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RESUMEN

Los parasitos del género Leishmania se transmiten a través de un vector hematdfago
a la dermis de los mamiferos, incluyendo al ser humano, el cual puede desarrollar una
enfermedad tropical conocida como leishmaniasis. En México, la principal especie causante
de la leishmaniasis cutanea es Leishmania mexicana, la cual al ser inoculada en la piel es
reconocida a través de las moléculas de su glicocalix como el lipofosfoglicano (LPG), que
es detectado por el sistema inmune del hospedero mediante el sistema del complemento y
por los receptores innatos de las células residentes de la piel. Entre ellas, los linfocitos T yo
se presentan en la dermis y epidermis de seres humanos y ratones, siendo especialmente
abundantes en dermis. Ademas, poseen caracteristicas de linfocito “tipo innato” debido al
reconocimiento del antigeno independiente de moléculas del MHC, por lo que son aptas
para reconocer antigenos directamente por el TCR o mediante otros receptores como por
ejemplos los TLRs. Por lo tanto, en el presente estudio se explord la posibilidad de la union
del TLR2 de los linfocitos T yd con el LPG de L. mexicana.

Se utilizaron linfocitos T yd provenientes de bazo y dermis de las orejas de ratones
de la cepa BALB/c. Para los estudios en bazo se utilizé microscopia confocal para observar
la colocalizacion entre el TLR2 de los linfocitos T y6 y el LPG de L. mexicana, la
fosforilacion de IxBa en los linfocitos T yd y su subsecuente produccion de citocinas. Se
estudio la interaccion entre el LPG y el TLR2 en la dermis de la oreja de los ratones
BALBI/c infectados con L. mexicana a través de la expresion del TRL2 y la union del anti-
LPG en las células T y6 mediante citometria de flujo, posteriormente se buscaron las
citocinas méas abundantes observadas previamente en bazo. En bazo y dermis se encontrd
que los linfocitos T yd podian reconocer el LPG de L. mexicana a traves de su TLR2, lo
cual indujo en tiempos tempranos una mayor cantidad de TNF-o a comparacion de la IL-4.
Como conclusidn, se propone que el LPG de L. mexicana constituye un nuevo ligando para
los linfocitos T yd, cuya activacion podria contribuir al microambiente de citocinas en el
sitio de infeccion e influir en la respuesta inmune innata y adaptativa.



ABSTRACT

Parasites of the genus Leishmania are transmitted through a hematophagous vector
to the dermis of mammals, including humans, which can develop a tropical disease known
as leishmaniasis. In Mexico, the main causative species of cutaneous leishmaniasis is
Leishmania mexicana, which when inoculated into the skin, is immediately recognized
through its glycocalyx molecules such as lipophosphoglycan (LPG), which is detected by
the host's immune system through the complement system and by the innate receptors of
resident skin cells. Among them, Y6 T lymphocytes could be the least studied and possibly
most relevant cell population, as they occur in the dermis and epidermis of humans and
mice, being especially abundant in dermis. In addition, they have "innate type" lymphocyte
characteristics due to their recognition of antigen independent of MHC molecules, so they
are able to recognize antigens directly by their TCR or by other receptors, for example the
TLRs. Therefore, in the present study the possibility of binding of TLR2 from yé T
lymphocytes with the LPG of L. mexicana was explored.

I'6 T lymphocytes from spleen and ear dermis of the BALB/c mouse strain were
used. For the studies in spleen, confocal microscopy was used to observe the colocalization
between the TLR2 of the yo T lymphocytes and the LPG of L. mexicana, the
phosphorylation of IkBa in the y6 T lymphocytes and their subsequent production of
cytokines. The interaction between LPG and TLR2 was studied in the ear dermis of
BALB/c mice infected with L. mexicana, analyzing the expression of TRL2 and the binding
of anti-LPG in yd T cells by flow cytometry, subsequently the most abundant cytokines
observed previously in the spleen were searched. It was found in spleen and dermis that vy
T lymphocytes could recognize the LPG of L. mexicana through its TLR2, leading to an
early release of enhanced levels of TNF-a, as compared compared to IL-4. In conclusion, it
is proposed that the LPG of L. mexicana constitutes a new ligand for yo T lymphocytes,
whose activation could contribute to the cytokine microenvironment at the site of infection
and influence the innate and adaptive immune response.



1) Introduccidn

1.1 Generalidades de Leishmaniay la leishmaniasis

El género Leishmania estd compuesto por protozoarios que se transmiten al
hospedero a través de un vector hematdfago, en donde completan su desarrollo como
parasitos intracelulares (Antinori et al., 2012). Todas las especies de Leishmania contienen
el nidcleo en la parte posterior, mientras que en la parte anterior se encuentra el
Kinetoplasto, un organelo que contiene ADN organizado en maxi y minicirculos (Roberts et
al., 2009). Diversas especies de Leishmania pueden infectar al ser humano y generar una
enfermedad tropical conocida como leishmaniasis, la cual afecta a 98 paises alrededor del
mundo (Alvar et al., 2012). La leishmaniasis se manifiesta en diferentes formas clinicas que
se presentan dependiendo de la especie de Leishmania infectante, de su sitio de replicacion,
como las mucosas nasofaringeas, visceras o piel, y de su interaccion con el sistema inmune
del hospedero (Serafim, 2017; Torres-Guerrero et al., 2017).

Se distinguen tres cuadros clinicos principales: leishmaniasis visceral (LV),
leishmaniasis mucocutanea (MCL) y leishmaniasis cutanea (LC) (Cecilio et al., 2014). De
esta forma, la LV se caracteriza por la migracion de los parasitos hacia las visceras (bazo o
higado), mientras que la LC se origina por parasitos residentes en tejidos epiteliales y
deriva en tres formas clinicas: Leishmaniasis mucocutanea, leishmaniasis cutanea
localizada y leishmaniasis cutanea difusa (MCL, LCL y LCD, respectivamente) (Fig. 1)
(Kaufer et al., 2017). La MCL consiste en la migracion de los parasitos a las mucosas
nasofaringeas; la LCD se origina por la migracion de los paréasitos y la aparicion de
maltiples nddulos sin ulceracion, a diferencia de la LCL, en donde se presenta una lesion
Unica que tiende a ulcerar (Kaufer et al., 2017; Steverding, 2017).

b

Figura 1. Las principales manifestaciones de Leishmaniasis cutanea.
Leishmaniasis cutanea localizada (LCL) (A); leishmaniasis cutanea difusa (LCD) (B) y
leishmaniasis mucocutanea (MCL) (C). Imégenes adaptadas de Torres-Guerrero et al.,
2017; McGwire y Satoskar, 2014.



En México, la mayor parte de los casos de leishmaniasis se presentan en los estados
de Chiapas, Campeche, Tabasco y Quintana Roo, siendo la LCL la forma clinica mas
frecuente (CENAPRECE, 2015). La principal especie causal de la LCL en México es
Leishmania mexicana y el vector confirmado es Lutzomyia olmeca olmeca; sin embargo, la
distribucion de este vector no coincide con la distribucion de todos los casos de
leishmaniasis, por lo tanto, se sospecha el papel como vector de otras especies de
Lutzomyia infectadas con L. mexicana (Gonzales et al., 2011). Lo anterior impacta en las
estrategias actuales de prevencion y control de la leishmaniasis en México, puesto que es
necesario estudiar a los posibles vectores de Leishmania (Gonzales et al., 2010).

1.2 Ciclo de vida de Leishmania

El género Leishmania se transmite a través de un vector infectado hacia un
hospedero mamifero. La forma flagelada y movil de Leishmania spp. se conoce como
promastigote, el cual atraviesa diferentes etapas de diferenciacion en el interior del vector
hasta alcanzar la fase infectiva de promastigote metaciclico. La segunda forma se conoce
como amastigote, se encuentra en el interior del hospedero como parasito intracelular,
principalmente en células fagociticas como los macréfagos (Kaufer et al., 2017).

El ciclo de vida comienza cuando un fleb6tomo hembra (Diptera: Psychodidae), sea
del género Lutzomyia (en el “Nuevo Mundo”) o Phlebotomus (en el “Viejo Mundo”), se
alimenta de un vertebrado infectado, ingiriendo la fase de amastigote (Fig. 2A) (Serafim,
2017). Una vez al interior del vector, el incremento en el pH y la disminucion de la
temperatura inducen la diferenciacion de los parasitos a la fase de promastigote prociclico,
la cual se adhiere a la matriz peritrofica del sistema digestivo del vector y se divide
activamente. Después de varios dias el promastigote pasa por un proceso de
metaciclogénesis para convertirse en promastigote metaciclico, el cual se ubica en la parte
anterior de la proboscide del diptero (Fig. 2B). Cuando el vector vuelve a alimentarse de un
vertebrado transmite a los promastigotes metaciclicos, los cuales entran en contacto con
macrofagos de la dermis, son fagocitados y contenidos en un fagosoma (Descoteaux y
Turco, 1999).

Una vez que los promastigotes se encuentran en el interior del macréfago, el
fagosoma se une con un lisosoma para formar el fagolisosoma (Fig. 2C), mismo que
probablemente induce el cambio de promastigote a amastigote debido al aumento de
temperatura y disminucion del pH; sin embargo, el amastigote sobrevive al interior del
macrofago y se replica hasta lisar la célula y liberar a mas amastigotes al medio
extracelular, en donde pueden ser fagocitados por otros macrofagos (Fig. 2D). El ciclo de
vida se completa cuando un flebétomo se alimenta de un hospedero infectado (Descoteaux
y Podinovskaia, 2015).
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Figura 2. Ciclo bioldgico resumido del género Leishmania. El ciclo de vida inicia
cuando un fleb6tomo hembra se alimenta de un vertebrado infectado e ingiriere la fase de
amastigote (A), el cual se diferencia a promastigote metaciclico y se transmite a otro
vertebrado durante la alimentacion de vector (B), infectando células fagociticas y
ubicandose en el interior de fagolisosomas (C), en donde se diferencia en amastigote,
prolifera hasta lisar la célula y reinfecta mas macréfagos (D) hasta ser ingerido por otro
vector durante su alimentacion, el cual lo transmitira a un nuevo hospedero para completar
el ciclo de vida. Adaptado de veteriankey.com/leishmaniosis.



1.3 Glicocalix de Leishmania: Lipofosfoglicano (LPG)

La superficie de los promastigotes esta cubierta por una gruesa capa hidrofilica
conocida como glicocélix, la cual estda compuesta por moléculas conocidas como
glicoconjugados, es decir, carbohidratos unidos covalentemente a lipidos o proteinas. La
mayoria de los glicoconjugados estan anclados a la superficie del parasito mediante un
anclaje lipidico de glicosilfosfatidilinositol (GPI); por ejemplo: la glicoproteina de 63 kDa
(gp63), el glicoinositolfosfolipido (GIPL’s) y el lipofosfoglicano (LPG), siendo este tltimo
el mas abundante en la superficie del promastigote (Franco et al., 2012). La estructura del
LPG puede dividirse en cuatro dominios: GPI (ancla lipidica), ndcleo de glicanos
(heptasacarido), cadena de fosfoglicanos (unidades repetidas de 15 a 40 fosfodisacaridos) y
la ‘cap’ (di, tri 0 tetrasacaridos de manosa o galactosa) (Fig. 3) (Forestier et al., 2015).

Los dominios GPI, el nucleo de glicanos y la fracciéon lineal de la cadena de
fosfoglicanos (PG) son idénticos en todas las especies de Leishmania. Sin embargo, al
entrar a metaciclogénesis se duplica la cantidad de unidades repetidas de fosfoglicanos: de
15 repeticiones en el promastigote prociclico a 30 en el promastigote metaciclico; ademas,
existe heterogeneidad en la estructura del LPG dependiendo de la especie de Leishmania.
Por ejemplo, ocurre un reemplazo de la galactosa por arabinosa en el dominio cap, pueden
existir sustituciones laterales en el dominio de repeticiones de fosfoglicanos o adiciones en
el nicleo de glicanos, como la glucosa del LPG de L. mexicana (Fig. 3C) (Descoteaux y
Turco, 1999). Estos cambios de estructura se han relacionado con la union o
desprendimiento del parasito al sistema digestivo del vector (Forestier et al., 2015), lo que
ademas podria tener importancia en la modulacion de la respuesta celular inmune, como se
vera mas adelante (Descoteaux y Podinovskaia, 2015).

A) B) C) D)
“Cap” Repeticiones de fosfoglicanos ~ Nucleo de glicanos GPI

Man - Gal— Man—( p) +— Gal— Man—( P)-}- Gal
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Figura 3. Representaciéon de los cuatro dominios del LPG (Leishmania
donovani). El ancla de GPI (D) y el ndcleo de glicanos (C) se muestran en rojo, mientras
que las unidades repetidas de fosfoglicanos se muestran en azul (B) y la cap de
oligosacaridos en rosa (A). Gal, galactosa; Man, Manosa;, Glc, glucosa; Galf,
galactofuranosa; GIcN, glucosamina; Ino, inositol. Modificado de Forestier et al., 2015.
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1.4 Respuesta inmune contra Leishmania

1.4.1 Sitio de infeccién

La piel es uno de los 6rganos mas grandes y constituye la primera barrera entre un
vertebrado y las condiciones adversas del ambiente. Se puede dividir en dos
compartimentos estructurales, epidermis y dermis (Fig. 4). La epidermis carece de vasos
sanguineos, estd compuesta principalmente por varias capas de queratinocitos que
contienen células de Langerhans intercaladas y melanocitos en el estrato més basal. La
dermis esta formada por una red de fibras de colageno y elastina que componen la matriz
extracelular (ECM), la cual es producida por fibroblastos, la poblacién celular dominante,
aunque también contiene células residentes del sistema inmune como macréfagos,
neutrofilos, linfocitos, células cebadas y células dendriticas. La dermis también alberga
glandulas sebaceas y sudoriparas, posee vasos sanguineos y linfaticos que permiten el
ingreso de células del sistema inmune, que junto a las células residentes de la dermis, son
las primeras en enfrentar a patdgenos como Leishmania (Tay et al., 2014; Matejuk, 2018).

Langerhans Queratinocito DECT

% Epidermis
\ “
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T CD4+

Célula cebada

Macrofago
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Figura 4. Composicion celular de los compartimentos de la piel ilustrados con
el modelo murino. En la epidermis se encuentran las células yé dendriticas epidérmicas
(DETC, por sus siglas en inglés), ademas de T CD8+ de memoria; en la dermis los
linfocitos T y8 comprenden el 50% de la poblacion linfoide, los T CD4" restantes pueden
ser efectoras o de memoria mientras que se ha reportado una poblacion nueva de células
linfoides innatas (ILC). Adaptado de Chong et al., 2013.
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El sistema inmune en la piel depende de la comunicacion entre la compleja red de
células con su entorno, ademas de la integridad de la epidermis y dermis, para mantener a
cualquier patdgeno en el exterior. Una vez que se rompe la homeostasis en la piel se facilita
el inicio de un proceso infeccioso (Matejuk, 2018). Un ejemplo ocurre durante la
transmision de Leishmania, donde el vector atraviesa la epidermis hasta romper los
capilares sanguineos de la dermis para generar un charco de sangre (alimentacion
telIméfaga) (Fig. 5). Relacionado a lo anterior, se ha hipotetizado que para la correcta
transmision de los promastigotes metaciclicos, éstos deben acumularse en la porcion
torécica del vector y producir un gel secretor de promastigote (PSG). Por lo tanto, el vector
se bloquea parcialmente y necesita regurgitar el gel junto con los promastigotes con la
finalidad de alimentarse, aumentando el dafio provocado en la piel del hospedero e
iniciando un proceso inflamatorio (Serafim et al., 2017; Kamhawi, 2006).
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Figura 5. Modelo de regurgitacion para la transmision de Leishmania. Se
observa un corte transversal del tracto digestivo anterior del vector: Sin infeccion aspira la
sangre sin problemas (A) y se abre la valvula estomodeal (B). Con infeccidn se observa un
bloqueo de la valvula con el PSG del parasito, por lo que el vector no puede ingerir la
sangre (C), asi que regurgita (sangre, PSG vy parasitos) (D) para tratar de alimentarse,
transmitiendo a Leishmania en el proceso. Adaptado de Rogers, 2012.

Durante la reparacion de la herida provocada por el vector inician procesos en la
piel, tales como la coagulacién de la sangre y la vasoconstriccidn, acompafiados por una
respuesta inflamatoria mediada por células cebadas o macréfagos, los cuales atraen a
neutrofilos a través de quimiocinas CXCL1 y CXCL2. Posteriormente, atraen monocitos
que se diferencian en macrofagos a travées de la produccién de quimiocinas como CCL2. En
conjunto, el proposito de estas células fagociticas es eliminar células dafadas, debris y a
cualquier microorganismo invasor. Ademas de lo anterior, los macréfagos residentes y los
macrofagos provenientes de monocitos exhiben un fenotipo antiinflamatorio, iniciando asi
la reparacion de la herida (Serafim et al., 2017). Por lo tanto, las células residentes de la
piel son las primeras en responder ante una infeccion por Leishmania.



1.4.2 Primer contacto de Leishmania con el sistema inmune innato

El glicocélix altamente enriquecido con LPG del promastigote metaciclico
constituye la primera barrera de Leishmania frente al sistema inmune del hospedero
vertebrado (Forestier et al., 2015). Una vez que el promastigote se diferencia a la fase de
amastigote, se observa una disminucion en la expresion de LPG, lo cual indica un papel
predominante del mismo durante la fase inicial de infeccién (Descoteaux y Podinovskaia,
2015; Franco et al., 2012), la cual se puede resumir en varios puntos:

(1) Durante la alimentacién del vector se inoculan promastigotes en la charca de
sangre, por lo que el parésito entra en contacto con el sistema de complemento. Sin
embargo, los promastigotes metaciclicos son resistentes a la lisis por complemento debido a
que la presencia del LPG previene la formacion del complejo de ataque a membrana
(MAC) y la formacién de poros en la superficie del parasito (Descoteaux y Podinovskaia,
2015).

(2) El LPG puede ser reconocido por la proteina de union a manosas (MBP) y la
proteina C-reactiva (CRP), lo cual induce la fagocitosis del promastigote de una manera
que no induce las actividades leishmanicidas del macréfago. Algo similar sucede cuando el
LPG estimula la generacion de las opsoninas C3b y C3bi, las cuales favorecen también la
fagocitosis del parasito (Franco et al., 2012).

(3) Si bien los neutrofilos eliminan patégenos mediante la formacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (NETS), desgranulacion o fagocitosis seguida de un estallido
oxidativo, se han observado diferencias en la respuesta microbicida del neutréfilo contra
diferentes especies de Leishmania (Martinez-Lopez et al., 2018). La teoria del “caballo de
Troya” se refiere a la infeccion silenciosa de neutrdfilos por L. major, donde las células son
hospederas temporales. Por otro lado, el LPG de L. amazonensis induce la formacion de
NET’s de una manera dosis dependiente y es eficiente para eliminar a los promastigotes
(Guimaraes-Costa et al., 2009).

(4) En el macrofago existen dos mecanismos principales que se activan para
controlar la infeccion por Leishmania. EIl primero consiste en la generacion de 6xido nitrico
(NO), vy el segundo consiste en la generacion de species reactivas de oxigeno (ROS)
mediante el estallido respiratorio. Sin embargo, para que ocurra el estallido respiratorio es
necesaria la fusion de las vacuolas parasitoforas con los lisosomas, lo cual se inhibe por la
presencia de LPG. Por otra parte, el LPG también se ha asociado con la exclusion de
componentes citosolicos del complejo de la NADPH oxidasa de la membrana del
fagosoma, impidiendo la produccion de especies reactivas de oxigeno (Lodge et al., 2006).
Todo lo anterior favorece la persistencia de Leishmania el tiempo suficiente para que se
produzca la respuesta inmune adaptativa.



1.4.3 Respuesta adaptativa contra Leishmania: Esquema Th1/Th2

El comienzo de la inmunidad adaptativa ocurre con la presentacion antigénica de las
células dendriticas para activar a los linfocitos T (Moll et al., 1993; Konecny et al., 1999).
La cepa de ratones BALB/c presenta una respuesta tipo Th2 (Fig. 6, B), relacionada con la
susceptibilidad a la infeccion con L. major, pues los linfocitos secretan citocinas
antiinflamatorias como la IL-4 que promueve la produccion de anticuerpos que favorecen la
opzonizacion y fagocitosis del parasito por el macréfago; no obstante, la IL-4 disminuye la
actividad de la enzima éxido nitrico sintetasa inducible (NOS2) en el macrofago debido a la
activacion de la arginasa, la cual induce la produccion de poliaminas que inhiben la
liberacion de citocinas proinflamatorias, lo cual favorece la proliferacion de los parasitos
(Cecilio et al., 2014). En contraste, la cepa C57BL/6 presenta una respuesta tipo Thl (Fig.
6, A) que activa los macrofagos para la eliminacién de los parasitos. Los linfocitos Thl se
caracterizan por ser activados en presencia de IL-12 y producir citocinas pro-inflamatorias
tales como interferon-y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), citocinas que
activan la NOS2 en los macrofagos permitiendo la destruccién del paréasito (Sacks y Trauth,
2002).
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Figura 6. Esquema de la respuesta inmune Th1/Th2 contra L. major. La figura
muestra la interaccion entre una célula presentadora de antigeno (APC, por sus siglas en
inglés) y L. major, en donde después de fagocitar al parasito y presentar al antigeno a los
linfocitos T CD4" pueden presentarse los escenarios de control A) o progresion de la
infeccion B). Adaptado de Ruiz-Hernandez y Becker, 2007.
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La dicotomia Th1/Th2 (Fig. 6) representa la respuesta inmune contra el género
Leishmania, no obstante, la actividad protectora/perjudicial que se ha observado en esta
dicotomia suele variar con respecto a la cepa de ratdn, especie de Leishmania utilizada,
cantidad de parasitos inoculados e incluso con el sitio de infeccidn, que suele ser la oreja,
cojinete plantar y la base de la cola (Maspi et al., 2016). Esto indica la importancia de
estudiar la respuesta inmune que genera cada especie, pues no se pueden comparar por
completo. A continuacién se presentan algunos ejemplos sobre la respuesta inmune contra
L. mexicana, sefialandose las diferencias con respecto a lo que se ha observado con L.
major:

(1) La cepa C57BL/6 de ratdn resistente a L. major no desarrolla adecuadamente
una respuesta Thl cuando es infectada con L. mexicana, no obstante, tampoco exhibe una
respuesta robusta tipo Th2 (Buxbaum y Scott, 2005).

(2) Los ratones C57BL/6 infectados con L. mexicana contienen una gran cantidad
de macrdfagos y neutrofilos en las lesiones, con muy pocos linfocitos T en los nddulos
linfaticos, lo cual podria estar relacionado con la lenta progresién de las lesiones en
comparacion con lo reportado con ratones C57BL/6 infectados con L. major que logran
contener al parasito, presentan una mayor cantidad de linfocitos T en los nddulos linfaticos
y menor cantidad de macréfagos y neutrdfilos en las lesiones (Buxbaum et al., 2002).

(3) La IL-4 se ha relacionado con la progresion de las lesiones en la cepa de ratdn
susceptible BALB/c a L. major (McMahon-Pratt & Alexander, 2004), mientras que durante
la infeccidn por L. mexicana en ratones BALB/c es probable que la IL-4 participe junto con
la IL-13 en la cronicidad observada en las lesiones, pues los ratones BALB/c KO al
receptor para ambas citocinas, IL-4Ra™, resultaron ser mas resistentes a desarrollar lesiones
(Alexander et al., 2002).

(4) A diferencia de lo observado en las lesiones de los ratones C57BL/6 infectados
con L. major, se ha sugerido que las infecciones cronicas de L. mexicana podrian ser
resultado de una inmunosupresion generalizada por la presencia de IL-10, lo cual se
observo en diversos estudios utilizando la cepa C57BL/6 (Buxbaum et al., 2008), donde se
han vinculando también a los linfocitos T productores de IL-10 como los responsables de
esta inmunosupresion (Buxbaum, 2015).
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1.5 Linfocitos T yo

Los linfocitos T pueden dividirse de acuerdo a las cadenas que componen el
receptor de la célula T (TCR, por sus siglas en inglés) siendo T afp o T yé. Cada cadena esta
constituida por dos dominios: el dominio amino terminal se conoce como variable (V) por
presentar variacién de secuencia, mientras que el domino constante (C) (Fig. 7B) tiene
secuencias conservadas (Lucas et al., 2015). Las cadenas del TCR se unen mediante una
secuencia formada por un enlace disulfuro (Fig. 7A) mientras su region transmembranal
promueve la interaccion del TCR con el complejo CD3. La diversidad del TCR y4 depende
del nimero de segmentos génicos: En el raton, en la cadena y existen 7 segmentos V' y 3 J,
y para la cadena & existen 6 segmentos V, 2 D y 6 J, lo cual genera 21 combinaciones
posibles para la cadena y y 24 para la cadena & (Chien et al., 2014). Estas combinaciones
permiten clasificar a los linfocitos T ¥ en subpoblaciones de acuerdo con el nimero de
segmento Vy presente en el TCR (Heilig y Tonegawa, 1986).

A diferencia de los linfocitos T af}, los linfocitos T yd comprenden un porcentaje
inferior (~ 1-5%) de los linfocitos en sangre y dérganos en la mayoria de los animales,
aungue son particularmente abundantes en los 6rganos con abundante tejido epitelial, tales
como los érganos reproductivos, intestino y piel, en donde pueden aumentar hasta el 50%.
La mayoria se desarrolla en el timo, pero existe una poblacion intestinal con un proceso de
desarrollo “timo independiente” (Hayday y Gibbons, 2014). La gran mayoria permanece
doble negativo, CD4~ CD8 vy, por lo tanto, el reconocimiento de antigenos es
independiente de la presentacién mediante MHC (Carding y Egan, 2002).
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Figura 7. Estructura del TCR de los linfocitos T. Las cadenas del TCR (cadenas
ap o yd) se constituyen por dos dominios, el “variable” y el “constante”, la secuencia
conectora entre ambas cadenas, la region transmembranal y la cola citoplasmatica A). El
dominio variable para las cadenas a y y se compone de los segmentos V y J, mientras que
en las cadenas B y 6 se compone de los segmentos V, D y J (B). Imagen B tomada de Kuby,
6 Ed. Imagen A, T cell receptors - TCR, s.f.
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Ambas poblaciones de linfocitos T surgen de un precursor comudn doble negativo
(DN) CD4  CD8 , el cual se divide de acuerdo con la expresion de CD44 y CD25 en
DN1, DN2, DN3 y DN4. El reordenamiento de los loci para los TCR-y, TCR-6 y TCR-
ocurre en la fase DN2 (CD44", CD25") para generar un TCR Y8 productivo o un pre-TCR
ap (TCR-B acoplado al pre-TCR-a), por lo que la divergencia entre linajes ocurre antes de
la fase DN3 (CD44°, CD25") (Pang et al., 2012). El modelo més aceptado para explicar el
compromiso de linaje es conocido como “Fuerza de sefial”, en donde una sefalizacion
fuerte del TCR induce el compromiso al linaje yd, mientras que una débil induce al linaje
ap (Hayes et al., 2005; Fahl et al., 2014). Ademas, se asume que los linfocitos T yd que
expresan CD24 son linfocitos inmaduros que ain pueden cambiar al linaje af§, no obstante,
en caso de que expresen tanto CD24 como CD73 se asume que estan irreversiblemente
comprometidos al linaje yo (Coffey et al., 2014).

El desarrollo de los T v4 inicia en el timo fetal, distinguiéndose dos subpoblaciones
de acuerdo con el grado de maduracién: (1) Los linfocitos T y CD44"%, CD27*y CD62L"
que dejan el timo y colonizan 6rganos linfoides secundarios y sangre se les conoce como
naive. (2) Otras subpoblaciones de linfocitos T yd permanecen mas tiempo en el timo y
presentan una mayor diferenciacion, exportandose como CD44™"%" de manera secuencial y
en forma de “oleadas” (Fig. 8), las cuales se pueden identificar de acuerdo al segmento Vy
presente en su TCR (Prinz et al., 2013).

"Naive" (V1 o 4)

v817 (VY6. 4. 1)

T y&

Precursor ilEL

Yo DETC
(Vy5)

12 14 16 18 20 "
Dias de desarrollo embrionario Nacimiento

Figura 8. Desarrollo funcional de las “oleadas” de linfocitos T y6 en el timo
murino. La subpoblacion Vy5 (DETC) surge en el dia 13 hasta el dia 17; la Vy6 (y517)
surge en el dia 14 hasta el nacimiento; las Vyl y Vy4 (Naive o ydNKT) surgen del dia 16
hasta el nacimiento, mientras que los linfocitos T yd intraepiteliales del intestino (ilEL)
también surgen del dia 16 hasta el nacimiento y son Vy7 (Carding y Egan, 2002). Imagen
adaptada de Prinz et al., 2013.
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Adicionalmente a lo anterior, se descubri6 que estas oleadas constituian
subpoblaciones cuyo TCR era seleccionado mediante la uniéon a un ligando (evidencia
indirecta), y ademas, estas subpoblaciones se ubican en determinados tejidos y presentan
funciones previamente definidas (Hayday y Gibbons, 2014), por ejemplo:

DETC: Se conocen como células yd dendriticas epidérmicas (DETC, por sus siglas
en inglés), a los linfocitos T y8 que exhiben un TCR con el segmento Vy5" y que migran a
la epidermis, en donde exhiben una morfologia tipo dendritica. Es la subpoblacién que
expresa moléculas de superficie CD44"9" CD122" y CD62L caracteristicas de una
seleccion previa mediante ligando, SKINT1 (proteina 1 de seleccion y mantenimiento de
células T intraepiteliales), una proteina expresada en células epiteliales del timo (Sutoh et
al., 2018). Con respecto a sus funciones, son las primeras células en responder al dafio
cutaneo, pues secretan CCL3, CCL4 y el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF)
(Ramirez et al., 2015).

y617: Esta subpoblacion se distingue por su tendencia a la produccion de IL-17A'y
por ser altamente heterogénea con respecto al uso de segmentos de su TCR, aunque algunos
de estos segmentos aparecen en mayor abundancia en ciertos 6rganos: en utero, lengua y la
cavidad peritoneal se encuentran T y§ Vy6', en dermis existe mayor abundancia de T v
Vy4" (Prinz et al., 2013), mientras que las Vy1* se encuentran en menor proporcion en
sangre, bazo y linfonodo (Pang et al., 2012).

NKT 7é: Estos linfocitos T v expresan el marcador NK1.1 y pueden usar los
segmentos Vy4* o Vy1*, se generan en el timo fetal como una poblacién oligoclonal,
mientras que conforme pasa el tiempo la poblacion persiste debido a auto-renovacion y se
vuelve policlonal; por otro lado, también son capaces de migrar a la periferia y ubicarse en
bazo e higado. Una similitud que comparten con las NKT af es su capacidad de producir
IFN-y e IL-4 de forma simultanea (Prinz et al., 2013)

1.5.1 Ligandos y funciones

Para la activacion y proliferacion de los linfocitos T off es necesario el
reconocimiento de antigenos mediante su presentacién por las moléculas MHC clase 1 o II,
la unién de moléculas coestimuladoras y un microambiente de citocinas. Con los linfocitos
T yd no existe un consenso acerca del tipo de antigenos que pueden reconocer y mediante
qgué moléculas estos antigenos son presentados (Born et al., 2013), aunque pueden
reconocer patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP’s) o patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP’s) mediante el TCR sin una célula presentadora de antigeno, o en
conjunto con otros receptores de superficie, como los receptores tipo toll (TLR’S) o
receptores de célula asesina natural (NKR’s) (Vermijlen et al., 2018).
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Una vez reconocido el antigeno, se llevan a cabo sus funciones efectoras, que
abarcan desde la produccion de citocinas hasta la actividad citotoxica (Vermijlen et al.,
2018). Aunque la ontogenia de las células T yd se conoce por el modelo murino, los
estudios de su actividad efectora son mas frecuentes en humano, que también posee
subpoblaciones de linfocitos T Y8 de acuerdo al uso preferencial de determinados
segmentos para su TCR (Lefranc y Rabbitts, 1990), siendo la subpoblacion VyoVa2 la
mejor estudiada (Chien et al., 2014). Los siguientes ejemplos de reconocimiento por TCR
abarcan células T y6 de ser humano Yy de ratén:

Reconocimiento directo del TCR-antigeno: El reconocimiento directo de las
celulas endoteliales infectadas con citomegalovirus se lleva a cabo por la subpoblacion
humana de T yd Vy4Vé5, incluso se observd que no participa todo el TCR, pues
unicamente la cadena vy interactia con el receptor endotelial de proteina C (EPCR), lo cual
indica la importancia del loop CDR3 de las cadenas del TCR y6 durante el reconocimiento
de antigeno (Witherden y Havran, 2012).

Reconocimiento mediante una molécula tipo MHC: Se identifico la butirofilina 3
(BTN3A1), expresada ubicuamente en ceélulas presentadoras de antigeno, como una
molécula capaz de unirse a “fosfoantigenos”, los cuales son reconocidos por la
subpoblacion de linfocitos T yd Vy9Va2. Por lo tanto, los T yd podrian ser capaces de
reconocer antigenos no peptidicos mediante presentacion a través del MHC, por lo que los
fosfoantigenos se convirtieron en un blanco terapéutico (Simdes et al., 2018).

Reconocimiento mediante TLR: Posteriormente a la estimulacion de los linfocitos
T o con el lipido A de Escherichia coli se observo un incremento en el mRNA del TLR2,
lo cual se confirmé con ratones deficientes en ese TLR™. En otro reporte se encontré que
un tipo de DAMP mitocondrial (MTD) induce la expresion de TRL2 y TLR4 en linfocitos
T vd de bazo de raton, induciendo a su vez la produccion de IL-1f, IL-6, IL-10 y el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF), lo cual sugiere que los linfocitos T yd actian
en la reparacion del dafio tisular (Dar et al., 2014).

Reconocimiento mediante NKG2D: En el modelo murino se ha comprobado que
los linfocitos T yo de la epidermis (DETC) expresan constitutivamente el receptor NKG2D
que puede reconocer ligandos en la linea celular A20 de linfoma B, induciendo la lisis de la
A20 sin intervencién del TCR, Unicamente de NKG2D (Nitahara et al., 2006).

Reconocimiento en conjunto: En un modelo in vitro se encontré que al estimularse
linfocitos T y6 Vy9V42 con ligandos para el TLR2 (Pam3Cys) y con un anticuerpo dirigido
al TCR, se incrementa su produccion de IFN-y (Dar et al., 2014). En otro estudio se
comprobd el reconocimiento de la proteina ULBP2 de una linea tumoral de glioblastoma
por parte del NKG2D de linfocitos T yé Vy9V2, activando su actividad citotoxica, la cual
se incrementd con un anticuerpo al TCR yé (Chitadze et al., 2016). En otro reporte, la
proteina ULBP4 puede ser reconocida tanto por el TCR como por el receptor NKG2D, lo
cual es relevante ya que este proteina aumenta su expresion en la superficie de células
tumorales o células epiteliales infectadas con el virus Epstein-Barr (Kong et al., 2009).
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2) Antecedentes

2.1) Leishmania y linfocitos T y6 de raton

El primer estudio del papel de los linfocitos T v en la infeccion por Leishmania
buscé encontrar diferencias en la expansion de las T yo entre las cepas BALB/c y C57BL/6
con diferentes dias de infeccion con L. major, sin embargo, no se observaron T yd en los
ganglios linfaticos (Lohoff et al., 1991). Posteriormente, en otro estudio se observé la
proliferacion continua de los linfocitos T yé en el bazo de la cepa BALB/c durante tres
meses de infeccion con L. major y se observo un aumento en la carga parasitaria al
bloquear el TCR yd con anticuerpos. Por otro lado, el mismo bloqueo del TCR yd provocod
un retraso en la resolucion de las lesiones en la cepa CBA/J resistente a L. major, lo cual
indica que los linfocitos T yd participan en la curacion del sitio de infeccion y posiblemente
influyen en la disminucion de la carga parasitaria (Rosat et al., 1993).

Por otra parte, se descubrio que existe un incremento preferencial de la poblacion
Vd4+ en el bazo de ratones BALB/c infectados durante 40 dias con L. major. Se demostrd
también que esta poblacion de linfocitos T yd se encontraba en division celular en higado,
nodulo linfatico y bazo, principalmente en este Ultimo; ademas, el fenotipo de los linfocitos
T yd mostraba un incremento en la expresion de las moléculas de superficie LFA-1, CD25,
4F2, CD44 y CD28, junto a una disminucion de CD5 y Thy-1, sugiriendo que las células se
encontraban activadas. De tal forma, los autores sugieren que la respuesta a L. major en la
cepa BALB/c involucra la proliferacion de los linfocitos T vy en tejidos linfoides, lo cual
genera una subpoblacion Vo4+ activada (Rosat et al., 1994).

Un tercer estudio encontrd una relacion entre la proliferacion de los linfocitos yo
con la presencia de linfocitos T af, pues los ratones atimicos de las cepas Swiss y BALB/c
infectados con L. major no presentaban proliferacion de linfocitos T yd en bazo. EI mismo
fendmeno se observo en ratones BALB/c deficientes en linfocitos T af. Mediante un
tratamiento con anticuerpos para eliminar poblaciones CD4+ y CD8+, se encontrd que la
ausencia de la poblacion T off CD4+ tipo Th2 disminuia la proliferacion de los linfocitos T
vd. Esto sugiere que las citocinas generadas por los linfocitos T aff CD4+ Th2 influye en la
proliferacion de los linfocitos T yd y no inicamente la respuesta a los antigenos de L. major
(Rosat et al., 1995).

Afios después, un estudio mostré que los ratones C57BL/6 TCR &-/- exhibian una
carga parasitaria similar a los ratones silvestres durante 12 semanas de infeccion con L.
major y desarrollaban una respuesta inmune Th1, lo cual no ocurrié con los ratones TCR a-
/-, sugiriendo que los linfocitos T yd no eran esenciales para proteger a la cepa C57BL/6 de
la infeccién con L. major (Satoskar et al., 1997).
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Se reportd que los linfocitos T CD4+ y T v eran las principales células productoras
de IL-4 en el higado de los ratones de la cepa BALB/c a partir de la segunda semana de
infeccion con L. major, sugiriendo que la produccion de IL-4 por los linfocitos T yd podria
relacionarse a la susceptibilidad de la infeccion por L. major (Yamashita et al., 1999).

Posteriormente, se correlaciono la produccion de IL-17A por linfocitos T yd con una
mayor carga parasitaria en el higado de ratones C57BL/6 durante los primeros siete dias de
infeccion con L. donovani, mientras que los ratones IL-17-/- presentaban menor carga
parasitaria de los 7 hasta los 14 dias postinfeccion. Se ha sugerido que el blanco celular
para esta citocina son los monocitos, pues se encontrd que tenian una mayor expresion de
IL-17RA; aunque aun no se conoce el mecanismo de accion de la supresion de la IL-17A
sobre los monocitos. Se postuld que la produccién de IL-17A por parte de linfocitos T v
suprime el control temprano de la infeccion por L. donovani en higado (Sheel et al., 2015).

Otro estudio reportdé que mas del 75 % de las células productoras de IL-17A en el
higado y el bazo de ratones C57BL/6 eran linfocitos T yd. Los ratones IL-17A-/-
presentaban una menor carga parasitaria, disminucion en la formacion del granuloma y una
menor acumulacion de monocitos y neutrofilos en el higado, mientras que los esplenocitos
reestimulados con antigenos de L. donovani mostraban menor produccion de IL-4 y mayor
produccion de IFN-y en ambos casos a los 15 y 30 dias de infeccidn. Los autores sugieren
que la produccion de IL-17A por los linfocitos T yd influye en la formacion del granuloma
al facilitar la infiltracién celular de neutréfilos y monocitos, los cuales estan relacionados
con el control del parasito en fases cronicas (Terrazas et al., 2016).

Es importante mencionar que no hay reportes sobre la interaccion entre linfocitos T
yd y L. mexicana. Un estudio preliminar realizado en nuestro laboratorio report6
Unicamente report6 porcentajes de linfocitos T y6 en diversas cepas de ratones infectados
con L. mexicana. En ratones BALB/c se encontrd que la infeccién llevé a una disminucién
en el porcentaje de linfocitos T yd en el timo y a un aumento en el bazo. En las cepas
C57BL/6 (B6) y C3HeB/FeJ (C3H) los linfocitos T yd disminuyeron en el timo, aunque en
la cepa B6 el porcentaje de células T y4 aumento en el bazo, mientras que en la cepa C3H
disminuy6 en el bazo (Garcia-Ruiz, 2009). Estos datos mostraron que los linfocitos T v
responden a L. mexicana, sin embargo, no se investigo su funcion efectora.

De acuerdo a lo anterior, otros estudios revelaron que los linfocitos T yd responden
ante la infeccion por L. major y L. donovani secretando citocinas que podrian contribuir a
la resolucidn de la infeccion o a su exacerbacion. Sin embargo, dado que la respuesta de las
células del sistema inmune del hospedero varian de acuerdo a la especie infectante de
Leishmania, es necesario estudiar el papel de los linfocitos T yd en la infeccion por L.
mexicana con un estudio de los receptores innatos que puedan estar involucrados en el
reconocimiento inicial de los ligandos del parasito.
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2.2) Receptores tipo toll de raton y LPG de Leishmania

Los receptores tipo toll (TLR) se descubrieron como el andlogo en mamiferos de los
receptores Toll presentes en Drosophila. Son receptores integrales de membrana que se
componen de tres regiones: la region extracelular o ectdpica, compuesta por “repeticiones
ricas en leucina” (LRR), que suelen tener residuos de amino&cidos hidrofdébicos, una region
transmembranal con residuos de aminoacidos sin carga y la region citoplasmaética o
dominio TIR (Toll/IL-1 receptor). Esta tltima se encuentra altamente conservada tanto en
mamiferos como en Drosophila, lo cual permitio relacionar ambos receptores y sus vias de
sefializacion con la respuesta inmunoldgica, ya que el factor de transcripcion Relish
presente en Drosophila regula la induccion de péptidos antibacterianos mediante el
dominio TIR del receptor Toll (Botos et al., 2011).

La familia TLR en el raton se puede clasificar de acuerdo con su ubicacion: los
TLR1, 2, 4, 5, 6, 10, 11 y 12 se encuentran en la membrana celular y se reclutan al
fagosoma después de la activacion, mientras que los TLR 3, 7, 8 y 9 se encuentran
principalmente en compartimentos intracelulares. Una vez que los TLR reconocen un
PAMP se inicia la activacion y reclutamiento de moléculas de sefializacion en el dominio
TIR intracelular del TLR, MyD88, TIRAP, TRIF y/o TRAM, las cuales se unen a cinasas
(IRAKSs) que a su vez se unen a TRAF6, lo cual activa las cinasas del complejo IKK
(Singh et al., 2012). Este a su vez fosforila a las IkB’s (IkBa, IkBp, IkBe y IkBy), las cuales
liberan el factor de transcripcion NF-kB para su traslocacion al nacleo (Fig. 9). EI NF-xB
regula genes relacionados con la produccién de citocinas generalmente proinflamatorias,
tales como IL-1, IL-12 o TNF-o (Yamamoto y Gaynor, 2004; Reinhard et al., 2012).

La expresién de los TLRs esta codificada en linea germinal y carece de la
diversificacion presente en otros receptores como el TCR, por lo que el modo de
reconocimiento depende de “patrones” comunes presentes en los patdgenos (de ahi la
importancia de reconocimiento de PAMP’s). Los polimorfismos en los TLR’s aunado a su
capacidad de formar heterodimeros incrementan la cantidad de ligandos reconocidos por
los TLRs (Chauhan et al., 2017). Entre estos receptores, el mas versatil con respecto al
reconocimiento de antigenos es el TLR2, pues en ratones se observo que puede asociarse
con el TLR1 o el TLR6. El heterodimero TLR1/2 reconoce lipopéptidos triacilados, como
Pam3Cys, mientras que el heterodimero TLR2/6 reconoce lipopéptidos diacilados, como
Pam2Cys, el cual carece de la cadena lipidica que se une a la region hidrofébica del TLR1
(lo cual permite el reconocimiento Pam3Cys-TLR1/2) (Botos et al., 2011). Ademas, se ha
propuesto también que el TLR2 colabora funcionalmente con otros receptores, como el
dectin-1, para el reconocimiento del B-glucano, componente de la pared celular micética
(Takeda y Akira, 2005).
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El TLR2 reconoce antigenos microbianos de diferente origen, como el
péptidoglicano de bacterias Gram positivas, lipoarabinomanano de Mycobacterium spp,
anclas de GPI de Trypanosoma cruzi o la toxina modulina fenol soluble (PSM) de
Staphylococcus epidermis y glicolipidos de Treponema maltophilum (Takeda y Akira,
2005), LPG de L. major (Becker et al., 2003) y L. mexicana (Zamora-Chimal et al., 2017),
entre otros. EI TLR2 se expresa en diversas células del sistema inmune, tales como
macrofagos, ceélulas dendriticas, células cebadas o linfocitos T. Se expresan también en
células no inmunes como células epiteliales o fibroblastos (Akira et al., 2006), lo cual
manifiesta su potencial durante el reconocimiento innato y adaptativo de un amplio margen
de patdgenos, como se ha comprobado con el género Leishmania a continuacion:
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Figura 9. Via de sefializacion NF-kB mediante TLR2. Una vez que se reconoce
un ligando se inicia la activacion y reclutamiento de moléculas de sefializacion, como
MyD88 (TIRAP en caso de homodimerizar con el TLR6), que culmina con la fosforilacion
de la IkBa, la cual se ubiquitina para su posterior degradacion en el proteosoma, liberando
el factor de transcripcién NF-xB (aqui ejemplificado con las subunidades p50 y RelA) para
su posterior traslocacién al nucleo. Adaptado de Kawai y Akira, 2007.
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Los siguientes antecedentes se enfocan en los reportes del TLR2 de varias
poblaciones celulares y el LPG de diversas especies de Leishmania:

En un estudio se observd que al incubar células NK de humano con LPG
proveniente de promastigotes metaciclicos de L. major, aumenta la expresion del mRNA
del TLR2 y la sobreexpresion del TLR2. Se cuantifico también una mayor secrecion de
IFN-y en células NK co-incubadas con LPG y promastigotes de L. major, siendo superior
con el LPG metaciclico, mientras que la produccion de TNF-a fue muy similar con el LPG
metaciclico y prociclico. Adicionalmente a lo anterior, se reportd la translocacion del factor
NF-kB en las células co-incubadas durante una hora con 10 ug/ml de LPG prociclico y
metaciclico. En una co-incubacion de tres horas se demostro la co-localizacion del TLR2 de
las células NK con el LPG de L. major. Esto reveld que el LPG puede ser reconocido por el
TLR2 en las células NK, llevando a su activacion y a la produccién de citocinas
inflamatorias. La activacion de este receptor fue asociada a las unidades repetidas de
fosfoglicanos de la molécula de LPG (Becker et al., 2003).

El modelo murino C57BL/6 KO para MyD88 (proteina adaptadora que ejerce un
papel central en las vias de transduccion de la familia TLR/IL-1R) mostré ser mas
susceptible a la infeccion por L. major, sugiriendo un papel critico de la sefializacién por
TLRs al inicio de la respuesta inmune, ya que MyD88 se encarga de iniciar una serie de
eventos de sefializacion que llevan a la produccion de citocinas y quimiocinas pro-
inflamatorias. Asi mismo, se demostréd que la activacion de NF-xB y la produccion de
TNF-a en macrofagos de la linea RAW-ELAM estimulados con LPG de L. tropica, L.
mexicana y L. aethiopica, era mayor que cuando eran estimulados con el LPG de L. major.
Los autores muestran que el LPG es un agonista del TLR2 y que la via de sefializacién por
TLR juega un papel importante en la resistencia contra L. major (de Veer et al., 2003).

Otro reporte realizado con las cepas de raton C57BL/6 y BALB/c mostrd que el
estimulo in vitro con 10 ug/ml de LPG de L. mexicana en células cebadas provenientes de
médula 6sea induce una mayor expresion del TLR2, produccion de I1L-10, TNF-a y MIP-1a
y desgranulacién en la cepa C57BL/6 que en BALB/c. Lo anterior podria indicar que parte
de la susceptibilidad de la cepa BALB/c se atribuye a un mayor nimero de células cebadas
desgranulando durante tiempos tempranos de infeccion (Villasefior-Cardoso et al., 2008).

Un estudio con macréfagos de la linea celular J774.1A proveniente de la cepa
BALB/c indicaba que la co-incubacion con 1 pg/ml de LPG de L. major inducia la
produccion de 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés) en los macrofagos, observandose
una mayor produccion en los macréfagos estimulados con LPG soluble al compararlo con
LPG de membrana. Sin embargo, un tratamiento previo con un anticuerpo o-TLR2 redujo
la produccion de NO en los macrofagos estimulados con LPG (tanto con sSLPG y mLPG) y
este efecto no se observo con el anticuerpo a-TLR4, lo cual indica que la produccion de NO
depende del reconocimiento del LPG de L. major por el TLR2. Este estudio sugiri6
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también la participacion de otros receptores dado que la produccion de NO no fue
eliminada por completo con el tratamiento o-TLR2 (Kavoosi et al., 2009).

Otro estudio revel6 que la expresion del LPG es distinta entre cepas virulentas y no
virulentas de L. major. El tratamiento de ratones BALB/c con el ligando del TLR2
(peptidoglicano, PG), antes de la infeccion con cepas virulentas y no virulentas de L. major
mostré una mayor cantidad de amastigotes en el interior de los macréfagos infectados con
la cepa menos virulenta, lo cual indico que el reconocimiento por TLR2 incremento la
superviviencia del parésito en el interior del macréfago. Asi mismo, los macrofagos de
ratones infectados con la cepa virulenta de L. major disminuyeron su expresion del TLRO.
Esto mismo ocurri6 en ratones inoculados con ligandos del TLR2 (PGN o Pam3CSK4). La
inoculacion de anticuerpos o-TLR2 y a-LPG en los ratones infectados no modificéd la
expresion de TLR9, aunque redujo la carga parasitaria en el nédulo linfatico, el grosor del
cojinete plantar y el nimero de amastigotes en los macréfagos, lo cual demostré que la
disminucion del TLR9 se debia a la actividad del TLR2. Este estudio demostré que mayor
cantidad de LPG y su reconocimiento por TLR2 ayuda a la supervivencia de cepas
virulentas en el macrofago al disminuir la expresion del TLR9 (Srivastava et al., 2013).

Un trabajo realizado en ratones C57BL/6 TLR2"" infectados con promastigotes y
amastigotes de L. mexicana mostraron lesiones mas grandes, controlaron sus infecciones en
etapas mas prolongadas y cursaron con mayores niveles de 1L-10, IL-4 e IL-13 en el nédulo
linfatico que ratones silvestres. En contraste, los ratones C57BL/6 TLR2™ infectados con
promastigotes de L. major lograron sanar. Asimismo, al infectar ratones C57BL/6 TLR2™""
con promastigotes de L. mexicana LPG1” (que carecen del dominio de fosfoglicanos) se
noté que los ratones desarrollaban lesiones comparables a los ratones silvestres. No
obstante, los parasitos LPG1™" s expresan un LPG de superficie incompleto manteniendo el
ancla lipidica de GPI, el cual puede ser reconocido por TLR2. Este estudio no pudo
descartar que la activacion del TLR2 por LPG es responsable del control de la replicacion
de L. mexicana (Halliday et al., 2016).

Un estudio in vitro de células dendriticas estimuladas con LPG de L. mexicana
demostré una co-localizacion de LPG y TLR2 asociado a una fosforilacion de IxkBa en
ratones de las cepas C57BL/6 y BALB/c. Se encontraron ligeras diferencias entre las cepas
de raton: la cepa C57BL/6 mostré un mayor incremento en las moléculas coestimuladoras
CD86 y CD40, en la expresion de MHC Il y CD1d y una mayor secrecion de IL-12p70 y
TNF-a por celulas dendriticas. Asi mismo, la coincubacion de células NKT con las células
dendriticas estimuladas con LPG durante 48 h también generd una mayor produccién de
IFN-y por las NKT en ratones C57BL/6, lo cual se relaciono con la secrecion de IL-12p70
por parte de las células dendriticas. Lo anterior indica que el LPG de L. mexicana activa a
las células NKT a través de una via indirecta con la estimulacién del TLR2 (Zamora-
Chimal et al., 2017).
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2.3) Justificacion

La transmision del género Leishmania ocurre a través de las lesiones provocadas en
la piel por el vector y la inoculacion posterior de los promastigotes, cuya superficie esta
compuesta principalmente por LPG, que protege al parasito del sistema del complemento,
aungue también es el ligando de los receptores TLR2 de las células del sistema inmune. El
reconocimiento del LPG por TLR2 activa a las células, induciendo la secrecion de citocinas
que pueden favorecer la resolucion de la infeccion mediante la activacion de los
macrofagos infectados, o bien por la polarizacion de la respuesta inmune hacia un fenotipo
Thl (IFN-y, IL-12p70) con inflamacion local provocada por TNF-o. Por otro lado, la
activacion puede también polarizar la respuesta inmune hacia un fenotipo Th2 (IL-4),
favoreciendo la progresion de la enfermedad. Aun se desconoce el papel que desempefian
los linfocitos T vd en esta polarizacion.

Los linfocitos T yd pertenecen al linaje linfoide, aunque también presentan
caracteristicas “innatas” con capacidad de reconocer PAMPs, DAMPs, antigenos fosfatados
y lipidicos mediante su TCR sin intervencion de una célula presentadora de antigenos, o
mediante receptores innatos como los TLR. Su funcidn efectora abarca desde la produccion
de citocinas hasta la actividad citotoxica. Estudios previos han revelado datos
contradictorios sobre su posible papel en infecciones por Leishmania, debido posiblemente
al uso de distintas especies de Leishmania, distintas cepas de raton, distintos modelos in
vivo e in vitro y variaciones en el analisis de citocinas y tiempos de infeccion. Por otra
parte, no se han estudiado los mecanismos de activacion de linfocitos T yd por L. mexicana.

Dado que los linfocitos T yd son células abundantes de la dermis y la epidermis que
pueden reconocer componentes lipidicos y grupos fosfatos de LPG del parasito a través de
receptores innatos como los TLR, estas células posiblemente juegan un papel decisivo en la
induccion de la respuesta inmune en infecciones por L. mexicana. El presente proyecto
estudiard si los linfocitos T yd pueden ser activados por L. mexicana a través del
reconocimiento de LPG del parasito por el receptor TLR2.
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3) Hipotesis

Los linfocitos T yd reconocen el LPG de L. mexicana a través del TLR2, lo cual
induce su activacion.

4) Objetivos

4.1 Objetivo general

Analizar el efecto del LPG de L. mexicana sobre la activacion a través del TLR2 de
los linfocitos T yd obtenidos de ratones BALB/c.

4.2 Objetivos particulares

e Observar si el LPG de L. mexicana es reconocido por los linfocitos T yd de bazo a
través del TLR2.

e Analizar la fosforilacion de IxBa en los linfocitos T y6 de bazo estimulados con
LPG de L. mexicana.

e Analizar la produccion de IL-17, IFN-y, TNF-a e IL-4 por los linfocitos T y3 de
bazo estimulados con LPG de L. mexicana.

e Analizar la expresion del TLR2 y el reconocimiento de LPG de L. mexicana en los
linfocitos T y6 de la dermis de la oreja de ratones BALB/c.

e Analizar la produccion de TNF-a e IL-4 por los linfocitos T yd de dermis de raton
por el estimulo de LPG de L. mexicana.
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5) Metodologia

5.1 Material biologico:

5.1.1 Ratones de laboratorio

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 10 a 12 semanas de edad, provenientes
del bioterio de la Unidad de Investigacion en Medicina Experimental de la Facultad de
Medicina, UNAM, que se encuentra en el Hospital General de México. La crianza y
mantenimiento de los ratones se llevd a cabo siguiendo las directrices nacionales de ética
para la salud animal estipuladas en la NOM-062-Z0O0-199.

Para observar el fendmeno de colocalizacion en células de bazo se utilizaron ratones
hembras de 12 semanas de edad para obtener una suspension celular enriquecida de
linfocitos T 9, la cual se dividio en las condiciones experimentales que son explicadas en
la seccion 5.2. Para analizar la expresion del TLR2 y su reconocimiento de LPG en
linfocitos T yd de dermis de oreja, se emplearon ratones macho a partir de las 12 semanas
de edad, como se explica en la seccion 5.3.

5.1.2 Cultivo de promastigotes de L. mexicana en medio M199

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c previamente infectados con 1x10°
de promastigotes de L. mexicana en el cojinete plantar. El ratén fue sacrificado mediante
dislocacion cervical, la lesion generada en el sitio de infeccidn se desinfect6 con alcohol al
70% vy se le realiz6 un aspirado mediante una jeringa de insulina de 0.5 ml con PBS, pH
7.4, el cual fue transferido a medio de cultivo M199 suplementado SFB (Biowest, cat.
S1650-500) al 10%.

Se tomd 1 mL de cultivo en fase estacionaria, la cual se encuentra aproximadamente
en el dia cinco de cultivo, y se centrifugd a 3500 RPM durante 10 minutos. Se elimino el
sobrenadante para resuspender el precipitado en 1 mL de PBS. El sobrenadante se eliminé
y el precipitado se resuspendié en 1 mL de amortiguador fosfato salino (PBS). El
procedimiento anterior se repitid y se tomd una alicuota para realizar una dilucion 1:10 con
glutaraldehido y contar a los parasitos en una camara de Neubauer. Al final se utilizaron
2x10° promastigotes en fase estacionaria para realizar la infeccion en la oreja, de acuerdo a
la metodologia 5.3.
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5.2 Enriquecimiento de los linfocitos T Y6 de bazo de ratén

Se sacrificaron tres ratones hembras BALB/c de 12 semanas mediante dislocacion
cervical y en condiciones asépticas. Se les extrajo el bazo y se colocaron en 3 ml de PBS
pH 7.4 con 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen, cat. 15070063). Los bazos se
disgregaron con PBS en una malla metalica de 150 um, se recupero la suspension celular,
se llevo a un volumen de 15 ml de PBS y se centrifug6 con un ciclo de 2000 RPM durante
10 minutos a 4 °C. El ciclo anterior se utilizé cada vez que se lavd la muestra con PBS
(lavado de células).

Posteriormente se realizé un gradiente de densidad con Histopaque® (Sigma-aldrich
cat. 10771) para separar las células mononucleares, centrifugando a 2000 RPM durante 20
minutos a 20 °C con desaceleracion baja para no romper el gradiente. La interfase de
células mononucleares fue aspirada, se lavo dos veces con PBS frio, se decant6 el
sobrenadante y el precipitado se resuspendid en solucion litica para eliminar eritrocitos,
incubandose durante 10 minutos a 4 °C. Se realizaron dos lavados con PBS vy el precipitado
se resuspendié en 1 ml de medio de cultivo RPMI suplementado al 10% con SFB, del cual
se tomd una alicuota para realizar un conteo celular, utilizandose azul tripano como
marcador vital.

Para enriquecer la poblacion de linfocitos T vd se utilizaron columnas
inmunomagnéticas del kit “TCR y/6+ T Cell Isolation” (Miltenyi Biotec, cat. 130-092-125).
La metodologia de uso del kit consiste en dos selecciones, la primera es negativa y la
segunda positiva. Antes de la seleccién negativa se marcan las células con el coctel “Non-T
Cell Depletion Cocktail” que se compone de dos anticuerpos: (1) “a-TCRyd-Biotin”, para
marcar indirectamente a la poblacion de linfocitos T yd con biotina y (2) “a-CD45R y a-
CD11B microbeads (microperlas)”, el cual estd acoplado a perlas inmunomagnéticas y
reconoce a la poblacion mieloide (células dendriticas y macrofagos, principalmente), la
cual se adhiere a la columna durante la seleccién negativa realizada en el separador MACS.

Despues de la seleccion negativa se colectd el eluyente, se lavd y y se agrego el
anticuerpo a-biotin acoplado a microperlas, el cual se une a los linfocitos T yd previamente
acoplados con biotina; de esta forma los linfocitos T yo se adhieren a la columna magnética
y se eluyen otras poblaciones celulares. Al final se remueve la columna del separador para
lavar con PBS y recolectar el eluyente con la muestra final de los linfocitos T yé.
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5.2.1 Pureza de muestra de los linfocitos T y6 enriquecidos de bazo

Para estimar la pureza de la muestra de los linfocitos T yd previamente enriquecidos
se utilizé la técnica de citometria de flujo. Se fijaron 200,000 células por condicion en
paraformaldehido al 2% durante media hora a 4 °C. Se lavaron a 2000 RPM por 10 minutos
a 4 °C, se decanto el sobrenadante y se realizo la tincion extracelular: los linfocitos T yo se
marcaron con anticuerpos conjugados a-TCR yd con aloficocinanina (APC) hecho en
hamster (1:50) (Biolegend, cat. 118115) y a-CD3 con ficoeritrina (PE), hecho en rata (1:50)
(Biolegend, cat. 100206). Se utilizaron los controles de autofluorescencia e isotipos (1:50
cada uno) 1gG de hdmster con APC (BD Pharmingen, cat. 553954) e IgG de rata en PE (BD
Pharmingen, cat. 553925). Las muestras se incubaron durante 30 minutos, se realizaron dos
lavados, se resuspendieron en PBS y se colocaron en tubos de citometria hasta su lectura en
el citometro de flujo (Becton Dickinson, FACS Canto I1).

5.2.2 Colocalizacion del TLR2 de linfocitos T yo estimulados con LPG

Para realizar este experimento y los posteriores, fue necesario utilizar un anticuerpo
primario o-LPG generado previamente en el laboratorio (Zamora-Chimal et al., 2017). Se
plaquearon 400 mil linfocitos T yé en una placa de fondo plano de 96 pozos y se incubaron
a 37 °C durante 12 horas. A excepcion del control “sin estimulo”, se estimularon las células
durante tres horas con 10 pg/mL de LPG de L. mexicana. Posteriormente se realizd un
lavado con PBS a 2000 RPM durante 10 minutos a 4 °C, posteriormente bloquearon los
receptores Fc de las células con suero de cabra al 10% durante 10 minutos a 4 °C. Después
se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante media hora a 4 °C.
Las muestras se lavaron con PBS antes de realizar la marca de receptores extracelulares con
el anticuerpo conjugado a-TCR y& con APC hecho en hamster (1:50) y con los anticuerpos
primarios o-LPG hecho en raton (1:25) y a-TLR2 hecho en cabra (1:25) (Santa Cruz
Biotecnology, cat. 16237), incubando durante 30 minutos a 4 °C. Posteriormente las
muestras se lavaron con PBS y se resuspendieron con los anticuerpos secundarios,
incubandose durante 30 minutos a 4 °C: a-1gG de raton acoplado con PE hecho en cabra
(1:50, para marcar el a-LPG) (BD Pharmingen, cat. 550589), a-IgG de acoplado con FITC
hecho en conejo (1:50, para acoplarse al a-TLR2) (Zymed, 81-1611). Se utilizaron
controles de autofluorescencia, isotipo (IgG de héamster con APC, 1:50), controles
primarios, como o-LPG hecho en raton (1:25) y o-TLR2 hecho en cabra (1:25), y
secundarios como a-1gG de raton acoplado con PE hecho en cabra (1:50) y a-1gG de conejo
acoplado con FITC hecho en cabra (1:50). Las muestras se lavaron dos veces con PBS y se
colocaron en un portaobjetos, se dejaron secar y se les agregé DAPI (Sigma-Aldrich, cat.
0381) para realizar la contratincion de los nucleos. Se colocd un cubreobjetos, se sellaron
los bordes con barniz y se protegieron de la luz antes de tomar las imagenes en el
microscopio confocal Leica (Leica-Microsystems); se utilizo el programa LAS X (Leica-
Microsystems) para el conteo de células positivas.
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5.2.3 Cinética de fosforilacion de IkBa en los linfocitos T yo

Los linfocitos T yo se estimularon con 10 ug/mL de LPG y 10 pg/mL de PG
(peptidoglicano de bacterias Gram-negativas utilizado como control positivo para TLR2) a
diferentes tiempos: 5, 15, 30 y 60 minutos. Después se fijaron con BD Citofix/Cytoperm™
(BD Biosciences, cat. 554655) y se incubaron en hielo durante 10 minutos. Para los
controles se fijaron células sin estimulo. Se lavaron las muestras y se resuspendieron en
suero de cabra al 10% durante 10 minutos a 4 °C para el blogueo del pegado inespecifico.
Después se lavaron con PBS, se decantd el sobrenadante y se realizé la tincion extracelular
con el anticuerpo conjugado a-TCR yé con APC hecho en hdmster (1:50). Posteriormente
se realizaron dos lavados con Perm Wash (BD Biosciences, cat. 554723) para permeabilizar
las células y marcarlas con el anticuerpo primario a-Phospho-IkBa hecho en raton (1:50)
(Cell Signaling Technology, cat. 9246), incubando durante 30 minutos a 4 °C. Se lavaron
dos veces con Perm Wash y se realizo la tincion con el anticuerpo secundario a-1gG de
raton acoplado con FITC hecho en conejo (1:50) (DAKO, F-0261). Se utilizaron muestras
sin estimulo para el control de autoflorescencia, isotipo IgG de hamster con APC (1:25),
control primario a-Phospho-1kBa hecho en raton (1:50) y secundario o-lgG de cabra
acoplado con FITC (1:50), incubando por 30 minutos a 4 °C. Después se lavaron dos veces
con Perm Wash y resuspendieron en PBS, se colocaron en un portaobjetos, se dejaron
secar, se agregd DAPI para la contratincion de los ndcleos, se colocd un cubreobjetos y se
sellaron los bordes con barniz. Se tomaron las imagenes en el microscopio confocal Leica 'y
se utilizo el programa LAS X (Leica-Microsystems) para el anélisis (Apéndice 10.1.3).

5.2.4 Produccion de TNF-a, IL-4, INF-y e IL-17 en T ¥ de bazo

La suspension enriquecida de los linfocitos T yd se plaqued en medio RPMI con
SFB al 15% y se incub6 durante cuatro horas a 37 °C con CO? al 5%. Se agregé 1 pL de
Brefeldina A (BD Pharmingen, cat. 555029) a todas las muestras y se estimularon por
separado con 10 pg/mL de LPG o 10 pg/mL de PG durante 8 horas. Después se lavaron con
PBS y se realizo la tincion extracelular con anticuerpos conjugados: a-TCR yd con APC
hecho en hdmster (1:50) y a-CD3 con PE hecho en rata (1:50). Las muestras y sus controles
(apéndice 10.2) se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y se realizaron
dos lavados con PBS. Para iniciar la tincion intracelular se fijaron con Cytofix (BD
Biosciences, cat 554655) durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente se lavaron dos veces
con Perm Wash y se dividieron en dos para incubarse con los siguientes anticuerpos
conjugados durante 30 minutos a 4 °C, todos en dilucion 1:50 y hechos en rata: a-IL-4 con
PeCy7 (BD Pharmingen, cat. 509117), a-TNF-a con PerCP-Cy5.5 (Biolegend, cat. 506322)
y a-IFN-y con Pacific Blue (BD Pharmingen, cat. 505818), mientras que la otra mitad se
marco con a-1L-17 con PerCP-Cy5.5 (BD Pharmingen, cat. 508120). Se lavaron con Perm
Wash hasta resuspender las células en PBS, después se colocaron en tubos de citometria y
se leyeron en el citdmetro FACS Canto II.
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5.3 Reconocimiento de LPG de L. mexicana por linfocitos T y6 de dermis
de oreja

Para este experimento se buscé analizar el fendmeno in vivo con células de dermis
de oreja de raton BALB/c. Los ratones fueron anestesiados con isofuorano e inoculados de
manera subcutanea en ambas orejas con jeringas de insulina de un calibre de 31G x 3mm
con PBS, LPG (10 ug/ml) o parésitos (2x10° promastigotes) en un volumen de 10 uL (Fig.
10, B). Para los controles se utilizaron orejas de ratones sin tratamiento. Una hora despues,
se sacrificaron los ratones mediante dislocacion cervical, se corto cada oreja desde su base
(Fig. 10, C), se cubrieron por completo con crema depilatoria y se dejaron a temperatura
ambiente de cinco a diez minutos (Fig. 10, D). Después se retird el exceso de crema
depilatoria con una gasa con PBS (Fig. 10, E) y se realizaron tres lavados en placas Petri
con 5 mL de PBS suplementado al 10% con SFB y 1% de penicilina/estreptomicina,
moviendo las orejas y transfiriéndolas a placas nuevas con PBS limpio (Fig. 10, F). Se
realizd la separacion de laminas dérmicas (Fig. 10, H) y se cortaron en cuatro pedazos con
tijeras esteriles (Fig. 10, I).

Figura 10. Tratamiento y obtencion de orejas de raton. Indculo con 10 uL de
PBS con colorante vegetal para ilustrar el sitio de in6culo A). Resumen de la obtencién de
orejas: Inoculacion con 10 pL de PBS comercial, LPG 0 promastigotes B). Corte de orejas
desde la base C). Tratamiento con crema depilatoria D) y limpieza de orejas con gasas
himedas con PBS E). Lavados con PBS F). Orejas limpias antes de separar G). Una oreja
separada en cara ventral y dorsal H) y ambas partes cortadas en cuatro partes I). Dermis
separada de la epidermis después de una hora de incubacion con medio RPMI con EDTA
10mM J).
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Las orejas se transfirieron a microtubos con 1 mL de medio RPMI pH 7.4 a 10 mM
de EDTA, 4.5 g/L de glucosa, 10% SFB y se incubaron durante una hora a 37 °C con CO?
al 5%. Las orejas se transfirieron a una placa Petri con 5 mL del medio RPMI a 10 mM de
EDTA a temperatura ambiente, la cual se colocd en un microscopio estereoscopico para
realizar la separacion de dermis-epidermis: se utilizaron agujas de jeringas de insulina de
un calibre de 27G x 13mm para levantar la epidermis, separando la dermis en un microtubo
con RPMI suplementado al 10% con SFB y 1% de penicilina/estreptomicina. Se deposité la
dermis en 500 pL de colagenasa de Clostridium histolyticum al 0.0025%, (Sigma-Aldrich,
cat. C5138-1G) y tripsina tipo 1X al 0.1% (Sigma-Aldrich, cat. T-0134) al 4 mM de EDTA,
y se incub6 a 37 °C por 20 minutos con CO? al 5%. Las muestras se depositaron en un
recipiente con hielo antes de macerar el tejido, para lo cual se coloc6 un cell strainer de 40
um (Corning cat. 431750), se humedecié con RPMI a 10 mM de EDTA y se depositd el
contenido de colagenasa con dermis. El tejido se maceré con un émbolo estéril por tres
minutos, enjuagando con RPMI a 10 mM de EDTA y macerando dos veces mas.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 2000 RPM durante 10 minutos a 4 °C, se
elimind el sobrenante y se resuspendio el precipitado en 500 uL. de RPMI con SFB al 10%.

5.3.1 Expresion de TLR2 en linfocitos T y6 de dermis

A partir de la suspension celular obtenida de la dermis de oreja descrita en la
seccién 5.3, cada muestra se resuspendié durante un minuto y se transfirio la mitad del
volumen a otro microtubo, después se fijaron con paraformaldehido al 2% por media hora a
4 °C. Se lavaron con PBS y se centrifugaron a 2000 RPM durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se decantaron y se incubaron en anticuerpo 0-CD16/CD32 (1:100) (eBioscience
14-0161-85) toda la noche para el bloqueo de pegado inespecifico. Al dia siguiente se
lavaron las muestras (LPG, parasitos, sin estimulo y PBS), se dividieron en dos y se
incubaron durante 30 minutos a 4 °C con los siguientes anticuerpos: la mitad se marcé con
los anticuerpos conjugados a-TCR yd con APC hecho en hdmster (1:50) y a-CD3 con PE
hecho en hamster (1:50) (Biolegend, cat. 100308), y la otra mitad se marcé con el
anticuerpo conjugado o-TLR2 con AlexaFluor 488 hecho en raton (1:25) (BioLegend, cat.
121807) y el anticuerpo primario a-LPG hecho en raton (1:25). Se realizaron controles de
autofluorescencia, isotipos IgG de hamster con APC (1:50), 1gG de hamster con PE (1:50)
(BD Pharmingen, cat. 550085), IgG de raton con FITC (1:50) (BD Pharmingen, cat
555748) y un control secundario a-1gG de raton acoplado con Cy3 hecho en cabra (1:100).
Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS y las muestras incubadas con el
anticuerpo a-LPG se resuspendieron con el anticuerpo secundario a-1gG de raton acoplado
con Cy3 hecho en cabra (1:100, para acoplarse al a-LPG) (Biolegend, cat. 405309),
incubando durante 30 minutos a 4 °C. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS, se
resuspendieron en PBS y se colocaron en tubos de citometria, almacenandose a 4 °C hasta
su lectura en el citbmetro FACS Canto 1.
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5.3.2 Inmunofluorescencia: Produccion de TNF-a e IL-4 en dermis

Para el andlisis de la produccién de citocinas se anestesiaron ratones BALB/c con
isofluorano, se inocularon de manera subcuténea PBS, LPG (10 pg) o parasitos (2x10°
promastigotes) en un volumen de 10 pL en ambas orejas con jeringas de insulina de un
calibre de 31G x 3mm durante 12 horas. Para los controles de isotipo, secundario y
autofluorescencia se utilizaron orejas de ratones sin tratamiento. Los ratones se sacrificaron
mediante dislocacion cervical, se les cortaron las orejas en condiciones asépticas y se
cubrieron con crema depilatoria por cinco a diez minutos. Después se retird el exceso de
crema y se lavaron las orejas en placas con 5 mL de PBS suplementado al 10% con SFB y
1% de penicilina/estreptomicina.

Se insert6 cada oreja en posicion vertical en una camara llena de OCT rotulada y se
almacenaron a -70 °C. Cada bloque de OCT fue cortado en un criostato a -27 °C, los tejidos
se montaron en portaobjetos tratados y se fijaron en acetona a -20 °C por 10 minutos. Se
dejaron secar antes de delimitar cada muestra con un plumoén de cera, y se realizaron tres
lavados con PBS antes de bloquear con BSA al 5%, a-Fc 1:50 y suero de rata al 10%
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se sacudid el blogueo y se lavaron las muestras
(tres por condicion, LPG, parésitos, sin estimulo y PBS) tres veces con PBS antes de
marcar con los siguientes anticuerpos conjugados: a-TCR y3 con APC hecho en hamster
(1:25), a-CD3 con PE hecho en hdmster (1:50), a-TNF-a con FITC hecho en rata (1:50)
(Biolegend, cat. 506303), 0 a-IL-4 con FITC hecho en rata (1:50) (BD Pharmingen, cat.
557728). Los controles fueron: de autofluorescencia e isotipo (1:50 cada uno) IgG de
hamster con APC, IgG de raton con PE e IgG de rata con FITC (BD Pharmingen, cat.
553929) y se procesaron aparte. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante
30 minutos en una camara protegida de la luz. Se retiro el anticuerpo, se lavaron tres veces
con PBS antes de agregar DAPI sobre cada muestra, después se colocd un cubreobjetos y se
sellaron los bordes con barniz. Las muestras se colocaron en una camara himeda a 4 °C y
se protegieron de la luz antes de ser leidas en el microscopio confocal Nikon A1 A1 HD25 /
Al1R HD25. Se obtuvieron 10 imagenes a 40X de cada muestra y se analizaron con el
programa fiji (Schindelin et al., 2012).

5.4 Analisis de resultados

Se utilizé el programa FlowJo™ para el analisis de todos los datos del citometro de
flujo FACS Canto Il, y el programa Prism GraphPad sexta version para Windows 10 para
realizar el andlisis estadistico de Kruskall Wallis y U de Mann Whitney junto con el
método de comparaciones multiples de Dunnett. Se utilizé también el programa LAS X, de
Leica-Microsystems para el analisis de imégenes obtenidas en el microscopio confocal
Leica, y se utilizo el programa Fiji (Schindelin et al., 2012) para analizar las imagenes
obtenidas en el microscopio confocal Nikon Al.
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6) Resultados

6.1 Linfocitos T y6 enriquecidos de bazo de ratén

6.1.1 Colocalizacion del TLR2 de linfocitos T yo estimulados con LPG

Primero se analizd el reconocimiento del LPG de L. mexicana por el TLR2 de
linfocitos T yd. Para esto se incubaron linfocitos T yd con LPG durante 3 horas y se realizo
un conteo de 100 células positivas a los marcadores (Fig. 11): se observo que del total
células positivas al TCR yd, un 74.4 % se unid al LPG, y de este porcentaje, la unién
ocurrié mediante el TLR2 del 56.2 % de las células, es decir, colocaliza el TLR2 con LPG.
Ademaés se observo un 18% de células que se unieron al LPG sin involucrar al TLR2. Todo
lo anterior indica que los linfocitos T yd poseen la capacidad de unirse al LPG, y de estos,
la mayoria lo reconoce a través de su TLR2.

(A) TCR 75 (B) TLR2 (C) LPG (D) Unién
(APC) (FITC) (PE) (TLR2-LPG)
A) ) C)
S/E

Figura 11. Colocalizacion de TLR2 y LPG en linfocitos T yd. La fila superior
muestra el control sin estimulo (S/E) vy la fila inferior muestra las células estimuladas con
LPG. En la columna A se muestra la tincion del “TCR y5”” en morado (APC), en la columna
B se muestra la tincion del “TLR2” en verde (FITC), en la columna C se muestra la tincion
del “LPG” en rojo (PE) y en la columna D se muestra la “Colocalizacion” en amarillo, que
resulta de la suma del verde (TLR2) y del rojo (LPG). Los nucleos se observan en azul
(DAPI). Imagenes representativas de un experimento Unico.
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6.1.2 Activacion de la via del TLR2 de linfocitos T yo estimulados con LPG
mediante la fosforilacion de IkBa.

Después de que se determind el reconocimiento del LPG por el TLR2 de los
linfocitos T 8, se busco la fosforilacion de 1kBa como evidencia de la activacion de la via
del TLR2. El control sin estimulo en los diferentes tiempos mostré una fosforilacion basal
entre el 10 y 14 % de las células, que no supero a ninguno de los estimulos. Para las células
estimuladas con LPG se observo fosforilacion a los 15 minutos con un 59.4 %, la cual
decae a los 30 minutos con 32.7 % y vuelve a aumentar a los 60 minutos con un 67.5 % de
las células mostrando forsforilacion de 1kBa. A diferencia de esto, el estimulo con PG
mostré un incremento progresivo a partir de los cinco minutos con un 33.3 % hasta los 60
minutos con el 75.2 % de células mostrando IxBa forsforilado (Fig. 12). Por lo tanto, estos
datos sugieren que el LPG induce la activacion de la via del TLR2 con dos picos de
actividad a los 15 y 60 minutos.
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Figura 12. Cinética de fosforilacion de IkBa de linfocitos T yé estimulados con
LPG. Se estimularon células T yé enriquecidas de bazo con LPG durante 5, 15, 30 y 60
minutos, posteriormente se obtuvo un porcentaje de linfocitos T yé positivos a la
fosforilacion de IxBa. El control positivo consistio en linfocitos T yd estimulados con
peptidoglicano (PG), el cual es un ligando para el TLR2, mientras que el control negativo
se genero con linfocitos T yo sin estimular, con la finalidad de mostrar la fosforilacion basal
de la molécula. Datos representativos de un experimento Unico.
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6.1.3 Produccion de citocinas intracelulares por los linfocitos T y6 de bazo
estimulados con LPG

Una vez demostrado el reconocimiento de LPG y activacion de TLR2, se busco
evidencia de activacion de los linfocitos T y6 mediante su produccion de citocinas. El
porcentaje de células con tincion intracelular de 1L-17 fue del 4.55 % en el control S/E,
mientras que el estimulo con LPG y PG mostré que el 1 % de los linfocitos T yé fueron
positivos para IL-17 (disminuyendo 4.55 veces en ambos casos). El porcentaje de linfocitos
T vd positivos para IFN-y fue de 1.64 % en el control S/E, con PG fue del 7.91 % (con 4.82
veces de incremento con respecto al basal), y con el LPG fue de 0.45 % (disminuyendo
3.64 veces con respecto al basal) (Fig. 13). Por otro lado, el porcentaje de linfocitos T v
positivos para TNF-a en el control sin estimulos (S/E) fue del 18 %, mientras que ambos
estimulos incrementaron los linfocitos T yd positivos para TNF-a: el PG generd 34.5 %
(1.91 veces de incremento con respecto al basal) y el LPG generd 32.1 % (1.78 veces de
incremento con respecto al basal). Adicionalmente, el porcentaje de linfocitos T yo
positivos para IL-4 fue de 3.28 % en el control S/E, mientras que con ambos estimulos
incrementd su numero: 21.6 % en la muestra con PG (6.58 veces de incremento con
respecto al basal) y 11.2 % con LPG (3.41 veces de incremento con respecto al basal) (Fig.
13). Estos resultados sugieren que los linfocitos T yd de bazo de raton se activan por el
reconocimiento del LPG, induciendo una mayor cantidad de células productoras de la
citocina proinflamatoria TNF-a, e inesperadamente, también producen la citocina
antiinflamatoria 1L-4.
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Figura 13. Produccion de citocinas por los linfocitos T yé estimulados con LPG.
Se estimularon células T yé enriquecidas de bazo con LPG por 8 horas y posteriormente se
cuantifico el prcentaje de células positivas para IL-17, TNF-a, IFN-y e IL-4. Como control
negativo se agreg6 una condicion sin estimular, como control positivo se utilizé PG, debido
a que es un ligando para el TLR2. Datos representativos de un experimento unico.
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6.2 Linfocitos T y6 de dermis de oreja de raton

6.2.1 Reconocimiento del LPG de L. mexicana por el TLR2 de linfocitos T yo de
dermis

Dado que se habia observado el reconocimiento de LPG por TLR2 en linfocitos T
vd de bazo, quedd por explorarse si los abundantes linfocitos T yd presentes en tejidos
epiteliales de la dermis, donde se encuentran entre las primeras células de entrar en
contacto con Leishmania, responden de la misma manera ante LPG que los T yd de bazo.
Por lo tanto, se estudio la frecuencia de linfocitos T yd reconocidos por el anticuerpo anti-
LPG en ratones inoculados con 2x10° de promastigotes de L. mexicana o con LPG. En este
experimento se utilizaron ratones sin estimulo como controles. Se encontré que el 40 % de
los linfocitos T yo de dermis se unieron al LPG purificado, y al inocular al parésito se
obtuvo que el 22 % de estas células se unieron al LPG del paréasito (Fig. 14). Se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las muestra sin estimulo y las
muestras con LPG y L. mexicana. Estos datos indican que el LPG purificado o presente en
el parésito es reconocido por los linfocitos T yd de dermis.
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Figura 14. Linfocitos T y6 de dermis de oreja positivos al a-LPG. Se inoculo 10
ug de LPG o 2x10° parasitos por via subcutanea en la oreja de ratones, obteniéndose el
porcentaje de células que tenian LPG en su membrana después de 1 hr de la aplicacion de
los indculos. Como control se utilizarén orejas de ratones sin inocular. Los datos
representan la mediana + la desviacion estandar de 3 experimentos independientes y se
consideraron estadisticamente significativos con una p<0.05 (*).
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6.2.2 Modulacion de la expresion del TLR2 de linfocitos T yd de dermis de
oreja de ratén

Teniendo en cuenta el reconocimiento del LPG por los linfocitos T yo de dermis, se
analizo la expresion del TLR2 de acuerdo a cada uno de los estimulos anteriores, y
adicionalmente se agrego6 un control negativo donde se inocul6 PBS. La expresion basal del
TLR2 en el control sin estimulo S/E mostro una intensidad media de fluorescencia (IMF)
de 2416. En el control de PBS se obtuvo una IMF de 2207, observandose una disminucion
de 1.09 veces. En contraste, el in6culo de PG aumento la expresion del TLR2 a una IMF de
3266 (con un incremento de 1.35 veces con respecto al S/E). Por otro lado, el in6culo de
parésitos obtuvo una IMF de 1521, representando una disminucion de 1.58 veces con
respecto al S/E, mientras que el de LPG obtuvo una IMF de 1436 con una disminucion de
1.68 veces con respecto al S/E, por lo que ambos in6culos mostraron una reduccion en la
expresion del TLR2 (Fig. 15). Tomando en cuenta lo anterior, los resultados sugieren que a
pesar de activar la via de TLR2, el LPG y los parasitos inducen una disminucién de la
expresion del TLR2 en los linfocitos T yd de dermis.
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Figura 15. Expresion del TLR2 en linfocitos T yd de oreja de raton. Se
inocularon ratones BALB/c durante una hora con diferentes estimulos: Los controles
negativos consistieron de ratones sin estimulo (S/E) e inoculados con PBS, mientras que el
control positivo fue el peptidoglicano (PG) y las condiciones experimentales fueron 10 pg
de LPG o0 2x10° parésitos. Los datos representan la IMF del TLR2 = la desviacion estandar
de 3 experimentos independientes.
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6.2.3 Porcentaje de células productoras de TNF-a e IL-4 de linfocitos T y6 de
oreja de ratén

Al observarse reconocimiento del LPG por el TLR2 de las T yd de dermis se busco
la presencia de las citocinas més abundantes observadas en bazo. Se observo que en
condiciones basales sin estimulo, el 1.6 % de las células eran positivas para TNF-o. En el
control con PBS fue del 17.2 % (10.75 veces mayor numero de células positivas con
respecto al S/E). De manera interesante, el nimero de células positivas con el estimulo de
peptidoglicano unicamente fue de 6.8 % (4.25 veces de incremento con respecto al S/E). El
mayor porcentaje de células productoras de TNF-o se observd con el estimulo de
Leishmania, donde se observaron 32.5 % de células positivas (20.31 veces de incremento
con respecto al S/E) y el estimulo de LPG indujo un 41 % de células T yd de dermis
positivas para TNF-a (25.6 veces de incremento con respecto al S/E); ambos estimulos
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) contra el control sin
estimulo (Fig. 16). Todo lo anterior sugiere que los linfocitos T yd producen principalmente
TNF-a por el estimulo con LPG y con promastigotes de L. mexicana.
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Figura 16. Porcentaje de produccion de TNF-a por linfocitos T y6 de oreja de
raton. Se inocularon ratones BALB/c durante 12 horas con diferentes estimulos: Los
controles negativos consistieron de ratones sin estimulo (S/E) e inoculados con PBS,
mientras que el control positivo fue el peptidoglicano y las condiciones experimentales
fueron LPG (10 pg) o 2x10° parésitos. Los datos representan la mediana de células
productoras de TNF-a * la desviacion estandar de 3 experimentos independientes y se
consideraron estadisticamente significativos con una p<0.05 (*).
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El porcentaje de linfocitos T yd de oreja positivos para IL-4 fue casi nulo (0.8%) en
el control S/E. El numero se incrementd con el estimulo de PBS observandose 1.9 % de
celulas positivas (2.37 veces de incremento con respecto al S/E). El peptidoglicano no
indujo células productoras de IL-4, mientras que el estimulo de L. mexicana indujo un 0.6
% (1.33 veces de disminucién con respecto al S/E). En contraste, los ratones inoculados
con LPG generaron un incremento considerable de linfocitos T yd positivos para IL-4,
alcanzando el 12.57 % (15.71 veces de incremento con respecto al S/E) y obteniéndose
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) (Fig. 17).

Por lo tanto, los linfocitos T yd de dermis de oreja de raton estimulados con LPG
también producen IL-4, similar a lo observado en los linfocitos T yd de bazo.
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Figura 17. Porcentaje de produccion de IL-4 por linfocitos T y6 de oreja de
raton. Se inocularon ratones BALB/c durante 12 horas con diferentes estimulos: Los
controles negativos consistieron de ratones sin estimulo (S/E) e inoculados con PBS,
mientras que el control positivo fue el peptidoglicano y las condiciones experimentales
fueron 10 ug de LPG 0 2x10° parasitos. Los datos representan la mediana

de células productoras de IL-4 + la desviacion estandar de 3 experimentos independientes
y se consideraron estadisticamente significativos con una p<0.05 (*).
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6.3 Resumen de resultados

Durante el presente estudio se observé que los linfocitos T yé reconocian el LPG de
L. mexicana mediante su TLR2, y como evidencia de activacion se observo la fosforilacion
de la IkBo y la producciéon de citocinas, siendo mayor la produccion de TNF-a a
comparacion de la IL-4, mientras que el IFN-y e IL-17 permanecian ausentes (Fig. 18).
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Figura 18. Activacion de los linfocitos T yé por el reconocimiento de LPG de L.
mexicana mediante el TLR2. El modelo propuesto a continuacion sefiala que la union
entre el LPG de L. mexicana y el TLR2 en los linfocitos T yd: A) induciria la fosforilacion
de la IxBa; B) el factor de transcripcion NF-xB se traslocaria al nucleo e induciria la
produccion de citocinas como TNF-a; C) mientras que la IL-4 podria producirse mediante
una activacion conjunta de NF-kB y NFAT (Minematsu et al., 2011). Modificado de Tuon
etal., 2008.
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7) Discusion

En el presente estudio se evalud si los linfocitos T yd podrian activarse mediante la
unién de su TLR2 y el LPG de L. mexicana. Se observo la colocalizacion de ambas
moléculas, la fosforilacion de IkBa y la produccion de TNF-a e IL-4 en las células T yo del
bazo, mientras que las células T yd de la dermis modulan la expresion de su TLR2 al unirse
al LPG purificado o el LPG presente en promastigotes de L. mexicana. Interesantemente, se
observaron linfocitos T y4 que se unen al LPG pero no a través del TLR2, lo cual implica la
union de esta molécula con un receptor no estudiado. Se ha descrito que los linfocitos T v
expresan TLR2, 3, 4, 7, 8 y 9 que les permiten responder a diferentes PAMP’s (Dar et al.,
2014). El LPG es un PAMP de Leishmania que puede interactural también con otros TLRs,
como sucede durante el reconocimiento del LPG de L. braziliensis por el TLR4 de
macrofagos peritoneales de la cepa C57BL/6 (lbraim et al., 2013). Por lo tanto, las células
T yd que fueron incubadas con LPG y no colocalizaron con TLR2 podrian estar
reconociéndolo mediante TLR4, lo cual podria corroborarse mediante el bloqueo con
anticuerpos dirigidos a este receptor.

Al inocular parésitos en dermis de las orejas de ratones BALB/c se observo la union
in vivo del LPG, tomando eventos Unicos en el citometro de flujo para inferir que
unicamente la molecula se encontraba pegada al TLR2 de la célula. La liberacion del LPG
de la membrana se pudo deber a la lisis por complemento que ocurre después de que los
parasitos entran en contacto con la dermis (Merle et al., 2015), lo que posiblemente libera
la molécula y deja disponibles los dominios del LPG para su interaccion con el TLR2. Los
dominios de LPG que se unen al TLR2 son el GP1 y las repeticiones de fosfoglicano. Se ha
comprobado que el GPI del LPG de L. major es reconocido a través del TLR2 de la linea
celular de macrofagos murinos RAW-ELAM (de Veer et al., 2003). Esto también podria
estar ocurriendo en los linfocitos T yo utilizados en el presente estudio, ya que el anticuerpo
anti-LPG de L. mexicana utilizado en este trabajo tiene afinidad por el ancla lipidica
(Apéndice 10.1.1), lo cual sugiere que despues de la lisis por complemento, el LPG se
desprende de la membrana y expone su dominio GPl. En cuanto a la region de
fosfoglicanos, las células NK reconocen las repeticiones de fosfoglicanos del LPG
proveniente de promastigotes metaciclicos de L. major, lo cual se comprob6 debido a la
incubacion del LPG con el anticuerpo anti-LPG WIC 79.3 que reconoce fosfoglicanos, lo
cual disminuia el efecto estimulador hacia el TLR2 sobre las células NK (Becker et al.,
2003). Con base en lo anterior, es muy probable que el TLR2 de los linfocitos T vo
reconozca el dominio GPI del LPG, y aunado a esto, el reconocimiento de las repeticiones
de fosfoglicanos del LPG podria favorecer el reconocimiento de los promastigotes, los
cuales exhiben una mayor cantidad de fosfoglicanos debido a la elongacion del LPG
(Becker et al., 2003). Esto ultimo posiblemente estaba ocurriendo con los parasitos
utilizados en este estudio, ya que fueron cosechados en su fase estacionaria, en donde se
espera una mayor cantidad de promastigotes metaciclicos.
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Posteriormente, una vez que se observd el reconocimiento del LPG, se comprobd
que la expresion del TLR2 de los linfocitos T yd variaba entre estimulos, incrementandose
con el estimulo de peptidoglicano y disminuyendo con los estimulos de LPG purificado y
con los promastigotes de L. mexicana. Esto podria deberse a que el patron de expresion de
los TLR puede aumentar de acuerdo al estado de maduracion celular (Takeda et al., 2003).
Por ejemplo, se ha observado que los linfocitos T CD4" y los linfocitos T reguladores
expresan TLR2 en la superficie celular una vez que se han activado con anticuerpos anti-
CD3 activadores (Liu et al., 2006). Esto podria explicar el aumento del TLR2 en los
linfocitos T yd estimulados con peptidoglicano, pues se ha reportado que aumenta la
expresion del TLR2 y TLR4 al reconocer ligandos como alarminas mitoncondriales,
inducidas por quemaduras que estimulan a dichos receptores (Schwacha y Daniel, 2008;
Schwacha et al., 2013). De igual forma, se habria esperado que el estimulo con LPG
indujera un aumento en la expresion del TLR2, pues se ha comprobado que es un ligando
para este receptor en diferentes poblaciones celulares (Becker et al., 2003; de Veer et al.,
2003; Villasefior-Cardoso et al., 2008; Zamora-Chimal et al., 2017). No obstante, la
disminucion de TLR2 por el LPG o el paréasito observada en este estudio posiblemente se
debe a la presencia de IL-4 producida por las T yd. Anteriormente se habia observado la
disminucion en la expresion del TLR2 en las células NK provenientes de pacientes con
LCD (Cafeda-Guzmén et al., 2014) y esta disminucién también se ha reportado en
macrdfagos de pacientes con una infeccion cronica de L. major (Tolouei et al., 2013). En
ambos casos, es probable que la disminucion del TLR2 se deba a la elevada presencia de
IL-4 en este tipo de infecciones (Pirmez et al., 1993). Ya que existen estudios que sugieren
que la IL-4 disminuye la expresion de TLR2 en células dendriticas murinas (Wu et al.,
2008) y células epiteliales de intestino humano (Mueller et al., 2006), es posible que la
produccion de IL-4 por linfocitos T yd de dermis influya en la disminucion autocrina de la
expresion del TLR2 mediante un mecanismo ain no descrito, lo que podria implicar un
fendmeno de inhibicion provocado por el LPG de L. mexicana

Una vez analizado el fendmeno de colocalizacion entre el LPG y el TLR2, se
observo que la via de sefializacion involucraba el aumento y la disminucion en la
fosforilacion de la molécula IxkBa, un tipo de fosforilacion ciclica que se ha reportado en
células dendriticas estimuladas con LPG de L. mexicana (Zamora-Chimal et al., 2017).
Actualmente, se sabe que la activacion del complejo de cinasas IKK fosforila a la IkBa
para permitir la traslocacién del factor NF-xB, lo cual involucra receptores como los TLR
(Hinz y Scheidereit, 2014). Adicionalmente, existe un reporte del LPG en el interior de
macrofagos modulando cinasas, como la PKC (proteina cinasa C) (Delgado-Dominguez et
al., 2010). De acuerdo a lo anterior, el LPG es reconocido por el TLR2 e induce la
actividad celular, pero una vez al interior de la célula, el LPG podria modular la
fosforilacion del complejo IKK, lo cual pudiera ser responsable de la fosforilacion ciclica
de la IxBa. Esto implicaria un aumento o disminucion en la traslocacion del factor NF-«B,
y posiblemente, el aumento o disminucion en la produccion de citocinas inflamatorias.
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Para confirmar la activacion por TLR2, se analizd también la produccion de
citocinas, donde se observd que el nimero de linfocitos T yd estimulados con LPG
productores de TNF-a era superior al nimero de linfocitos T yé productores de IL-4 en las
primeras 12 horas de interaccion; ademas, no se observo la produccion de IFN-y o IL-17, lo
cual es destacable ya que los linfocitos T y6 son productores de estas citocinas (Prinz et al.,
2013). El TNF-a aumentaria la expresion de la enzima NOS2 en macréfagos, misma que
participa en el control de la infecciébn mediante la produccion de especies reactivas de
nitrogeno (Sacks y Trauth, 2002), por lo que la presencia de TNF-o favoreceria la
eliminacion de los parasitos. Sin embargo, el TNF-o induce también la expresion de
quimiocinas que atraen a fagocitos como neutrofilos y macréfagos. Ambas células son
susceptibles de infectarse con el parésito y mantener una respuesta inflamatoria, la cual
incrementaria la produccion de metaloproteinasas dirigidas a la matriz extracelular,
generando un microambiente hostil que podria destruir el tejido (Portou et al., 2015). En
contraste, la presencia de IL-4 favoreceria la persistencia de los parasitos en el interior de
los macrofagos, al disminuir la actividad de la enzima NOS2, debido a la activacion de la
arginasa. Esta enzima induce la produccién de poliaminas que inhiben la liberacién de
citocinas proinflamatorias (McMahon-Pratt y Alexander, 2004), por lo que la presencia de
IL-4 en dermis podria atenuar la respuesta inflamatoria provocada por el TNF-a.

Con relacién a lo anterior, la produccion de citocinas inflamatorias como TNF-a,
ocurre mediante la via de sefializacion del TLR2 a traves de la induccion del factor NF-xB
(Yamamoto y Gaynor, 2004), ;pero como podria llevarse a cabo la produccién de IL-4
mediante el mismo receptor, siendo una citocina antiinflamatoria? Una explicacién sugiere
la participacién de la via de sefializacion del factor nuclear de células T activadas (NFAT
por sus siglas en inglés). Este factor regula los genes en los linfocitos T en respuesta a las
sefiales mediadas por TCR. Se ha encontrado también su activacion en el linaje mieloide,
durante el reconocimiento de antigeno mediante receptores de reconocimiento de patrones
(PRR por sus siglas en inglés), incluyendo a los TLR (Bendickova et al., 2017). Por
ejemplo, el factor NFAT se encontrd activo constitutivamente en macréfagos durante el
reconocimiento de los ligandos Pam3CSK, y LPS mediante el TLR2 y TLR4 (Minematsu et
al., 2011). La activacion de este factor de transcripcidn se encontré también en la respuesta
del TLR9 de macrofagos ante Aspergillus, donde se observo la participacion en conjunto
con el factor NF-xB durante la produccion de TNF-a (Herbst et al., 2015). Otro reporte
demostro que el factor NFAT regula la produccion de IL-4 en baséfilos (Qi et al., 2011).
Con base en lo anterior, aungue aun no se ha reportado directamente la activacion de NFAT
por un ligando de TLR y su produccion de IL-4, se especula que la produccién de IL-4 en
los linfocitos T yo podria llevarse a cabo mediante el reconocimiento por TLR y activacion
del factor NFAT, lo cual require de estudios adicionales para comprobarlo. Otra opcion
involucraria la produccién de IL-4 por los linfocitos T y6 mediante la activacion del factor
NFAT por el reconocimiento de LPG directamente por el TCR, aunque no fue posible
observar ese fendmeno en el presente estudio.
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Tomando en cuenta los antecedentes y los resultados obtenidos en el presente
estudio, se hipotetiza que el reconocimiento del LPG de L. mexicana mediante el TLR2 de
los linfocitos T 6 induce su produccion de IL-4 y TNF-a (se desconoce si la produccion de
IL-4 involucra el factor de transcripcion NFAT). Estas citocinas complementarian sus
funciones en la dermis, el sitio de infeccion: EI TNF-a podria estimular la eliminacion de
los parasitos en los macrofagos infectados y participar en la quimioatraccion de celulas
como los neutrofilos y macrofagos, mientras que la produccion en menor cantidad de la IL-
4 podria actuar como un regulador del proceso inflamatorio y de los procesos microbicidas
Ilevados a cabo por el TNF-o. Tomando en cuenta el modelo in vivo y el curso natural de
infeccion, es posible que la IL-4 regule también otros mediadores inflamatorios que se
pudieran estar produciendo por el dafio del tejido durante la alimentacion del vector, por lo
que los linfocitos T yd podrian contribuir a la respuesta inmune local y a la modulacién de
la inflamacion durante el primer contacto con L. mexicana.

8) Conclusion

El LPG de L. mexicana constituye un nuevo ligando para los linfocitos T yd, cuyo
reconocimiento directo mediante el TLR2 y su posterior activacién manifiesta el potencial
de estas células para responder a L. mexicana en tiempos tempranos. Estas células
contribuyen al microambiente del sitio de infeccion con la produccion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-a, que atrae a células fagociticas al sitio y activaria a los
macrofagos infectados. La concomitante produccion de citocinas antiinflamatorias, como la
IL-4, podria regular la inflamacién presente en la dermis, ayudando a la supervivencia del
parasito y reparacion del tejido.

8.1) Perspectivas

* La produccion de TNF-a en la dermis podria sugerir un papel temprano de los
linfocitos T v4 en la estimulacion de macréfagos infectados con L. mexicana.

* La produccién temprana de IL-4 por linfocitos T yd podria sugerir una via de
transcripcion mediante TLR2 no explorada, la via NAFT.

» La capacidad migratoria de los linfocitos T y6 de la dermis sugiere que podrian
producir IL-4 en ganglio, influyendo en la respuesta adaptativa Th2.

» Al observarse produccion de citocinas con un estimulo indcuo de solucion salina
estéril, es posible que deba considerarse la sensibilidad de las poblaciones celulares

al vehiculo y al dafio al tejido causado por la inoculacion con jeringas.
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10) Apéndice

10.1 Metodologia complementaria a la seccion 5 “Metodologia”

10.1.1 Inmunofluorescencia a-LPG

Se tom6 1 mL de medio de cultivo de los promastigotes, se centrifugé a 3500 RPM
por 10 minutos y se elimino el sobrenadante para resuspender el precipitado en 1 mL de
PBS; se repitio el procedimiento anterior y se tomé una alicuota para realizar una dilucion
1:10 con glutaraldehido y contar con una cdmara de neubauer. Del nimero obtenido se
utilizaron dos millones de parasitos por condicion, teniéndose cuatro condiciones en total.

Los parasitos se centrifugaron y se resuspendieron en paraformaldehido a 4 °C
durante 20 minutos, en seguida se lavaron dos veces con PBS, centrifugando a 3500 RPM
por 10 minutos. Posteriormente se lavaron dos veces con PermWash (mismo ciclo), se
dividieron en cuatro muestras y se marcaron con los siguientes anticuerpos durante 30
minutos a 4 °C: Dos muestras de parasitos se marcaron con el anticuerpo primario a-LPG
hecho en raton (1:150), mientras que dos controles se marcaron con los anticuerpos
secundarios a-1gG de raton hecho en conejo (1:50) acoplado a FITC y a-IgG de raton
hecho en cabra (1:50) acoplado a Rodamine.

En seguida se lavaron dos veces con PermWash, centrifugando a 3500 RPM por 10
minutos y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con las siguientes condiciones: Los
parésitos marcados con el anticuerpo primario a-LPG se marcaron con a-IgG de raton
hecho en cabra (1:50) acoplado a Rodamine (SC 2092) y otra muestra con a-l1gG de raton
hecho en conejo (1:50) acoplado a FITC (DAKO, F-0261), mientras que los controles
secundarios Unicamente se lavaron con PermWash.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se lavaron dos veces con PermWash,
centrifugando a 3500 RPM por 10 minutos y al final y se resuspendieron en PBS. Después
se colocO cada muestra en un portaobjetos rotulado, se dejaron secar y se agregé DAPI
sobre cada muestra, después se coloco un cubreobjetos y se sellaron los bordes con barniz.
Las muestras se colocaron en una cdmara hiumeda a 4 °C y se protegieron de la luz antes de
ser leidas en el microscopio confocal Leica.
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Parasitos tefiidos con Rodamine Control secundario Rodamine

Parasitos tefiidos con FITC Control secundario FITC

Figura 19. Inmunofluorescencia de parasitos marcados con o-LPG. Se
permearon dos millones de promastigotes de L. mexicana por condicion y el a-LPG se
acopld con anticuerpos secundarios. En la figura superior izquierda se aprecian parasitos
marcados con Rodamina y su control de anticuerpo secundario a la derecha. En la figura
inferior izquierda se observan parasitos marcados con FITC y su control secundario a la
derecha. Este experimento adicional confirmé que el anticuerpo a-LPG generado en el
laboratorio tenia afinidad por el LPG del parésito.
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10.1.2 Pureza de muestra de linfocitos T enriquecidos de bazo de raton

Se buscO conocer la pureza de la muestra de los linfocitos T yd previamente
enriquecidos con las columnas inmunomagnéticas del kit “TCR y/6+ T Cell Isolation”
(Miltenyi Biotec, cat. 130-092-125) y marcadas con anticuerpos conjugados a-TCR yd en
APC hecho en hamster (1:50) y a-CD3 en PE hecho en rata (1:50). Se observa en el
cuadrante 2 (Q2) del panel derecho la poblacion deseada que consiste en el doble positivo
TCR yd y CD3 del 43.9% y en el cuadrante 3 (Q3) un positivo tinicamente al TCR yd del
11% (Fig. 20).
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Figura 20. Tincion extracelular de linfocitos T 6 enriquecidos de bazo de
raton. Se marcé una alicuota de la muestra obtenida con los anticuerpos anti-TCR-yd en
APC y anti-CD3 ye en PE. En el panel izquierdo se observa el control de autofluorescencia,
que sirvio para delimitar la posititividad de la poblacion de linfocitos T 6, y en el panel
derecho aparece la muestra de linfocitos T yd. La imagen corresponde a un experimento
representativo de cada enriquecimiento celular realizado.
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10.1.3 Cinética de fosforilacion de IkBa en las células T yo

Para conocer la fosforilacion IkBa de los linfocitos T v9, las células se estimularon
con 10 pg/mL de LPG y 10 pg/mL de PG a diferentes tiempos: 5, 15, 30 y 60 minutos antes
de realizar las tinciones con el anticuerpo conjugado a-TCR yd en APC hecho en hamster
(1:50) y el anticuerpo primario a-Phospho-IkBa hecho en raton (1:50), el cual se acopld
con el anticuerpo secundario a-1gG de cabra acoplado a FITC hecho en conejo (1:50) y se
utilizo DAPI para la contratincion de nucleos. Con las imagenes obtenidas se realizd un
conteo del nimero de células positivas al anti-TCR-yd en APC (morado, no alcanza a
mostrarse), al a-Phospho-IkBa en FITC (verde) y al DAPI, obteniéndose un porcentaje de
positividad (Fig. 21).

Figura 21. Fosforilacion IxBa de linfocitos T yd. Se estimularon linfocitos T yo
con LPG a diferentes tiempos. La primera fila corresponde al sin estimulo (S/E), la segunda
al estimulo de lipofosfoglicano (LPG) y la tercera al estimulo de peptidoglicano (PG);
mientras que cada columna corresponde a un tiempo diferente. La fosforilacion se observa
en verde (FITC) y el nacleo en azul (DAPI). Iméagenes representativas de un experimento.
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10.1.4 Produccion de TNF-a e IL-4 de linfocitos T yd de oreja de ratén

Se utilizaron tres orejas de ratones macho de 12 semanas de edad para cada
condicion: Control de autofluorescencia, control de isotipos, 10 pL de PBS comercial; 10
uL de LPG de L. mexicana y 10 uL de 2x10° millones de promastigotes de L. mexicana; se
incluyeron en bloques de OCT y se cortaron con un grosor de 4 um antes de marcarse con
los siguientes anticuerpos: o-TCR v en APC hecho en hamster (1:25), a-CD3 en PE hecho
en hamster (1:50), o-TNF-a en FITC hecho en rata (1:50) o a-IL-4 en FITC hecho en rata
(1:50). Después se obtuvieron imagenes y se compararon con los controles de
autofluorescencia e isotipos. La figura 22 muestra el proceso que se siguio para contar las
células positivas a las citocinas, en este caso se ejemplifica TNF-o acoplado a FITC y se
sobreexpuso la imagen correspondiente al a-TCR v (d) para facilitar la observacion.

Nucleos con DAPI

CD3 en PE TNF-a en FITC

20 ym

— '\

20 pm

TCR yé en APC Imagen de union

\

Figura 22. Corte de oreja de raton inoculada con 2x10® L. mexicana. Se
incluyeron muestras de oreja en OCT Yy se realizaron marcas de inmunofluorescencia para
buscar la producciéon de TNF-a e IL-4. La flecha blanca indica la presencia de una célula
positiva a los anticuerpos utilizados. Imagenes representativas.
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10.2 Controles de citometria para el objetivo con linfocitos T yd de bazo

Controles experimentales para los experimentos de citometria de flujo: Con la
finalidad de eliminar el traslape de los espectros de emisién de fluorescencia de los
anticuerpos se realizd la matriz de compensacion, la cual pudo utilizarse en todos los
experimentos restantes. También se incluyeron controles de autofluorescencia para tener
una referencia de la fluorescencia natural de las células, asi como se incluyeron controles
isotipo para los anticuerpos conjugados y controles secundarios para los anticuerpos que
debian acoplarse a un anticuerpo primario. Todos se utilizaron a una dilucion 1:50.

Experimento

Anticuerpo

Marca

Controles de
compensacion
citometria
intracelular

Rat a-mouse PerCP-Cy5.5 a-CD8a

BD Pharmingen, cat.

551162

Rat a-mouse PeCy7 a-CD4 BD Pharmingen, cat.
552775

Hamster o-mouse APC a-CD3 BD Pharmingen, cat.
553066

Rat a-mouse Pacific Blue MHCII

Biolegend, cat. 116616

Controles isotipo

(Citometria 'y
confocal)

Isotipo PE Rat

BD Pharmingen, cat.
553925

Isotipo APC

BD Pharmingen, cat.
553954

Isotipo PerCP-Cy5.5 Rat

BD Pharmingen, cat.
550765

Isotipo PeCy7 Rat

BD Pharmingen, cat.
552784
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