishmania antigens
presented by MHC class | molecules, they
possibly induce apoptosis through the
granzyme/perforin mechanism or through
Fas/FasL. It remains unknown if the
intercellular Leishmania parasites are also
degraded throughout the apoptotic process or
if amastigotes are liberated. Additionally,
cytotoxic CD8 T cells possibly also secrete
inhibitory cytokines such as IL-4, IL-10 and
TGF-B, which downregulate the immune
response.

cells can be found in the inflammatory infiltrates of the lesions,
whereas only few could be found in peripheral blood (45).
Taken together, these data show that CD8 T cells participate in
the active disease and can be correlated with cure.

CD8 T cells have also been implicated in the chronicity of
Leishmania infections by exacerbating the tissue lesions, as has
been described in mucocutaneous leishmaniasis caused by L.
braziliensis (48,49). An additional regulatory function in
chronic leishmaniasis has been reported for CD4" CD25 Treg
cells (50,51), although nothing has been reported for CD8 Treg
in leishmaniasis.

Recent experiments with mononuclear cells from human
peripheral blood infected with L. major produced IFN-y and IL-
12, thereby favouring a Th1l response. In addition, these cells
produced low levels of IL-10, thereby regulating the stimulatory
effect of IFN-y (45,52,53). After 7 days of exposure to
Leishmania, the percentage of CD8 T cells remained unaltered;
yet the IFN-y production reduced drastically when the antigen
presentation through MHC | was blocked (53). These data
demonstrate that CD8 T cells are vital for the production of
IFN-y in leishmaniasis. Yet it is not known whether these cells
proliferate upon exposure to Leishmania antigens and which
effector mechanisms they employ in this disease.

CD8 T CELL CYTOTOXICITY

Besides cytokine production, it is also possible that CD8 T cells
participate in the control of Leishmania through cytotoxic
mechanisms including granzyme/perforin and/or Fas/FasL
pathways (Figure 4). Contradictory reports regarding the
participation of granzyme and perforin have been made. The L.
major-resistant mouse strain C57BL/6, deficient in granzyme A
and/or B, was found to still be able to resolve

© 2007 The Authors

the infection with L. major in a similar fashion as the wild
strain, including the characteristics of their cytokine production
(54,55). Yet these data remain controversial, since it has also
been reported that the resistant mouse strain C57BL/6 differs
from the susceptible mouse strain BALB/c in both their
cytokine production pattern as well as in the expression of
granzyme A (56,57).

It is also possible that the cytotoxic mechanism involving
Fas/FasL could be participating in the resolution of the
Leishmania infection. In the resistant mouse strain C57BL/ 6, it
was shown that deficiencies in Fas and FasL induce sus-
ceptibility, even though these mice continue to produce Thl
cytokines and nitric oxide (54,58,59). These data shed new light
on the possible roles of Th1/Th2 cytokines and their relation to
resistance or susceptibility, since the activation of macrophages
through cytokines was not enough to cure the leishmaniasis.
Data obtained from these mice show that apparently it is also
necessary to eliminate infected macrophages that can no longer
be activated to control the disease.

In human leishmaniasis, CD8 T cells have repeatedly been
associated to tissue damage, as has been reported in patients
with cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis infected with
L. braziliensis (48,49).

Yet their protective role has also been demonstrated in
Leishmania-specific CD8 T cells induced by stimulating naive T
cells with macrophages infected with L. amazonensis. These
primed CD8 T cells gained the capacity to lyse autologous
infected macrophages (60). An association between the in vitro
cytotoxicity exerted by peripheral blood lymphocytes on
macrophages infected with L. major and the liberation of
granzyme B has also been reported (61). An additional evidence
of the possible beneficial effect of CD8 T cell cytotoxicity in
patients infected with L. major was the overexpression of FasL
and Fas on lymphocytes and

84



J. H. Ruiz & |. Becker Parasite Immunology

macrophages in the tissue lesions. Yet this observation was
related to the formation of the ulcer, since a large number of
apoptotic keratinocytes was also found in the lesion (62).

Even though evidence points towards cytotoxicity as an
immune mechanism favouring protection, the role of
cytotoxicity and the production of cytokines by CD8 cells in the
different clinical forms of human leishmaniasis remains to be
established. Preliminary data from our laboratory have added
additional evidence of the protective role of cytotoxic
mechanisms of CD8 T cells in patients with cutaneous
leishmaniasis infected with L. mexicana. Whereas CD8 T cells
from LCL patients presented a strong cytotoxic effect on
Leishmania-infected macrophages, the CD8 T cells obtained
from DCL patients were unable to induce cytotoxicity on
macrophages infected with L. mexicana (Figure 5).

In addition, the strong cytotoxicity exerted by LCL CD8 T cells
on L. mexicana-infected autologous macrophages correlated
with the enhanced number of apoptotic cells observed in tissue
lesions of LCL patients. On the other hand, the absence of
cytotoxicity of CD8 T cells on infected macrophages of DCL
patients correlated with low levels of apoptotic cells in tissue
lesions of these patients (manuscript in preparation). This could
possibly indicate that CD8 T cell activation through cross-
presentation of apoptotic bodies by DC is an important immune
mechanism for the protective response in leishmaniasis. It
remains to be established if cross-

Figure 5 Lack of cytotoxicity in patients with
diffuse cutaneous leishmaniasis. Purified CD8
T cells were coincubated with autologous
Leishmania-infected macrophages ina 10 : 1
ratio. After 4 h, the cells were harvested and
stained with anti-CD14-PE antibodies to select
the target cells. They were also analysed for
annexin V-FITC to detect apoptotic cells. Ten
thousand events were analysed by FACS (a). It
can be seen that macrophages from LCL
patients presented a higher degree of apoptosis
than patients with DCL (b and c). The cytotoxic
index (C.I.) was calculated using the formula
C.l. =CD14 + annexin V + of CD8 T cells
incubated with Leishmania-infected
macrophages minus CD14 + annexin V + of
CD8 T cells incubated with uninfected
macrophages (d).

presentation of Leishmania antigens through this mechanism
also determines the cytokine pattern that favours disease
control. If this should be the case, the inhibition of apoptosis of
Leishmania-infected macrophages (63) could represent a
mechanism through which the parasite could avoid alerting the
immune system and thus favour its survival in the host cell.
These data strengthen the evidence that cytotoxicity of CD8 T
cells on Leishmania-infected macrophages represent an immune
response that leads to disease control.

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES

CD8 T cells have been shown to kill autologous infected
macrophages, albeit it is not clear if this occurs via
granzyme/perforin and/or Fas/FasL and if the apoptosis induced
by cytotoxicity on infected macrophages additionally eliminates
the intracellular parasites and thus helps to control the
Leishmania infection, as has been shown of the cytotoxic
response towards M. tuberculosis, where apoptosis of infected
cells was shown to decrease bacteria viability (64,65). Even
though one of the first reports that analyse the participation of
CD8 T cells in the immune response against Leishmania states
that the cytotoxic effect exerted on infected macrophages does
not affect the parasites, the method used in this study to analyse
the parasite viability only permits to define whether the parasites
conserved their capacity to survive without host cells (66).
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Apoptotic degradation of Leishmania could not only play a role
in the control of parasite numbers but it could also represent a
unique opportunity of enhanced Leishmania antigen processing
and presentation, since live parasites cause an inhibition of the
host cell avoiding efficient antigen degradation and presentation.
Even though little is known regarding the mechanisms that
activate Leishmania-specific CD8 T cell clones, it is currently
accepted that CD8 T cells participate in the control of
Leishmania infection, both through their cytokine production as
well as through their cytotoxicity. Further knowledge in this
field will undoubtedly help to improve the design of therapeutic
and vaccine strategies.
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Abstract

Leishmania mexicana (Lm) causes localized (LCL) and diffuse (DCL) cutaneous leishmaniasis. DCL patients have a poor
cellular immune response leading to chronicity. It has been proposed that CD8 T lymphaocytes (CD8) play a crucial role in
infection clearance, although the role of CD8 cytotoxicity in disease control has not been elucidated. Lesions of DCL patients
have been shown to harbor low numbers of CD8, as compared to patients with LCL, and leishmanicidal treatment restores
CD8 numbers. The marked response of CD8 towards Leishmania parasites led us to analyze possible functional differences
between CD8 from patients with LCL and DCL. We compared IFNy production, antigen-specific proliferation, and
cytotoxicity of CD8 purified from PBMC against autologous macrophages (MO) infected with Leishmania mexicana (MOi).
Additionally, we analyzed tissue biopsies from both groups of patients for evidence of cytotoxicity associated with
apoptotic cells in the lesions. We found that CD8 cell of DCL patients exhibited low cytotoxicity, low antigen-specific
proliferation and low IFNy production when stimulated with MOi, as compared to LCL patients. Additionally, DCL patients
had significantly less TUNEL" cells in their lesions. These characteristics are similar to cellular “exhaustion” described in
chronic infections. We intended to restore the functional capacity of CD8 cells of DCL patients by preincubating them with
TLR2 agonists: Lm lipophosphoglycan (LPG) or Pam3Cys. Cytotoxicity against MOI, antigen-specific proliferation and IFNy
production were restored with both stimuli, whereas PD-1 (a molecule associated with cellular exhaustion) expression, was
reduced. Our work suggests that CD8 response is associated with control of Lm infection in LCL patients and that chronic
infection in DCL patients leads to a state of CD8 functional exhaustion, which could facilitate disease spread. This is the first
report that shows the presence of functionally exhausted CD8 T lymphocytes in DCL patients and, additionally, that pre-
stimulation with TLR2 ligands can restore the effector mechanisms of CD8 T lymphocytes from DCL patients against
Leishmania mexicana-infected macrophages.
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represent a public health problem for which no successful cure has
been found. These patients lack an eflectve T cell immune

Introduction

Leishmaniasis is a zoonotic disease that infects humans as well

response capable of activating MO1, and antimonial treatment
only achieves transitory remission [2, 3 and 4].
Murine models infected with L major have shown that both the

as a variety of mammalian species. Several Letshmania species, such
as L. mexicana, L. omozonensis, Lo braziliensis and Lo aethiopica can
cause two opposite clinical forms ol cutaneous leishmaniasis: mnate and acquired immune responses are necessary for parasite
clearance. Cells such as MO, dendritic cells, NK cells, CD8 and
CD4 T lymphoeytes; cvtokines such as interleukin (I1)-12 and
nterferon gamma . pattern recognition receptors such as
Toll like receptors (TLRs) [6,7.8] and effector molecules such as

localized cutaneous leishmaniasis (LCL) and diffuse cutaneous
(DCL) [1]. While the former is relatively benign,
consisting of a single ulcer that forms at the infection site, patients

leishmaniasi

with DCL have a continuous uncontrolled spread of the parasite

nitric oxide (N

throughout the skin and, in advanced stages, these patients also
show parasite invasion of the oro- and nasopharygeal mucosae.
Although the prevalence of DCL patients in Mexico is low, they

@ www.plosntds.org

and superoxide anion (Og) [9] have been
reported to mediate protection, both in mouse models and in
humans. It has also been proposed that CD8 T eells play a crucial
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Author Summary

Leishmania mexicana causes localized and diffuse cutane-
ous leishmaniasis. Whereas the former is a benign form the
disease, diffuse cutaneous leishmaniasis is a chronic
disfiguring disease, for which no cure is available, and
the immune cells of these patients respond poorly to the
parasite. It has been proposed that the elimination of
Leishmania-infected cells by CD8 T cells is crucial for
disease control. We compared the functional characteris-
tics of CD8 T cells from patients with localized and diffuse
cutaneous leishmaniasis. We found that CD8 T cells from
patients with diffuse cutaneous leishmaniasis were func-
tionally exhausted, as compared to patients with the
benign form of the disease. We were able to restore
functional capacity of these cells by culturing them with
molecules that stimulate TLR2. This is the first report
showing that stimulation of the TLR2 can restore effector
mechanisms in functionally exhausted CD8 cells from
patients with diffuse cutaneous leishmaniasis. This finding
will help design novel treatment schemes for patients
infected with the parasite Leishmania mexicana who have
the progressive, incurable form of diffuse cutaneous
leishmaniasis.

role in infection clearance, although the role of CDB evtotoxicity
in disease control has not been elucidated. Elevated numbers of
CD8 have been reported in blood and lesions of patients infected
with L. major and L. mevicana and their protective role has been
associated with IFNy production [10]. Additionally, we have
previously reported that the number of CD8 is importantly
reduced in lesions of DCL patients infected with L mevicana, as
compared to LCL patients [11]. Thus, a comparative analysis of
the overall immune effector functions of CD8 from LCL and DCL
patients would permit a more precise definition of the role played
by these cells in the disease outcome, both by their cytokine
production as well as by their cytotoxicity. We here report a
functonal analysis of CD8 isolated from peripheral blood of LCL
and DCL patients infected with Leishmania mexicana. Our results
show significant differences between CD8 of both groups: while
CD8 from LCL patents produce high levels of IFNy and show
vinst autologous MO4, the CD8 from DCL patients

show a diminished response both in eytokine production as well in

cytotoxicity a;

Levshmania-specilic oytotoxicity,  Therealter we  analyzed i the
differential cytotoxicity observed @ witro also correlated with the
number of apoptotic cells in lesions of both groups of patients and
found that DCL patients have significantly less TUNEL" cells than
LCL patients. The diminished CD8 response in DCL patients
resembled the cellular “exhaustion™ reported for CD8 in other
chronic diseases [12,13,14,13], where CD8-elfector capacity could
be restored by different mechanisms including TLR signaling
[16.17.18]. Since TLR2 signaling in CD8 enhanced proliferation
and survival m oo [19], we analyzed whether TLR2 stimulation
of CD8 from DCL patients could also restore their functional
capacity. We therefore stimulated CD8 from DCL patients with
the TLR2-specific agonist Pam3Cvs and with Letshmanta mexicana
LPG, which has been shown to be a TLR2 ligand capable of
activating human peripheral blood mononuclear cells and NK
cells o produce Thl-promoting cytokines [6,8]. We show that
stimulation  with  TLR2-specific agonists Pam3CyS or with
Letshmania TPG can restore the effector functions of CD8 from
DCL patients, including IFNy production, antigen specific cellular
proliferation and cytotoxicity against MOI. In addition to restoring
these functions, TLR2-stimulated CD8 cells showed a reduction in

@ www .plosntds.org

Exhausted CD8 in Leishmaniasis Rescued by TLR2

PD-1
exhaustion. This phenomenon had previously been described

with the TLR9Y ligand CpG ODN in mice [18].

expression, a molecule frequently  present i cellular

Materials and Methods

Patients

Human experimentation guidelines of the Mexican Health
authorities were strictly followed. The study was reviewed and
approved by the Ethics Research Committee of the Medical
wculty of UNAM. Written informed consent was required for all
patients. Ten individuals with LCL (4 females and 6 males, mean
age = L6 13.9) and four with DCL {1 female and 3 males, mean
age =462 12.9) from La Chontalpa — Tabasco State (except one
DCL), an endemic area in southeastern Mexico, were analyzed.

Patients were diagnosed by elinical criteria, parasite presence in
lesions, and immunoreactivity to the Montenegro skin test. LCL
patients showed skin uleers containing few parasites and all were
positive to the Montenegro test. In contrast, DCL patients had
multiple non-ulcerative nodules, harboring an intense parasite
load and all were negative in the Montenegro test.

Peripheral blood for @ vife experiments was collected in tubes
with EDTA (BD Biosciences). Skin biopsy specimens were taken
from the lesions with a 4 mm biopsy punch (Stiefe]l Laboratories,
Inc., Coral Gables, FL) afier local anesthesia (2% xylocaine). The
biopsy specimens were embedded in OCT compound (Miles
Scientific, Napperville, TL), snap frozen and stored in liquid
nitrogen until examined. All patients received antimonial therapy
after sample collection.

Immunohistochemistry

Frozen sections were cut with a cryostat and air-dried overmght
before the immunostaining procedure. Apoptotic cells in lesions of
7 LCL and 5 DCL patients were detected by the TUNEL method
(In Situ Cell Death Detection Kit, POD, Roche). Briefly, cryostat
sections (4 um) were thawed onto  coated slides, fixed in
paralormaldehyde 4% i PBS pH 7.4 for 20 min, washed
30 min with PBS and incubated with permeabilization solution
for 2 min on ice. Slides were rinsed twice with PBS and 50 pl
TUNEIL
incubated for 60 min at 37°C in a humidified atmosphere in the

. reaction mixture were added to the tissue sections and

dark. Slides were washed 3 times with PBS and incubated with
30 pl of Converter-POD  (Anti-fluorescein antibody  conjugated
with horse-radish peroxidase) in a humidified chamber for 30 min
at 377CL Slides were washed 3 times with PBS and incubated with
50 ul of DAB substrate for 10 min at 25°C and washed 3 times

with PBS. Then, samples were mounted under glass coverslips and

analyvzed under light microscope. Double staning with anti-CD8
antibodies was carried out in six samples of LCL patients as
follows: afier TUNEL staining, slides were washed with 100 mM
Tris-HCL pH 7.4, 150 mM NaCl. The samples were blocked with
Blotto {a solution containing 5% skim milk powder and 0.1%
Tween 20 in PBS, pH 7.4) for 30 min at RT. The samples were
incubated with primary mouse anti-CD68 (1:100; Dako: Dako
Corp., Santa Barbara, CA) during | hin a humid chamber at R'T.
Five-minute washes with 10 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 mM
NaCl were lollowed by 1 h incubation with biotin-conjugated
second-step antibody (goat anti-mouse lgG) at a dilution of 1:50
and with the preformed streptavidin-biotin alkaline phosphatase
complex (Dako} for 1 h at RT. The
phosphatase was evidenced by incubation in AP substrate solution
containing 1 mM levamisole for 30 min. Then, slides were washed
twice in distilled water. Counterstaining was performed with H&

presence ol alkaline
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(Sigma Chemical). The apoptotic cells were identified in a light
brown color, whereas MO showed red staining.

Leishmania mexicana culture

Leshmanta wexwana (MHOMAMX/92/UADY/68) promasti-
gotes were grown in RPMI-1640 medium (Life Technologies
Laboratories, Gaithersburg, MA, USA} supplemented with 5%
heat-inactivated FBS at 287C. Parasites were sub-cultured every 4
to 5 days and grown to a density of 1 x10°/ml. Promastigotes were
harvested from stationary-phase cultures, centrifuged at 3500 rpm
for 10 min, washed three times in PBS, and finally counted after
immaobilization with glveerol.

CD8 and MO purification

Peripheral blood mononuclear cells were separated by Ficoll-
Hypaque gradient (Sigma) and CDH were isolated by magnetic cell
sorting system as described by manufacture’ instructions (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Briefly, 1 x 107 PBMC was
suspended in 40 pl PBS containing 10 pl of ant-CDE8 microbeads
and incubated for 30 min at 4°C. The cells were washed with PBS
and centrifuged at 1500 rpm for 10 min. They were then passed
through the LS separation columns (Miltenyi) placed in magnetic
field. The positive fraction was cultured in RPMI/FBS 10%. The
negative fraction was processed again in order to purify MO
(1%107 cells in 40 ul of PBS with 10 pl of anti-CD14 microbeads).
MO were cultured in RPMI/FBS 10%. Both CD8 and MO were
maintained at 37°C in a humidilied atmosphere containing 5%
COy incubator for 12 h before stimulus in order to reach a resting
condition.

MO infection

1%10° MO were co-incubated with 1x107 L. mexicana
promastigotes for 3 h at 28°C in 1 ml RPML Afterwards, cells
18h at 37°C. Non-ingested
promastigotes were washed away with RPML

were  cultured  for additional

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity ol CDE cells on MOi was analvzed by two
methods: ' Cr-release and Flow cytometry. The optimal CD8/
MO ratio was established as 10/1.

*ICrrelease assay. The assay was performed as previously
deseribed [20]. Briefly, MO or MOi were labeled with 100 pCi of
S1Cr (Perkin Elmer) for 1 h at 37°C. 5% CO,. The labeled cells
s washed twice in RPMI, suspended in RPMI and 1 x10° CD8
were co-incubated with autologous 1 % 10% MOi. Co-cultures were
set up in 24 well flat bottom plates (Linbro, Aliso Viejo, CA) and
plates were incubated in triplicate for 4 h at 37°C in 3% CO,.
Controls  included M1
spontaneous release and MO incubated in 3% (v/v) Triton X-
100 (Sigma, St. Lows, MO) in PBS for maximum release.

Radicactivity was measured by Wallae Wizard1470 Automatic

Wi

imcubated  in medium  alone  for

Gamma Counter. The cvtotoxicity percentage was caleulated
using the formula: % evtotoxicity = (sample cpm — spontancous
cpm) /' (maximal epm — spontaneous epm) % 100%.

Flow cytometric assay. The assay was performed as
previously described [21]. Briefly, 1x10° CD8 were mixed with
autologous 1x10* MOi or MO in 24 well clear flat bottom ultra
low attachment plates and incubated at 37°C with 5% CO; for
4 h. After incubation, 5 ul of Ab anti-CD14 PE (BD: Becton
Dickinson Biosciences, San Jose CA) were added for 15 min at
4°C. Afterwards, 10 pl of a 5 pg/ml solution of 7-AAD (Sigma)
diluted in Annexin Binding buffer 1% from 10 concentrate (BD),
and 5 pl of annexin V-FITC (BD) were added to the cell
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suspension for 10 min on ice. Samples were analyzed on a
FACSCanto II flow cytometer (BD). A minimum of 20 000 events
collected and analyzed with DIVA software from the
mstrument  manufacturer. The cvtotoxicity index [C.I). was
calculated using the formula: C.I = {(CD14" annexin V) of
CD8 incubated with MOi} — {{CD14" annexin V') of CD8
ncubated with MO},

In a parallel experiment, the expressions of FasL and Granzyme
B were evaluated using Ab and-Fasl. — PE (BD) and ant-
granzyme — Alexa Fluor 647 (BD). The supernatant was harvested
for IFNy detection by means of ELISA test.

were

Proliferation assay

The proliferation of CD8 in response to autologous MOi was
analyzed as previously described [22]. Briefly, PBMC were
suspended i RPMI with CFDA (Sigma) [5 uM] during 10 min
at 37°C and washed twice in RPML Cells were cultured at 1x10°
per ml and 2x10° MOi were added. MO or Con A [5 pg/ml)]
(Sigma) were used as controls. The cells were co- cultured for 7
days at 37°C.. Cells were harvested and incubated in the presence
of anti-CD3 CyChrome and anti-CD8 PE (BD). Stained samples
were [ixed with 2% paraformaldehyde in PBS, and analyzed by
multicolor flow cytometry immediately after the end ol the
incubation period. The percentage of CD3'CD8'CFDAM™ was

recorded.

IFNy production

The eflect that MOi had on the production of IFNy by CDH
was analyzed as follows. | x10° PBMC were co-incubated with
2x10° MO or MO during 18 h after which 1 pl GolgiPlug (BD)
was added and incubated for additional 5 h. Cells were harvested
and incubated in the presence of ant-CD8 PE (BD). They were
washed twice with PBS. Cells were suspended in Citofix/ Citoperm
(BD) and washed with Perm/Wash. Then, cells were incubated
with anti- [IFNy PE-Cy7 (BD) and washed twice on Perm/Wash,

Stained samples were suspended in PBS  and analyzed by

multicolor flow cytometry.

[FNy production was also analvzed in the supernatants of the
cytotoxicity experiments using standard ELISA assays. In brief,
96-well microtitre plates (C , Corning, NY) were coated with
un-conjugated anti-IFNy (clone NIB42; 6 pg/ml; BD) capture
antibody in 100 mM Na2HPO4, pH 9.0 during 12 h at 4°C, and
blocked with PBS 0.1N NaOH, 0.5% casein, pH 7.4, Superna-
tants and hIFNy recombinant standard (R&D Svstems, PR} were
meubated in RPMI/FBS 10% during 2 h at RT. hIFNy was
detected using biotinylated mouse Ab anti-hIFNy (clone 48.B3,
0.5 pg/ml; BD) in 1% BSA, 0.05% Tween 20 using streptavidine
labeled with alkaline phosphatase (Life Technologies) and p-
nitrophenil phosphate (4 mg/ml, Life Technologies)
Absorbance was read at 405 nm and IFNy concentration was
evaluated i the hIFNy recombinant standard curve. IFNy
concentration in every sample was caleulated by lineal regression
using mean absorbance (average of three lectures by sample).
Detection limit was of ~15 pg/ml.

15 substrate.

Stimulation with TLR2 ligands

Purified Leisfmania mexieana LPG was obtained as previously
described (6). Commercial Pam3Cys-Ser-(Lys) 4 (PAM) was used as
control (EMC Microcollections GmbH, Tiibingen, Germany).
Purified CD8 (1 x10% of DCL patients were stimulated with LPG
10 pg/ml or PAM 2 pM during 24 h. Cells were harvested, washed
twice, and used in cytotoxic assays. For proliferation and IFNy
sstimulated purified CD8 were co-
incubated with autologous 9% 10° PBMC and experiments were

production assays, 1x10” pre
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Figure 3. Lymphocyte proliferation in LCL and DCL patients. A} CFDA-labeled PBMC were incubated with PBS (CNT), MOi or Con A [5 pM] for
seven days. CFDA'* cell percentages of total CD8 are shown. Representative dotplots from 8 LCL and 4 DCL patients are shown. B). Proliferation
analysis of CD8 from 8 LCL and 4 DCL patients, stimulated with PBS (black bars), MOi (white bars) and Con A (striped bars) are shown (p<<0.01).

doi:10.1371/journal.pntd.0000871.g003

cytokine secretion of between CD8 of LCL and DCL patier
when they are stimulated with autologous MOi, a 24-h m wire
assay was performed afier which lvmphocytes were labeled for
mntracellular IFNy. Only CD8 LCL patients showed response to
MOi % CDB'TFNy" DCL=1.8+/-2.5 vs LCL =17.5+/-3.9)
(p=0.01) (Figure 4A and 4B). This group of CD8IFNY" cells was
not detectable in DCL patents. None ol the patients showed
CDB'ILA" cells (data not shown). IFNy was also measured in the
supernatants ol low cytometric evtotoxic assays by ELISA. The
results show that IFNy was only detected in LCL patients (IFNvy
CDB+MOi DCL =20 pg/ml +/—4 vs LCL = 241.8pg/ml +/—
137.1} (p=<0.01) (Figure 4C). The lack of IFN7y production by CD8
of DCL was specific owards Lashmania antigens since an appropriate
response was found to the non-specific mitotc stimulus PMAS
lonomyein (Figure 4A and 4B).

Apoptosis in tissues

As in witro CDB cytotoxic assays showed an impaired function of
DCL eells as opposed to the robust response found in LCL patients
(Figure 1), we examined if biopsies of skin lesions of both groups of’
patients showed any evidence of the different cytotoxicity between
both groups of patients We analyzed apoptotic cells through
TUNEL staining in skin biopsies of LCL and DCL patients
(Figure 3A and B). The stain revealed a high proportion ol apoptotic
cells in tissues of 7 LCL patients (Figure 5A), which was significanty
higher as compared to 5 DCL patients (% TUNEL" LCL = 63.4%
+/=12.08 vs DCL =20.9% +/=7.43) (p=<<0.01) (Figure 5B and
5D}, Double staining in LCL patients showed that a large number of’
apoptotic cells were MO (Figure 5C).

Evaluation of the TLR2 stimulus in CD8 of DCL patient
As CD8 from DCL patients had shown deficiencies in
Levshmama-specilic cellular eflector functions, we analyvee il this
apparent “exhaustion” could be reversed by TLR2 stimulation
had been previously shown for other
examined cytotoxicity, antigen-specific proliferation and TFNy
production of CD8 from DCL patients, which had previously been
stimulated with LPG or Pam3Cys for 24 h. We observed a
recovery of the CD8 effector functons, incduding cytotoxicity,
IFNy production and proliferation (Figure 6A, B and C). The
stimulus with Pam3Cys induced higher levels in [IFNy production
as compared to LPG. The response was highest when CDE were
prestimulated with TLR2 ligands and challenged with MOi
(Figure 6B). Proliferation was also induced in CD$ cells although
they were not the only ones that responded to the stimulus, sinee a
population of CDH lymphocytes also proliferated (Figure 6C).
Again, Pam3Cys plus MO could induce the highest response.
shown to have increased

chronic  diseases. We

Since exhausted T cells have been
expression of programmed death-1 (PD-1) molecules, which could
be modified by TLR-9 ligand, we analyzed il PD-1 expression in
CD8 cells of DCL patients could be modified by TLR2 agonis
We found that PD-1 expression in CD8" of DCL patients w
significanty reduced after stimulation with both TLR2 agonists,
LPG (p=0.02) and Pam3Cys [p=0.003) (Figure 6D).

Discussion

The protective immune response against Leishmania, amply
studied in mice, is mediated by macrophage-activating cytokines,
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such as IFNy and 1L-12 [3]. MO activation involves iINOS
expression and NO - production, the latter being the most
important leishmanicidal agent [24]. In humans, IFNy production
and iINOS expression have also been directly associated with the
resolution of infection. Additionally, CDH have been shown to play
an important role during Leskmania inlection, both in humans
well as in the mouse model. During the acute phase of the dis
large numbers of CD8 have been described in the lesions as well a
in the peripheral blood of patients and they have also been
observed during the healing process [10]. Yet thus far, the
important role of CDY in leishmaniasis has been related to their
IFNy production [25,26] and little is known of the protective
response mediated by the eytotoxicity exerted by these cells [27]. Tt
is additdonally not clear, il these cytotoxic cells relate with discase
progression in patients with difluse cutaneous leishmaniasis.

Previous studies of our group have shown that lesions of DCL
patients infected with L mexicana harbor low numbers of CD8, as
compared to patients with LCL. Interestingly, the leishmanicidal
trea

went of the DCL patients not only reduced the parasite load
but also led to an increase in CD8 during the healing process of
the skin lesions of these DCL patients [11]. To date, the
mechanism responsible for the reduced presence of CD8 in
lesions of DCL patents remains unclear. The marked response of
CD8 towards [Teishmama parasites led us to analvze possible
functional differences between these cells from patients with LCL
and DCL. We therefore compared @ oo antigen-specific
proliferation, IFNy production and evtotoxicity of CD8 purified
from PBMC of both groups of patients against autologous
macrophages infected with Lessmania mevicana. Additionally we

analyzed tissue biopsies from both groups of patients for evidence

of evtotoxicity associated with apoptotic cells in the lesions.

Our data demonstrate that CD8 from DCL patients show a
significant reduction in their effector response when coincubated i
witro with  autologous  macrophages nfected  with  Leishmania
mexicana, as compared to patients with LCL. This diminished
cytotoxic response was also evidenced in lesions of both groups of
patients, since DCL patients showed significantly less apoptotic
cells as compared to LCL patients (Figure 5). Although not much
is known of the overall effector mechanisms of CD8 T cells in
human leishmaniasis, results obtained in the present work show
that both IFNy production, as well as cytotoxicity  against
Letshmama-infected macrophages are hampered in DCL cells. Tt
is therefore feasible to speculate that CD8 cells play an important

role in the protective response of LCL patients against the
infection with Leishmania mevicana, based on our in witro results,

together with the large number ol apoptotic cells in the tissue
lesions of these patients. Although data on the expression of

apoptosis in skin lesions are scarce, our work is in accordance with
the literature, where apoptotic CD4 and CD8 T lymphocytes have
been described in lesions of LCL patients inlected with L
braziliensis, albeit cell death was attributed to hyvpersensitivity
towards  Lesshmania antigens, leading to activation-induced cell
death [28].

MO cell death in tissues could he due to Lashmania infection
and/or be a consequence of CD8 cytotoxic activity against
infected cells. The former mechanism is unlikely, since it has been
demonstrated that Leshmanze can inhibit apoptotic mechanisms in
phagoeytic cells [29.30,31,32]. The possible benefits derived from
cytotoxic CDB-induced apoptosis of the host cells infected with
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determined i the exhausted condition of CD8 towards parasite
antigens is a cause or a consequence of the progressive infection of
DCL patients by Leshmania  mexicana and il TLR2 induces
downregulation of PD-1 pathway. This finding not only broadens
our knowledge of the pathogenesis of the disease but will allow the
design of activators of CD8 from DCL patients, based on TLR2

stimulation of the immune response.
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