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RESUMEN

En modelos de leishmaniasis experimental murina, se reporté que una vacuna
con el LPG de L. amazonensis induce a la progresion de la infeccion si es inoculado por
via intramuscular mientras que si el inéculo es por la via intranasal puede llevar a
controlar la infeccion. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual el mismo
antigeno produce resultados contradictorios. Claramente la via de administracion es
importante, pero también falta estudiar la respuesta inmune generada con distintas

dosis de antigeno.

En este trabajo se realiz6 un analisis de la respuesta inmune en ratones
vacunados por via subcutanea con dos dosis de LPG de L. mexicana e infectados en la
dermis de la oreja con dos concentraciones diferentes de carga parasitaria. Las
moléculas de activacién (CD137) y de inhibicion (PD-1) en linfocitos T CD4+ y CD8+ de
bazo de ratones inmunizados e infectados fueron analizadas. Asimismo la expresion de
PD-L2 y PD-L1 en macrofagos peritoneales de ratones BALB/c inmunizados e
infectados fue analizada. Adicionalmente se realizaron experimentos de estimulacion in
vitro. Observamos que la expresion de PD-L1 no se encuentra afectada en los
macrofagos estimulados con LPG o infectados con el parasito, mientras que la
expresion de PD-L2 incrementa con dosis elevadas de LPG y es aun mayor cuando los
macrofagos estan infectados con el parasito. En los linfocitos T CD8+ observamos una
disminucion de la expresion de la molécula activadora CD137 y un aumento en la

expresion de la molécula inhibidora PD-1, que fue proporcional al estimulo con LPG o a
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la dosis de parasitos utilizados para la infeccion. Este efecto, aunado a la sobre-
expresion de PD-L2 en macréfagos infectados, podria explicar los diferentes resultados
reportados en las vacunas contra la leishmaniasis. Concluimos que estos marcadores
pueden servir para definir la dosis 6ptima de antigenos utilizados para el desarrollo de
vacunas, evitando asi la induccion de moléculas inhibitorias que llevarian al fracaso de

la vacunacion.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION

1.1. La leishmaniasis

Se denomina como leishmaniasis a un conjunto de enfermedades con diferentes
manifestaciones clinicas que son causadas por diferentes especies del protozoario del
genero Leishmania el cual es transmitido a través de la picadura de un mosquito
hembra hematéfago del genero Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomyia en el
nuevo mundo (1;2). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima una prevalencia
de 12 millones de casos en el mundo con una mortalidad anual de 60 mil personas y
350 millones de personas en riesgo de ser infectadas por el parasito (3). Esta
catalogada dentro de las enfermedades relacionadas con la pobreza y la migracion y
actualmente se considera endémica en 88 paises, 72 de los cuales son paises en
desarrollo (4). La mortalidad anual ocasionada por la leishmaniasis la coloca como la
segunda enfermedad parasitaria con mayor mortalidad después de la malaria. La
pobreza aumenta el riesgo de consecuencias adversas ya que las personas no tienen
dinero para acceder al sistema de salud que generalmente se localiza en zonas
alejadas a los centros de salud, asi como tampoco pueden pagar los medicamentos

para el tratamiento (5).

1.1.2. Clasificacion de la leishmaniasis

Las leishmaniasis se clasifican en leishmaniasis cutanea, leishmaniasis
mucocutanea y leishmaniasis visceral, o que depende tanto de la especie de

Leishmania infectante como de la respuesta inmune del paciente (1;6-8).
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Aunque no se conoce el niumero exacto de personas infectadas en México
porque esta enfermedad no es de notificacion oficial para la Secretaria de Salud,
existen reportes de 811 casos de leishmaniasis cutanea en el periodo comprendido del
afo 2004 al 2008, sin embargo, al no ser de notificacién oficial, se estima que el

namero real de casos podria oscilar de los 2300 a los 3700 casos anuales (4).

La leishmaniasis cutanea se divide a su vez en localizada (LCL) y en difusa
(LCD). En México ambas formas clinicas son producidas por Leishmania mexicana. La
leishmaniasis cutanea localizada es la forma menos severa de la enfermedad y se
caracteriza por una Ulcera en el sitio de la picadura del mosquito, es indolora y de borde
indurado que generalmente se presenta en zonas del cuerpo expuestas como las

manos, los brazos y la cara (Figura 1) (1;7;8).

oW [ >

Figura 1) Lesion papulonodular en
el dorso de la mano de un paciente
con LCL. Imagen tomada de (8).

-10-
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La leishmaniasis cutanea difusa (LCD) causa lesiones desfigurantes
caracterizada por nddulos que se diseminan por toda la piel exceptuando palmas de las
manos y plantas de los pies (Figura 2) (1;7). En México predominan los casos de LCL

mientras que pacientes con LCD son muy escasos.

Figura 2) Paciente con LCD.
Laboratorio de
Inmunoparasitologia de la Fac. de
Medicina de la UNAM.

La leishmaniasis mucocutanea (LMC) ocurre cuando el parasito hace metastasis
desde la lesion local hasta el tejido mucocutdneo invadiendo también el tracto naso-
orofaringeo ocasionando la inflamacién del mismo (Figura 3). Si el paciente no es
diagnosticado y recibe tratamiento oportunamente fallece por inanicion ya que el
parasito destruye todo el tracto nasofaringeo y parte de la boca impidiendo la correcta

respiracion y deglucion de los alimentos (1;6;7).

Figura 3) Lesion destructiva en la nariz
consecuencia de la LMC.

-11-




La vacunacién con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta
mmune induciendo la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+.

La leishmaniasis visceral se manifiesta por una
inflamacion en el abdomen como consecuencia de la
migracion del parasito hacia el bazo o el higado (Figura
4), donde prolifera y causa esplenomegalia vy

hepatomegalia.

En algunos casos puede invadir ambos d&rganos

simultaneamente causando hepatoesplenomegalia y si el

paciente no recibe tratamiento oportuno podria llegar a

Figura 4) Leishmaniasis
Visceral. Fuente:
WHO/TDR/Crump

morir por estallamiento de visceras (1;7).

1.1.3. Diagnostico y tratamiento.

Usualmente el diagnostico es confirmado por la presencia del parasito en
biopsias obtenidas de las lesiones del paciente tefiidas con GIEMSA. La observacion
microscoépica directa es confirmatoria de la enfermedad, sin embargo se requiere de
personal entrenado ya que con frecuencia ocurren resultados falsos negativos cuando
escasos parasitos estan presentes. Una prueba para evaluar la exposicion al parasito
es la reaccién intradérmica de Montenegro que consiste en una inyeccién intradérmica
con una mezcla de antigenos del promastigote y se considera positiva cuando se
observa una induracion de 5 mm en la piel después de 48 horas en el sitio de la
inyeccién. Existen otras técnicas diagndsticas de mayor sensibilidad como la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y la prueba seroldgica ELISA, para determinar la

presencia de anticuerpos anti-Leishmania (1;9;10).
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El tratamiento depende de las caracteristicas clinicas de la enfermedad, de la
especie de Leishmania responsable de la enfermedad esta asociada a la region
geografica donde habita el paciente y consiste principalmente en la administracion de
antimoniales pentavalentes como el estibogluconato sddico (Pentosam) o el antimoniato
de meglumina (Glucantime) para las formas cutaneas. Estos farmacos son
guimicamente similares y actian multifactorialmente en procesos moleculares
afectando el metabolismo del parésito. En los Ultimos afios se ha reportado resistencia
a éstos lo que da como resultado la ausencia de respuesta al tratamiento o la recaida
de los pacientes una vez terminado el tratamiento (11-13). Para evitar la resistencia o la
recaida de los pacientes se han utilizado tratamientos alternativos que tienen algun
efecto sobre el parasito, aunque éstos mostraron efectos secundarios toxicos graves,
ademéas de que el costo no los hace accesibles a la mayoria de los pacientes. A
continuacion se describen los farmacos mas usados contra la leishmaniasis

(7;10;14;14-16).

- Anfotericina B. Este medicamento fue primero usado como anti fungico pero
se observo que en los pacientes con leishmaniasis mejoraba las lesiones por
lo que empez6 a usarse contra esta parasitosis. Causa inestabilidad en la
membrana del parasito al unirse al ergosterol. La forma de administracion es
de 25 a 5 mg/Kg por via intravenosa durante 20 dias. Sus efectos
secundarios incluyen insuficiencia renal, alteraciones en los electrolitos y
ocasionalmente miocarditis. Es un medicamento costoso Yy requiere

hospitalizar al paciente para monitorear los efectos secundarios.
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Paramomicina. Es un antibiético aminoglucésido que bloguea la sintesis de
proteinas uniéndose a la sub-unidad 16S del RNA ribosomal. Se administra
tépicamente o sistémicamente por via intramuscular (15 mg/Kg) para los
casos de leishmaniasis cutdnea. Entre los efectos secundarios se observé
ototoxicidad reversible, la nefrotoxicidad es menos comuin asi como la
hepatotoxicidad aunque existen reportes de ambas.

Pentamidina. EI nombre comercial es “Pentam”, este medicamento interfiere
con la biosintesis de macromoléculas como proteinas y fosfolipidos asi como
del DNA y RNA. Los principales efectos secundarios son hipoglucemia grave,
diabetes mellitus, miocarditis y toxicidad renal por lo que su uso es muy
limitado y debe valorarse el costo-beneficio en el paciente.

Miltefosine. Es un alquil-fosfolipido conocido comercialmente como
‘Impavido” o “Miltex” y es usado principalmente como un medicamento anti-
neoplasico. Se administran de forma oral 2.5 mg/Kg durante 28 dias y en
ocasiones se combina con paramomicina. Es efectivo en los casos de LCL y
LCD causados por L. mexicana. Es un medicamento teratogénico por lo que
no debe ser usado durante el embarazo. Los efectos secundarios mas
comunes son malestares gastrointestinales (nauseas, diarreas y vomitos),
puede ocasionar insuficiencia renal y hepatica.

Imiquimod. Su nombre comercial es “Aldara” o “Zyclara” y se trata de una
imidazol quinolona que induce activacion de los macrofagos, produccion de

TNF, IL-2 e IFN-y. Es de aplicacion topica.
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- Azoles. Inhiben la sintesis de argosteroles. Se incluyen en este grupo el
Ketokonazol y el Fluconazol. Administrados por via oral tienen efecto sobre
infecciones provocadas por L. mexicana y L. major. Entre los efectos

secundarios se han reportado anormalidades en las enzimas hepaticas.

1.2. Leishmania: ciclo de vida y biologia.

El parasito presenta un ciclo de vida dimorfico en el que se incluye un vector y un
hospedero definitivo que generalmente es un mamifero. Dentro del mosquito vector el
parasito se encuentra en la forma de promastigote prociclico. En este estadio el
parasito presenta una forma oval alargada y posee un flagelo que le confiere movilidad
dentro del tracto gastrointestinal del mosquito. Al pasar al intestino y debido al cambio
del pH, el parasito sufre un proceso de transformacion conocida como metaciclogénesis
durante la cual expresa moléculas membranales como el lipofosfoglicano (LPG) y la
glicopreoteina de 63 kilo Daltones (gp63 kDa), que le permiten sobrevivir en el
microambiente y que adicionalmente funcionan como factores de virulencia en el
hospedero definitivo. El promastigote metaciclico migra hasta llegar a las glandulas
salivales donde estara inerte hasta la siguiente ocasion en que el mosquito pique a un
mamifero y sea regurgitado junto con proteinas y proteofosfoglicanos presentes en la

saliva del vector (Figura 5) (2;17-23) .

-15-



La vacunacién con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta
mmune induciendo la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+.

10. Amastigote
intracelular

Q \ 11. Proliferacion
9. Fagolisosoma f

1 12. Lisis

8. Fagocitosis

(]
O ™S 66
13.Re-invasion (3
) Macréfaeo

7. Uniénala
célula
6. Picadura 1. Ingestion de
del mosco sangre
5. Promastigotes
metaciclicos @ C-o)

—1 2. Amastigotes
T &

4. Promastigotes prociclicos

3. Proliferacion en Intestino

Figura 5) Ciclo de vida de Leishmania. El mosco vector ingiere sangre (1)
infectada con amastigotes (2). Estos van a migrar de la probéscide al intestino
medio y ahi van a proliferar (3). Los parasitos adquieren el flagelo y se
transforman en promastigotes prociclicos (4). En el intestino desarrollan
factores de virulencia en un proceso llamado metaciclogénesis y migran a la
proboscide como promastigotes metaciclicos (5) para ser regurgitados junto
con componentes salivales cuando el mosquito pique al hospedero vertebrado
(6). El parasito se va a unir a las células fagociticas como el macrofago (7).
Estas células fagocitan al parasito (8) y lo incorporan al fagolisosoma (9). Por el
cambio de pH los promastigotes pierden el flagelo y algunos factores de
virulencia transformandose en amastigotes (10), los cuales proliferan (11) hasta
lisar a la célula (12). Los amastigotes liberados infectan nuevas células (13)

cerrandose asi el ciclo de vida. Modificado de Ref. 22
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El parasito entra al mamifero hospedero en la forma de promastigote metaciclico
cubierto en su totalidad por una capa gruesa de LPG que le ayudara a evadir la
respuesta inmune del hospedero, especialmente la respuesta mediada por la cascada
del complemento ya que el LPG evita la formacion del complejo de ataque a la
membrana (MAC) al impedir la insercién de C5 y los siguientes componentes (2;16;18).
El promastigote es fagocitado por el macréfago residente en piel aunque también se ha
descrito que es fagocitado por neutrdfilos y células dendriticas (24-26). A consecuencia
del cambio de pH dentro del fagolisosoma de la célula el pardsito se transforma a
amastigote, perdiendo su flagelo y cambiando su forma de alargado a redondo y mas
pequefio. Inicia su proliferacion por division binaria hasta desestabilizar la membrana
celular y romperla para salir a infectar células vecinas y continuar con el transcurso de
la enfermedad. Es en este proceso donde el parasito es ingerido por una Lutzomyia

mientras pica para alimentarse, cerrdndose asi el ciclo de vida (Figura 5) (17;20;21).

Los hospederos definitivos del parasito son
diversos mamiferos, siendo el humano un hospedero
accidental. Ademas de mamiferos silvestres, el perro

es uno de los principales hospederos domésticos.

- -

Fig. 6) Perro con Leishmaniasis. En los dltimos afios se documentd el aumento en el

registro de perros infectados por el parasito. Las manifestaciones clinicas en los perros
incluyen lesiones en la piel y una caquexia generalizada hasta causar la muerte del
animal (Figura 6). En lugares dénde se han detectado perros infectados también se ha
notado un aumento en el numero de humanos infectados posiblemente por la estrecha

convivencia que existe entre ambos (1;5;6).
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1.2.1. Lipofosfoglicano (LPG)

El LPG es el principal glicoconjugado superficial del promastigote formando un
denso glicocaliz. Consiste de un polimero de unidades repetidas de GalB1,4Man-PO,
adjuntas a un centro glicano que esta insertado dentro de la membrana del parasito por
medio de un ancla de 1-0-alquil-2-liso-fosfatidil(mio)inositol y un casquete de azucares
compuesto por manosa Yy fucosa (Figura 7) (27;28). Este disacarido fosfato
GalB1,4Man-PO4 no es encontrado en mamiferos. Se expresa diferencialmente entre
promastigotes y amastigotes, ya que en los primeros se encuentran 15 copias en su
fase prociclica y 30 copias por parasito en la fase metaciclica mientras que en los
amastigotes es regulado negativamente por al menos 3 6rdenes de magnitud (29;30).
Esta molécula se encuentra presente en todas las especies de Leishmania pero
muestra diferencias estructurales entre especies (31). Las variaciones principales se
encuentran en los oligosacaridos y su capacidad inmuno-estimuladora depende de la
especie de la cual fue purificado (Figura 7) (29;31;32).

En especies como L. major se considera un factor de virulencia ya que aumenta
la fagocitosis del parasito por células inmunes (33;34), mientras que en L. mexicana no
se observo el mismo efecto sobre la fagocitosis pero si se ha observado que es capaz
de modular la respuesta inmune (34;35). Se ha reportado que puede inducir la
produccion de NO, modificar el estallido oxidativo en los macréfagos murinos desde la
proteina cinasa alfa (PKC-a) y estimula la produccién de citocinas proinflamatorias en
monocitos humanos a partir de la sefializacion de TLR2 y TLR4 (34;36-39). En células

NK, el LPG induce la produccion de IFN-y a través del receptor TLR2 (40).
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El LPG fue utilizado como candidato para desarrollar vacunas contra L.
amazonensis con resultados contradictorios: cuando es inoculado en ratones BALB/c
por via subcutanea, potencia la produccién de TGF-$ e IL-10, facilitando la progresion
de la enfermedad. En cambio, cuando la inmunizacion se realiza por via intranasal se
observa una disminucion del tamafio de la lesién y de la carga parasitaria (41;42). Por
estas respuestas contradictorias, hasta ahora el LPG de L. mexicana no ha sido

utilizado como candidato para vacunas.

Leishmania mexicana
MNYC/BZ/62/M379

Procyclic

Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2903

Procyelic

Soares et al., 2005

Metacyclic

Gle Gle Gle Gle Gle Gle

\ ; P 3 p § p ; 5 . ’ S Soares et al., 2005
Lik Cle Cle Gl le
|

p = phosphorylated dissaccharide repeat é = hexasaccharide glycan core Q|= GPIanchox

Fig. 7) Estructura del LPG en L. mexicana y L. braziliensis. Se muestran las diferencias
estructurales entre el LPG de L. mexicana en promastigotes prociclicos (a) y L. braziliensis tanto en la
forma prociclica como metaciclica. Se puede observar que en el LPG de parésitos metaciclicos los
carbohidratos estan enriquecidos. 29

-19-



La vacunacién con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta
mmune induciendo la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+.

1.3. Respuesta Inmune contra Leishmania.

1.3.1. Activacion de la respuesta inmune por la picadura del mosquito

vector.

La picadura del mosquito inocula al parasito junto con proteinas salivales que
generan condiciones que favorecen la infeccion (43;44). Infecciones de ratones con L.
major en conjunto con componentes de las glandulas salivales mostraron que se
generan lesiones de mayor tamafio que las observadas en ratones que solo fueron
infectados con el parésito (43). La infeccidon natural comienza con la picadura del
mosquito cuya saliva contiene proteinas que poseen propiedades inmunomoduladoras,
como el maxadilan, un péptido de 61 aminoacidos con potente actividad vasodilatador,
gue también es capaz de dirigir la respuesta inmune celular hacia el tipo Th2 (T helper
2). Esta respuesta favorece la progresion de la infeccién y la sobrevida del parésito.
Otro de los componentes del vector que exacerba la infeccion es el proteofosfoglicano
filamentoso (fPPG), que es regurgitado por el mosquito al momento de la picadura.
Diversos trabajos demostraron que los extractos de glandulas salivales (EGS) de
diferentes especies de Lutzomyia o Phlebotomus exacerban y mantienen la infeccion
cuando son inoculados junto con el parasito en diferentes cepas de ratones como C3H,
CBA, BALB/c y C57BL/6 (43-50). La inmunomodulacion ejercida por proteinas de los
EGS es determinante en establecer una infeccién y sobrevida del parésito. El efecto
proinflamatorio y la modulacién hacia una respuesta tipo Th2 posiblemente sean los
mecanismos facilitadores de la infeccion: la inflamacién garantiza la rapida afluencia de

células que fagocitan al parasito y de esta manera se protege contra la accién litica de
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complemento, y la respuesta Th2 inhibe los mecanismos leishmanicidas de las células

fagociticas como es la produccion de éxido nitrico y el estallido oxidativo.

1.3.2. Respuestainmune celular activada por la infeccién con Leishmania.

Los modelos murinos han sido ampliamente usados para comprender los
mecanismos de la respuesta inmune involucrados en el control de la infeccién, asi
como las proteinas y procesos involucrados en la patogénesis de la enfermedad. Las
cepas murinas mas utilizadas son C57BI/6 y BALB/c (Figura 8) (51). Los ratones de la
cepa C57BI/6 infectados con L. major son capaces de controlar la infeccién a través de
la activacion del macréfago asi como de la produccion de citocinas tipo Thl. En estos
ratones la infeccidn se caracteriza por la formacién de una pequefia Ulcera en el sitio de
inoculacién de los parasitos la cual paulatinamente desaparece en un lapso de 8 a 12
semanas. En esta cepa de ratén los macréfagos activados fagocitan al parasito y son
capaces de eliminarlo a través de los mecanismos microbicidas como la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la produccion de éxido nitrico (NO) (26;36;52-
54), ambas moléculas son toxicas y dafian al parasito. Adicionalmente, las citocinas
predominantemente producidas durante la infeccion son del tipo Thl, principalmente
IFN-y, IL-2 e IL-12, para la activacion de los linfocitos T CD4+ y CD8+ (17;51;52;55-
57). La cepa C57BI/6 es asociada con la leishmaniasis cutanea localizada en el humano
ya que la activacion de las células y la carga parasitaria en las células infectadas se

asemeja mucho a lo reportado en los pacientes con este cuadro clinico.
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Los ratones de la cepa BALB/c por el contrario, no logran controlar la infeccién
por Leishmania. Estos ratones generan grandes lesiones en el sitio de infeccion y llegan
a presentar mdultiples lesiones adicionales. Los macréfagos de estos ratones
generalmente producen IL-10 y cursan con alta carga parasitaria intracelular ya que los
mecanismos microbicidas se encuentran disminuidos (36). Las citocinas predominantes
en respuesta a la infeccion son del tipo Th2 con la produccion de IL-4 y TGF-B. Por todo
esto, las infecciones en ratones BALB/c fueron comparadas con la leishmaniasis
cutanea difusa (LCD) en los humanos (51;55). Basado en resultados obtenidos a través
de los modelos murinos de leishmaniasis, se asocia la curacion y el control de la
infeccion con un perfil de citocinas tipo Thl mientras que la susceptibilidad y progresiéon

de la infeccion por Leishmania se asoci6 con el perfil tipo Th2 (Figura 8) (51;55).

En los humanos esta reportado que las primeras células que entran en contacto
con el parasito son las células de la piel como los queratinocitos, que son capaces de
detectar el dafio ocasionado en el tejido y van a liberar citocinas y quimiocinas que
atraen a otras células hacia el sitio del dafio para empezar con la reparacion tisular.
Existen reportes de que estas células pueden dar inicio a la polarizaciéon hacia Thl o
Th2, segun el patrén de citocinas que producen (58). Junto con los neutréfilos, son
responsables de la formacién de las Ulceras mediante la sobre expresion de moléculas
relacionadas con la apoptosis como FasL y TRAIL. En modelos murinos se encontré
que el bloqueo de estas moléculas en los neutrofilos y queratinocitos evita la
generacion de las Ulceras en el sitio de infeccidn, aunque los parasitos persisten (58-

61).
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Figura 8) Modelos murinos en la respuesta inmune contra L. major. Los mecanismos de la
respuesta inmune que se desarrolla en respuesta a la infeccion por Leishmania se usaron las
cepas murinas C57BI/6 (negro) y BALB/c (blanco), el primero es resistente mientras que

BALB/c es susceptible. 49

Una vez que el parasito ha pasado la barrera de la piel entra en contacto con el

sistema de complemento que causa la muerte de Leishmania a través de la formacion

del complejo de ataque a la membrana (MAC) formador de poros en la membrana del

parasito ocasionando su muerte por choque osmoético (18;62-64). Sin embargo, el

parasito posee moléculas inhibidoras de la lisis por complemento, por ejemplo, la gp63

gue es la glicoproteina mas abundante en su superficie es capaz de romper la molécula

C3 a su forma inactiva C3bi, lo que ocasiona la opsonizacion del parasito y le permite
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ser fagocitado para sobrevivir en el interior de la célula fagocitica (22;65-67). Otra
molécula que le ayuda a lograr escapar de complemento es el lipofosfoglicano (LPG)
que lo cubre hasta el flagelo. EI LPG impide que se forme el MAC al ser una densa

capa en la que no se inserta C5 ni las moléculas subsecuentes (17;19;29).

Los neutrdfilos, las células dendriticas y los macréfagos son las principales
células que fagocitan al parasito. Los neutréfilos ademas atrapan y lisan al parasito con
las redes extracelulares de cromatina y proteinas granulares (NET’s) que son liberadas
cuando entran en contacto con el parasito y tienen una relacién directa con la carga
parasitaria. En ratones carentes de neutréfilos se encontrd que los parasitos sobreviven
e infectan a mas células y con mayor cantidad de parasitos en comparacién con los

ratones silvestres (68;69).

Los macrofagos tienen un papel fundamental en la respuesta inmune contra
Leishmania ya que al ser las células hospederas deben también eliminar al parasito
para el control de la infeccion. Estas células fagocitan al parasito mediante diferentes
receptores como los de complemento CR1 y CRS3, receptores para anticuerpos como
FcyRl y FcyRIl y el receptor de manosa-fucosa (18;26;70). La activacion a través de
estos receptores desencadena la producciéon de ROS y NO asi como de algunas

citocinas como TNF-a e IL-12 entre otras (18;26;52;53;70).

La célula dendritica también eliminan a los parasitos fagocitados a través de los
mecanismos de la NADPH oxidasa y de la produccion de NO ademas de la produccion

de IL-12 (24;71).
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Entre los receptores de la respuesta inmune innata que reconocen a Leishmania
estan los receptores tipo Toll (TLR) que son capaces de reconocer moléculas del
pardsito y producir citocinas proinflamatorias (72;73). Uno de los TLRs que reconocen a
Leishmania es TLR2, cuyo ligando es LPG. Esta interaccion se describié en células NK
humanas que mostraron activaciéon y produccién de IFN-y (40). Otro de los TLRs que se
activan con el parasito es TLR9. En macrofagos y células dendriticas murinas se
encontré que el estimulo con DNA de L. mexicana y L. major, respectivamente,
incrementa la expresion de RNA mensajero (MRNA) de TLR9, llevando a la produccion

de TNF-a e IL-12 (74;75).

1.3.3. Participacién de los linfocitos T CD4+ y CD8+ en la leishmaniasis.

Los linfocitos T son activados por las células presentadoras de antigenos que
expresan antigenos anclados a las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase | o Il. Los microorganismos fagocitados se
presentan por MHC-II y son reconocidos por receptores (TCR) de los linfocitos T CD4+.
Por otro lado, los antigenos que ingresan al citosol de la célula como virus y algunas
bacterias (Listeria) son presentados por MHC-I y activan a los linfocitos T CD8+ (76).
Leishmania es procesada en el fagosoma por lo que sus antigenos son presentados
principalmente por MHC-II con activacion de linfocitos T CD4+. Estos linfocitos fueron
los primeros en asociarse al progreso o cura de la infeccion por su capacidad de

polarizar la respuesta hacia un tipo Thl o Th2, también fueron considerados como el
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blanco de activacion de diversas vacunas y tratamientos contra la leishmaniasis

(51;55:56).

En la leishmaniasis también se describio la activacion de linfocitos T CD8+
especificos. En los Ultimos afios se observé que su participacion es fundamental para la
resolucién de la infeccién a través de sus funciones citotoxicas (77-81). En pacientes
con LCD estos linfocitos se encuentran en una menor proporcién y su activacion se
encuentra disminuida Algunos estudios mostraron que la sobre-expresion de PD-1 en
linfocitos CD8+ y su union a sus ligandos PD-L1 6 PD-L2 lleva a la célula a un estado
de agotamiento (82-85) favoreciendo la progresion de la infeccién. Sin embargo, el
estimulo de TLR2 con LPG de L. mexicana rescatd a éstos linfocitos, activandolos
nuevamente (83;85;86). En enfermedades virales como hepatitis y VIH (virus de la
inmunodeficiencia humana) se observé que la expresion de PD-1 es dependiente de la
carga viral. El bloqueo de PD-1 o de sus ligandos mediante anticuerpos, lleva a una
disminucién de la carga viral y las células recuperan sus funciones efectoras tanto de
produccion de citocinas como las de citotoxicidad (87-92). Esta regulacién de los
linfocitos T CD8+ a través de PD-1 ha hecho de este receptor un blanco farmacéutico
para ciertos tipos de cancer donde se observo que el bloqueo de este receptor o de sus
ligandos provoca una activacion de estos linfocitos lo que conlleva a la eliminacion de
células malignas con mejoria del paciente. Aunque el éxito es variable, dependiendo del
tipo de cancer y del tiempo de evolucion del paciente, en la mayoria de los casos los

resultados son favorables (87;88;93-96).
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Figura 9) Respuesta Inmune contra Leishmania. La activacion de los linfocitos T CD4 y CD8+ es
importante para evitar el progreso de la infeccion. El perfil de citocinas Thl o Th2 van a dirigir la
respuesta inmune para activar o inhibir a otras células efectoras. El IFN-y es una citocina requerida
para la resolucion de la infeccion y es producida mayoritariamente por células NK, linfocitos CD4 y
CD8+. La citotoxicidad de los CD8+ ejercida sobre las células infectadas con el parasito es
determinante para evitar el proareso de la infeccion. (80)
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2. JUSTIFICACION

Existen multiples reportes sobre estudios e intentos en generar una vacuna
contra la leishmaniasis humana. Se han utilizado parasitos muertos por calor o lisados,
diferentes antigenos de Leishmania como la gp63, LACK, cPb, LPG, entre otros, ya sea
purificados directamente del parasito o como proteinas recombinantes. Para analizar la
efectividad de las vacunas se utilizan modelos murinos ya que se cuenta con modelos
naturalmente resistentes a la mayoria de las cepas de Leishmania como lo son los
ratones de la cepa C57/BI6 y se cuenta con cepas muy susceptibles a la infeccién por
Leishmania, como son los ratones de la cepa BALB/c. Por esta razén la mayoria de las
vacunas contra Leishmania son evaluadas inicialmente en los ratones BALB/c. A la
fecha no se reporta una vacuna exitosa tanto en la prevencion de la infeccidon como en
el control de la misma, ya que la mayoria de los enfoques van dirigidos a la activacion

de linfocitos CD4+.

En nuestro laboratorio analizamos la inmunomodulacién que ejerce el LPG sobre
diferentes tipos celulares como las células NK, los macrofagos, las células dendriticas,
los linfocitos T y los mastocitos, tanto en células humanas como murinas. Dada la
potente capacidad inmunomoduladora que tiene el LPG de L. mexicana, esta molécula
podria ser un buen candidato para la elaboracibn de una vacuna contra la

leishmaniasis.

Estudios previos con el LPG de L. amazonensis muestran su capacidad de
inducir exacerbacion de la leishmaniasis cuando es inoculada en los ratones por via

intradérmica, mientras que tiene un efecto protector cuando es inoculada por via
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intranasal. En estos estudios no fueron estudiados los mecanismos responsables de

esta respuesta aparentemente contradictoria.

En el presente trabajo se busca analizar si el LPG de L. mexicana es capaz de
funcionar como antigeno vacunal cuando es inoculado por via subcutanea en ratones
BALB/c. Para evaluar el éxito de la vacuna analizaremos la respuesta inmune a través
de la expresion de moléculas de activacion como CD137 o inhibicion como PD-1 en
linfocitos T provenientes de bazo, asi como de sus ligandos PD-L1 y PD-L2 en los

macrofagos.
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3. HIPOTESIS

El LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta inmune a través de la induccion
de moléculas de activacién/supresion en linfocitos T y sus ligandos en los macrofagos

de ratones BALB/c inmunizados con LPG o infectados con el parasito.

4.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel inmunomodulador del LPG de L. mexicana a través de la regulacion
de la expresién de moléculas de activacion o supresion de linfocitos T y macrofagos de

ratones vacunados con LPG o infectados con L. mexicana.

4.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES

4.1.1.1. Analizar el efecto protector de la inmunizacién con LPG de L. mexicana en

ratones BALB/c.

4.1.1.2. Analizar si la inmunizaciéon con LPG de L. mexicana induce la expresion de
moléculas de activacion/inhibicion en linfocitos T CD4+ y CD8+ de bazo de ratones

BALB/c.

4.1.1.3. Analizar si la infeccion de ratones BALB/c con L. mexicana induce la expresion

de moléculas de activacion/inhibicion en linfocitos T CD4+ y CD8+ de bazo.

4.1.1.4. Analizar in vitro si el LPG de L. mexicana puede modular la expresion de PD-L2

en macrofagos peritoneales de ratones BALB/c sanos.
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5. METODOLOGIA

5.1. PURIFICACION DE LA LPG DE L. mexicana

Los parésitos de Leishmania mexicana fueron cultivados en medio RPMI 1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino descomplementado (GIBCO). Los
promastigotes metaciclicos fueron cosechados en la fase estacionaria del cultivo. Se
centrifugaron los parasitos durante 10 minutos a 3,200 x g y 4°C, después se contaron y
se ajustaron a 1 x 10° parasitos para la purificacion de LPG. Se lavaron tres veces con
PBS pH 7.4 frio. El paquete celular fue deslipidado con 80 ml de cloroformo-metanol-
agua (4:8:3 v/v) por 30 min; el material insoluble se resuspendié en agua saturada con
1-butanol y posteriormente fue liofilizado (2 x 50 ml). EI LPG se purific6 por HPLC en
una columna de octil-Sepharose (Pharmacia) mediante un gradiente lineal del 5 al 70 %
de 1-propanol y acetato de amonio 0.1 M. Las fracciones que fueron desprendidas por
el gradiente (fraccion 15-30) se colectaron vy liofilizaron, posteriormente se
resuspendieron en 20 ml de acetato de amonio y se pasaron por una segunda columna
de octil-Sepharose bajo las mismas condiciones. Nuevamente se colectaron las
fracciones desprendidas por el gradiente (fraccién 15 a 30), se concentraron a 3 ml y se
dializaron 4 veces contra 5 litros de PBS pH 7.4. La pureza del LPG fue analizada en un
gel SDS al 10 % con tincién de plata para carbohidratos. Por ultimo, se determiné la
concentracion de carbohidratos en el LPG purificado por el método de Antrona. Como
control de calidad se analizé la presencia de lipopolisacarido (LPS) mediante la prueba
de aglutinacion de amebocitos de Limulus y para descartar la presencia de proteinas

contaminantes se analizo el LPG en un gel SDS-PAGE al 10 % con tincion de plata.
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5.2. INMUNIZACION DE RATONES BALB/c

Para todos los experimentos se utilizaron ratones hembras de la cepa BALBI/c,
de 6 a 8 semanas de edad, las cuales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular y del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los ratones
fueron mantenidos en ciclos de luz y obscuridad de 12 horas. Los estudios con ratones
fueron realizados con estricto apego a la NOM-062-Z0O0-1999 ESPECIFICACIONES
TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE

LABORATORIO, evitando cualquier forma de sufrimiento.

5.2.1 ESQUEMA DE VACUNACION

Los ratones fueron vacunados en tres ocasiones, al dia 0, 15 y 30
(quincenalmente) con una dosis de 10 ug de LPG en 20 pL con PBS por inyeccién
subcutanea. Otro grupo fue inmunizado con 100 pug de LPG utilizando la misma via y
los mismos tiempos. Para las inmunizaciones se utilizaron jeringas de insulina de 0.5

mL (BD Ultra-Fine) con una aguja de 31G x 8 mm.

5.2.2. VACUNACION

Antes de cada inmunizacion, el dorso del raton fue limpiado con una torunda de
algoddn con alcohol, después el ratén fue inmovilizado manualmente y se procedia a
inyectar el dorso del ratdon a la altura del cuello sin traspasar la capa de piel formando

una burbuja en el sitio de inyeccion.
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5.2.3 VALORACION DE LA EFICACIA DE LA VACUNA CON LPG

Para valorar la eficacia de la vacuna con 10 pug de LPG, un grupo de ratones
fueron vacunados siguiendo el esquema de vacunacion y después infectados tres
semanas después de la Gltima vacuna con 1 x 10° parasitos de L. mexicana en la
dermis de la oreja derecha como ya se ha descrito. Una semana después se empez6 a
medir el grosor de la oreja en el sitio de infeccion con un vernier. Los resultados se

fueron registrando semanalmente hasta la octava semana.

5.3. INFECCION DE RATONES BALB/c CON L. mexicana

5.3.1. PREPARACION DE LOS PARASITOS

Los parasitos de L. mexicana fueron mantenidos en cultivo, una vez que llegaron
a la fase logaritmica de crecimiento fueron utilizados. Se centrifugaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos a 3,200 x g, el paquete celular fue resuspendido en PBS a
temperatura ambiente para lavarlos, se centrifugaron nuevamente durante 10 minutos a
3,200 x g, este paso se repiti6 en dos ocasiones mas. Durante el Ultimo lavado se
contaron los parésitos y se ajustaron a una concentraciéon de 1 x 10°6 1 x 10* en 10 pl

de PBS.
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5.3.2. INOCULACION DE LOS PARASITOS

Para la inoculacion de los parasitos, los ratones fueron colocados en un
vaporizador para ser anestesiados mediante inhalacion con Sevoflurano (Abbott). Una
vez inmdviles se limpid la oreja derecha con alcohol y se inyectaron en la dermis de la
oreja, evitando vasos sanguineos, con 1 x 10* 6 1 x 10° parasitos suspendidos en 10 pl

de PBS. Para este procedimiento se utilizaron jeringas de insulina pediatrica (BD) de

0.3 ml.

5.4. PURIFICACION Y CULTIVO CELULAR
5.4.1. MACROFAGOS PERITONEALES

Los ratones fueron eutanizados mediante camara de gas o dislocacién cervical,
se limpiaron con alcohol, se inmovilizaron con pinzas y se inyectaron 10 ml de PBS pH
7.4 frio en la cavidad peritoneal. Se aplic6 un masaje y se recolecté nuevamente el PBS
de la cavidad peritoneal con la jeringa. Las células obtenidas fueron colectadas en un
tubo de 50 ml y centrifugadas durante 10 min a 800 x g y 4 °C. El paquete celular fue
contado y resuspendido en RPMI 1640 complementado con 10 % de SFB (GIBCO) y
colocado en una placa de cultivo celular de 6 pozos (FALCON). Las células se

mantuvieron a 37 °Cy 5 % de CO,,
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5.4.2. LINFOCITOS DE BAZO (ESPLENOCITOS)

Los ratones fueron eutanizados mediante camara de gas. Se limpiaron con
alcohol y se inmovilizaron con pinzas. Se realizd una incision en el costado derecho y
se diseco el bazo, se coloco6 en una caja Petri de 10 mm estéril con RPMI 1640 frio y se
mantuvo en hielo. Se maceré en una malla de 100 um vy las células obtenidas fueron
centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 2000 x g. El paquete celular obtenido fue
resuspendido en 7 ml de PBS pH 7.4 frio y se paso6 lentamente a un tubo de 15 ml que
contenia 4 ml de Hystopaque® para hacer un gradiente de densidad celular. Se
centrifugaron a 800 x g durante 20 minutos a 25 °C. Las células mononucleares que se
encontraban en la interfase fueron aspiradas con una pipeta y colocadas en un tubo
nuevo de 15 ml con 10 ml de PBS para lavarlas. Se centrifugaron a 800 x g durante 10
min a 4 °C, el sobrenadante fue desechado y el paquete celular fue resuspendido en 10
ml de PBS pH 7.4 y centrifugado a 800 x g durante 10 min a 4 °C. Este proceso se
repiti6 una vez mas. Las células fueron contadas en una camara de Neubauer, y se
colocaron 4 millones de células en medio RPMI 1640 con 10 % de SFB en una placa de
6 pozos a una concentracion de 2x10°%/ml. El cultivo fue mantenido en una incubadora a

37°Ccon5%de CO,
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5.5 ESTIMULACION CELULAR

5.5.1. MACROFAGOS PERITONEALES DE RATONES BALB/c SANOS

ESTIMULADOS CON LPG

Los macrofagos obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones BALB/c sanos se
ajustaron a 1 x 10° en 1 ml y fueron estimulados con 1, 5 6 10 pg/ml de LPG. El
estimulo se mantuvo con las células en cultivo en placas de 24 6 6 pozos a 37 °C con 5
% de CO, durante 24 horas. Después las células fueron cosechadas y centrifugadas a 4
°C durante 10 min a 805 x g y el paquete celular fue resuspendido en 1 ml de PBS y
centrifugado nuevamente. El sobrenadante fue desechado y las células se fijaron con
paraformaldehido al 2 % durante 15 minutos, después se lavaron con PBS y se
resupendieron en 50 pl de PBS frio y se procedié a marcarlas con los anticuerpos
especificos para el analisis por citometria de flujo. En macréfagos peritoneales se
analizé F4/80 para determinar pureza celular y PD-L2 para ver si su expresion se

correlacionaba con la dosis de LPG utilizado para la estimulacion.

5.5.2. INFECCION In vitro DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATONES

BALB/c SANOS CON PROMASTIGOTES DE L. mexicana

Para la infeccion in vitro de las células, los promastigotes de L. mexicana fueron
cosechados en su fase estacionaria de crecimiento, se lavaron dos veces con PBS y se
contaron. Se pusieron en co-cultivo en razén de 1:10 (células: parasitos) durante 18

horas con los macréfagos peritoneales provenientes de ratones sanos y se mantuvieron
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a 26 °C durante dos horas y posteriormente se pasaron a 37 °C durante 16 horas
adicionales. A una condicibn ademas se le agregaron 5ul de LPG y como control
negativo se utilizaron células sin estimulo. Después las células fueron cosechadas y
lavadas con PBS centrifugando durante 10 min a 4 °C y 805 x g. Las células fueron
fijadas durante 15 minutos con 200 ul de paraformaldehido al 2 %, después se lavaron
con PBS y se centrifugaron a 805 x g durante 10 min a 4 °C. El paquete celular fue
resuspendido en 50 pl de PBS y marcado con los anticuerpos especificos para
citometria de flujo. En estas células se analiz6 PD-L1 y PD-L2 asi como F4/80 para

determinar la pureza celular.

5.5.3. ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS DE RATONES VACUNADOS O

INFECTADOS CON LPG DE L. mexicana

Se obtuvieron esplenocitos provenientes de ratones vacunados con diferente
dosis de LPG (10 6 100 ug) o infectados con diferente nimero de parasitos (1 x 10%6 1
x 10°). Se colocaron en placas de cultivo celular de 6 pozos en condicién de 4 x 10° por
pozo (2 x 10%/ml) y se estimularon de la siguiente manera: una condicién sin estimular y
a las otras se les agregd 1, 5 6 10 ug de LPG de L. mexicana por ml de medio RPMI
1640. El estimulo se mantuvo durante 24 horas con las células en cultivoa 37 °Cy 5 %
de CO,. Después las células fueron cosechadas y lavadas con PBS centrifugando a
805 x g durante 10 min y 4 °C. El paquete celular se resuspendié en 200 ul de PBS frio
y se dividieron en 4 tubos con 50 pl cada uno. Las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2 % y después marcadas con los anticuerpos para analizar la

expresion de CD137, PD-1, PD-L2, F4/80, CD3, CD4+y CD8+ .
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5.6. CITOMETRIA DE FLUJO

5.6.1. TINCION CELULAR CON ANTICUERPOS ESPECIFICOS PARA
CITOMETRIA DE FLUJO

Las células estimuladas fueron fijadas con paraformaldehido al 2 % durante 15
minutos, después se lavaron con PBS y se colocaron en tubos de 1.5 ml en condicion
de 1 x 10° en 50 pl. Se adicion6 1 ug de cada anticuerpo como se describe a

continuacion:

ANTICUERPO | MACROFAGOS | ESPLENOCITOS | COLOR
F4/80 v v PE
PD-L1 v - FITC
PD-L2 v v PE

H-2 - v PE
PD-1 - v PE
CD137 - v PE

CD3 - v APC
CD4+ - v PE/Cy7
CD8+ - 4 PerCP/Cy5.5

Una vez adicionados los anticuerpos las células fueron incubadas a 4 °C en
obscuridad durante 30 minutos. Después se les agregaron 900 pl de PBS y se
centrifugaron durante 10 minutos a 805 x g a temperatura ambiente. Se descarto el
sobrenadante. Se resuspendieron las células en 300 ul de PBS y se pasaron a tubos
para citometria de flujo. Como controles de fluorescencia se utilizaron los isotipos para

cada anticuerpo o células sin marcar.

Las células fueron analizadas en un citometro de flujo FACS FLOW CANTO II.
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5.7. PRUEBA ESTADISTICA

Los resultados fueron graficados con base en el promedio y la desviacidon
estandar. Para determinar si las diferencias eran significativas se aplico la prueba U de

Mann-Whitney y el valor de P <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Vacunacion con LPG de L. mexicana

Para analizar si el LPG de L. mexicana protege a los ratones ante una infeccién
por Leishmania, se vacunaron 6 ratones hembras de 6 a 8 semanas de edad, por via
subcutanea con 10 ug de LPG de L. mexicana. Se aplicaron 3 dosis con intervalos
guincenales. Como control un grupo de ratones se inoculé en la oreja derecha con 10
pL de PBS. Tres semanas después de la dltima vacuna, ambos grupos de ratones
fueron infectados en el pabell6n auricular con 100 mil promastigotes de L. mexicana. La
infecciébn se monitored durante 8 semanas, antes de que la oreja se ulcerara. Se midio
el grosor de la oreja en el sitio de infeccidon con un Vernier. Los milimetros (mm) de la

oreja fueron registrados y se graficaron los promedios de los grupos.

Los ratones del grupo control fueron los primeros en presentar signos de
inflamacion en el sitio de la infeccion y mostraron el cuadro clasico de la enfermedad.
Observamos el desarrollo de la infeccion en el sitio de inoculaciéon de los parasitos
encontrando un aumento progresivo de la lesidén durante el transcurso de las semanas.
Por el contrario, los ratones vacunados mostraron al inicio lesiones similares al control,
sin embargo, después de la quinta semana de infeccibn notamos que el grosor de la
dermis de la oreja fue menor al observado en el grupo control (PBS) (Figura 10). Sin
embargo, los ratones vacunados empezaron a mostrar lesiones periféricas en tejidos
distantes, como en la oreja izquierda (que no fue inoculada), en las patas y en la nariz,
simulando una forma mas agresiva de la infeccion, tal como ocurre en pacientes con

leishmaniasis cutanea difusa (LCD). Estas lesiones fueron aumentando de tamafio con
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el transcurso del tiempo y hasta la eutanizacion del ratén (datos no mostrados). Esto

demuestra que la LPG no fue capaz de proteger contra la infeccion por L. mexicana, al

contrario favorece la progresion y diseminacién de la enfermedad.
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Figura 10) La vacunacion con LPG de L. mexicana no fue capaz de proteger
contra la leishmaniasis. Grosor en mm de la dermis de la oreja de los ratones
vacunados con LPG (m) y del grupo control inoculado con PBS (e); ambos fueron
infectados con 1x10° promastigotes de L. mexicana en la dermis de la oreja y la

inflamacién se midié durante 8 semanas. Promedio y desviacion estandar, n=4.
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6.2. Efecto de la LPG de L. mexicana sobre la expresion de PD-L1y

PD-L2 en macrofagos murinos.

6.2.1. Expresion de PD-L2 en macr6fagos peritoneales estimulados in vitro con

LPG de L. mexicana

En macréfagos peritoneales analizamos la expresion de PD-L1 y PD-L2, que son
ligandos de PD-1, dado que los macréfagos son las principales células hospederas del
parasito ademas de presentadoras de antigenos y activadoras de linfocitos T. Se
obtuvieron macroéfagos peritoneales de ratones hembras BALB/c sanas de 8 semanas
de edad, se estimularon in vitro con diferentes concentraciones de LPG, 1, 5 6 10
pg/mL, y una condicién se mantuvo sin estimular como control (NS). Se dejaron durante
24 horas en cultivo con el estimulo y después se analiz6 la expresion de PD-L2 por
citometria de flujo. Observamos que la expresion de PD-L2 en macrofagos peritoneales
murinos es dosis-dependiente (Figura 11), sin embargo, aunque en todas las
condiciones la expresion de PD-L2 tiende a aumentar cuando las células son
estimuladas con LPG, soOlo el estimulo con 5 pg mostré ser estadisticamente
significativo con un aumento de dos veces con respecto a las células sin estimulo.
Estos datos demuestran que el LPG de L. mexicana es capaz de modular positivamente

la expresion de PD-L2 en macréfagos murinos.
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veces de incremento

Figura 11) Expresion de PD-L2 en macr6fagos murinos peritoneales
incubados con LPG de L. mexicana. Los datos fueron normalizados utilizando
como referencia las células sin estimulo. Se muestra el promedio + desviacion
estandar de 3 experimentos independientes. NS= non stimulated (no estimulados).

*p <0.05
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6.2.2. Expresion de PD-L2 y PD-L1 en macrofagos peritoneales infectados con

promastigotes de L. mexicana con y sin estimulos in vitro con LPG .

Analizamos si la infeccidon de macréfagos murinos con el parasito en presencia o
ausencia de estimulos con LPG tiene un efecto sobre la expresion de PD-L1 y PD-L2.
Se infectaron las células con promastigotes de L. mexicana en razén de 1:10
(células:parasitos) y se analiz6 la expresion de PD-L1 y PD-L2 por citometria.
Observamos que la infeccion con el parasito en presencia del estimulo con LPG no
modifica la expresiéon de PD-L1 (Figura 12). Sin embargo, la infeccién con el parasito en
ausencia del estimulo con LPG regula negativamente la expresion de PD-L1,
generando una disminucion significativa de 8% en comparacion con células sin estimulo

y sin infeccién (Figura 12).

En contraste, cuando las células fueron infectadas con L. mexicana y
estimuladas con LPG mostraron una sobre-expresion de PD-L2, incrementando 1.5
veces su expresion con respecto a las células sin infeccion y sin estimulo. Las células
gue solo fueron infectadas con el parasito mostraron un incremento en la expresion de
PD-L2 por 0.17 veces, lo cual indica que el LPG de L. mexicana es la molécula

responsable de la sobre-expresion de PD-L2.
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Figura 12) Expresién de PD-L2 y PD-L1 en macrofagos peritoneales infectados
con promastigotes de L. mexicana con y sin estimulos in vitro con LPG. Los
datos fueron normalizados tomando como referencia las células no estimuladas
(NS), promedio y + desviacién estandar de 3 experimentos independientes. *p

<0.05
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La vacunacién con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta
mmune induciendo la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+.

6.3. Efecto de la vacunacion con LPG de L. mexicana en la expresion
de moléculas de activacion/inhibicion en linfocitos T de ratones

BALB/c.

6.3.1. Expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de ratones

vacunados con LPG.

Una vez que observamos que la vacunacion con LPG inducia la progresion de la
leishmaniasis a formas mas graves, decidimos analizar el efecto de la vacuna sobre
moléculas de activacién (CD137) e inhibicion (PD-1) en linfocitos T. Se analiz6 la
expresion de los receptores PD-1 y CD137 en linfocitos T CD4+ provenientes del bazo
de ratones vacunados con 10 6 100 pg de LPG y se comparé con linfocitos T CD4+ de
ratones sanos. Los linfocitos T CD4+ de los ratones vacunados con 10 ug de LPG y re-
estimulados con 5y 10 pug de LPG disminuyeron la expresion de PD-1 por 0.58 y 0.44
veces, respectivamente, en comparacion con sus similares sanos, siendo estos datos
estadisticamente significativos. Unicamente el estimulo con 1 pg incremento la

expresion de PD-1 por 0.09 veces (Figura 13).

Los linfocitos T CD4+ de ratones vacunados con 100 ug y re-estimulados con 1y
5 pug de LPG tienden a aumentar la expresiéon de PD-1 en 0.17 y 0.14 veces
respectivamente, mientras que en los re-estimulados con 10 pg redujo 0.1 veces la

expresion de PD-1 (Figura 13).
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En ambos casos, la expresiéon de PD-1 depende de la concentracién de LPG

utilizada para la vacunacion y la re-estimulacion de las células: la vacunacién con 100

Hg es la que indujo una mayor expresion de PD-1.
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Figura 13) Expresion del receptor de inhibicion PD-1 en linfocitos T CD4+ de

ratones BALB/c vacunados con 10 6 100 ug de LPG. Las células fueron re

estimuladas con 1, 5 6 10 pg de LPG. Datos normalizados tomando como

referencia los valores de los ratones sanos. NS= no estimulados. Promedio y +

desviacion estandar de n=3. *p <0.05
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6.3.2. Expresiéon de CD137 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de

ratones vacunados con LPG.

Analizamos la activacion de los linfocitos T CD4+ a través de la expresion de
CD137 en ratones vacunados con LPG de L. mexicana. La incubacién in vitro con LPG
redujo la expresion de CD137 en los linfocitos T CD4+ de los ratones sanos no
vacunados: al estimular los linfocitos con 1, 5y 10 pug, observamos que disminuyo la
expresion de CD137 por 0.09, 0.15 y 0.05 veces, respectivamente, al compararla con

las células sin estimular.

Encontramos también que la expresion de CD137 disminuy0 en las células de
ratones vacunados con 10 pg y re-estimuladas con LPG. Las células re-estimuladas
con 5 pg mostraron una disminucion de 0.31 veces. Sin embargo, los datos mas
significativos fueron encontrados en los grupos de células sin estimular que mostraron
disminucién de aproximadamente 0.36 veces y en las células re-estimuladas con 10 ug
de LPG que redujeron la expresiéon de CD137 por 0.53 veces, comparados con sus
controles sanos (Figura 14). El Unico grupo donde aumento la expresion de CD137 fue
el re-estimulado con 1 pg de LPG ya que increment6 su expresion 0.28 veces (Figura

14).

En los ratones vacunados con 100 ug de LPG, la expresion de CD137 tiende a
disminuir en todas las condiciones entre 0.10 y 0.20 veces, sin embargo, ningun dato

resulté ser estadisticamente significativo al compararlo con su control sano.
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Figura. 14) Expresion del receptor de activacion CD137 en linfocitos T CD4+ de

ratones vacunados con 10 6 100 ug de LPG de L. mexicana. Los linfocitos fueron

re estimulados con 1, 5 6 10 pg de LPG. Datos normalizados tomando como

referencia las células sin estimulo de los ratones sanos. NS= no estimuladas.

Promedio y + desviacion estandar de n=3. *p<0.05
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6.3.3. Expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de ratones

vacunados con LPG.

Una vez que observamos la modulacion que ejerce la vacuna de LPG de L.
mexicana sobre los linfocitos T CD4+, decidimos analizar su efecto sobre los linfocitos T
CD8+. En los linfocitos T CD8+ de los ratones no vacunados observamos que el
estimulo con 1ug incrementa la expresion de PD-1 por 0.04 veces, mientras que los re-
estimulos con 5y 10 ug de LPG in vitro aumenta la expresion de PD-1 por 0.13 veces
(Figura 15). En los ratones vacunados con 10 pg de LPG, el incremento en la expresion
de PD-1 fue mayor, ya que las células sin estimular aumentaron la expresion de PD-1
por 1.2 veces, comparado con el control sano. Las células re-estimuladas con 1 6 10 ug
de LPG incrementaron 1.07 veces, y cuando fueron re-estimuladas con 5 pug
incrementaron 1.26 veces, comparados con sus controles sanos estimulados. Todos los

datos resultaron estadisticamente significativos (Figura 15).

Los ratones vacunados con 100 pug de LPG también mostraron un aumento en la
expresion de PD-1 que fue ligeramente mayor al encontrado en los ratones sanos y
similares a los vacunados con 10 pg. Los linfocitos sin estimular incrementaron la
expresion de PD-1 en 1.19 veces mientras que los re-estimulados con 1ug de LPG
aumentaron la expresion en 1.7 veces. Los re-estimulos con 5 uyg y 10 pg
incrementaron la expresion de PD-1 por 1.52 y 1.33 veces, respectivamente,
comparados con sus controles sanos. Todos los datos fueron estadisticamente

significativos (Figura 15).
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Figura 15) Expresion del receptor de inhibicién PD-1 en linfocitos T CD8+ de
ratones BALB/c vacunados con 10 6 100 pg de LPG. Las células fueron re
estimuladas con 1, 5 6 10 ug de LPG. Datos normalizados tomando como

referencia los valores de los ratones sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05
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6.3.4. Expresion de CD137 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de

ratones vacunados con LPG.

Al encontrar que PD-1 estaba sobre-expresado en los linfocitos T CD8+ de los
ratones vacunados, decidimos analizar la expresiéon de CD137 en estas células para
observar si la activacion en éstas también se modificaba con la vacuna. Encontramos
gue en los linfocitos T CD8+ de los ratones sanos disminuy6 la expresion de CD137 en
0.22, 0.04 y 0.02 veces en las células estimuladas in vitro con 1, 5 6 10 ug de LPG,

respectivamente (Figura 16).

En los ratones vacunados con 10 pg de LPG se observd la disminucion de
CD137 en los linfocitos T CD8+ no re estimulados, de 0.15 veces, comparados con los
controles sanos. Cuando las células fueron re-estimuladas con 1 pg encontramos una
disminucién de 0.14 veces y con 5y 10 ug de LPG observamos una disminucion
significativa de 0.2 veces, al compararlos con los sanos (Figura 16). El analisis de los
ratones vacunados con 100 ug revelé una disminucidn mas notable en la expresion de
CD137 ya que para las células sin estimular, la disminucion fue de 0.25 veces, mientras
gue para las células re-estimuladas con 1, 5 6 10 ug de LPG, fue de 0.25, 0.27 y 0.32

veces, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16) Expresion del receptor de activacion CD137 en linfocitos T CD8+
de ratones vacunados con 10 6 100 ug de LPG de L. mexicana. Los linfocitos
fueron re estimulados con 1, 5 6 10 pg de LPG. Datos normalizados tomando como
referencia las células no estimuladas de los ratones sanos. NS= no estimulados.

n=3 *p<0.05
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La vacunacién con LPG de Leishmania mexicana modula la respuesta
mmune induciendo la expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+.

6.4. Andlisis del efecto de la infeccién con L. mexicana en la expresion
de moléculas de activacion (CD137) o inhibicion (PD-1) en linfocitos T

de bazo de ratones BALB/c.

6.4.1. Expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de ratones

infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana.

Una vez que descubrimos la modulacién que ejerce la vacuna con LPG sobre la
activacion e inhibicion de los linfocitos T, buscamos analizar si la infeccién con el
parasito podria tener algun efecto en la expresion de PD-1. Hasta ahora no se conoce
si la infeccidon con L. mexicana tiene algun efecto en la inhibicion o activacion de los
linfocitos T. Para ello infectamos ratones con 1 x 10* 6 1 x 10° promastigotes de L.
mexicana en la dermis de la oreja y analizamos la expresion de CD137 y PD-1 en

linfocitos T CD4+ y CD8+ purificados del bazo.

Encontramos que la expresion de PD-1 en los linfocitos T CD4+ de los ratones
infectados con 1 x 10" parasitos aumentd 0.12 veces en células sin estimulo al
compararlas con controles sanos. En las células re-estimuladas con 1, 5y 10 ug de
LPG, disminuyé la expresion en 0.09, 0.05 y 0.06 veces, respectivamente, al
compararlos con los controles sanos (Figura 17). En los ratones infectados con 1 x 10°
parasitos se observo una sobre sobre-expresion de PD-1 en comparacion con células
de ratones sanos. Esta sobre-expresion fue de 0.14 veces en células sin estimulo,
mientras que el re-estimulo indujo un incremento de 0.31, 0.43 y 0.42 veces cuando

fueron re-estimuladas con 1, 5y 10 ug de LPG, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17) Expresién del receptor de inhibicién PD-1 en linfocitos T CD4+ de
ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 10* 6 1 x 10°
promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 6 10 pg
de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05
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6.4.2. Expresion de CD137 en linfocitos T CD4+ provenientes de bazo de

ratones infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana.

Analizamos si la infeccibn con L. mexicana tenia también un efecto en la
activacion de los linfocitos T. Se obtuvieron los linfocitos del bazo de los ratones

infectados con 1 x 10* 6 1 x 10° promastigotes y analizamos la expresién de CD137.

Linfocitos de los ratones infectados con 1 x 10 parasitos mostraron una
disminucion de CD137 por 0.20 veces en las células sin re-estimulo, mientras que el re-
estimulo con 1 pg incrementd la expresion por 0.17 veces y las re-estimuladas con 10
Mg incremento la expresion 0.05 veces. En contraste, las células estimuladas con 5 ug
de LPG incrementaron la expresion de CD137 por 0.04 veces. Ninguno de los datos
anteriores resultaron estadisticamente significativos al compararlos con los controles

(Figura 18).

En los ratones infectados con 1 x 10° parasitos, las células sin re-estimulacion y
las re-estimuladas con 1 pug de LPG mostraron una disminucién de la expresion de
CD137 por 0.03 y 0.20 veces, respectivamente. Para las células re-estimuladas con 5y
10 pug de LPG observamos el efecto contrario: CD137 aumenté 0.51 y 0.14 veces,

respectivamente (Figura 18).
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Figura 18) Expresion del receptor de activacion CD137 en linfocitos T CD4+ de
ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 10* 6 1 x 10°
promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 6 10 ug
de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05
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6.4.3. Expresion de PD-1 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de ratones

infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana.

Con los resultados obtenidos sobre el efecto de la infeccion en la expresion de
moléculas de inhibicion y activacion en los linfocitos T CD4+, decidimos investigar si
este efecto era extrapolable a los linfocitos T CD8+. En los ratones infectados con 1 x
10* promastigotes descubrimos que PD-1 estaba sobre-expresado en los linfocitos T
CD8+ en todas las condiciones, desde las células sin estimular donde el aumento fue
de 0.56 veces, y en las estimuladas con 1, 5 6 10 ug de LPG, donde el aumento fue

0.56, 0.53 y 0.46 veces, respectivamente (Figura 19).

Los linfocitos T CD8+ de los ratones infectados con 1 x 10° promastigotes
mostraron una sobre-expresion de PD-1 mayor que los infectados con 1 x 10 parasitos.
En las células sin re-estimulacion, el aumento fue de 2.6 veces, mientras que en las re-
estimuladas con 1, 5 6 10 pug de LPG, el aumento fue de 3.5, 3.2 y 3.8 veces,

respectivamente, comparados con células de controles sanos (Figura 19).
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Figura 19) Expresion del receptor de inhibicién PD-1 en linfocitos T CD8+ de
ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 10* 6 1 x 10°
promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 6 10 ug
de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05
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6.4.4. Expresion de CD137 en linfocitos T CD8+ provenientes de bazo de

ratones infectados en la dermis de la oreja con promastigotes de L. mexicana.

Al observar que la infeccion con el parasito induce la expresion de PD-1 de
manera dosis-dependiente, analizamos si infeccion también modifica la expresion de
moléculas de activacién (CD137) como consecuencia de la infeccién y/o por la sobre-

expresion de PD-1.

Encontramos que los linfocitos T CD8+ de los ratones infectados con 1 x 10*
parasitos disminuyen la expresion de CD137 en todos los casos: las células sin re-
estimulacion disminuyen la expresion 0.56 veces, mientras que las células re-
estimuladas con 1, 5 6 10 pg de LPG, disminuyeron la expresion de CD137 por 0.53,
0.62 y 0.58 veces, respectivamente (Figura 20). Todos los resultados fueron

estadisticamente significativos.

Los resultados de los linfocitos T CD8+ de los ratones infectados con 1 x 10°
parasitos fueron distintos, ya que las células no estimuladas disminuyeron la expresion
de CD137 por 0.10 veces, mientras que las células estimuladas con 1 pg de LPG
disminuyeron la expresion 0.22 veces. En contraste, los linfocitos estimulados con 5 y
10 pug LPG aumentaron la expresion de CD137 por 0.48 y 0.44 veces, respectivamente

(Figura 20).
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Figura 20) Expresién del receptor de activacion CD137 en linfocitos T CD8+ de
ratones BALB/c infectados en la dermis de la oreja con 1 x 10* 6 1 x 10°
promastigotes de L. mexicana. Las células fueron re estimuladas con 1, 5 6 10 ug
de LPG. Datos normalizados tomando como referencia los valores de los ratones

sanos. NS= no estimulados. n=3, *p <0.05
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6.5. Andlisis del efecto de la vacunacién con LPG y de la infeccién por
L. mexicana sobre la expresion de PD-L2 en macréfagos de bazo de

ratones BALB/c.

6.5.1. Expresion de PD-L2 en macréfagos provenientes de bazo de ratones

vacunados con 10y 100 pg LPG de L. mexicana.

Una vez que encontramos que la vacunacion con LPG y la infeccion con
Leishmania modulaba la expresién del receptor de inhibicién PD-1, quisimos investigar
si la vacunacién y la infeccion también tenian un efecto sobre la expresiéon de PD-L2, un
ligando de PD-1. Estudiamos PD-L2 ya que anteriormente encontramos que LPG
inducia su sobre-expresion en macréfagos peritoneales estimulados in vitro mientras
gue no tenia efecto sobre PD-L1. Para lograr este objetivo, se obtuvieron células de
bazos de los ratones vacunados con LPG que se coincubaron con 1, 5 6 10 pg de LPG
o sin estimulo. Como control se utilizaron células de ratones sanos de la misma cepa,
edad y género. Los macréfagos de los ratones sanos que después fueron estimulados
con LPG mostraron que el estimulo ejercié un efecto negativo sobre la expresion de
PD-L2. Las células incubadas con 1 pg de LPG disminuyeron la expresion de PD-L2 en
0.01 veces, mientras que la estimulacion con 5 y 10 ug redujo la expresion 0.09 y 0.12

veces, respectivamente (Figura 21).

Los macréfagos de los ratones vacunados con 10 pug de LPG mostraron que la
expresion de PD-L2 aumento 0.23 veces en células que no fueron re-estimuladas. Sin
embargo, las células re-estimuladas con 1, 5 6 10 pg de LPG disminuyeron la expresion

de PD-L2 por 0.42, 0.13 y 0.40 veces, respectivamente, comparados con el control
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sano (Figura 21). La expresion de PD-L2 en los macrofagos de los ratones vacunados
con 100 pg de LPG disminuyé 0.10 veces. Cuando fueron re-estimulados conl pg LPG
se redujo la expresion 0.29 veces, sin embargo, la re-estimulacién con 5y 10 ug LPG

aumentd la expresion de PD-L2 por 1.02 y 4.67 veces, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21) Expresion de PD-L2 en macréfagos de bazo de ratones BALB/c
sanos o vacunados con 10 6 100 pug de LPG de L. mexicana. Se obtuvieron
esplenocitos totales y se incubaron con 1, 5 6 10 ug de LPG durante 24 hrs; se
marcaron con F4/80 y PD-L2 y se analizaron por citometria de flujo. Para los
ratones vacunados con 10 pg, n=3, para los vacunados con 100 pg, n=2. Promedio

y + desviacién estandar. *p<0.05
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6.5.2. Expresion de PD-L2 en macréfagos provenientes de bazo de ratones

infectados con 1 x 10* 0 1 x 10° promastigotes de L. mexicana.

Dado que la infeccibn de macréfagos peritoneales in vitro con Leishmania
modifico la expresidén de PD-L2, nos interes6 analizar si la infeccidn in vivo tenia algun

efecto en la expresién de este ligando.

Macréfagos peritoneales obtenidos de ratones infectados con 1 x 10* parésitos
disminuyeron la expresion de PD-L2 en 0.31 veces. Cuando estas células fueron re-
estimuladas con 1 pg de LPG, redujeron la expresion de PD-L2 en 0.33 veces. Cuando
fueron re-estimulados con 5y 10 pug de LPG redujeron significativamente la expresion

de PD-L2 en 0.28 veces (Figura 22).

Los macréfagos de los ratones infectados con 1 x 10° parasitos también
disminuyeron la expresiéon de PD-L2 por 0.26 veces, lo cual fue estadisticamente
significativo en comparacién con células de ratones sanos (Figura 23). Cuando los
macrofagos de ratones infectados fueron re-estimulados con 1, 5y 10 ug de LPG, la
reduccion en la expresion de PD-L2 fue de 0.25, 0.10 y 0.14 veces, respectivamente,
con respecto a los macrofagos obtenidos de controles sanos y estimulados en las

mismas condiciones (Figura 22).
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Figura 22) Expresion de PD-L2 en macrdfagos de bazo de ratones BALB/c
sanos o infectados en la dermis de la oreja con 1 x 10* 6 1 x 10° promastigotes
de L. mexicana. Se obtuvieron esplenocitos totales y se incubaron con 1,5 6 10 ug
de LPG durante 24 hrs; después se marcaron con F4/80 y PD-L2 y se analizaron

por citometria de flujo. n=3. Promedio y + desviacion estandar. *p<0.05
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6.6. Andlisis del efecto de la vacunacién con LPG y de la infeccién por
L. mexicana sobre la expresion de H-2 en macrofagos de bazo de

ratones BALB/c.

6.6.1. Expresion de H-2 en macréfagos provenientes de bazo de ratones

vacunados con 10y 100 pg LPG de L. mexicana.

Para analizar si la vacunacion con LPG también modulaba la expresion de
moléculas MHC-I en macrofagos de ratones BALB/c, cuantificamos la expresion de la
molécula H-2 en los macréfagos provenientes del bazo de ratones vacunados con LPG
o infectados con Leishmania por citometria de flujo. Macréfagos esplénicos marcados
con F4/80 y anti-H-2 de ratones vacunados con 10 pg LPG disminuyeron
significativamente la expresion de H-2 (0.25 veces). En ratones vacunados con 100 ug

de LPG, la disminucion fue de 0.08 veces (Figura 23-A).

Los macrofagos de los ratones que fueron infectados también disminuyeron la
expresion de H-2. En ratones infectados con 1x10* parasitos, la expresiéon disminuy6
0.11 veces, mientras que en los infectados con 1x10° paréasitos disminuyé 0.20 veces,

lo cual fue estadisticamente significativo (Figura 23-B).
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Figura 23) Expresion de H2 en macrofagos de bazo de ratones BALB/c
vacunados con LPG o infectados en la dermis de la oreja con 1 x 10% 6 1 x 10°
promastigotes de L. mexicana. Se obtuvieron esplenocitos totales provenientes
de ratones vacunados con LPG (A) o infectados con L. mexicana (B), se marcaron
con F4/80 y H-2 y se analizaron por citometria de flujo. n=3. Promedio y +

desviacion estandar. *p<0.05
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7. DISCUSION

La leishmaniasis es considerada por la OMS como una de las enfermedades
olvidadas de los dultimos afos. Esta relacionada con la pobreza y la migracion,
dificultando el diagndstico y el acceso a los servicios de salud (5;97). La investigacion
de la respuesta inmune contra Leishmania y los factores de virulencia que presenta,
permite disefiar vacunas contra la leishmaniasis aunque hasta el momento sin éxito.
Los modelos murinos son de gran importancia en el estudio de la leishmaniasis.
Ratones de la cepa C57BI/6 resuelven la infeccidn por Leishmania y esta resistencia se
correlaciona con la respuesta inmune celular tipo Thl con predominio de linfocitos T
CD4+ productores de citocinas proinflamatorias. En contraste, los ratones de la cepa
BALB/c son incapaces de controlar la infeccion, la cual es progresiva y el perfil de

citocinas es del tipo Th2, con predominio de IL-4 (56;98).

Una molécula utilizada para el disefio de vacunas en leishmaniasis es el LPG, la
molécula mas abundante en la superficie del parasito. Los resultados obtenidos han
sido contradictorios, ya que la inmunizacion con LPG de L. amazonensis por via
intramuscular llevé a la progresion de la enfermedad debido a la produccion de TGF-8
y, en cambio, la inmunizacion por la via intranasal gener6 una disminucion en la carga
parasitaria (41;42). La causa de estos resultados contradictorios queda por explorarse.
Hasta la fecha, las vacunas contra Leishmania se enfocan principalmente en estudiar
su efecto sobre el perfil de citocinas generados por linfocitos CD4+ (Th1/Th2), sin tomar
en cuenta la dosis del antigeno, la cantidad de parasitos utilizados para el reto, asi

como el tejido utilizado en el modelo de infeccién (43;77;80;99-101).
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En el presente estudio se analiz6 la eficacia de la inmunizacion por via
subcutanea con distintas dosis de LPG de L. mexicana asi como su efecto sobre la
inducciéon de moléculas activadoras o inhibitorias de linfocitos CD4+, CD8+ vy
macrofagos. Se encontré que en lugar de proteccién, la inmunizacién con LPG induce
la progresion de la infeccion, con desarrollo de lesiones en tejidos distantes como en
patas, nariz o la cola. Para entender la causa de esta progresién, aunado a que las
caracteristicas clinicas de los ratones inmunizados con LPG fueron muy similares a las
observadas en pacientes con LCD, se analizaron las caracteristicas de los linfocitos T y
de macréfagos generados durante la inmunizacion con LPG asi como con la infeccion
por L. mexicana. La expresion de la expresion de PD-1 y CD137 se analiz6 en los
linfocitos T CD4+ y CD8+, asi como PD-L2 y PD-L1, ligandos para PD-1, en los
macrofagos. El interés en estudiar PD-1, que es una molécula inductora de supresion y
agotamiento celular, y CD137, que es una molécula que se expresa principalmente en
linfocitos T activados induciendo su proliferacion y activacion, permitiria explorar la
participacion de los linfocitos en la progresién inducida por la inmunizacién con LPG
(93;102). Por otro lado, el analisis de PD-L2 y PD-L1 en macréfagos arrojaria mueva luz

sobre el papel de éstas células en el desenlace de la inmunizacion con LPG.

Los macrofagos juegan un papel central en la leishmaniasis ya que son las
principales células hospedadoras de Leishmania que fagocitan y presentan antigenos
del parasito a los linfocitos T CD4+ a través de moléculas MHC-II. Adicionalmente son
las principales células efectoras para eliminar el parasito a través de mecanismos
microbicidas como la generacién de ROS y NO. La co-estimulacién es importante para

gue se lleve a cabo la presentacion de antigenos y activacion de los linfocitos T. Entre
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las moléculas co-estimuladoras que participan estan CD80, CD86 y CD40. El parasito
puede modular la expresion de estas moléculas co-estimuladoras asi como las
moléculas MHC-I y MHC-II (103;104), limitando las funciones del macréfago. Una de las
moléculas del parasito que ha sido demostrada que puede regular las funciones
efectoras del macréfago es el LPG de L. mexicana, que induce la produccion de IL-10,
inhibe la produccion de IL-12, el estallido oxidativo y la apoptosis de la célula infectada
(30;33;36;105;106). Sin embargo, se desconoce si LPG también tiene capacidad de
modular otros ligandos en la superficie del macréfago, que cuando se unen a su
receptor, provocan un estado de agotamiento. Entre ellos se encuentran PD-L1 y PD-L2

gue se unen al receptor PD-1 en la superficie de los linfocitos T (84;107;108).

En este trabajo se encontré que el LPG también tiene la capacidad de modular la
expresion de PD-L2 en macréfagos de ratones BALB/c. Interesantemente, esta
modulacién genera resultados distintos entre macrofagos peritoneales y macréfagos
esplénicos. Mientras que en macrofagos peritoneales de ratones sanos, LPG induce la
sobre-expresion de PD-L2 de manera dosis dependiente, en los macréfagos de bazo
ejerce un efecto supresor, disminuyendo su expresion. Estas diferencias en la
expresion de PD-L2 posiblemente se deben a que la mayoria de los macrofagos
esplénicos expresan predominantemente PD-L1 y adn bajo el estimulo de
lipopolisacéarido (LPS), no incrementan su expresion de PD-L2 de manera significativa
(109). Nuestros resultados coinciden con lo reportado para el LPS en que la expresion
de PD-L2 en macréfagos esplénicos no es inducible por LPG del parésito. Llama la
atencion que este fendmeno de sobre-expresion de PD-L2 generado con la

inmunizacién con LPG, no fue observado con la infeccion de macréfagos peritoneales
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por L. mexicana. La sobre-expresién de PD-L2, sumado a la degradacién del MHC-II
reportada en células infectadas (103), arroja nueva luz sobre la posible causa de la
progresion de la enfermedad posterior a la inmunizacién con LPG, ya que la sobre-
expresion de PD-L2 en macréfagos puede llevar al agotamiento de linfocitos T por la

union PD-1:PD-L2, que facilita la progresion de la infeccion.

La activacion de los linfocitos T CD4+ ha sido el blanco de la mayoria de las
vacunas contra la leishmaniasis que intentan dirigir la respuesta inmune celular hacia el
tipo CD4+ Thl con produccion de citocinas proinflamatorias como IFN-y e IL-2
(100;101). Sin embargo, la participacion de los linfocitos T CD8+ , que son requeridos
para la proteccion contra la infeccién por Leishmania, ha sido poco estudiada en
modelos de vacunas (77-81;99;100;110). Una de las dificultades en disefar vacunas
activadoras de linfocitos CD8+ es el agotamiento celular observado en estas células
después de estimulaciones antigénicas cronicas. El agotamiento de los linfocitos T
CD8+ con sobre-expresion de PD-1 y disminucion de la molécula de activaciéon CD137
ha sido reportado en diferentes enfermedades y se ha asociado a la disminucion de las
funciones efectoras de la célula (82;91;102;111;112). En leishmaniasis, también se han
reportado alteraciones en el nimero y en la funcién de linfocitos T CD8+, sin embargo
no se habian estudiado los mecanismos responsables de esta inmunomodulacion. En
los pacientes con LCD se habia reportado que los linfocitos T CD8+ se encuentran
disminuidos en numero y en mecanismos efectores comparados con las células de los
pacientes con LCL (85). En esos pacientes con LCD, que cursan con infecciones
cronicas por Leishmania mexicana, se habian reportado los primeros indicios de una

sobre-expresion de PD-1 en los linfocitos T CD8+, que pudiera ser la causa de la
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inhibicion de sus mecanismos efectores. Estos linfocitos CD8+ pudieron ser rescatados
de su agotamiento a través de la estimulacién con LPG que redujo su expresion de PD-
1 (81;86), probablemente a través del reconocimiento por TLR2, que se encuentra
constitutivamente expresado en linfocitos T de memoria actuando como una molécula

co-estimuladora (113).

En el presente trabajo se encontré que la inmunizacidon con distintas dosis con
LPG, asi como la infeccion con distinto numero de parasitos de Leishmania, modula de
manera diferencial la expresién de moléculas de la activacién (CD137) y la inhibicion
(PD-1) de los linfocitos TCD8+, CD4+ asi como PD-L2 en macrofagos, cuyo efecto tiene

un impacto en la eficacia de las vacunas.

Interesantemente, la modulacion generada durante la vacunacion con LPG fue
principalmente sobre linfocitos CD8+ consistiendo en la reduccion de CD137 y el
aumento en PD-1, ambos de los cuales predisponen al agotamiento celular, donde el
grado de la modulacion fue dosis dependiente. EI fendmeno también se observo
durante la infeccién con 1 x 10* parasitos. Sin embargo, un dato llamativo fue que la
infeccién con 1 x 10° parasitos aumenté la expresiéon de CD137 en los linfocitos T
CD8+. Este aumento en teoria deberia de llevar a la activacion de linfocitos CD8+
durante la infecciébn por L. mexicana. Sin embargo, esto no ocurre y la falta de
activacion de los linfocitos CD8+ posiblemente se deba al incremento concomitante de
la expresion de PD-1. Con estos datos se podria sugerir que la infeccién por L.
mexicana inhibe la funcion de los linfocitos T CD8+ principalmente debido al incremento
en la expresion de PD-1, el cual es dosis dependiente, ya que aumenta con la carga

parasitaria. Existen reportes que indican que la estimulacion a través de CD137 es
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capaz de rescatar a estos linfocitos del estado de agotamiento (114-118). Sin embargo,
esto no siempre ocurre y posiblemente dependa de la magnitud en la expresién de PD-
1 ya que cuando la expresion de PD-1 es alta, el estimulo activador de CD137 parece
ser insuficiente para activar a las células (119). Aunado a esto, se ha observado que la
co-estimulacion Unicamente puede rescatar del agotamiento a los linfocitos T CD4+ y
no a los CD8+, lo que hace suponer que estos ultimos son mas sensibles a la union PD-
1:PD-L (112). Probablemente este también sea el fenbmeno observado en nuestro
modelo de vacunacion con LPG, donde el PD-1 incrementd entre 2 a 4 veces de
manera dosis dependiente Unicamente en linfocitos T CD8+. En contraste, en linfocitos
T CD4+ el incremento en PD-1 fue menor, lo cual posiblemente indica que estas células
no se encuentran en el mismo grado de inhibicién que los linfocitos T CD8+. A pesar de
esto, la respuesta de las células T CD4+ no fue suficiente para llevar a la curacion o
control de la infeccién. Esto posiblemente se deba a que los linfocitos T CD4+ necesitan

de la presencia y activacion de los linfocitos T CD8+ para producir IFN-y (79).

Los resultados del presente trabajo enriquecen y complementan la literatura sobre la
modulacién de linfocitos CD8+ durante vacunacién con LPG, ya que en estudios de
vacunacion con LPG de L. amazonensis que llevaron a la progresion de la infeccion
(41;42), el fenbmeno se atribuyé a la apoptosis de linfocitos CD8+ inducida por
antigenos totales de L. amazonensis. Por otro lado, Joshi et al. demostraron que el
bloqueo de PD-L1 permitio la sobrevivencia de los linfocitos T CD8+ en un modelo de
leishmaniasis visceral inducido por L. donovani con altas cargas parasitarias (20 x 10°
parasitos), aunque este bloqueo no restauro las funciones efectoras de los linfocitos T

CD8+, tanto citotdxicas como de produccion de IFN-y (41;42;83).
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En el presente trabajo se reporta por primera vez que la inmunizacion con LPG
de L. mexicana a altas concentraciones, asi como la infeccion por L. mexicana con
diferente carga parasitaria induce la expresion de PD-1 de manera dosis dependiente
principalmente para los linfocitos T CD8+, lo que disminuye sus capacidades efectoras
y tiene como consecuencia el progreso de la infeccion. Con estos datos se propone que
en el disefio de nuevas vacunas contra la leishmaniasis se incluyan nuevas estrategias
gue comprendan el bloqueo de las moléculas de inhibicion y permitan la induccion y
estimulacién de moléculas co-estimuladoras activadoras en linfocitos CD8+. Ambos
fen6menos serdn necesarios para una posible vacuna preventiva y/o terapéutica que
reprograme a los linfocitos T CD8+ del estado de agotamiento y activarlos para

controlar la parasitosis causada por Leishmania.

Estos resultados abren una nueva perspectiva para el desarrollo de vacunas
disefiadas para la activacién de linfocitos CD8+, ya que se demuestra la importancia de
pre-evaluar la dosis de antigeno para evitar inducir moléculas inhibitorias como PD-1 en
linfocitos CD8+. Adicionalmente, para valorar la efectividad de la vacuna, es crucial
tomar en cuenta la cantidad de parasitos utilizados para el reto de la infeccién asi como

el sitio de inmunizacion.

Este trabajo también revel6 una novedosa estrategia del parasito para evadir la
respuesta inmune, suprimiendo la respuesta de los linfocitos T CD8+ a través del
incremento en la expresion de PD-1, asi como de PD-L2 en los macrofagos que son las
principales células hospedadoras del parésito y presentadoras de antigenos a los

linfocitos T para su activacion.
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8. CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra la regulacion diferencial que ejercen distintas dosis de
vacunacion con LPG e infeccion con L. mexicana sobre la respuesta inmune de ratones

BALB/c.

Se concluye que el LPG inhibe a los linfocitos T CD8+ mediante la sobre-
expresion de la molécula inhibidora PD-1 en conjunto con la disminucion en la

expresion de la molécula activadora CD137, que es dosis dependiente.

Este estudio también demostr6 que aunado a los linfocitos CD8+ también los
macréfagos peritoneales sufren regulacion en la expresion de PD-L2. La combinacién
de ambos fenébmenos se refleja en la exacerbacion de la infeccién que se observo en

los ratones inmunizados e infectados con dosis altas de LPG.

Aunado a la inmunizacion con dosis altas de LPG, también la infeccion por L.
mexicana inhibe a los linfocitos T CD8+ de manera dosis dependiente, mediante el
incremento en la expresion de PD-1. La inhibicién observada sobre linfocitos CD8+ fue

significativamente mayor que lo observado en los linfocitos CD4+.

Finalmente este trabajo permiti6 demostrar novedosos mecanismos de evasion
de Leishmania sobre linfocitos CD8+, induciendo el agotamiento en una de las células

inmunes con capacidad de controlar la progresion de la enfermedad.
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Leishmania lipophosphoglycan (LPG) is a molecule that has been used as a vaccine candidate, with con-
tradictory results. Since unsuccessful protection could be related to suppressed T cell responses, we
analyzed the expression of inhibitory receptor PD-1 in CD8* and CD4* lymphocytes and it is ligand
PD-L2 in macrophages of BALB/c mice immunized with various doses of Leishmania mexicana LPG and
re-stimulated in vitro with different concentrations of LPG. Vaccination with LPG enhanced the expres-
sion of PD-1 in CD8" cells. Activation molecules CD137 were reduced in CD8* cells from vaccinated mice.
In vitro re-stimulation enhanced PD-L2 expression in macrophages of healthy mice in a dose-dependent
fashion. The expression of PD-1, PD-L2 and CD137 is modulated according to the amount of LPG used
during immunization and in vitro re-stimulation. We analyzed the expression of these molecules in mice
infected with 1 x 10% or 1 x 10° L. mexicana promastigotes and re-stimulated in vitro with LPG. Infection
with 1 x 10° parasites increased the PD-1 expression in CD8* and diminished PD-L2 in macrophages.
When these CD8* cells were re-stimulated in vitro with LPG, simulating a second exposure to parasite
antigens, PD-1 expression increased significantly more, in a dose dependent fashion. We conclude that
CD8* T lymphocytes and macrophages express inhibition molecules according to the concentrations of
Leishmania LPG and to the parasite load. Vaccination with increased amounts of LPG or infections with
higher parasite numbers induces enhanced expression of PD-1 and functional inactivation of CD8" cells,
which can have critical consequences in leishmaniasis, since these cells are crucial for disease control.
These results call for pre-vaccination evaluations of potential immunogens, specifically where CD8 cells
are required, since inhibiting molecules can be induced after certain thresholds of antigen concentra-
tions. We propose that the analysis of PD-1 and PD-L2 are useful tools to monitor the optimal dose for
vaccination candidates.

© 2014 The Authors. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

TLR2 and protein kinase-alpha (PKC-a), respectively [2,3]. CD4"
lymphocytes define Leishmania infections, where a Th-1 aids para-

Leishmania lipophosphoglycan (LPG), one of the principal
molecules of the parasite, modulates the immune response. LPG
is a ligand for TLR2 in NK cells regulating their IFN-y and TNF-
a production [1]. In mast cells and macrophages LPG modulates

¥ This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Com-
mons Attribution-NonCommercial-No Derivative Works License, which permits
non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original author and source are credited.
* Corresponding author. Tel.: +52 55 56232674; fax: +52 55 57610249.
E-mail address: becker@unam.mx (1. Becker).

site control and Th-2 response favors disease progression in mouse
models [4]. A major role in the defense against Leishmania is played
by CD8* cells, both by IFN-y production and cytotoxicity [5-7].
Activation of CD8" and CD4" lymphocytes is regulated by PD-1,
an inhibition receptor whose two ligands are PD-L1 (B7-H1) and
PD-L2 (B7-DC) [8,9]. The recognition of PD-1 by either ligand leads
to a functional exhaustion of CD8* lymphocytes, characterized by
reduced proliferation, the absence of cytokine production and a
failure to exert cytotoxicity [10,11]. Yet some evidence also sug-
gests that these molecules modulate CD8* cells during Leishmania
mexicana infections. A reduction of CD8" lymphocytes has been
observed in patients with diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL),

0264-410X/$ - see front matter © 2014 The Authors. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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infected with L. mexicana. These cells showed enhanced expres-
sion of PD-1 and were hampered in their effectors mechanisms,
being non-responsive in their cytokine production and showing
limited cytotoxicity, when confronted with autologous Leishmania-
infected macrophages [12,13]. In a model of experimental chronic
visceral leishmaniasis caused by Leishmania donovani, CD8" cells
were found to show phenotypic markers of functional exhaustion
[14]. PD-L2 is a ligand for PD-1 displayed on dendritic cells and
macrophages, both of which are host cells for Leishmania [9]. For
protection against Leishmania infections, a fine-tuned regulation
leading to CD8" cell activation is crucial, which includes the induc-
tion of co-stimulatory signals and activation molecules such as
CD137, favoring cell survival, and the inhibition of PD-1 to avoid
cellular anergy.

LPG has been widely used as a vaccine candidate against
leishmaniasis, with contradicting results. Thus, subcutaneous
immunization with LPG has failed to protect BALB/c mice against
Leishmania amazonensis infections, exacerbating the disease by
enhanced TGF-3 and IL-10 production [15]. The administration of
anti-LPG antibodies or the intranasal administration of LPG was
shown to revert this effect [16].

One of the main pitfalls during vaccination schemes that end
unsuccessfully is the use of given antigen concentrations, without
previous analysis as to whether this immunogen induces inhibitory
or activation molecules. Furthermore, the diverse protection mod-
els vary widely in parasite numbers used during the infection
challenge, which also accounts for possible contradicting results.
To gain insight into the unpredictable outcomes of the different
LPG vaccination models, we analyzed if different L. mexicana LPG
concentrations showed diverse modulation of the inhibitory PD-
1 molecule expression in T lymphocytes and PD-L2 expression in
macrophages. Additionally we analyzed the influence of the para-
site load on the expression of these molecules.

2. Material and methods
2.1. Animals

Male BALB/c mice aged to 6-8 weeks were bred and housed at
the animal facilities of the Departamento de Medicina Experimen-
tal of the Medical Faculty, UNAM, following the National Ethical
Guidelines for Animal Health NOM-062-Z00-1999 and the guide-
lines recommended for animal care by the Ethical Committee of the
Medical School of the UNAM.

2.2. Leishmania mexicana culture

L. mexicana parasites were grown in RPMI-1640 medium (Life
Technologies Laboratories, Gaithersburg, MA, USA), supplemented
with 10% heat-inactivated FBS at 28 °C. Metacyclic promastigotes
were harvested at late log phase (5 day culture).

2.3. Lipophosphoglycan purification

Lipophosphoglycan was purified from L. mexicana as previously
described [1].

2.4. Vaccination and infection

For vaccination assays, LPG was suspended in sterile PBS at a
final concentration of 1 pg/pL. Mice received three subcutaneous
injections (insulin syringe, needle 31 G BD) in the dorsum contain-
ing 10 or 100 g of LPG or 100 wL PBS as control, ata 15 day interval.
The protection assay was carried out 20 days after the last vacci-
nation. Mice were infected subcutaneously (insulin syringe, needle

31G BD) with 1 x 10° L. mexicana promastigotes in the ear der-
mis. The lesion was measured weekly with a Vernier. For infection
analysis, non-vaccinated mice were infected with 1 x 104 or 1 x 10°
promastigotes and sacrificed prior to ulceration of the lesions.

2.5. Peritoneal cells

Mice were sacrificed by cervical dislocation. The peritoneal cav-
ity was infused with 10 mL of cold sterile PBS pH 7.4 and lightly
massaged. The peritoneal fluid was collected and centrifuged at
800 x g for 10 min at 4 °C. The cells were cultured 2 h in RPMI 1640
(supplemented with 100 U/mL penicillin and 1001U/mL strepto-
mycin) containing 10% (v/v) heat-inactivated FBS (RPMI-FBS) at
37°C with 5% CO,. Macrophages (1 x 105/mL) were maintained in
24-well cell culture plates (Corning). Different LPG concentrations
(1, 5 or 10 ug) were added, and a negative control contained only
culture medium. After 24 h the cells were harvested and analyzed
by flow cytometry.

2.6. Splenocyte purification

The spleen was aseptically removed and placed in a Petri dish
containing cold PBS. The tissue was disrupted in a 100 wm nylon
cell strainer (BD Falcon) and the isolated cells were centrifuged at
800 x g for 10 min at 4 °C. Cells were separated by Ficoll-Hypaque
gradient (Sigma) and mononuclear cells were washed twice with
PBS and placed in 6-well plates (Corning) at 5 x 10° cells per well
and stimulated with 1, 5 or 10 g L. mexicana LPG during 24 h.

2.7. Flow cytometry

The extracellular expression of PD-1, CD137, PD-L2 and PD-
L1 was analyzed in stimulated or non-stimulated peritoneal
macrophages and mononuclear cells (1 x 106 cells/mL) were sus-
pended in 100l FACS buffer (BD Biosciences cat. 342003)
containing CD16/32 antibodies for 10 min on ice. After washing,
cells were stained in 50 pL FACS buffer containing fluorochrome-
labeled antibodies specific for CD3e (BD Pharmingen cat. 553066),
CD8a (BD Pharmingen, cat. 551162), CD4 (BD Pharmingen, cat.
552775), CD137 (BD Pharmingen cat. 558976), F4/80 (Biolegend,
cat. 122615), PD-1 (Biolegend, cat. 135205), PD-L1 (Biolegend, cat.
124311), PD-L2 (Biolegend, cat. 107205) or appropriate isotype
controls, for 20min on ice. Cells were then washed twice, fixed
in 2% paraformaldehyde and analyzed using a FACSCanto II flow
cytometer equipped with DIVA software (BD Biosciences, USA).

2.8. Statistical analysis

All data are expressed as mean=+SD (standard deviation of
the mean). Comparisons between experimental groups were per-
formed using Mann-Whitney U-test. A value of p<0.05 was
considered statistically significant, using Prism 5 for Mac 0S X®.
Three or more independent experiments were analyzed for three
mice per group.

3. Results

3.1. Vaccination with LPG induces exacerbation and progression
of L. mexicana infection

Our group previously demonstrated that LPG exerts an
immunomodulatory effect on different cells of the immune
response [ 1-3]. We were therefore interested in analyzing whether
this molecule could confer protection against L. mexicana infec-
tions. BALB/c mice were vaccinated with 10 ng L. mexicana LPG.
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Fig. 1. LPG vaccination does not protect mice from L. mexicana infection. Male
BALB/c were vaccinated at day 0, 15 and 30 with 10 ug LPG (M) or inoculated with
PBS (@) and challenged in ear dermis at day 50 with 1 x 10° L. mexicana promastig-
otes. The infection was followed for 8 weeks and ear lesion was measured weekly.
(n=4).

Twenty days after the third immunization, mice were challenged
in ear dermis with 1 x 10° L. mexicana promastigotes and the infec-
tion was followed throughout 8 weeks. Once the inflammation was
detectable, the lesion was measured weekly with a Vernier. Control
mice were injected with 10 wLPBS. The ear dermal lesions appeared
first in non-vaccinated mice around the third week. Lesions of mice
vaccinated with LPG appeared around the fourth week. Throughout
the course of the infections, both groups of mice showed similar
inflammatory lesions (Fig. 1). After 6 weeks, only the vaccinated
mice began to show dissemination of the parasite, forming nodules
in the contralateral earlobe, paws and nose, simulating diffuse cuta-
neous leishmaniasis found in humans (data not shown). Once the
disease disseminated in vaccinated mice, the inflammatory lesions
in their earlobes tended to evolve slower after 6-7 weeks of infec-
tion, as compared to non-vaccinated mice (Fig. 1). It remains to
be analyzed whether dissemination increases overall Leishmania
numbers that possibly induce inhibitory molecules on inflamma-
tory cells, thereby diminishing the inflammation yet not the disease
progression. These data show that vaccination with LPG induces a
more rapid dissemination of the parasites.

3.2. Macrophages infected in vitro with L. mexicana and
stimulated with LPG over-express PD-L2 but show no changes in
PD-L1 expression

We studied the modulation exerted by in vitro stimulation of
macrophages from healthy mice with LPG (1, 5 or 10 pg) and ana-
lyzed the ligands of regulatory molecules of T cells in macrophages.
Stimulation with 1 ug LPG led to an increased PD-L2 expression, yet
when the challenge was augmented to 5 g, the PD-L2 expression
significantly increased (3-fold) whereas stimulation with 10 pg
only slightly enhanced the expression (2-fold), which was not dif-
ferent from non-stimulated controls (Fig. 2A). These results suggest
that LPG is capable of regulating the interaction between T lym-
phocytes and macrophages by inducing PD-L2 in a dose-dependent
fashion.

Furthermore we analyzed whether in vitro infection of
macrophages could regulate the expression of these inhibitory
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Fig.2. LPG modulates the PD-L2 expression in peritoneal macrophages from healthy
BALB/c.(A) Macrophages from peritoneal cavity were isolated and stimulated in vitro
with different concentrations of LPG (1,5 or 10 pg) during 24 h and stained with anti-
PD-L2 mAb (n=3). (B) Peritoneal macrophages were isolated and infected in vitro
with Leishmania mexicana promastigotes at a 1:10 ratio (cells:parasites) or with
parasites combined with 5 g LPG. The expression of PD-L1 (white bars) and PD-
L2 (black bars) was analyzed by flow cytometry. The bars represent normalized

data of three separate experiments. Mean +SD is shown. " p < 0.05 was considered
significant.

L.mex

molecules. Peritoneal macrophages were infected with L. mexi-
cana promastigotes in a ratio 1:10 (cells:parasites). In one group,
Leishmania promastigotes combined with 5 g LPG were used to
infect macrophages. The cells were stained with antibodies against
F4/80, PD-L1 and PD-L2. PD-L1 expression decreased slightly in
macrophages infected with Leishmania promastigotes (Fig. 2B).
In contrast, PD-L2 was up-regulated (2.4-fold) in macrophages
infected with Leishmania combined with LPG, as compared to non-
infected cells (Fig. 2B). In conclusion, LPG stimulation seems to have
a more potent effect to induce PD-L2 in peritoneal macrophages, as
compared to the infection with L. mexicana alone.

3.3. L. mexicana LPG induces PD-1 expression in CD8" T cells of
vaccinated mice

After finding that LPG exacerbated disease progression and
modulated the PD-L2 expression in macrophages, we were inter-
ested in analyzing the effect exerted by LPG on spleen CD8" and
CD4* T lymphocytes of mice immunized with two different doses
of LPG. Vaccination with 10 or 100 pg LPG increased PD-1 expres-
sionin CD8* T cells. Re-stimulation of these cells in vitrowith 1, 5 or
10 g LPG maintained their elevated expression of PD-1 (Fig. 3A).

LPG had an opposite effect on CD137 expression in CD8" T cells.
Mice vaccinated with 10 pg down-regulated their CD 137 expres-
sion by 20%, whereas vaccination with 100 ug decreased CD137
expression by 25% (Fig. 3B). Re-stimulation with 5 or 10 pg LPG
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Fig. 3. PD-1 expression is dose-dependent in BALB/c vaccinated with L. mexicana LPG. Mice were vaccinated three times at 2-week intervals with 10 g (stripped bars) or
100 g LPG (black bars). Non-vaccinated mice were used as controls (white bars). Spleen T lymphocytes were obtained and re-stimulated in vitro with 1, 5 or 10 ug LPG
during 24 h, fixed with paraformaldehyde and stained with anti CD3, CD4, CD8, PD-1 and CD137 antibodies. (A) PD-1 expression in CD8 T cells, (B) CD137 expression in CD8
T cells. (C) PD-1 expression in CD4 T cells, and (D) CD137 expression in CD4 T cells. The bars represent normalized data of three separate experiments. Mean + SD is shown.

* p < 0.05 was considered significant.

further reduced CD137 in mice vaccinated with 10 g, as compared
to non-vaccinated controls (Fig. 3B).

The analysis of CD4" T cells of mice vaccinated with 10 or 100 g
LPG showed no modification in the PD-1 expression. Yet in vitro
re-stimulation with 5 or 10 ug LPG reduced PD-1 expression in
CD4" cells of mice vaccinated with 10 ug, as compared to non-
vaccinated controls (Fig. 3C). When analyzing the expression of
CD137 in CD4" T cells, mice vaccinated with 10 pg mice showed a
reduced expression, which diminished even more after these cells
were re-stimulated in vitro with 10 wg LPG (Fig. 3D).

Together these data show that L. mexicana LPG negatively reg-
ulates CD8" cell activation by enhancing PD-1 expression and
concomitantly reducing CD137 expressions, where the degree of
the modulation depends upon the dose of LPG used for immuniza-
tion as well as the dose of the subsequent stimulus. In contrast
to CD8" T cells, vaccination with LPG had no inhibitory effect on
CD4" T cells, since it did not modify their PD-1 expression and
re-stimulation with LPG reduced their PD-1 expression. Thus, LPG
vaccination seems to exert the inhibitory effect only on CD8" T cells,
in a dose dependent fashion.

3.4. The expression of PD-1 in CD8* T lymphocytes of mice
infected with L. mexicana is related to parasite load

To analyze whether parasite infection modulates PD-1 expres-
sion in T lymphocytes, BALB/c mice were infected in the earlobe
dermis with 1x 104 or 1 x 105 L. mexicana promastigotes. Mice
were sacrificed prior to ulceration of the lesions. Splenocytes were
isolated and re-stimulated in vitro with 1, 5 or 10 ug LPG during
24 h and PD-1 as well as CD137 were analyzed. We found that PD-1
expression is enhanced in CD8* T cells of mice infected with 1 x 10*
(0.5-fold)or 1 x 10° (3.6-fold) parasites, as compared to CD8* Tcells
from non-infected mice (Fig. 4A). In vitro stimulation with all three
doses of LPG showed the same high expression of PD-1.

The analysis of CD137 in CD8 T cells showed a 40% down-
regulation in mice infected with 1 x 10* promastigotes, whereas
mice infected with 1 x 10° promastigotes showed a similar expres-
sion as non-infected mice. In vitro re-stimulation with LPG did not
alter CD137 expression (Fig. 4B).

CD4" lymphocytes showed a minimal increase in PD-1 expres-
sion after infections with either number L. mexicana parasites, and
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Fig. 4. L. mexicana infection promotes the PD-1 expression in CD8 T cells. Mice were infected in the ear dermis ear 1 x 10* (stripped bars) and a second group with 1 x 10°
(black bars) L. mexicana promastigotes. Healthy BALB/c mice were used as a control group (white bars). Mice were euthanized before the lesions ulcerated. T cells from spleen
were re-stimulated with 1, 5 or 10 pg LPG during 24 h, fixed with paraformaldehyde and stained with anti CD3, CD4, CD8, PD-1 and CD137 antibodies. (A) PD-1 expression
in CD8 T cells, (B) CD137 expression in CD8 T cells, (C) PD-1 expression in CD4 T cells and (D) CD137 expression in CD4 T cells. The bars represent normalized data of three

separate experiments. Mean = SD is shown. * p < 0.05 was considered significant.

showed no changes despite secondary stimuli with LPG (Fig. 4C).
Furthermore, the expression of CD137 in CD4" T cells of infected
mice also remained unaltered. The only up-regulation of this acti-
vation marker was observed in CD4" T cells of mice infected with
1 x 10 parasites after they were re-stimulated in vitro with 5 ug
LPG (Fig. 4D).

In conclusion these results show that L. mexicana infection
induces significantly enhanced PD-1 expression only in CD8" T cells,
in a dose-dependent fashion. The reduced expression of CD137 in
association with the increased levels of PD-1 in these CD8" T cells
seems to indicate that they resemble an exhausted phenotype. PD-1
is minimally expressed in CD4" cells during L. mexicana infections
and not altered by in vitro LPG stimuli, showing that L. mexicana
exerts a stronger inhibitory effect on CD8" T cells, as compared to
CD4* T cells.

3.5. Vaccination with LPG or L. mexicana infection of mice
regulates PD-L2 expression in spleen macrophages

Since vaccination with LPG immunomodulated CD8" T lym-
phocytes toward inhibition, we analyzed if immunization with
different LPG concentrations or infection with different para-
site numbers also modulated the expression of PD-L2 on spleen
macrophages. Macrophages from mice vaccinated with 10 pg LPG

and re-stimulated in vitro with 1ug LPG, showed diminished
expression of PD-L2 whereas vaccination with 100 pg LPG tended
to increase the expression of PD-L2 in macrophages after receiving
secondary stimuli with LPG (Fig. 5A).

Mice infected with 1 x 10% or 1 x 105 parasites down-regulated
PD-L2 expression by 50% (Fig. 5B). Re-stimulation of macrophages
from mice infected with 1 x 10? parasites with LPG always showed
diminished expressions of this inhibitory marker, whereas those
from mice infected with 1 x 10° parasites slightly increase their PD-
L2 expression, albeit never reaching the levels expressed in cells of
non-infected mice (Fig. 5B).

Together, these data show that Leishmania infections reduce
PD-L2 expression in spleen macrophages and that this down-
regulation persists despite secondary in vitro stimulation with LPG.

4. Discussion

Our data shed new light on the cause of enhanced disease pro-
gression after immunization with Leishmania LPG that has also been
reported in the literature [16]. In an attempt to understand the
underlying cause of this unsuccessful vaccination with LPG, we
immunized mice with different concentrations of LPG and there-
after stimulated their spleen cells with various doses of LPG in vitro
in an attempt to simulate a secondary exposure to LPG antigen, as
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T cells in controlling the parasite infection. The response of CD4™ T
cells was less clear.

PD-1 (programmed-death 1) receptor is related to CD28 and
CTLA-4. It is inducible after T cell activation and down-regulates
activated Tcells[11].1tsligands, PD-L1 and PD-L2, are up-regulated
in APCs following activation [8]. PD-1 and PD-L2 may have distinc-
tive roles in regulating Th-1 and Th-2 responses and reducing T
cell proliferation by arresting the cell cycle [17,18]. This inhibitory
receptor and its ligands have been studied in tumors, showing that
the engagement of PD-1 with PD-L1 and PD-L2 attenuate T cell
responses and help tumor cells escape immunosurveillance [19].
In chronic viral infections, suppressed CD8* T cell responses have
been attributed to PD-1:PD-L1 interactions [20].

To the best of our knowledge, we here describe for the first
time that suppressor receptor PD-1 is induced after vaccination
with elevated doses of Leishmania LPG or with the infection with
elevated amounts of L. mexicana promastigotes. This expression is
specifically dominant on CD8" T lymphocytes possibly leading to a
suppression of these cells that are critical in the control of leishman-
iasis, both through IFN-y production, as well as in their cytotoxic
effect against autologous Leishmania-infected macrophages [5,6].
These results call for a careful pre-immunization evaluation of
potential vaccination candidates against Leishmania, since the
induction of a suppressive effect can lead to detrimental blockage of
the immune response, favoring a more virulent disease progression.
These data open a new field of research in vaccine developments
and provide a novel strategy for therapeutic intervention in leish-
maniasis, where the blockade of PD-1 could represent a valuable
approach for anti-Leishmania immunotherapy.

Our data also yield information on novel parasite evasion strate-
gies, achieving CD8" T cell suppression, thereby eliminating one of
the more powerful defense mechanisms against L. mexicana [13].

We conclude that vaccination models should assess whether
PD-1 and/or PD-L2 are induced, that, far from activating CD8" T
cells, it could lead to their inhibition. Additionally, during exper-
imental models of L. mexicana infections, the parasite load must
be taken into account, since it can have opposing effects on PD-
1 expression in lymphocytes. This study provides insight into the
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Fig. 5. Analysis of the PD-L2 expression in spleen macrophages from vaccinated
(A) and infected mice (B). After vaccination with 10 or 100 pg LPG or infection
with 1x 104 or 1x10° L mexicana promastigotes, macrophages were isolated
from the spleen and re-stimulated with 1, 5 or 10 g LPG during 24 h, fixed with
paraformaldehyde and stained for F4/80 and PD-L2. The expression was analyzed
by flow cytometry. (A) PD-L2 expression in vaccinated animals: white bars repre-
sent healthy mice, stripped bars represent mice vaccinated with 10 g and black
bars are mice vaccinated with 100 pg LPG. (B) PD-L2 expression in macrophages
of mice infected with different parasite numbers. White bars represent healthy
mice, stripped bars are mice infected with 1 x 10* and black bars are mice infected
with 1 x 10% L. mexicana promastigotes. The bars represent normalized data of three
separate experiments. Mean =+ SD is shown. * p <0.05 was considered significant.

would occur during a natural infection. Additionally, we infected
mice with different L. mexicana numbers and also re-exposed their
lymphocytes to a secondary challenge with LPG. We here show
that immunization of BALB/c mice with LPG or infections with L.
mexicana promastigotes enhances the expression of the inhibitory
receptor PD-1 in CD8", whereas CD4" T cells remain unaltered. The
increase of these inhibitory molecules in CD8" T cells acts in concert
with their reduction of the activating molecule CD137, when these
cells are confronted with a new challenge of LPG. These changes
vary according to the amount of the LPG used for the vaccination
and the parasite load during infection and they also vary according
to the amount of parasite antigen (LPG) encountered by these cells
after renewed exposure. The combination of these events possibly
leads to a severe down-regulation of the functional capacity of CD8*

regulatory pathways elicited in vaccine models using different anti-
gen concentrations or during Leishmania infections with different
parasite loads, showing that the outcome can be polarly opposed,
leading to contradictory results.
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