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Resumen

Las células NKT se han asociado con proteccion en la infeccion por L. donovani, sin
embargo su papel en la infeccidon por L. mexicana no ha sido descrito, ademas no
se ha definido la via de activacion que sufren estas células en la leishmaniasis, ni
su papel en la modulacion de la respuesta inmune adaptativa. En este trabajo se
analizé la activacidon de las células NKT en respuesta al estimulo de LPG
(lipofosfoglicano). Adicionalmente, se compard el numero de las células NKT y el
perfil de citocinas en el linfonodo regional del sitio de inéculo de L. mexicana en
ratones BALB/c y C57BL/6. Por ultimo se realiz6 una inmunizacién con antigenos
del parasito y con a-GalCer (alfa-galactosilceramida) como adyuvante en ratones
BALB/c que fueron infectados con L. mexicana. Se demostré6 que LPG de L.
mexicana activa a las células NKT a través de la via indirecta, iniciando con la
estimulacion de las células dendriticas por LPG que se evalué por la expresion de
moléculas como TLR2, MHCII, y CD86, ademas de la produccion de IL-12p70. Esto
a su vez provoco la produccion de IFN-y por las células NKT. Los ratones C57BL/6
mostraron mayor activacion de las células dendriticas comparado con BALB/c, lo
cual se correlacion6 con mayor produccién de IFN-y por las células NKT. Los
ratones C57BL/6 infectados mostraron mayor porcentaje de células NKT
productoras de IFN-y e IL-4 en el linfonodo regional. La inmunizacién con antigenos
de L. mexicana y o-GalCer en ratones BALB/c demostroé que la activacion de las
células NKT aumenta la produccién de IFN-y por los esplenocitos, lo cual se
correlaciona con la reduccion de la carga parasitaria en la infeccion. En este trabajo
se concluyé que la respuesta de las células NKT hacia el LPG de L. mexicana inicia
con la activacion por la via indirecta, después de unirse LPG a TLR2 de las células
dendriticas. Esta via de activacion induce la produccién de IFN-y por las células
NKT, ademas la magnitud de la activacion fue diferente entre las cepas de ratén.
Por ultimo la inmunizacion con o-GalCer demostré que las células NKT ayudaron a

reducir la carga parasitaria por el aumento de IFN-y en la infeccidn.



I. INTRODUCCION
1.1. Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad provocada por parasitos protozoarios del
género Leishmania, el cual se transmite por la picadura de moscos hembras del
género Phlebotomus y Lutzomyia afectando a mamiferos entre ellos a los seres
humanos. Las especies del parasito generan diferentes formas clinicas de la
enfermedad, algunas causan nodulos y ulceras en la piel (leishmaniasis cutanea),
otras afectan las membranas mucosas (leishmaniasis mucocutanea) y otras causan
dafos a organos internos (leishmaniasis visceral). Mundialmente se distribuye en
zonas tropicales (Figura 1), reportandose entre 700 000 y un milléon de casos al afio
con una mortalidad de 20 000 a 30 000 defunciones (WHO, 2017).

En México la forma clinica mas frecuente de la enfermedad es la leishmaniasis
cutanea, la cual es causada por L. mexicana. Afecta principalmente a los estados
de Tabasco, Campeche, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Quintana Roo y Yucatan
(Sosa Avila et al., 2014).
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Figura 1. Distribucién de la leishmaniais cutanea en el mundo. El mapa describe
las zonas del mundo donde hay leishmaniasis y la frecuencia de casos reportados
anualmente (tomado y modificado de WHO, 2017).

1.2. Ciclo de vida de Leishmania

El ciclo de vida del parasito inicia cuando un mosco hembra con infeccién se
alimenta de un mamifero. Al ingerir la sangre de un vaso sanguineo, el mosco
hembra libera promastigotes (estadio flagelado) en la dermis, donde son
internalizados por fagocitos (macréfagos, células dendriticas y neutréfilos). Dentro
de las células, Leishmania habita en vacuolas parasitéforas donde se desarrolla su
estadio no flagelado (amastigotes), en el cual los parasitos comienzan a replicarse
hasta que el macrofago muere, liberando a los amastigotes, los cuales nuevamente
son fagocitados por células que son atraidas al sitio de la infeccion. El ciclo de vida
se completa cuando un mosco hembra sin infeccion se alimenta de un hospedero
infectado, ingiriendo amastigotes, los cuales dentro del sistema digestivo del mosco
hembra se diferencian nuevamente a promastigotes (Figura 2) (Kaye, P., & Scott,
P.,2011).
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Figura 2. Ciclo de vida del parasito Leishmania. El mosco hembra se alimenta
de la piel de un mamifero (1). Fagocitosis del promastigote (2). Diferenciacion a
amastigote (3). Replicacion del parasito en la vacuola parasitéfora (4). Liberacion
de amastigotes (5). Infeccion del vector (6). Reinfeccion de células sanas (7)
(Tomado y modificado de Sacks& Noben-Trauth 2002).

1.3. Respuesta inmune en leishmaniasis
1.3.1 Respuesta inmune innata

Al entrar en contacto con la dermis, el parasito es reconocido por el sistema del
complemento y receptores innatos. El sistema del complemento, mediante el
complejo de ataque a membrana, lisa a la mayoria de los parasitos que entran en
la piel. Algunos estudios han demostrado que el suero fresco de humano o de ratén
elimina al 90% de los promastigotes de fase estacionaria de L. amazonensis
(Pandey et al., 2015; Noronha et al., 1998).

Los antigenos de Leishmania liberados por la lisis de los parasitos, son drenados al
ganglio linfatico regional por via linfatica. Otros parasitos son opsonizados por la
fracciéon C3b y C3bi promoviendo su fagocitosis a través de los receptores CR1 y
CR3 (lezzi et al., 2006; Ueno and Wilson, 2012). Esta via de fagocitosis no
promueve el estallido oxidativo ni la produccién de IL-12, por lo cual el parasito
sobrevive en el macréfago y no induce la activacion de la respuesta adaptativa.
Adicionalmente, el parasito inhibe la capacidad migratoria de las células
presentadoras de antigenos a los ganglios regionales. Esto sugiere que la activacion
de los linfocitos T en el linfonodo es a través de los antigenos drenados por la linfa
derivados de la lisis por complemento (Gupta et al., 2013; Hermida et al., 2014).

Dentro de los antigenos que Leishmania posee se encuentra el lipofosfoglicano
(LPG), un glicolipido que constituye gran parte del glicocalix del parasito en su
estadio de promastigote. Esta molécula tiene gran relevancia en el desarrollo de la
respuesta inmune contra el parasito, ya que ha sido involucrada en la inhibicion de
PKC y MAPK (moléculas que desencadenan el estallido oxidativo) en el macréfago

(Saha et al., 2010). Sin embargo, también se ha demostrado que funciona como
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PAMP (patrones moleculares asociados a patdgenos) al activar a TLR2 en células
dendriticas (Favila et al., 2015), induciendo la produccion de IL-12 y la maduracion
de estas células por el incremento de CD86 y MHC Il en su superficie (Aebischer et
al., 2005; Argueta-Donohué et al., 2008). Ademas también se ha observado que

activa a células NK promoviendo la produccion de IFN-y (Becker et al., 2003).

1.3.2. Respuesta inmune adaptativa

El papel en cuanto a la resistencia o susceptibilidad de los linfocitos T y B en
leishmaniasis es diferente, mientras la activacién de los linfocitos T puede llevar a
la resolucion de la enfermedad, la produccién de anticuerpos por los linfocitos B
promueve la opsonizacion del parasito y la produccién de IL-10, favoreciendo la
fagocitosis del parasito y la regulacion de los linfocitos T contra Leishmania
(Wanasen et al., 2008). En un estudio se demostré que ratones deficientes en
linfocitos B son resistentes a la infeccion por L. donovani, sin embargo cursan con
dafos en el tejido mas exacerbados que los ratones silvestres, o que sugiere que
los linfocitos B tienen un papel importante en la regulacion del proceso inflamatorio,
aunque favorecen la persistencia de la enfermedad (Smelt et al., 2000).

El desarrollo de la respuesta Th1 y Th2 fue establecido en el modelo murino por la
infeccion con L. major en ratones C57BL/6 y BALB/c, respectivamente. En dicho
modelo, los ratones C57BL/6 presentan resistencia a la enfermedad, ya que curan
la lesion después de 6 a 8 semanas de infeccidn, en esta cepa la resolucion de la
enfermedad es mediada por linfocitos T CD4 subpoblacion Th1 (Figura 3), los cuales
producen IFN-y y TNF-a/B que induce a la iINOS (6xido nitrico sintasa inducible) en
los macréfagos infectados, favoreciendo la eliminacion del parasito (Tacchini-Cottier
et al., 2012). Por otro lado, los ratones BALB/c no resuelven la infeccion, ya que sus
linfocitos T CD4 se diferencian al tipo Th2 produciendo IL-4 e IL-13, los cuales
reducen la produccion de citocinas inflamatorias como el IFN-y e inducen la
activacién alternativa de los macroéfagos, la cual es incapaz de eliminar al parasito
(Tacchini-Cottier et al., 2012; Osorio et al., 2012).

Cabe resaltar que los ratones C57BL/6 son incapaces de resolver la infeccidon por

L. mexicana, sin embargo sus lesiones son menos graves que en los ratones
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BALB/c. Esta diferencia se debe a que solamente el 15% de los linfocitos T CD4
productores de IFN-y, son activados en los ratones infectados con L. mexicana,
mientras que en la infeccion con L. major se activan casi el 50% (Hsu A & Scott P,
2007). Se ha involucrado a la IL-10 y al receptor FcyR como responsables de esta
falta de activacién. En un estudio se demostré que ratones C57BL/6 deficientes para
IL-10 y FcyR infectados con L. mexicana son resistentes a la infeccion y presentan

mayor numero de linfocitos T CD4 productores de IFN-y (Buxbaum & Scott 2005).
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Figura 3. Respuesta celular tipo Th1 y Th2 en leishmaniasis. Respuesta celular
tipo Th1: las células presentadoras de antigenos que estuvieron en contacto con el
parasito se activan y producen citocinas como IL-12 y promueven que los linfocitos
TCD4 den lugar a células tipo Th1, los cuales producen citocinas inflamatorias como
IFN-y que activan la iINOS en los macréfagos infectados y eliminan el parasito.
Respuesta celular tipo Th2: las células presentadoras de antigenos al estar en
contacto con Leishmania producen citocinas como IL-4 o IL-13, induciendo la
diferenciaciéon de los linfocitos T CD4 a células Th2, los cuales producen citocinas
anti-inflamatorias que activan de manera alternativa a los macréfagos favoreciendo

la infeccion.



1.4. Clasificacion y funciones de las células NKT

Las células NKT son una subpoblacion de linfocitos T que reconocen antigenos
glicolipidos (Borg et al., 2007). Originalmente fueron descritas como células que
expresan CD3 y marcadores de células NK como el marcador NK1.1 (CD161), Ly49
y miembros de la familia NKG2 (Godfrey et al., 2000). Actualmente, se dividen en
dos poblaciones de acuerdo al grado de polimorfismo de su TCR y de su capacidad
de poder unirse al glicolipido alfa-galactosilceramida (a-GalCer) aislado de la
esponja marina Agelas mauritianus (aunque pueden unirse a otros glicolipidos). Las
células NKT de tipo 1 o de cadena invariable (NKTi) pueden reconocer al glicolipido
a-GalCer a través de CD1d, poseen un rearreglo poco polimorfico de la cadena alfa
(Va14—-Ja18 y Va24—-Ja18, en ratones y humanos respectivamente) y una cadena
beta que presenta ciertas variaciones (VB8.2, VB7 y VB2, VB11, en ratones y
humanos, respectivamente). Las células NKT de tipo 2, no reconocen a a-GalCer,
sin embargo, si reconocen sulfatidos a través de diferentes miembros de la familia
CD1 (Bendelac et al., 2007; Dasgupta, S., & Kumar, V. 2016).

La frecuencia de las células NKT es del 0.1 al 0.5 % de los leucocitos de sangre
periférica. Son rapidas productoras de citocinas como IL-4 e IFN-y ya que tienen
RNA mensajero preformado para su rapida activacion, ademas presentan actividad
citotoxica contra células infectadas (Godfrey et al., 2000; Coquet et al., 2008;
Metelitsa et al., 2001). Estas funciones efectoras estan determinadas por la
expresion de los correceptores CD4 y CD8. Las células NKT CD8* o CD4-CD8"
tienen mayor capacidad citotdxica, mientras que las células NKT CD4* mayor
capacidad de produccion de citocinas (Ho et al., 2004). Su papel en las
enfermedades infecciosas es muy importante y se ha observado que pueden ser
activadas a través de CD1d por glicolipidos de bacterias y parasitos protozoarios,
ademas se han involucrado en el inicio de la respuesta inmune adaptativa ya que al
ser rapidas productoras de citocinas participan en la diferenciacion de los linfocitos
T CD4, por lo que se han catalogado como un puente entre la inmunidad innata y
adaptativa (Godfrey et al., 2000).



1.5. a-GalCer como inductor de IFN-y

El a-GalCer es el agonista de las células NKT mas utilizado experimentalmente;
activa a las células NKT a través de CD1d expresado en células presentadoras de
antigenos (Tsuji, 2006). Algunos estudios en raton han demostrado que a-GalCer
inoculado por via intravenosa, induce la activacion del sistema inmune de manera
sistémica, observandose IL-4 e IFN-y en el suero, el pico maximo de produccion de
IL-4 se observa 3 horas después del indculo, mientras que el pico de IFN-y a las 12
horas. Posteriormente, la IL-4 baja a las 12 horas del estimulo mientras que el IFN-
v se mantiene hasta las 48 horas (Habu et al., 2004). Debido a que la produccién de
IFN-y es mas sostenida y promueven las respuestas citotoxicas por los linfocitos T
CD8, se ha propuesto la utilizacién de este glicolipido como adyuvante en
enfermedades infecciosas y tumorales (Taraban et al., 2008: Terabe & Berzofsky
2008).

En un estudio se demostré que la inoculacion de células dendriticas pulsadas con
a-GalCer en pacientes con cancer hepatico redujo significativamente el tumor. Esto
se correlacion6 con aumento de la actividad citotoxica de las células NK y con la
presencia de IFN-y e IL-12 en suero (Schneiders et al., 2011° Nieda et al., 2004). El
uso de a-GalCer también podria funcionar como tratamiento en leishmaniasis, ya
que se ha observado que la produccion de IFN-y y TNF-a es benéfica para reducir
la carga parasitaria por la activacion de la iINOS en los macréfagos infectados (Sisto
et al., 2001).

1.6. Lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania

El LPG es un glicoconjugado que se encuentra en la membrana celular de los
promastigotes, junto con los glicoinositol fosfolipidos (GIPL) y GP63 (glicoproteina
de 63 kDa), forman una barrera altamente hidrofébica que llega a medir hasta 15
nm. Es uno de los componentes mas abundantes del glicocalix con 5 x 108
copias/célula (Turco SJ & Descoteaux A 1992). La composicion de LPG es diferente

en cada especie del parasito, sin embargo comparte una estructura altamente
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conservada, la molécula de anclaje fosfatidilinositol (Figura 4) (McConville et al.
1993). Por su abundancia, su complejidad y su distribucion, se cree que LPG tiene
un papel importante en la virulencia de Leishmania hacia su hospedero mamifero
(Forestier et al., 2015).

1.6.1 Composicion de LPG

El LPG de Leishamania es una macromolécula altamente compleja, se compone de
cuatro dominios: el de anclaje (GPI), un centro de glicanos, una cadena lineal de
fosfoglicanos y un capuchoén terminal de oligosacaridos (Figura 4). El dominio de
anclaje GPI consiste de un alquil fosfatidilinositol que tiene una cadena alifatica Ca4-
26 saturada. El centro de glicanos es un heptasacarido que tiene dos
galactopiranésidos, un galactofurandsido (Galr), dos mandsidos y un residuo de
glucosamina unido al inositol. El centro de glicanos esta unido a una cadena de
fosfoglicanos que consiste de unidades de 15-40 fosfodisacaridos (Galf 1,4 Mana
—PO4). Finalmente, LPG termina en di, tri o tetrasacaridos constituidos de galactosa
y manosa, ensamblados como Mana1,2Mana1 o Galp1,4(Mana1,2) Mana1 segun

la especie de Leishmania (Ferguson, 1999).

La region de anclaje, el centro de glicanos y los motivos lineales de fosfoglicanos
son idénticos en todas las especies de Lesihmania. Sin embargo, el capuchon
terminal y el dominio de fosfoglicanos presentan modificaciones a lo largo del
desarrollo del parasito. El capuchdon terminal modifica su composicion de
oligosacaridos, mientras que las regiones de fosfoglicanos varian en longitud, de
modo que los parasitos metaciclicos tienen una cadena lineal de fosfoglicanos mas
grande que los prociclicos (Sacks et al., 1995). Se ha demostrado que los
promastigotes metaciclicos son mas infectivos que los promastigotes prociclicos
siendo las modificaciones de LPG importantes en su mayor virulencia (Felizardo et
al., 2007).
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Figura 4. Glicoconjugados en la superficie de Leishmania. Se muestra un

esquema donde se representan la ubicacion en la membrana celular del parasito de
distintos glicoconjugados con su abundancia de copias por célula. LPG:
Lipofosfoglicanos, GIPL: glicoinositol fosfolipidos, CAP: Capuchén terminal y
proteinas ancladas por fosfatidilinositol como GP63 (Tomado y modificado de
Cabezas et al., 2015).
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1.6.2 Papel del LPG en las interacciones con células de la respuesta inmune

Se ha observado que LPG interacciona con los macrofagos, células NK y células
dendriticas de diferente manera. En macréfagos, se sabe que LPG activaa TLR2 y
TLR4 induciendo la fosforilacion de la cinasa regulada por sefal extracelular (ERK)
y de la cinasa activada por mitégeno p38 MAP, lo cual desencadena la produccion
de citocinas proinflamatorias (Rojas-Bernabé et al., 2014). Sin embargo, dentro de
estas células en la vacuola parasitofora, se ha demostrado que los amastigotes
producen LPG en su bolsa flagelar que inhibe el ensamblaje de la NADPH oxidasa
y previene el reclutamiento de ATPasas ayudando a su sobrevida (Forestier et al.,
2015).

En las células NK se une a TLR2 e induce la translocacién de NF«xB al nucleo y la
transcripcion de genes que codifican para citocinas inflamatorias. Algunos estudios
han demostrado que la regidon de anclaje asi como el tamafio del dominio de
fosfoglicanos, estan involucrados con la magnitud de la activacion de la via TLR2.
Ademas, los polimorfismos de proteinas involucradas en la sintesis de LPG tienen
un gran impacto en la estimulacién de esta via (Becker et al., 2003: Rojas-Bernabé
etal., 2014).

1.7 Activacion de las células NKT

Clasicamente las células NKT se activan por via directa mediante el reconocimiento
de glicolipidos presentados por CD1d a través de su TCR, lo cual induce la
produccion de IL-4 e IFN-y. Adicionalmente, en la literatura se han reportado
activaciones de las células NKT sin participacion de CD1d. Esto ocurre de manera
indirecta por citocinas proinflamatorias como IL-12 e IL-18 que se unen a sus
receptores en las células NKT, induciendo la produccion de IFN-y. En esta via de
activacion, es necesaria la presencia de PAMPs que activen a las células
presentadoras de antigenos para que sean la fuente de IL-12 e IL-18 (Figura 5)
(Bendelac et al., 2007: Kain et al., 2014: Leite-De-Moraes et al., 2010).
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Figura 5. Modelos de activacion de las células NKT. Se muestra la via directa e
indirecta de activacién de células NKT; la via indirecta que depende de la
estimulacion a través de TLRs hacia las células dendriticas, las cuales liberan
citocinas que inducen la produccion de IFN-y, mientras que el estimulo directo es
mediado por CD1d que presenta antigenos glicolipidicos induciendo la liberacién de
IFN-y e IL-4 (Tomado y modificado de Zajonc & Girardi 2015).

12



Il. Justificacion

Las células NKT han sido definidas como un puente entre la inmunidad innata y la
adaptativa. Se ha observado que son células que reconocen antigenos glicolipidicos
y producen citocinas que ayudan a la diferenciacién de las células T en células
productoras de citocinas inflamatorias o anti-inflamatorias. El papel de estas células
en la infeccidén por L. mexicana no ha sido estudiado, determinar su papel en la
infeccion podria ayudar a entender los procesos de diferenciacion de los linfocitos
T. Su manipulacién mediante el estimulo de a-GalCer como adyuvante, podria
mejorar el disefilo de vacunas e inmunoterapias en la leishmaniasis cutanea

causada por L. mexicana.

lll. Hipétesis:

La activacion de las células NKT se asocia al control de la infeccidn por L. mexicana,
por lo cual las células NKT de los ratones C57BL/6 producen mas IFN-y que las

células NKT de los ratones BALB/c.

IV. Objetivos:

4.1. Objetivo general

Analizar la frecuencia de las células NKT asi como su produccion de IL-4 e IFN-y en
la infeccion por L. mexicana y determinar si son activadas por células dendriticas

estimuladas con LPG de L. mexicana.

4.2. Objetivos especificos:

1.- Analizar la progresion de la infeccion de ratones BALB/c y C57BL/6 infectados

con L. mexicana.
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2.- Analizar en ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con L. mexicana la frecuencia

de las células NKT en el ganglio linfatico mas cercano al sitio de infeccion.

3.-Analizar en ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con L. mexicana la produccién
de IFN-y e IL-4 por las células NKT del ganglio cervical mas cercano al sitio de

infeccion.
5.- Diferenciar células dendriticas de la médula 6sea de raton.

6.-Analizar el efecto de maduracion de células dendriticas por el estimulo de LPG
mediante la cuantificacion de CD40, CD86, MHC Il, CD1d y TLR-2.

7.- Analizar la produccion de IL-12p70 y TNF-a por células dendriticas estimuladas

con LPG de L. mexicana.

8.- Analizar la produccion de IL-4 e IFN-y por células NKT incubadas con células

dendriticas previamente estimuladas con LPG de L. mexicana.
9.- Analizar la colocalizacion de LPG con CD1d o TLR2 en células dendriticas.

10.- Analizar la fosforilacion de plkBa en células dendriticas estimuladas con LPG

de L. mexicana.

11.- Analizar el papel de a-GalCer como adyuvante en una inmunizacién con

antigenos del parasito en la infeccion de ratones BALB/c por L. mexicana.

V. Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratones machos BALB/c Y C57BL/6 de 8-10 semanas de edad,
suministrados por el bioterio de la Facultad de Medicina Experimental, UNAM. Los
ratones fueron manejados siguiendo la Guia Nacional de Etica para la Salud Animal
NOM-062-Z00-1999 y la Guia para el Cuidado Animal, recomendada por la
Facultad de Medicina, UNAM. Los animales fueron libres de patdogenos en cajas de
micro-aisladores y recibieron agua y comida ad libitum.
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Infecciones con L. mexicana

Las distintas infecciones se realizaron con promastigotes crecidos en medio 199
(Invitrogen Cat. 12350039) suplementado con 10% de SFB a 28°C. Los parasitos
utilizados se obtuvieron de la fase estacionaria de crecimiento, en el dia 5 de cultivo.

-Para determinar la frecuencia de las de células NKT y su produccion de citocinas,
se infectaron ratones BALB/c y C57BL/6 de manera subcutanea con 1 x 10°

parasitos en 5 pL de solucion salina en la dermis del I6bulo de la oreja.

-Para los ensayos de la inmunizacion con a—GalCer + antigeno soluble de L.
mexicana (ASL), se infectaron ratones BALB/c con 1x10°¢ de parasitos en 5 uL de

solucion salina en la dermis del cojinete plantar.

Monitoreo del tamano de la lesion

-Para el estudio comparativo del tamafio de las lesiones en los ratones BALB/c y
C57BL/6, se cuantificd el grosor de la lesion utilizando un vernier una vez por

semana hasta la semana 8 de infeccion.

-Para el estudio del tamario de las lesiones en la inmunizacién con o—GalCer + ASL,
se cuantifico el grosor del cojinete plantar utilizando un vernier una vez por semana

hasta la semana 6 de infeccion.

Cuantificacion de la carga parasitaria por dilucion limitante

La carga parasitaria fue determinada usando el ensayo de dilucidn limitante (Titus
et al., 1985). Brevemente, las orejas o cojinetes plantares (dependiendo del ensayo)
fueron removidos de manera aséptica de los ratones infectados. Después, los
tejidos fueron pesados en una balanza analitica y homogenizados por maceracion.
Posteriormente se diluyeron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB

inactivado por calor (Gibco Invitrogen Corpotation, Carlsbad, CA, USA), 100 U/mL
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de peniciliina y 100 mg/mL de estreptomicina. Se realizaron diluciones seriadas de
las muestras en placas de cultivo de 96 pozos, las lesiones de oreja fueron en medio
bifasico agar sangre (Novy-Nicolle-McNeal), mientras que las lesiones del cojinete
plantar fueron en medio RPMI. En ambos casos se incubaron a 26°C durante 1
semana. El calculo de la carga parasitaria se realizé por la formula descrita por Titus
(Titus et al., 1985), en la cual se determina el ultimo pozo donde se observaron
parasitos para realizar los calculos de la carga parasitaria y se toman en razén del

peso de la lesion.

Aislamiento de células NKT del ganglio linfatico

El ganglio mas cercano al sitio del indculo (ganglio linfatico cervical) fue removido
bajo condiciones de esterilidad y puesto en placas de Petri de plastico conteniendo
PBS frio. El tejido fue macerado en mallas de nylon de 100 ym (BD Falcon) y la
suspension celular fue centrifugada a 800 x g por 10 min a 4 °C. La suspension
celular se resuspendié en RPMI con 10% de SFB. Por ultimo, las células vivas se

cuantificaron en una camara de Neubauer y el colorante vital azul de tripano.

Purificacion del lipofosfoglicano

El LPG fue purificado de promastigotes de L. mexicana crecidos en medio RPMI-
1640 suplementado con 10 % de SFB inactivado, a 26°C. Los parasitos fueron
cosechados y lavados en el dia 5, los cuales correspondieron a la fase estacionaria.
El LPG fue purificado de 10" promastigotes como describio McConville con algunas
modificaciones (McConville et al., 1987). En resumen, los parasitos fueron
centrifugados a 3200 x g, el sobrenadante fue removido y el sedimento fue extraido
con cloroformo/metanol/agua (1:2:0.5 v/v) por 2 h a temperatura ambiente. El
material insoluble fue usado para la extraccion de LPG con 9% de 1-butanol en agua
(2 x 50 mL) y los sobrenadantes fueron secados al vacio. El LPG fue purificado de
esta fase estacionaria por cromatografia de octil-sefarosas en HPLC usando un
gradiente de 1 propanol (5-60%) en 0.1 M de acetato de amonio. La preparacion fue

negativa para la presencia de endotoxina usando la prueba de Limulus sp.
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(Amebococyteysate assay, E-Toxate Kit; Sigma). Se utilizé polimixina B (5 g/mL)
para confirmar la ausencia de contaminantes de LPS. Una alicuota fue analizada
por electroforesis (SDS-PAGE) para comprobar si existian contaminantes proteicos

empleando tincién de plata, con resultado de que no se encontraron proteinas.

Enriquecimiento de células NKT de bazo.

Se removieron los bazos bajo condiciones de esterilidad y se colocaron en placas
de petri de plastico conteniendo PBS frio. El tejido fue macerado en mallas de nylon
de 100 ym (BD Falcon). La suspension celular fue centrifugada a 800 g x 10 min.
Las células fueron separadas por gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma) y las células
mononucleares fueron enriquecidas para células T mediante el Pan T-cell isolation
kit (Macs, Myltenyi). Se corrobord que las células NKT enriquecidas no produjeran
citocinas por el estimulo de a—GalCer, en ausencia de células presentadoras de

antigenos.

Obtencioén de células dendriticas

Las células dendriticas se diferenciaron de médula ésea, para esto se retird la
médula 6sea del fémur y la tibia de ratones BALB/c y C57BL/6 mediante lavados
con PBS. Las células aisladas fueron colocadas en placas bacteriologicas (Falcon)
de 100 mm a una concentracion de 2 x10° células de la médula por 10 mL de medio
RPMI-1640 con 10% de SFB inactivado por calor (probado para endotoxina), 2 mM
1-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 yg/mL de estreptomicina, 50 ug de 2-
mercaptoetanol (Gibco Invitrogen Corporation, Calsbad CA, USA), 25 mM de
amortiguador HEPES y 24 mM de NaHCO3 (Sigma). EI medio completo fue
suplementado con 10% de GM-CSF contenido en el sobrenadante de la linea
células X-63 transfectada con el gen murino GM-CSF, que es equivalente a 200
U/mL de GM-CSF (Zal et al., 1994). La linea X-63 fue donada por la Dra. Brigitta
Stockinger (Medical Research Council, MillHill, London, UK). En el dia 3 de cultivo,
se afadieron 10 mL de medio de cultivo fresco conteniendo GM-CSF y en el dia 6
se reemplazaron 10 mL de medio de cultivo fresco conteniendo GM-CSF. En el dia

8, las células no adherentes fueron lavadas, centrifugadas y suspendidas en medio
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RPMI con 10% de SFB. La pureza del cultivo fue cuantificada en cada lote del
sobrenadante de la linea de células X-63 por citometria de flujo, observandose que
las células fueron 85% CD11c+.

Cocultivo de células dendriticas con células NKT y cuantificacion de citocinas.

Se pulsaron 1.5 x 10° células dendriticas en placas de 96 pozos con 10 ug/mL de
LPG o 10 pg/mL de peptidoglicano por 24 horas. Posteriormente se agregaron 1.5
x 108 células NKT de bazo, enriquecidas, por 48 horas. Se cuantific6 mediante
ELISA TNF-a e IL-12p70 en el sobrenadante de las células dendriticas vy
posteriormente IFN-y e IL-4 en el sobrenadante de la coincubaciéon de células

dendriticas con células NKT enriquecidas de bazo.

Citometria de flujo

Las células dendriticas fueron bloqueadas con anti-CD16/32 (eBioscience # Cat.
14-0161-85) para evitar pegado inespecifico. Se marcaron con anticuerpos anti-
CD11c en PE, anti-CD1d en FITC, anti-TLR-2 en Alexa fluor 647, anti-CD86 en PE-
Cy7, anti-CD40 en APC (BD # Cat. 557401, BioLegend # Cat. 123508, BioLegend
# Cat. 121810 # Cat., BioLegend # Cat.105013 y BioLegend # Cat.124611), para su
posterior lectura en el citdmetro de flujo FACS CANTO II BD y analizados con el
software DIVA. Las células del ganglio cervical se incubaron a 37°C con monensina
por 4 horas para evitar el transporte de proteinas, posteriormente se bloquearon con
anti-CD16/32 y se marcaron las NKT con el dimero CD1d:lg (CD1d unido a una
IgG), acoplado con a-GalCer marcado con secundario en PE como se describe en
el protocolo del proveedor (BD™ DimerX, 557599). Después, las células NKT fueron
marcadas intracelularmente con anti-IFN-y FITC o6 anti-IL-4 FITC utilizando
citofixcitoperm BD para la fijacion y Permwash de BD para la permeabilizacion. Las
muestras fueron analizadas en el FACS CANTO Il BD y analizadas con el software
DIVA.
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Colocalizacion de LPG con TLR-2 en células dendriticas derivadas de médula 6sea

Las células pulsadas con LPG por 3 horas se bloquearon con anti-CD16/32 de ratén
(eBioscience # Cat. 14-0161-85) a concentracion 1:10 por 30 minutos a 4°C. Se
lavaron dos veces y se marcaron con anti-TLR2 APC y anti-LPG en dilucion 1:50
por 30 minutos a 4°C. Se realizaron dos lavados con PBS y se afiadi6 anti-lgG de
ratén FITC. Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% por 30 minutos a

4°C para su posterior analisis en un microscopio confocal LEIKA.

Western blot

Para analizar si la activacion de células dendriticas por LPG estimula la via de TLR2,
se realizd una cinética del analisis de la fosforilacion de IkBa. El extracto total de
proteina se obtuvo a partir de 5 x 10° células dendriticas de ratones BALB/c y
C57BL/6, que se habian incubado con 10 pg/mL de LPG o 10 yg/mL de PG
(péptidoglicano, 77140 Fluka) como control positivo, durante 5, 15, 30, 60, 90y 120
min. Las células se lavaron dos veces con PBS y se lisaron en 50 uL de
amortiguador RIPA durante 30 min. Los extractos celulares se centrifugaron a 10000
x g durante 10 min a 4°C y se recogieron los sobrenadantes. Los extractos de
proteinas totales se cuantificaron con DC Protein Assay Reagents Package (Bio-
Rad, 500-0116). Para el Western-blot, se analizaron 10 ug de proteina total
mediante SDS-PAGE en geles de acrilamida al 10%. Las proteinas se transfirieron
a membranas Immobilon-P utilizando un aparato de electrotransferencia semiseca.
Las membranas se bloquearon con solucion salina-Tween 20 (TBST: Tris-HCI 10
mM, pH 7.4, 0.15 M de NaCl y 0,05% de Tween 20) con 5% de amortiguador Tris al
5% durante 1 hora a temperatura ambiente. La inmunodeteccién se realizé con anti-
plkBa (Cell signaling, # de cat. 9246) diluido 1:1000 en BSA 1% durante la noche
con agitacion constante a 4°C. Como anticuerpo secundario se utilizé anti-IgG de
raton-peroxidasa (Cell signaling, # de cat. 7076) diluido 1:2000 en 5% de leche
desnatada en polvo y se incub6é a temperatura ambiente durante 1 hora con
agitacion. El revelado se llevd a cabo utilizando SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), la luz emitida se detecté en una

pelicula de rayos X. Posteriormente, las membranas se lavaron con TBST durante
19



la noche. Se bloquearon con leche en polvo sin grasa al 5% y se incubaron con anti-
actina en cabra (SCBT # de cat. sc-1616) diluida 1:1000 en BSA 1% durante 3 horas
a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron e incubaron durante 1 hora con
anti IgG de cabra en bovino-peroxidasa (SCBT # de cat. sc-2350) diluido 1:10 000

en 5% de leche en polvo sin grasa.

Obtencion de Ag soluble de L. mexicana (ASL)

El ASL se obtuvo a partir de paquetes celulares de promastigotes de fase
estacionaria, que fueron sometidos a cuatro ciclos de congelacion a -70°C por 10
minutos y sonicacion por 10 minutos a 4°C. Por microscopia de luz se corroboro que

todos los parasitos estuvieran lisados.

Inmunizacioén de ratones BALB/c con a—GalCer como adyuvante

Los ratones se inmunizaron por via intraperitoneal con jeringas de insulina
conteniendo 2 ug de a—GalCer como adyuvante y 50 uyg de ASL o solamente con
50 pg de ASL en un volumen de 50 pL. Posteriormente, a los 7 dias los ratones se

inocularon con L. mexicana (Figura 6).

Inmunizacién Infeccién con
ASL o L. mexicana
ASL + a-GalCer 1x10°

g

* Sacrificio
*Determinacion de carga
parasitaria

/ Medicién de la Lesion //

Figura 6. Esquema de inmunizacién. 7 dias después de la inmunizacion, los

ratones fueron inoculados con un millén de promastigotes de L. mexicana en el

cojinete plantar, posteriormente el tamafio de la lesidn se cuantificd con un vernier
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una vez cada semana hasta el dia 42 y la determinacién de la carga parasitaria fue

realizada por el método de dilucion limitante descrito en el texto.

Cuantificacion de citocinas

Para poder determinar si la inmunizacién con a—GalCer como adyuvante modificaba
el patrén de citocinas producidas por células inmunes como los linfocitos T, 1 x10°
células mononucleares del bazo (esplenocitos) provenientes de cada uno de los
ratones inmunizados e infectados con L. mexicana (las células mononucleares del
bazo se aislaron como se describié previamente), se cultivaron por 7 dias en medio
RPMI con 10% de SFB inactivado por calor en placas de 96 pozos. Como control
negativo se emplearon esplenocitos de ratones infectados sin inmunizar vy
esplenocitos de ratdon sano. Posteriormente se colectd el sobrenadante y se

cuantifico la presencia de IFN-y e IL-4 por ELISA.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados utilizando la prueba U de Mann-Whitney de dos
colas. Un valor de p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo, utilizando
el programa Prism GraphPad version 6 para Windows.

VI. Resultados

Progresiéon de la infeccién en el I6bulo de la oreja de ratones BALB/c y

C57BL/6 infectados con L. mexicana

Se comparo la progresion de la lesion en el l6bulo de la oreja en dos cepas de
ratones con distinta susceptibilidad a la infeccion por L. mexicana. Se observo que
desde la sexta semana de infeccion, la cepa BALB/c mostré mayor inflamacién que
la cepa C57BL/6 (p<0.05) (Figura 7A). Cabe resaltar que la cepa C57BL/6 no fue
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capaz de controlar la inflamacién, aunque siempre se mantuvo por debajo de la

observada en la cepa BALB/c.

En cuanto a la progresion de la infeccion se observé que la cepa BALB/c tuvo 6.2
veces mas carga parasitaria que la cepa C57BL/6, ya que mientras se encontraron
1.41 x 108 parasitos/mg de tejido en la cepa BALB/c, solo se encontraron 224 x 103
parasitos/mg de tejido en los ratones C57BL/6 (Figura 7B). Observandose de esta

forma mayor control de la progresion de la enfermedad en la cepa C57BL/6.
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Figura 7. Progresion de la lesidon en ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con
L. mexicana. La magnitud de la infeccion fue cuantificada mediante la medida de
la hinchazén de la lesion en el I6bulo de la oreja infectada (A) y por la cuantificaciéon
de la carga parasitaria (B) en ambas cepas de ratén a lo largo de 8 semanas de
infeccion. En las graficas se muestra la media * |la desviacion estandar de cuatro

experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo.

Modulacién del porcentaje de células NKT en el ganglio cervical mas cercano

al sitio de inéculo con L. mexicana de ratones BALB/c y C57BL/6

Se analiz6 si la frecuencia de las células NKT varia en respuesta a la infeccion con
L. mexicana. Para esto, se infectaron ratones BALB/c y C57BL/6 en la dermis del
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I6bulo de la oreja y posteriormente en los dias 1, 3, 5, y 7 se cuantificd el porcentaje

de células NKT en el ganglio cervical mas cercano al sitio de inoculo.

Se observaron diferencias en cuanto a la frecuencia de células NKT en dias
especificos. En la cepa BALB/c, las células NKT incrementaron 4.5 veces en el dia
3 de infeccidn (3.2%) con respecto a los ratones control inoculados solo con solucién
salina (0.7%) (p<0.05) (Figura 8A). En la cepa C57BL/6, las células NKT
incrementaron 2.3 veces en el dia 5 de infeccion (1.1%) y 1.6 veces en el dia 7
(0.7%) con respecto a los ratones controles tratados solo con solucién salina (0.46%
y 0.43%, respectivamente) (p<0.05) (Figura 8B). Estos resultados indican que la
cantidad de células NKT es modulada por la infeccion con L. mexicana, siendo

mayor en ratones BALB/c y sostenida por mas tiempo en la cepa C57BL/6 (p<0.05).
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Figura 8. Frecuencia de células NTK en el ganglio cervical mas cercano al sitio
de infeccién. La frecuencia de las células NKT fue medida por citometria de flujo
en células del ganglio cervical mas cercano al sitio de infeccién de ratones BALB/c
(A) y C57BL/6 (B) en los dias 1, 3, 5 y 7. Los circulos cerrados muestran el
porcentaje de células NKT durante la infeccion y los cuadros cerrados muestran los
controles inoculados con solucion salina. En las graficas se muestra la media £ la
desviacion estandar de cuatro experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue

considerado significativo.
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Produccion de IFN-y e IL-4 por células NKT del ganglio cervical mas cercano

al sitio de infeccion con L. mexicana en ratones BALB/c Y C57BL/6

Para analizar si la infeccidén por L. mexicana inducia la produccion de citocinas en
las células NKT, se midié IFN-y e IL-4 por citometria de flujo en estas células. Dicha
medicion se realizé en el dia de mayor incremento de su frecuencia, con base en la
cinética realizada anteriormente. En ambas cepas de ratdn, las células NKT
produjeron tanto IFN-y como IL-4. Las poblaciones productoras de IFN-y y de IL-4
fueron mayores en la cepa C57BL/6 (14.6% y 2.5%, respectivamente) (Figura 9A),
comparado con las poblaciones de la cepa BALB/c (2.5 % y 0.5%, respectivamente)
(Figura 9B).
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Figura 9. Porcentaje de células NKT productoras de IFN-y e IL-4 en el ganglio
mas cercanos al sitio de infeccion con L. mexicana. El porcentaje de las células
NKT productoras de IFN-y e IL-4 fue medido en los ganglios cervicales de cada cepa
en el dia de mayor incremento de células NKT, para los BALB/c en el dia 3 de
infeccion (A) y para C57BL/6 en el dia 5 de infeccion (B). Los controles fueron
tratados con solucion salina. Las barras muestran la media + la desviacién estandar
de cuatro experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado

significativo.
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Modulacion de la expresion de marcadores de superficie en células

dendriticas por la incubacién con LPG de L. mexicana por 24 horas

Para analizar si la activacién observada in vivo de las células NKT en el ganglio
después de la infeccion, se debia a glicolipidos del parasito, se analizé si la LPG
inducia el incremento en la expresion de moléculas de superficie en células
dendriticas (CD40 y CD86 como coestimuladoras, MHC 1l y CD1d como
presentadoras de antigenos y TLR2). Se observo que la estimulacion con LPG de
L. mexicana indujo el incremento de CD40 y CD86, sin embargo, CD40 aumento de
manera similar en ambas cepas (Figura 10A) y CD86 con mayor aumento en la cepa
C57BL/6, comparado con la cepa BALB/c (p<0.05) (Figura 10B).

Adicionalmente, la estimulacion con LPG aumentd la expresion de moléculas
presentadoras como MHC-Il y CD1d en células dendriticas de ambas cepas, sin
embargo, MHC-Il se expresé mas en C57BL/6 (p<0.05) (Figura 10C, D). La
estimulacion con LPG incremento la expresion de TLR2 (Figura 10E) solamente en
las células dendriticas de los ratones C57BL/6. En el control positivo con
péptidoglicano (agonista de TLR2), se indujo en las células dendriticas de ambas
cepas un aumento en la expresion de TLR2, moléculas coestimuladoras y

presentadoras de antigenos, similar al causado por LPG.
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Figura 10. Marcadores de superficie de células dendriticas estimuladas con
LPG, a—GalCer y PG por 24 horas. En las graficas se muestra la intensidad media
de fluorescencia normalizada a 1 de CD40 (A), CD86 (B), MHC Il (C), CD1d (D) y
TLR2. Como controles se utilizaron células dendriticas sin estimular. Las barras
representan la mediana % la desviacion estandar de cuatro experimentos

independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo.

Produccidon de citocinas por células dendriticas estimuladas con LPG de L.

mexicana por 24 horas

El analisis de citocinas de los sobrenadantes de células dendriticas estimuladas con
LPG, mostré que las células dendriticas de ambas cepas secretaron IL-12p70 y
TNF-a en diferentes cantidades. Las células dendriticas de los ratones C57BL/6
produjeron 2.2 veces mas IL-12p70 y 1.25 veces mas TNF-a (Figura 11 A, B) con

respecto a las células dendriticas de los ratones BALB/c (p<0.05).
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Figura 11. Produccion de citocinas por células dendriticas estimuladas con
LPG, a—GalCer por 24 horas. Se cuantificaron los niveles de IL-12p70 y TNF-a en
el sobrenadante de 1.5 X10° células estimuladas con LPG por 24 horas. Las barras
representan la media * la desviacion estandar de cuatro experimentos

independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo.
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Produccion de citocinas por células NKT incubadas con células dendriticas

previamente estimuladas con LPG de L. mexicana

Al observar la induccion de maduracion y activacion de las células dendriticas por
el LPG de L. mexicana, se analizo si estas podrian activar a las células NKT. Para
esto, las células NKT se incubaron por 48 horas con dendriticas previamente
estimuladas por 24 horas con LPG. Se observo que a las 48 horas de coincubacion,
las células NKT de ambas cepas produjeron grandes cantidades de IFN-y, en el
caso de C57BL/6 produjeron 3667 pg/mL, mientras que las NKT de los ratones
BALB/c produjeron 1005 pg/mL, aproximadamente 3.6 veces menos que la cepa
C57BL/6 (Figura 12A) (p<0.05).

El control con a-GalCer mostré una produccion diferencial de citocinas, ya que se
indujo la secrecion de IFN-y por las células NKT de ambas cepas de raton y también
se indujo la produccion de IL-4. Esta generacion diferencial de citocinas no se
observd con el estimulo de LPG, ya que solo se produjo IFN-y. La produccion
diferencial de citocinas por a-GalCer es caracteristica de la activacién por CD1d-

ligando sobre células NKT (Figura 12B).

Por citometria de flujo se corroboré que las células NKT de la cepa C57BL/6 fueron
productoras de IFN-y después de ser incubadas con células dendriticas previamente
estimuladas con LPG o a-GalCer (Figura 12C, D).
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Figura 12. Produccién de citocinas por la coincubacion de células NKT con

células dendriticas que previamente fueron estimuladas con LPG o a-GalCer.

1.5x108 linfocitos NKT enriquecidos de bazo fueron coincubados con 1.5x10°

células dendriticas previamente estimuladas con LPG o a-GalCer. Cuarenta y ocho

horas después se cuantificaron IFN-y (A) e IL-4 (B) en los sobrenadantes.

Adicionalmente por citometria de flujo (C) se cuantifico el porcentaje de células NKT

productoras de IFN-y 24 horas después de la coincubacidon. La citometria de flujo

es mostrada en (D). Las barras representan la media + la desviacion estandar de

cuatro experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado como

significativo.
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Produccion de IFN-y por células NKT después de haber sido estimuladas con
IL-12p70

Para demostrar que la produccién de IFN-y fue inducida por la IL-12p70 y no por el
estimulo directo con LPG o a-GalCer, se estimularon células NKT con LPG, a-
GalCer o IL-12p70 por 48 horas. Se observé que solamente IL-12p70 estimulé la
produccion de IFN-y por las células NKT (Figura 13A); esto fue corroborado por

citometria de flujo (Figura 13B, C).
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Figura 13. Produccion de IFN-y por células NKT después de la estimulaciéon de
IL-12p70. La produccién de IFN-y por células NKT de ratones C57BL/6 fue medida
después de la estimulacién con LPG, a-GalCer o IL-12p70 durante 48 horas (A) la
produccion de IFN-y por células NKT estimuladas con IL-12p70 recombinante fue

determinada por citometria de flujo. Las barras representan el porcentaje de células
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productoras de citocinas (B) y las graficas de puntos muestran la produccién de IFN-
v por la poblacién de las células NKT (C). Las barras representan la media * la
desviacion estandar de cuatro experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue

considerado como significativo.

Colocalizacion de LPG con TLR2 en células dendriticas

Al observar el efecto del LPG (conjugado a FITC) en la activacion de las células
dendriticas, se analiz6 si esa activacion podria ser mediada por TLR2 (conjugado
con APC). Mediante microscopia confocal se observo la colocalizacién de LPG con
TLR2 después de 3 horas de estimulo en la superficie de las células dendriticas
(Figura 14).
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Figura 14. Colocalizaciéon de LPG con TLR2. Las células dendriticas fueron

estimuladas con LPG por 3 horas y tefiidas con anticuerpos anti-TLR2 y anti-LPG.
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A la izquierda del panel se muestra la tincién de LPG en verde, en el centro del
panel se muestra la tincion de TLR2 en rojo y a la derecha del panel se muestra la
colocalizacion de ambas tinciones en amairillo. El nucleo se tifild con DAPI en azul.
Se agregaron los controles de tincion, el anticuerpo secundario en ausencia del
primario como control de la tincion de LPG y el isotipo como control de la tinciéon con

anti-TLR2. Las fotografias fueron tomadas en un microscopio confocal.

Fosforilacion de IkBa en células dendriticas

Para comprobar que LPG estimula la via de TLR2 en células dendriticas se realizé
una cinética de fosfoliracion de IkBa en células dendriticas de ambas cepas de ratdn
estimuladas con LPG. Se observdo que LPG indujo fosforilacion de IkBa, sin
embargo, se observo variacion en el tiempo de la fosforilacion entre ambas cepas:
en la cepa BALB/c la fosforilacion inicié a los cinco minutos después del estimulo y
posteriormente decayo a valores basales, en contraste, la fosforilacion de IkBa en
la cepa C57BL/6 inicio a los 15 minutos después del estimulo y se mantuvo durante
120 minutos que duré la cinética. El control positivo péptidoglicano (PG) tuvo el
mismo comportamiento de fosforilacion en ambas cepas, a los cinco minutos se
fosforilé 1kBa, bajando a los 15 minutos para posteriormente sufrir un incremento y
mantenerse hasta los 120 minutos (Figura 15).
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Figura 15. Activacion de la via de TLR. Se muestra la fosfosforilacion de plkBo en
células dendriticas sin estimular y estimuladas con PG o LPG de ratones BALB/c
(A) y C57BL/6 (B) en los tiempos de 5, 15, 60, 90 7120 min. Linea 1: control sin
estimular; linea 2 PG 5 min; PG 15 min; lineas 4: PG 30 'min; linea 5: PG 60 min;
linea 6: PG 90 min; linea 7: PG 120 min; linea 8: LPG 5 min; linea 9: LPG 15 min;
linea 10: LPG 30 min; linea 11: LPG 60 min; linea 12: LPG 90 min; linea 13: LPG

120 min. Se muestra un inmunoblot representativo.

Disminucién de la carga parasitaria en ratones BALB/c por la inmunizacién

con ASL y a-GalCer infectados con L. mexicana

La inmunizacion con ASL o a-GalCer no modifcé el tamafo de la lesidon provocada
por la infeccién con L. mexicana (Figura 16A), sin embargo, se observé que el uso
de o-GalCer como adyuvante en la inmunizacién con ASL, redujo la carga
parasitaria 7 veces (p<0.05) con respecto al control sin inmunizar (Figura 16B). Los

ratones inoculados con ASL o a-GalCer indujeron ulceras (Figura 16C).
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Figura 16. Tamafho y carga parasitaria de lesiones de ratones BALB/c
inoculados con L. mexicana. Se inmunizaron ratones BALB/c con ASL o con ASL
+ a-GalCer como adyuvante. Después de una semana los ratones fueron infectados
con 1 x 10° promastigotes en el cojinete plantar. Se monitore6 el tamario de la lesion
(B) hasta las 6 semanas de infeccion, en ese momento, los ratones fueron
sacrificados para la cuantificacion de la carga parasitaria (A). Se observo la
formacion de ulceras en los ratones inmunizados con ASL + a-GalCer (C). Los datos
representan la media % la desviacion estandar de ocho experimentos

independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo.

Produccion de IFN-y por esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con

ASL y a-GalCer infectados con L. mexicana

Se observd que los esplenocitos de bazo de los ratones inmunizados con ASL +
o—GalCer produjeron mas IFN-y comparado con el control sin estimular (p<0.05).
Mientras que la produccion de IL-4, se redujo significativamente en el mismo grupo

de ratones (Figura 17).
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Figura 17. Produccion de IFN-y por esplenocitos de ratones inmunizados con
ASL o ASL + a-GalCer infectados con L. mexicana. Se cultivaron por 7 dias 1
x10% células esplenocitos provenientes de cada uno de los ratones inmunizados.
Posteriormente se cuantificé IFN-y e IL-4 en los sobrenadantes de los ratones.
Como controles se anadieron esplenocitos de ratones infectados sin inmunizar y
esplenocitos de ratdon sano. Los datos representan la media + la desviacién estandar

de 5 experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo.

VII. Discusién

En este trabajo nos interesd evaluar la participacion de las células NKT en
leishmaniasis. Nuestros resultados in vivo demostraron que en ambas cepas de
raton, las células NKT incrementaron su frecuencia en el ganglio linfatico regional
cercano al sitio de infeccion en los primeros dias de la inoculacion. Este hecho
puede estar relacionado con la expansién del ganglio regional (hiperplasia) que
ocurre después de la infeccion con Leishmania, este fendmeno se caracteriza por
el aumento del tamano del ganglio y el incremento del numero de células. En la
infeccion por L. major se ha descrito que esta hiperplasia en ganglio regional se da
por el reclutamiento de células T naive, linfocitos T efectores, monocitos vy
neutrofilos, después del dia 3 de infeccién (Carvalho et al., 2012). Ademas se ha

demostrado que este reclutamiento esta mediado por células dendriticas activadas
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por TLR que inducen la expresion de CCR7 una quimiocina involucrada en la
recirculacion de los linfocitos T (homing) en los érganos linfoides secundarios. Este
mecanismo esta involucrado en el reclutamiento de las células T para montar la

respuesta adaptativa (Carvalho et al., 2012).

La produccion de IFN-y e IL-4 por las células NKT a causa de la infeccidon fue mayor
en la cepa C57BL/6 que en la cepa BALB/c. Como en ambas cepas predomind la
produccion de IFN-y, es sugerente que las células NKT contribuyen en disminuir la
progresion de la enfermedad, como se observé en los ratones C57BL/6 que tuvieron
lesiones mas pequefias y menor carga parasitaria. Otros estudios han demostrado
que la ausencia de células NKT en la infeccion por L. donovani provocan cuadros
mas graves de la enfermedad, con mayores cargas parasitarias y mayor grosor de
la lesion. Probablemente el IFN-y producido en respuesta a la infeccion sea el
responsable de la proteccién, sin embargo también existen células citotoxicas que
lisan a células dendriticas infectadas por el parasito, por lo que el papel citotoxico
de éstas también podria estar involucrado y deberia ser evaluado (Amprey et al.,
2004: Campos-Martin et al., 2006).

Por su naturaleza glicolipidica posteriormente se estudié a LPG de L. mexicana
como posible activador de las células NKT. Amprey y colaboradores describen que
LPG de L. donovani es presentado por células dendriticas por medio de CD1d e
induce la activacion de las células NKT (Amprey et al., 2004). Sin embargo, nuestros
resultados in vifro sugieren que hay mas de una via de activacion, ya que
encontramos que LPG de L. mexicana induce produccion de IL-12p70 y el aumento
de moléculas coestimuladoras como CD86 y CD40 en células dendriticas, lo cual
lleva a la produccion de IFN-y por las células NKT demostrandose de esta manera

la via de activacion indirecta (Bendelac et al., 2007; Zajonc & Girardi 2015).

Es importante hacer notar que la estimulacion de NKT por las células dendriticas
activadas por LPG durante 48 horas no indujo la produccion de IL-4. Llama la
atencion que a-GalCer, un activador de las células NKT a través de CD1d, promovio

la produccion tanto de IFN-y como de IL-4, mientras que LPG de L. mexicana solo
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produjo IFN-y. Este hecho refleja la estimulacidn de las células NKT ejercida por la
IL-12p70 generada por células dendriticas activas a través de TLR2, ya que en la
via indirecta solamente se describe la produccion de IFN-y y no de IL-4, en contraste
con la estimulacion clasica (via directa) donde se da lugar a la produccion tanto de
IFN-y como de IL-4 (Zajonc & Girardi 2015). Aunque en nuestro trabajo se demostré
activacion de las células NKT por la via indirecta, no descartamos la participacion
de la via directa, ya que el estimulo de LPG incrementé la expresion de CD1d en
ambas cepas. Sin embargo, este incremento no necesariamente refleja la activacion

por esta via.

La activacion de TLR2 por LPG de L. mexicana fue descrita previamente en células
NK por nuestro grupo (Becker et al., 2003). Adicionalmente, LPG de L. mexicana ha
sido considerado un PAMP en células dendriticas ya que induce la maduracion y
activacion de células dendriticas, con aumento en moléculas coestimuladoras y
produccion de citocinas IL-12 y TNF-a (Aebischer et al., 2005; Argueta-Donohué et
al., 2008). Estos antecedentes reflejan que las células dendriticas estimuladas por
LPG de L. mexicana potencialmente activan la via indirecta de las células NKT. Esto
se refuerza con nuestro hallazgo del incremento en CD86 y CD40, cuando las
células dendriticas fueron estimuladas durante 24 horas con LPG, ya que células
NKT requieren para su activacion de ambos estimulos: IL-12p70 y moléculas
coestimuladoras (Zajonc & Girardi 2015; Brigl et al., 2003). Se ha demostrado que
aunque LPS no se une a CD1d, es capaz de activar a las células NKT de manera
indirecta por la induccién de IL-12 e IL-18 en células dendriticas (Nagarajan &
Kronenberg, 2007).

En este trabajo se observé la colocalizaién de TLR2 con LPG de L. mexicana y la
fosforilacion de IkBa, molécula que es parte de la sefalizacion por la via de TLR. Al
fosforilarse esta molécula induce la translocacién de NF-kB al nucleo para iniciar la
transcripcion de mediadores inflamatorios como IL-12 y TNF-a. Otros reportes
sugieren una participacion importante del TLR2 en la inmunobiologia de la

leishmaniasis, ya que ratones deficientes de TLR2 infectados con L. major o L.
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mexicana cursan con lesiones y cargas parasitarias mayores que los ratones
silvestres (De Veer et al., 2003: Halliday et al., 2016).

Adicionalmente, la participacion de la via indirecta de activacion de células NKT se
refuerza por el hecho de que no hay reportes en la literatura de la unién de LPG con
CD1d. Unicamente se ha demostrado que LPG de L. donovani compite con a-
GalCer por la uniéon a tetrameros de CD1d recombinante. Sin embargo, no se
demostrd la activacion de células NKT con los tetrameros cargados con LPG, ya
que unicamente observaron activacion con tetrameros cargados con a-GalCer
(Amprey et al., 2004). Este hallazgo apoya la importancia del analisis de la via

indirecta de activacion de células NKT.

La activacion de células NKT por LPG de L. mexicana varia entre cepas de ratones,
ya que observamos que la expresion de MHC Il, CD86, TLR2 y la produccion de
citocinas siempre fue mayor en la cepa C57BL/6 que en la cepa BALB/c. Ademas,
en la fosforilacién de plkBa, el estimulo con LPG también difiere entre las cepas, ya
que es mas sostenido en la cepa BALB/c. Este fendmeno es inherente al estimulo
con LPG ya que el estimulo con PG no mostro diferencia entre las cepas. Es posible
que el hecho de que la cepa C57BL/6 sostenga la fosforilacidn por mas tiempo,
ayude a que la produccion de citocinas sea mayor el aumento en la coestimulacion.
Estos datos concuerdan con los de la literatura donde se ha reportado respuesta
diferencial entre células dendriticas de ratones C57BL/6 y BALB/c estimulados con
otros ligandos de TLR2 como zymosan y lipoproteina, confirmando la mayor
produccion de IL-12 por ratones C57BL/6 (Liu et al., 2002).

Llama la atencién que las citocinas encontradas en estudios in vivo difieren de las
encontradas en los estudios in vitro. Esto posiblemente se deba a que los estimulos
in vivo se hicieron con el parasito completo que tiene multiples antigenos y por lo
tanto podria activar distintas vias para la activacion de células NKT. Se ha
demostrado que el glicoesfingofosfolipido de L. donovani estad unido a CD1d en
balsas lipidicas e induce la produccion de IL-2 en células NKT (Karmakar et al.,

2011). La presencia de moléculas presentadoras de antigenos en balsas lipidicas
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es indicativa del proceso de presentacion antigénica (Anderson & Roche2015:
Karmakar et al., 2011). Esto demuestra que ademas de LPG otros glicolipidos de

Leishmania pueden estar participando en la activacion de las células NKT.

El papel de las células NKT en la proteccidn contra L. mexicana se observo al
comparar el porcentaje de células NKT productoras de IFN-y entre las cepas. Los
ratones C57BL/6 tuvieron mayor porcentaje de células NKT productoras de IFN-y
con respecto a la cepa BALB/c. Esto se correlaciona con el mayor control de la
infeccion y el menor tamarfio de la lesion observado en los ratones C57BL/6, ya que
los ratones BALB/c cursaron con mayor carga parasitaria y lesiones mas grandes.
Otros estudios han demostrado que las células NKT de higado y de bazo en ratones
C57BL/6 infectados con L. donovani o L. major, también producen IFN-y que

contribuye a la proteccion del raton (Amprey et al., 2004; Mattner et al., 2006).

En este trabajo también se analiz6 el papel de a-GalCer como adyuvante en una
inmunizaciéon con ASL. Se sabe que a-GalCer induce grandes cantidades de IFN-y,
lo que podria dar lugar a un mayor numero de clonas Th1 contra Leishmania. Se
observo que la inmunizacion con ASL + a-GalCer no redujo el tamafio de la lesion
e indujo lesiones con ulceras, sin embargo, disminuyo la carga parasitaria. Algunos
estudios han demostrado que el grado de inflamaciéon no se correlaciona con la
carga parasitaria, ademas el desarrollo de ulceras en las lesiones es de buen
prondstico en pacientes con leishmaniasis cutanea, ya que el infiltrado inflamatorio
de dichas lesiones presentan apoptosis, produccién de IFN-yy TNF-a (Céaceres-
Dittmar et al., 1993: Hernandez-Ruiz et al., 2010: Scorza et al., 2017: Silveira et al.,
2004). La reduccion de la carga parasitaria se correlacioné con el incremento de la
produccion de IFN-y por los esplenocitos de bazo. Lo cual sugiere que la produccion
de IFN-y inducida por a-GalCer es capaz de dirigir la diferenciacion de linfocitos Th1,
por lo cual las células NKT a pesar de ser una subpoblacién pequena de linfocitos
T, juega un papel central en esta diferenciacion. Otros estudios han demostrado

que las células NKT participan en la induccién de linfocitos CD4 y CD8 productores

38



de IFN-y y citotoxicos respectivamente, en la inmunizacion con vacunas de DNA en

infecciones con L. major (Dondji et al., 2008).

VIII. Conclusiones

En este trabajo se concluye que el LPG de L. mexicana activa a las células NKT a
través de la via indirecta, la cual fue mas pronunciada en los ratones C57BL/6 y fue
mediada por la IL-12p70 producida por la activacion de TLR2 en células dendriticas.
Se propone que las células NKT ayudan a la proteccion contra L. mexicana, por su
produccion de IFN-y, la cual es mayor en la cepa C57BL/6 que en BALB/c. Ademas,
estas células contribuyen en la activacion de clonas Th1 en la infeccion por el
parasito, ya que su activacion mediante a-GalCer indujo mayor produccion de IFN-
v en lainfeccién. Estos resultados aumentan la importancia del estudio de las células
NKT en la inmunobiologia de la lesihmaniasis y en su uso para dirigir la respuesta

inmune celular tipo Th1 en vacunas.
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X. Anexo
Seleccion de la poblacion de los linfocitos NKT

Para la identificacion de células NKT primero se enriquecieron las células T
mediante columnas inmunomagnéticas, posteriormente en el citometro de flujo se
selecciond la poblacidon de linfocitos T que reconocian el CD1d cargado con a-
GalCer (Figura 18 C).

b
w
0O

o
10°
1

4
4
T AT -

0
10

TCR-p =3

NKT]
96% @

2%

APC

B
10°

il

TCR-f APC
3

TCR B

|ﬂ‘ ||'II
Lo sl g

-7

e L PR P L PR AL = ey WL PR RLLL Ty [ i e L e s L e
oo o 10 10 g 00 o 10 0 ik 0w i) 0 10

PE-A CD1d-PE vacio " CD1d-cargado con a-GalCer-PE

Figura 18. Regionalizacion de células NKT por citometria de flujo. A, Control
sin tenir. B, Marcaje de células TCR-[3+ después del enriquecimiento de células T.

C, marcaje de células NKT mediante CD1d cargado con a-GalCer.

Analisis de la expresion de moléculas de superficie en células dendriticas

Para identificar a las células dendriticas se seleccionaron las células CD11+ de la
poblacién de células diferenciadas de medula 6sea mediante GM-CSF por 8 dias,
posteriormente en esta poblacion se cuantifico la expresion de marcadores como:
CD86, MHCII, CD40, CD1d and TLR2, en células estimuladas con LPG y sin
estimular. Adicionalmente se afiadieron los controles de isotipo para cada marcador
(Figura 19).
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Figura 19. Histogramas de expresion de MHCII, CD86, CD40, CD1d and TLR2
en células CD11c+. A, se muestra la poblacidn de células dendriticas diferenciadas
de medula 6sea CD11c+ y el control de isotipo del marcaje. B, se muestran los
controles de isotipo de todos los marcajes de las moléculas de superficie. C, se
muestra la expresion de moléculas de superficie en células sin estimular. D, se

muestra la expresion de moléculas de superficie en células estimuladas con LPG
por 24 horas.
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NKT cells have been associated with protection against Leishmania donovani, yet their role in infections
with Leishmania mexicana has not been addressed, nor has the activation pathway been defined after
stimulation with Leishmania mexicana lipophosphoglycan (LPG). We analyzed the activation of NKT cells
and their cytokine production in response to Leishmania mexicana LPG. Additionally we compared NKT-
cell numbers and cytokine profile in lymph nodes of skin lesions induced by Leishmania mexicana in BALB/c
and C57BL/6 mice. We show that LPG activates NKT cells primarily through the indirect pathway, initiating

ﬁ%_words: with TLR2 stimulation of dendritic cells (DC), thereby enhancing TLR2, MHC II, and CD86 expressions
Leishmania mexicana and IL-12p70 production. This leads to IFN-y production by NKT cells. C57BL/6 mice showed enhanced
LPG DC activation, which correlated with augmented IFN-y production by NKT cells. Additionally, infected
TLR2 C57BL/6 mice showed elevated percentages of NKT cells with higher IFN-y and IL-4 production in lymph
Cytokines nodes.

Dendritic cells We conclude that the response of NKT cells towards Leishmania mexicana LPG initiates with the indirect
activation, after binding of LPG to TLR2 in DC. This indirect activation pathway enables NKT cells to
produce IFN-y during the innate phase of Leishmania infection, the magnitude of which differs between

mouse strains.
© 2016 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC

BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

2001). NKT cells are classically activated by glycolipid antigens pre-
sented by CD1d molecules of DC (Slauenwhite and Johnston, 2015).
One of the best-studied glycolipids capable of activating NKT cells
through the direct activation pathway is a-Galactosylceramide (a-
GalCer), which induces both IFN-y and IL-4 production (Juno et al.,
2012). However, NKT cells can also be activated through an indi-
rect pathway, where DCs are firstly stimulated by PAMPs (pathogen
associated molecular patterns) inducing their IL-12 production,
which in turn activates NKT cells (Zajonc and Girardi, 2015).

1. Introduction

NKT cells have features of both the innate and adaptive immune
responses: they share surface markers with NK cells such as NK1.1
and they also have an invariant T-cell receptor (TCR) character-
ized by Va14-Ja18 (Bendelac et al., 2007). NKT cells make up
0.1-0.5% of the peripheral blood leucocytes, they produce cytokines
such as IFN-vy, TNF-a, IL-4, IL-10 and IL-13 and additionally are
cytotoxic cells capable of destroying cells after TCR recognition,

as well as independently of TCR recognition. Furthermore, NKT
cells also enhance cytotoxicity of NK cells through their IL-2 secre-
tion (Godfrey et al., 2000; Coquet et al., 2008; Metelitsa et al.,

Abreviations: LPG, lipophosphoglycan; DC, dendritic cells; TCR, T-cell receptor;
a-GalCer, a-galactosylceramide; PAMPs, pathogen associated molecular patterns;
BMDC, bone marrow-derived dendritic cells.

* Corresponding author.
E-mail address: becker@unam.mx (I. Becker).

http://dx.doi.org/10.1016/j.imbio.2016.08.003

NKT cells play an important role in autoimmunity and cancer
and they also protect against intracellular pathogens, mainly
through their IFN-y production (Terabe et al., 2008; Tsuji, 2006;
Ranson et al.,, 2005). Thus, IFN-y produced by liver NKT cells was
shown to control intravenous infections with Leishmania donovani
(Amprey et al., 2004). One of the Leishmania molecules capable of
activating NKT cells is LPG, the most abundant glycolipid covering
the surface of the parasite in the promastigote stage of the life
cycle (Spdth et al., 2003). LPG consists of four domains: (i) a con-

0171-2985/© 2016 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0)).
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served GPI anchor [1-0-alkyl-2- lyso-phosphatidylinositol (PI)];
(ii) a core [Gal(al1-6)Gal(a1-3)Gals(B1-3)[Glc(a1)PO4]Man(al-
3)Man(a1-4)-GIcN(a-1) heptasaccharide]; (iii) disaccharide
repeats [Gal(31-4)Man («1)PO4 units] and (iv) a neutral oligosac-
charide forming the terminal (“cap”) (Ibraim et al., 2013). Even
though NKT cells have been associated with protection against
intravenously administered Leishmania, their role in skin infections
with Leishmania mexicana has not been addressed, nor has the
activation pathway after LPG stimulation been defined.

The aim of this study was to analyze the activation pathway
induced by Leishmania mexicana LPG in NKT cells and to compara-
tively study the cytokine production and infiltration kinetics of NKT
cells in lymph nodes draining Leishmania mexicana-infected lesions
of BALB/c and C57BL/6 mice.

We here demonstrate that Leishmania mexicana LPG activates
NKT cells mainly through the indirect pathway involving TLR2
stimulation in DC by Leishmania LPG, the magnitude of which dif-
fers between mouse strains. We furthermore show differences in
kinetics and cytokine production of NKT cells in lymph nodes from
C57BL/6 and BALB/c mice infected with Leishmania mexicana.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male BALB/c and C57BL/6 mice, aged 8-10 weeks, were bred
and housed at the animal facilities of the Unidad de Investigacién
en Medicina Experimental of the Medical School, UNAM, and their
handling was done following the National Ethical Guidelines for
Animal Health NOM-062-Z00-1999 and the guidelines recom-
mended for animal care by the Ethical Committee of the Medical
School of the UNAM. The animals were kept in pathogen-free
micro-isolation cages and received water and food ad libitum.

2.2. Leishmania mexicana infections

L. mexicana promastigotes were grown in 199 culture medium
(Invitrogen Cat. 12350039), supplemented with 10% FBS at 26 °C.
After 5days of culture, promastigotes were harvested in the sta-
tionary growth phase. Anesthetized BALB/c and C57BL/6 mice were
infected subcutaneously in the earlobe dermis with 1 x 10° para-
sites suspended in 5 pL isotonic saline solution. On days 1, 3, 5 and
7 post-infection, mice were sacrificed by cervical dislocation.

2.3. Monitoring of lesion size

A comparative study of earlobe lesions was made between
BALB/c and C57BL/6 mice infected with 1 x 10° parasites through-
out 8 weeks of evolution. Lesion size was evaluated using a Vernier.

2.4. Limiting dilution analysis of parasite burden

Parasite load was determined using the quantitative Limit-
ing Dilution Assay (LDA) described by Titus et al. [15]. Infected
ears were aseptically removed from infected BALB/c and C57BL/6
mice. Homogenized tissues were diluted in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% heat inactivated FBS (Gibco Invitrogen Cor-
poration, Carlsbad, CA, USA), 100U penicillin/ml and 100 mg/ml
streptomycin. The samples were serially diluted into 96-well plates
containing biphasic blood agar (Novy-Nicolle-McNeal) medium
and incubated at 26 °C during one week. The wells showing par-
asite growth were registered according to specific dilutions and
parasite burdens of tissues were calculated.

2.5. NKT cell count in lymph nodes

NKT cells were comparatively analyzed in the cervical lymph
nodes closest to the infection sites in both mouse strains. The cervi-
cal lymph nodes were aseptically removed and placed in a Petri dish
containing cold PBS. The tissue was disrupted in a 100 wm nylon
cell strainer (BD Falcon) and the isolated cells were centrifuged at
800 x g during 10 min at 4°C. Cells (1 x 106) were suspended in
RPMI supplemented with 10% FBS, incubated with 1 p.g/ml mon-
ensin (00-4505-51 e-Bioscience) during 2 h and stained for FACs
analysis. NKT-cell counts were made on days 1, 3, 5 and 7 post-
infection. On the day of their peak increase, IFN-y and IL-4 were
analyzed by flow cytometry in purified NKT cells of both mouse
strains.

2.6. NKT-cell enrichment from spleen cells

Spleen cells were separated by Ficoll-Hypaque gradient (Sigma)
and mononuclear cells were washed twice with PBS. T cells were
purified using a Pan T-cell isolation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). This method yields a cell suspension enriched
in NKT cells (Lotter et al., 2009).

2.7. Lipophosphoglycan purification

LPG was purified from L. mexicana promastigotes grown in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS
at 26 °C. Parasites were harvested on day 5, which corresponded
to the stationary culture phase. LPG was purified from 10'° pro-
mastigotes as described in the literature (McConville et al., 1987)
with some modifications. Briefly, the parasites were centrifuged
at 3200 x g, the supernatant was removed and the pellet was
extracted with chloroform/methanol/water (1:2:0.5; v/v) for 2h
at RT. The insoluble material was used for LPG extraction with
9% 1-butanol in water (2 x 50ml) and the pooled supernatants
were vacuum dried. LPG was purified from this fraction by octyl-
sepharose chromatography in HPLC using a 1-propanol gradient
(5-60%) in 0.1 M ammonium acetate. The preparations were nega-
tive for the presence of endotoxin using the Limulus sp. amebocyte
lysate assay (E-Toxate Kit; Sigma). Polymyxin B (5 g/ml) was also
used to confirm the absence of contaminating LPS. A sample was
analyzed for protein contaminants by SDS-PAGE with silver stain-
ing. The preparation was devoid of protein contaminants.

2.8. Bone marrow-derived dendritic cells (BMDC)

Bone marrow was flushed from the femurs and tibiae of
eight-week old C57BL/6 and BALB/c mice and plated in 100 mm
bacteriological Petri dishes (Falcon) at a concentration of 2 x 106
leukocytes in 10 ml of medium. Cells were cultured in RPMI-1640
medium containing 10% heat-inactivated FBS (endotoxin tested),
2mM L-glutamine, 100U/ml penicillin, 100 p.g/ml streptomycin,
50 g 2-mercaptoethanol (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA, USA), 25 mM HEPES buffer, and 24 mM NaHCO3 (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA). Complete medium was supplemented with
10% GM-CSF-containing supernatant from X-63 cell line trans-
fected with the murine GM-CSF gene, shown to be equivalent to
200 U/ml of GM-CSF (Zal et al., 1994). The X-63 cell line was kindly
donated by Dr. Brigitta Stockinger (Medical Research Council, Mill
Hill, London, UK). On day 3 of culture, 10 ml of GM-CSF-containing
medium were added to each dish and on day 6, 10 ml of the cul-
ture medium was replaced with fresh GM-CSF-containing medium.
On day 8, non-adherent cells were harvested, centrifuged and sus-
pended in complete RPMI medium. Flow cytometry showed that
cells were 85% CD11c+ pure.
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2.9. Co-culture of DC and NKT cells with in vitro cytokine
quantitation

1.5 x 10° DCs were stimulated with 10 wg/ml L. mexicana LPG or
100 ng aGalCer (KRN7000 Funakoshi co., Itd, Tokyo, Japan) in 96-
well plates (Corning) during 24 h, after which TNF-«a and IL-12p70
were quantified in the supernatants by ELISA. Thereafter, enriched
splenic NKT cells (1.5 x 106) were added to the wells during 48 h,
and IFN-vy and IL-4 were quantified in the supernatants of the co-
culture of DC and enriched NKT cells by ELISA.

2.10. Stimulation of enriched NKT cells

In an attempt to clarify whether the activation pathway of
enriched NKT cells was induced by IL-12 secreted by DC, 1.5 x 106
enriched NKT cells from C57BL/6 mice were stimulated in vitro
with either 5ng IL-12p70 (19361V BD Pharmingen), 10 pg/ml L.
mexicana LPG or 100ng aGalCer (KRN7000 Funakoshi co., Itd,
Tokyo, Japan) during 48 h. [FN-y was quantified in supernatants
of enriched NKT cells by ELISA and flow cytometry.

2.11. Flow cytometry

Stimulated and non-stimulated DC were blocked with anti-
Fc (14-0161-85 eBioscience), and stained with anti-CD11c in PE
(557401 BD), anti-CD1d-FITC (123508 BioLegend), anti-TLR2 in
Alexa Fluor 647 (121810 BioLegend), anti-CD86 in PE-Cy7 (105013
BioLegend), anti-CD40 in APC and analyzed in a FACS CANTO II BD,
using DIVA software. Lymph node cells were blocked with anti-Fc

and NKT cells were stained with Dimeric Mouse CD1d:Ig (557599
BD) coupled to a-GalCer and marked with secondary antibody in
PE (550083 BD), as described by the manufacturer.

Production of cytokines IFN-y (505806 BioLegend) and IL-4
(557728 BD) was analyzed on the day of the highest increase of
NKT-cell numbers in cervical lymph nodes of BALB/C and C57BL/6
mice. NKT-cell intracellular staining was carried out with anti-IFN-
v inFITC and anti-IL-4 in FITC in two different cell suspensions, after
using citofixcitoperm and permwash (BD). The cells were analyzed
by FACS CANTO II BD and DIVA software.

2.12. Co-localization of LPG and TLR2 in DC

To analyze whether the activation of DC by Leishmania mexi-
cana LPG was through TLR2 stimulation, DC were pulsed with LPG
for 3 h. The cells were washed with PBS and blocked with mouse
anti-Fc diluted 1:10 during 30 min at 4 °C. After two washings, they
were stained with anti-TLR2 in Alexa Fluor 647 (121810 BioLegend)
and anti-LPG mab (generated in our laboratory against L. mexicana
LPG) diluted 1:50 during 30 min at 4 °C. After two washings with
PBS, the LPG antibody was stained with a secondary anti-mouse
anti-IgG FITC (DAKO F-261) and fixed with 2% paraformaldehyde
during 30 min at4 °C. The negative control for the LPG stain on stim-
ulated DC cells consisted in using the secondary antibody anti-IgG
FITC (DAKO F-261), in the absence of the primary anti-LPG. As neg-
ative control for TLR2, the isotype control was used. Images were
analyzed by confocal microscopy (Leica TCS SP5).
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2.13. Total protein extraction and immunoblotting

In order to analyze whether LPG stimulation of DC was medi-
ated through TLR2, a kinetic analysis of IkBa phosphorylation was
done in DC of both mouse strains stimulated with LPG. Total pro-
tein extract was obtained from 5 x 10> DC of BALB/c and C57BL/6
mice which had been incubated with 10 wg/ml L. mexicana LPG or
10 pg/ml PG (Peptidoglycan, 77140 Fluka) as positive control, dur-
ing 5, 15, 30, 60, 90 and 120 min. Cells were washed twice with
PBS and lysed in 50 .l of RIPA modified buffer for 30 min. Cellular
extracts were centrifuged at 10 000 x g for 10 min at 4°C and the

supernatants were collected. Total protein extracts were quantified
with DC Protein Assay Reagents Package.

For Western-blotting, 10 wg of total protein were analyzed by
SDS-PAGE in 10% acrylamide gels. The proteins were transferred
onto Immobilon-P membranes using a semidry electroblotting
apparatus. The membranes were blocked with 5% non-fat dry milk
in Tris-buffer saline-Tween 20 (TBST: 10 mM Tris-HCI, pH 7.4,
0.15M Nadl, and 0.05% Tween 20) for 1h at RT. Immunoblotting
was done with anti-plkB-a (Cell signaling, 9246) diluted 1:1000
in BSA 1% overnight with constant shaking at 4°C. HRP anti-
mouse IgG (Cell signaling, 7076) diluted 1:2000 in 5% non-fat dry
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milk was used as secondary antibody, and incubated at RT for 1h
with shaking. Blots were developed using SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) and exposed to
X-ray films. After being developed, membranes were washed with
TBST overnight, blocked with 5% non-fat dry milk and incubated
with anti-actin (sc-1616) diluted 1:1000 in BSA 1% for 3 h at RT.
Membranes were washed and incubated for 1h with HRP bovine
anti-goat IgG (sc-2350) diluted 1:10 000 in 5% non-fat dry milk.
Blots were developed as described.

2.14. Statistical analysis

All data are expressed as mean+SD (standard deviation of
the mean). Comparisons between experimental groups were per-
formed using Mann-Whitney U-test. A value of p<0.05 was
considered statistically significant, using Prism 6 for Windows.
Three or more independent experiments were analyzed.

3. Results

3.1. Evaluation of earlobe lesions in BALB/c and C57BL/6 mice
infected with L. mexicana

The comparative study of earlobe infections carried out during
8 weeks showed differences between both mouse strains, which
became significant after 6 weeks of infection. After 8 weeks, earlobe
lesions of C57BL/6 mice showed a lower increase, as compared to
BALB/c. Furthermore, parasite load was approximately 5X less in
C57BL/6, as compared to BALB/c mice after 8 weeks of infection
(Fig. 1A, B).

3.2. Percentage of NKT cells in cervical lymph nodes closest to the
site of L. mexicana infections in BALB/c and C57BL/6 mice

Differences were observed in the percentage of NKT cells and
in the kinetics of cervical lymph node infiltration between both
mouse strains. In BALB/c mice, NKT cells increased abruptly, reach-
ing a peak (4.5 X) on day 3 of infection (3.2%), with regard to control
mice that had been inoculated with saline solution (0.7%) (p <0.05)
(Fig. 1C). By day 5 post-infection, the NKT cell numbers had dimin-
ished again to basal levels. In contrast, in C57BL/6 mice, NKT cells
reached their maximum increase (2.3 X) on day 5 of infection (1.1%)
(Fig. 1D). It is noteworthy that by day 7 this mouse strain still
showed 1.6 times (0.7%) the values registered for non-infected con-
trol mice (0.46%) (p<0.05). Taken together, these data show that
in BALB/c mice, NKT cell numbers increase significantly, achiev-
ing a rapid and transient peak at day 3 post-infection, followed by
a quick descent to basal levels. In contrast, C57BL/6 mice show a
much lower and more retarded increase in NKT cells in draining
lymph nodes, followed by a more gradual decrease, lasting 2 days.

3.3. IFN-y production by NKT cells in cervical lymph nodes

The cytokine analysis (IFN-y and IL-4) in NKT cells of cervical
lymph nodes was made on the day of their peak increase, which
was on day 3 in BALB/c mice and day 5 in C57BL/6 mice. Both
mouse strains showed that Leishmania mexicana infections induces
IFN-vy and IL-4 production by NKT cells. Yet in BALB/c mice only
2.5% of NKT cells produced IFN-y (p <0.05) and 0.5% produced IL-4
(Fig. 2A), which contrasts with C57BL/6 mice where enhanced num-
bers of NKT cells produced IFN-vy (14.6%) and IL-4 (2.5%) (Fig. 2B).



J. Zamora-Chimal et al. / Immunobiology 222 (2017) 454-462

P

459

00 BALB/c 04
Il C57BL/6 * *

T 30-
— E =z
£ F L
~ o g’

g a8 5 201
n ©
i U g
= 5 ¢

L ® 7 104

= &
0_
Control riL-12p70
C Non stimulated rlL-12p70 stimulated
=3 - 2% 3
53 .3
| ] [ rrrmm L T = 1 URARLUBERRIL (N :| 17 ||.||I """i"' .|‘|
o 10’ 10’ 0! 10’ o 10’ 10’ 10t 10 0 10° 10 10 10
FSC

CD1d-a-GalCer tetramer

F5SC

Fig. 5. IFN-y production by NKT cells after IL-12p70 stimulation. IFN-y production by NKT cells of C57BL/6 mice was assesed after direct stimulation with LPG, aGalCer or
IL-12P70 during 48 h (A). IFN-y production by NKT cells stimulated with IL-12p70 was further corroborated by flow cytometry. Bars represent the percentage of cytokine

producing cells (B) and dot plots show IFN-y production by populations of NKT cells (C).

3.4. In vitro cytokine production by NKT cells activated by
dendritic cells

We then analyzed whether in vitro stimulation of DC with L.
mexicana LPG induces cytokine production by NKT cells. For this,
DC cells of both mouse species were firstly matured by incubation
with LPG, which led to their increase of co-stimulatory molecules
CD86 and CD40. Although both mouse strains showed enhanced
expression of the maturation marker CD40 (Fig. 3A), the expression
of CD86 was significantly higher in DC of C57BL/6, as compared to
BALB/c mice (p <0.05) after LPG stimulation (Fig. 3B). Furthermore,
LPG stimulation also enhanced the expression of antigen presenting
molecules MHC II and CD1d in DC of both mouse strains, albeit
MHC II was more significantly expressed in C5BL/6 mice (p <0.05)
(Fig. 3C, D). LPG stimulation augmented TLR2 expression (Fig. 3E)
only in DC of C57BL/6 mice. Control studies using PG, a positive
control for TLR2, showed equally enhanced expressions of TLR2,
co-stimulatory molecules and antigen presenting molecules in DC
of both mouse strains.

The cytokine analysis showed that DC of both mouse strains
stimulated with LPG during 24 h secrete IL-12p70 and TNF-q, albeit
in different quantities: DC of C57BL/6 mice produced 2.2 times
more IL-12p70 and 1.25 times more TNF-a (Fig. 4A, B), as com-
pared to BALB/c mice (p < 0.05). After adding NKT cells to stimulated
DC during 48 h, an elevated production of IFN-y (3667 pg/ml) was
observed in NKT cells of C57BL/6 mice (Fig. 4C), whereas NKT of
BALB/c only secreted 1005 pg/ml, which is approximately 3.6 times
less, as compared to C57BL/6 mice (p<0.05). A positive control
with a-GalCer was included to analyze whether the differential

cytokine production was antigen specific. DCs incubated with a-
GalCer induced an equally strong IFN-y production by NKT cells
of both mouse strains: 6249 pg/ml in C57BL/6 and 6260 pg/ml in
BALB/c mice. Thus, the elevated IFN-y production by NKT cells of
C57BL/6 seems specifically related to LPG stimulation of DC. No IL-4
production was found in NKT cells of either mouse strain after their
incubation with LPG-stimulated DC (Fig. 4D).

By flow cytometry we were able to corroborate that NKT cells
of C57BL/6 were the producers of IFN-y after they were incubated
with DC that had previously been stimulated with LPG or a-GalCer
(Fig. 4E, F).

3.5. IFN-y production after stimulation of NKT cells with IL-12p70

In order to demonstrate that IFN-y production was induced by
IL-12p70 and not by direct stimulation with LPG or a-GalCer, we
stimulated NKT cells with LPG, a-GalCer or rIL-12p70 for 48 h. Our
results show that neither LPG nor a-GalCer induced IFN-vy produc-
tion by NKT cells. In contrast, rIL-12p70 stimulation induced IFN-y
production by NKT cells (Fig. 5A), which was corroborated by flow
cytometry done after 2 h of stimulation (Fig. 5B, C). These data show
that IL-12p70 produced by DC after stimulation with LPG induces
IFN-vy production by NKT cells (Fig. 4A, C).

3.6. Co-localization of LPG and TLR2 in DC
We then analyzed whether the LPG-induced secretion of IL-

12p70 by DC was caused by activation of TLR2. Through confocal
microscopy we analyzed co-localization of LPG and TLR2 in DC after
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Fig. 6. Co-localization of LPG with TLR2. Dendritic cells were stimulated with LPG for 3 h and stained with anti-TLR2 and anti-LPG antibodies. The left panel (green) shows
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control pannels. The photographs were taken with a confocal microscopy. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)

the cells had been stimulated during 3 h with LPG. We found a
merged image of LPG (stained with FITC) and TLR2 (stained with
Alexa Fluor 647), showing co-localization of both molecules (Fig. 6).

3.7. Phosphorylation of plkBa in DC

In order to prove that LPG stimulation of DC was mediated
through TLR2, a kinetic analysis of IkBa phosphorylation was done
in DCs of both mouse strains stimulated with LPG. IkBa phospho-
rylation was observed in both mouse strains although at different
times: in BALB/c mice the phosphorylation was observed after
5min of LPG stimulation, which later decreased to basal levels.
In contrast, in C57BL/6 mice the phosphorylation of IkBa initi-
ated after 15 min of LPG stimulation and persisted throughout the
120 min that the analysis lasted. The positive control for TLR2 stim-
ulation with PG showed a similar kinetics in both mouse strains:
phosphorylation of IkBa began after 5 min, diminished transiently
after 15 min and thereafter increased again, remaining unchanged
up to the 120 min that the study lasted (Fig. 7).

4. Discussion

We here comparatively analyzed the response of NKT cells from
two mouse strains to Leishmania mexicana infections as well as to
in vitro stimulation with purified LPG, including an analysis of the

activation pathway. Previous studies had reported that Leishma-
nia donovani LPG was presented by CD1d in DCs, leading to the
activation of NKT cells. This activation pathway is considered the
directactivation pathway (Junoetal.,2012). We now show that NKT
activation by Leishmania mexicana LPG occurs primarily through
the indirect activation pathway that initiates with the stimulation
of TLR2 in DCs, leading to production of IL-12p70 and enhanced
expression of co-stimulatory molecules CD86 and CD40 in DCs.
These combined events then activate NKT cells, inducing their IFN-
v production. The indirect activation pathway of NKT cells has been
related to their IL-12 receptor (Rossjohn et al., 2012). Our data now
show that the indirect activation pathway of NKT cells by LPG only
leads to their IFN-y production, which contrasts with the direct
activation pathway induced by a-GalCer, which had been shown
to lead to both IFN-vy and IL-4 productions by NKT cells (Hayakawa
et al., 2003).

Another characteristic feature of a-GalCer is that it does not
induce maturation of DC after direct stimulation. Maduration of
DC occurs only after contact with NKT cells and involves binding of
CDA40L (Fujii et al., 2007). Our data are in accordance with the litera-
ture, since stimulation with a-GalCer did not induce overexpresion
of co-stimulatory molecules in DC.

With these results, we are tempted to speculate that the char-
acteristics of cytokine production in NKT cells is related to their
activation pathway: the indirect activation of NKT cells, induced
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Fig. 7. Activation of TLR pathway. Phosphorilation of plkBa was analyzed in non-stimulated and PG- or LPG-stimulated DC of BALB/c (A) and C57BCL/6 (B) mice at 5, 15, 30,
60, 90 and 120 min. Lanes 1: non-stimulated; lanes 2: PG 5’; lanes 3: PG 15'; lanes 4: PG 30’; lanes 5: PG 60'; lanes 6: PG 90’; lanes 7: PG 120'; lanes 8: LPG 5'; lanes 9: LPG
15’; lanes 10: LPG 30’; lanes 11: LPG 60’; lanes 12: LPG 90’; lanes 13: LPG 120'. A representative immunoblot is shown.

by IL-12 from DC after stimulation of their TLR2 receptors, leads
to a polarized production of IFN-vy, whereas the direct activation
pathway mediated by antigen presentation through CD1d in DC
and recognition by invariant T-cell receptors in NKT cells, leads to
production of both cytokines IFN-y and IL-4 (Zajonc and Girardi,
2015).

Despite having shown that LPG activates NKT cells mainly
through the indirect pathway, we cannot rule out some partici-
pation of the direct pathway, since LPG stimulation enhanced the
expression of CD1d in DC of both mouse strains, although this does
not necessarily imply that the direct pathway is activated.

The activation of TLR2 by L. mexicana LPG has previously been
shown by our group (Becker et al., 2003). Additionally, various
reports in literature have reported that LPG has the properties of
a PAMP, capable of inducing maturation and activation of DC cells,
leading to their enhanced expression of co-stimulatory molecules
together with IL-12 and TNF-a production (Aebischer et al., 2005).
Our study now shows that L. mexicana LPG not only stimulates DC,
enhancing their CD86 and CD40 expressions, as well as their IL-
12p70 production, it furthermore leads to the indirect activation of
NKT cells.

Although we had previously shown that L. major LPG activates
the TLR2 signaling pathway, our current study now enables us to
add novel data showing that TLR2 co-localizes with L. mexicana
LPG and leads to phosphorylation of pIkBa, a molecule related to
the TLR signaling pathway (Cafieda-Guzman et al., 2014). Together,
these data provide evidence that L. mexicana activates DC through
TLR2, which ultimately leads to nuclear translocation of NF-kB and
transcription of inflammatory mediators such as IL-12 and TNF-a.

Our hypothesis that LPG activates NKT cells mainly through the
indirect activation pathway is strengthened by the lack of exper-
imental evidence of a direct activation pathway. To the best of
our knowledge, LPG presentation by CD1d in DC has not been
conclusively demonstrated. LPG has only been shown to com-
pete with a-GalCer for the tetramer-binding site in recombinant
CD1d molecules. Yet no NKT cell activation was evidenced after
incubation with tetramers coupled to LPG, which contrasts with

the activation observed after using tetramers coupled to a-GalCer
(Amprey et al., 2004).

It is noteworthy, that activation of DC cells by L. mexicana LPG
differed between the two mouse strains. It was more elevated
in C57BL/6 mice, which also correlated with the enhanced MHC
I, CD86 and TLR2 expressions, as well as with the augmented
cytokine production. Additionally, the LPG-induced phosphoryla-
tion of pIkBa lasted longer in DC of C57BL/6 mice. This differential
response seems antigen specific, since stimulation with PG showed
no difference in the phosphorylation patterns between the two
mouse strains. Our data are in accordance with the literature, where
DC stimulated with TLR2 agonists, such as zymosan and lipopro-
teins showed a more elevated IL-12 production in C57BL/6, as
compared to BALB/c mice (Liu et al., 2002).

With these data we were further interested in analyzing
whether the differential response towards LPG observed between
the two mouse strains in vitro was also evidenced in NKT cells dur-
ing L. mexicana infections of C57BL/6 and BALB/c mice. Our results
show striking differences in NKT cell numbers and their cytokine
production between both mouse strains. The percentage of NKT
cells present in the draining lymph nodes during the first week
of the infection in BALB/c mice increased only transiently during
day 3 post-infection and diminished again on day 5. In contrast,
the increase in the percentage of NKT cells in the draining lymph
nodes of C57BL/6 mice was delayed by two days, appearing on day
5 post-infection, remaining elevated throughout day 7, on which
the experiment was finalized. It is noteworthy, that NKT cells of
C57BL/6 mice also produced more IFN-y and IL-4, as compared to
BALB/c mice. We hypothesize that the prolonged presence of NKT
cells in lymph nodes of C57BL/6 mice infected with Leishmania mex-
icana possibly relates to their more elevated cytokine production.
Our data are in accordance with the literature showing IFN-y pro-
duction by liver NKT cells in C57BL/6 mice infected with L. donovani
(Amprey et al., 2004).

It is noteworthy that the cytokines found during in vivo studies
differed from the ones found in vitro. This is possibly related to the
fact that in vivo studies were carried out with the whole parasite,
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possessing multiple antigens capable of activating various stimula-
tion pathways in NKT cells and therefore able to produce multiple
cytokines (IFN-y and IL-4). In contrast, in vitro studies were done
with a specific antigen (LPG) known to activate the TLR2 pathway,
which induced a different cytokine profile (IFN-vy). This observa-
tion on specific parasite molecules leading to differential activation
pathways for NKT cells is in accordance with a study done with a L.
donovani glycosphingolipid, a molecule presented by CD1d in DC,
which proved to lead to the direct activation pathway of NKT cells
(Amprey et al., 2004).

Taken together, our data now show that L. mexicana LPG
activates NKT cells primarily through the indirect pathway that ini-
tiates with TLR2 stimulation in DC, thereby enhancing their MHC ]I,
CD86, TLR2 expressions and IL-12p70 production, which was more
elevated in C57BL/6 mice. This mouse strain also showed prolonged
phosphorylation of plkBa in DC. Together, these events correlate
with the higher IFN-vy production by NKT cells of this mouse strain.
The NKT-cell response also differed between both mouse strains
after infection with L. mexicana promastigotes. Thus, C57BL/6 mice
showed a more elevated percentage of NKT cells in lymph nodes
close to the infection sites, which remained there for a longer period
of time and showed a higher IFN-y and IL-4 production, as com-
pared to BALB/c mice.

5. Conclusion

We conclude that L. mexicana LPG activates NKT cells impor-
tantly through the indirect pathway, which was more pronounced
in C57BL/6 mice and possibly correlates with the prolonged sig-
naling during the TLR2 activation pathway. With these data we
propose that IFN-y production by NKT cells induced by Leishma-
nia mexicana LPG possibly favors protection during the acute and
innate phase of the infection. These results enhance the impor-
tance of studying the indirect activation pathway in NKT cells
during Leishmania infections, since different parasite strains can
exert diverse immunomodulation in DC, thereby altering the NKT
cell response that can influence the disease outcome.
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The role of NKT cells in the resistance or susceptibility towards Leishmania infections remains to be
defined, since controversial data persist. The response of these cells seems to depend on many variables
such as the infection site, the number of infecting parasites, the virulence of the strain and the Leishmania
species. We here revise the activation pathways leading to NKT cell activation. NKT cells can be activated
by the direct pathway, in which Leishmania glycolipids are presented by CD1d molecules on antigen
presenting cells, such as dendritic cells (DC), leading to the secretion of diverse cytokines by NKT. NKT
cells can also be activated by the indirect pathway, in which Leishmania glycolipids, such as LPG, stimulate
TLR2 in DC, inducing their IL-12 production, which in turn activates NKT cells. The review further analyzes

LPG the role of NKT cells in disease development, both in humans as in mouse models. Finally we propose the
TLR2 activation of NKT cells for controlling Leishmania infections.

Dendritic cells
CD1d
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1. Introduction

The NKT cells are the link between the innate and adaptive
immunity. As innate cells they respond quickly against infec-
tions, determining the type and intensity of the adaptive immune
response (Slauenwhite and Johnston, 2015). Leishmaniasis, a par-
asitic disease caused by the protozoan parasite Leishmania, is one
of the diseases where both innate and adaptive immune responses
have been well studied with the aid of mouse models that helped
clarify the principles of the adaptive response leading to resistance
(Th1) or susceptibility (Th2) (Lohoff et al., 1998). This infection
is transmitted by the bite of sand flies, which inoculate the par-
asites together with saliva components into the mammal host skin
(Carregaro et al., 2015). The parasite is phagocytosed by dermal
dendritic cells, macrophages and neutrophils, and within para-
sitophorous vacuoles they transform into amastigotes and divide,
thus evading immune recognition (Hermida et al., 2014; Olivier
etal., 2005). The interaction between Leishmania, macrophages and
the adaptive immune response has been well studied, yet infor-

Abbreviations: ~ LPG, lipophosphoglycan; DC, dendritic cells; «-GalCer,
a-galactosilceramide; GIPLs, glycoinositol phospholipids; GSPL, glycosphin-
gophospholipid; GPI, glycosylphosfatidylinositol; PKC, protein kinase C; MAPK,
mitogen-activated protein kinase.
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mation on NK and NKT cells remains scarce. In this review we
analyse NKT cells and their role in mouse and human leishmania-
sis, as well as their use for the development of vaccines and other
immunotherapies against Leishmania.

2. Immune responses in leishmaniasis

The interaction between Leishmania and the mammal host
immune response initiates with the parasite recognition by com-
plement and innate receptors such as TLRs (Pandey et al., 2015;
Noronha et al., 1998). In vitro studies have shown that comple-
ment lyses 90% of stationary-phase L. amazonensis promastigotes
(Noronha et al., 1998). After lysis, parasite antigens are drained to
the regional nodes via lymphatics (Lezzi et al., 2006). Parasites that
are resistant to complement-mediated lysis are opsonized by the
C3b fraction of complement, making them susceptible to phago-
cytosis through CR1 and CR3 receptors by antigen-presenting cells
(Ueno and Wilson, 2012). This type of phagocytosis is considered
“silent”, since it does not promote an oxidative burst or IL-12
production in the phagocytic cells, thereby limiting macrophage
activation as well as the migration of dendritic cells to lymphatic
nodes (Gupta et al., 2013). Thus, the activation of T cells in lymph
nodes possibly occurs with antigens that drain through lymph
(Hermida et al., 2014).

One of the main Leishmania antigens is the glycolipid lipophos-
phoglycan (LPG), which constitutes much of the glycocalix in the
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promastigote stage of the parasite. This molecule is relevant during
the early stages of the immune response, since it has been shown
to inhibit protein kinase C (PKC) and mitogen-activated protein
kinase (MAPK), both of which are involved in triggering the oxida-
tive burst in the macrophages (Bhardwaj et al., 2010). Furthermore,
LPG binds to TLR2 in human NK cells inducing their IFN-y produc-
tion (Becker et al., 2003). In dendritic cells, LPG stimulation leads to
IL-12 production and to partial maturation of these cells, increas-
ing their CD86 and MHCII expressions (Aebischer et al., 2005;
Argueta-Donohué et al., 2008). Dendritic cells, in turn, orchestrate
the activation and differentiation of NKT cells as well as inducing
the adaptive immune response.

The infection of C57BL/6 mice with L. major has shown that
Th1 immune responses resolve the illness mainly by IFN-y and
TNF-a production, which activate iNOS in Leishmania-infected
macrophages, thereby helping them to eliminate the parasite
(Tacchini-Cottier et al., 2012). In contrast, L. major infections in
BALB/c mice have shown that Th2 responses lead to progression
of the disease, mainly due to IL-4 production, reducing inflamma-
tory cytokines and inducing the differentiation of alternative type
macrophages which are unable to eliminate the parasite (Tacchini-
Cottier et al., 2012; Osorio et al., 2012).

It is known that patients with localized cutaneous leishmani-
asis infected with L. braziliensis and L. amazonensis preferentially
show a Th1 cytokine profile and have a good prognosis and illness
control (Silveira et al., 2004). The inflammatory infiltrate in these
lesions is characterized by the presence of CD4 and CD8 T lym-
phocytes, IFN-y messenger RNA (mRNA), IL-10, TNF-q, IL-5, IL-2
and IL-4 together with apoptosis in the lesions (Caceres-Dittmar
etal,, 1993; Hernandez-Ruiz et al., 2010). In contrast, patients with
chronic lesions, such as those of diffuse cutaneous leishmaniasis,
show low levels of CD4 and CD8 T lymphocytes in their lesions. Even
though these patients have IFN-y mRNA during the early stages of
the disease, they have 4 times more IL-4 than IFN-y producing CD4T
cells in their peripheral blood. In addition to IL-4 and IL-10 produc-
ing cells, these patients harbour exhausted antigen-specific CD8
lymphocytes, showing poor IFN-y production in response to the
parasite and scarce cytotoxic activity towards Leishmania-infected
macrophages (Caceres-Dittmar et al., 1993; Hernandez-Ruiz et al.,
2010).

3. Classification and functions of NKT cells

The NKT cells represent 0.1-0.5% of peripheral blood leucocytes
(Godfrey et al., 2000). They are good producers of cytokines IFN-vy,
TNF, IL-4, IL-10 and IL-13 (Coquet et al., 2008). Additionally, they
have cytotoxic activity after TCR ligation or after IL-2 production by
cells such as NK cells (Table 1) (Metelitsa et al., 2001). NKT cells par-
ticipate against several infectious diseases, autoimmunity, cancer
and more specifically, against leishmaniasis (Terabe and Berzofsky,
2008; Tsuji, 2006).

NKT cells are a subset of T cells, which recognize glycolipid
antigens presented through CD1 by antigen presenting cells (Borg
et al., 2007). Originally they were described as cells sharing both
CD3 T-cell and NK-cell markers, such as NK1.1 (CD161), Ly49 and
members of the NKG2 family, yet later it was shown that not
all NKT cells have the NK1.1 marker (Godfrey et al., 2000). Cur-
rently NKT cells are classified into two subsets according to the
degree of polymorphism of their TCR alpha chain. NKT cells type
1 are known as invariant chain NKT cells (iNKT), which show
low polymorphism in their rearranged alpha chain (Va14-Ja18
in mice and Va24-Ja18 in humans). However, they have a beta
chain with some variations (V38.2, VA7 in mice and V32, V311
and in humans). The iNKT cells represent 70% of the NKT cells and
are also the better described ones. They recognize the glycolipid

alpha-galatosylceramide (a-GalCer), a glycolipid extracted from
the marine sponge Agelas mauritianus coupled to tetramers, that
has been used for their pheno-typification. Type 2 NKT cells are
less frequent and do not recognize a-GalCer (Bendelac et al., 2007).

NKT cells have two main effector functions: cytokine produc-
tion and cytotoxic activity and the cells are characterized by their
expression of CD4 or CD8. In humans, subsets showing CD4+, CD8+
or double negative (DN) CD4- CD8- have been described. It is note-
worthy, that the CD8+ subset has not been demonstrated in mice
(Teige et al., 2010). The CD8+ cells and DN have a higher cytotoxic
activity, whereas CD4+ cells show a more elevated Th1 and Th2
cytokine production (Ho et al., 2015). The activation of NKT cells
through a-GalCer has been extensively studied in vitro. This lipid is
presented through CD1d molecules by antigen presenter cells like
dendritic cells (Tsuji, 2006). In vivo studies in mice have shown that
the intravenous or intraperitoneal inoculation of 2 pg a-GalCer
activates the immune system leading to cytokine production in
serum. During the first hour after inoculation, the mice begin to
produce IL-4 and IFN-y. Whereas IL-4 reaches its highest produc-
tion after 3 h, IFN-vy reaches its peak production at 12 h after the
inoculation. IL-4 decreases after 12 h of stimulation, whereas IFN-y
production continues throughout 48 h, during which the produc-
tion remains elevated (Habu et al., 2004). This characteristic has
led to the proposal of using a-GalCer as a therapeutic agent against
intracellular infections and cancer. Patients with hepatic cancer
that were inoculated with dendritic cells previously pulsed with
a-GalCer, showed a reduction in tumor size related to IFN-y and IL-
12 production and increased cytotoxic NK-cell activity (Schneiders
etal.,,2011; Nieda et al., 2004). Thus, treatment with a-GalCer pos-
sibly also helps against Leishmania infections through IFN-y and
TNF-a production that has been shown to decrease the parasite
load by activation of iNOS in the infected macrophages (Sisto et al.,
2001).

4. Activation of NKT cell in leishmaniasis

NKT cells can be activated through two mechanisms: a) the
direct pathway after binding of their invariant TCR to CD1d loaded
with a glycolipid and, b) the indirect pathway through cytokines
such as IL-12 or IL-18 produced by antigen presenting cells (APC)
(Fig. 1) (Zajonc and Girardi 2015; Nagarajan and Kronenberg
2007). In leishmaniasis, NKT-cell activation has been proposed to
occur through the direct pathway, where Leishmania glycocalyx
antigens presented by CD1d bind to invariant NKT cells, due to
their similarity with a-GalCer. Examples of these are LPG of L.
donovani, glycoinositol phospholipids (GIPLs), glycosphingophos-
pholipid (GSPL) and glycosylphosfatidylinositol (GPI) (Amprey
etal., 2004; Karmakar et al., 2011; Schofield et al., 1999). Activation
of NKT cells by GSPL bound to CD1d was demonstrated by iso-
electric focusing showing binding of GSPL to CD1d. Furthermore,
confocal microscopy revealed that this binding occurred within
lipid rafts on macrophages stimulated with GSPL, where higher
concentrations of immunological synapses occur (Karmakar et al.,
2011; Chichili and Rodgers, 2009). The co-incubation of NKT cells
with macrophages pulsed with GSPL was shown to lead to cal-
cium mobilization and IL-2 production in NKT cells (Karmakar et al.,
2011).

Studies on activation of NKT cells by Leishmania LPG or GIPLs,
using competition-binding assays, showed that these molecules
compete for CD1d. When using the recombinant dimer CD1d bound
to LPG or GIPLs in the absence of a-GalCer, no activation was
observed. In contrast, when including «-GalCer bound to CD1d,
activation of NKT cells was observed (Amprey et al., 2004).

Another activation model showed that NKT cells produce IFN-vy
after co-incubation with dendritic cells previously pulsed with LPG.
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Table 1
Phenotypic and functional characteristics of human and mouse invariant NKT cells.
Invariant TCR rearrangement Mouse Human References
Val4-Jal8 Va24-Ja18
Cytokines
IFN-y IFN-y Coquet et al. (2008)
IL-4 IL-4 Bernin et al. (2016)
IL-10 IL-10
IL-13 ?7?
IL-9 IL-9
IL-6 IL-6
IL-5 IL-5
IL-13 ?27?
IL-2 IL-2
GM-CSF ?2?7?
TNF-a TNF-a
IL-17A IL-17A
?27? IL-17F
?77? IL-21
?77? IL-22
Cytotoxicity
TCR-dependent TCR-dependent Metelitsa et al. (2001)
Fas CD95 and its ligand FasL CD178 ??? Wingender et al. (2010)
TRAIL ?2?? Wingender et al. (2010)
?2?7? NKG2D Kuylenstierna et al. (2011)
TLRs
TLR 4 mRNATLR 1, 2, 3, 4, Kim et al. (2012)

Low IFN-v production

5,6,7,9 & 10 expression
No activation observed

Moreno et al. (2009)

Indirect Pathway
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Fig. 1. NKT cell activation pathways in leishmaniasis. NKT cells can be activated by the direct pathway, where Leishmania glycolipids are presented by CD1d on antigen
presenting cells such as dendritic cells (DC), leading to the secretion of diverse cytokines by NKT cells such as IFN-v, IL-4 and IL-10, in addition to enhancing cytotoxicity
through granzymes and perforins. NKT cells can also be activated by the indirect pathway, in which the same Leishmania glycolipids, such as LPG, stimulate TLR2 in DC,
inducing their IL-12 production, which in turn activates NKT cells. The indirect activation pathway of NKT cells leads only to IFN-vy production.

Yet this activation model with LPG failed to clarify the pathway,
since it only showed that activation of NKT cells decreased after
inhibition of CD1d (with anti-CD1d blocking antibody, clone 1B1),
yet it did not explore whether the indirect pathway was involved
(Amprey et al., 2004). This is important since LPG has been associ-
ated with TLR2 activation, which induces inflammatory cytokines
like IL-12 after stimulation of dendritic cells in mouse and humans
(Becker et al., 2003; Argueta-Donohué et al., 2008; de Veer et al.,
2003). It was therefore feasible that LPG could be activating NKT
cells through the indirect pathway. This was clarified by recent
results from our laboratory that have shown that NKT cell activa-
tion in leishmaniasis indeed occurs through the indirect pathway,
where L. mexicana LPG activates dendritic cells leading to theirIL-

12p70 liberation, which in turn, induces IFN-y production by NKT
cells (Zamora-Chimal et al., 2016).

5. The role of NKT cells in leishmaniasis

The role of NKT cells in leishmaniasis has been clarified with use
of CD1d and invariant chain knockout mice. CD1d knockout mice do
not have NKT cells. Furthermore, Jo18~/~ mice do not have type 1
NKT cells, however they do have type 2 NKT cells (Liao et al., 2013).

In the model of visceral leishmaniasis by L. donovani, parasites
were found in the liver and spleen, where NKT cells make up 30%
and 3% of T lymphocytes, respectively. In this model NKT cells
play an important role since BALB/c CD1d~/~ mice infected with
107 amastigotes showed a 3.5 times higher parasite load, as com-
pared to wild type mice, after 4 weeks of infection. Furthermore, a
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Fig. 2. Immunization with a-GalCer protects against Leishmania infections by inducing Th1. The inoculation of a-GalCer together with Leishmania antigens in mouse models
lead to a strong IFN-y response that reaches its peak at 24 h and lasts up to 72 h. This elevated serum IFN-y possibly mediates the differentiation of CD4 T cells into Th1
clones, leading to continued IFN-vy production. Additionally it induces CD8 clones with enhanced cytotoxicity and IFN-y production, thus protecting the immunized mice.

higher percentage of immature granulomas was found in the liver
ofinfected mice (Amprey et al., 2004). Yet after 8 weeks of infection,
both mice (CD1d~/~ and wild type) showed the same parasite load.
This suggests that NKT cells initially help to control the infection in
BALB/c mice, possibly by inducing a protective immune response to
L. donovani. Yet in the later stages of the infection, NKT cells seem to
be supported by other cells, possibly NK cells and yd T cells (Amprey
et al., 2004).

In the L. major infection model, the role of the NKT cells is con-
troversial. In one study where Va14 Ja281~/~ mice were infected
subcutaneously with 2.5 x 106 promastigotes in the footpad, they
showed a higher parasite load in the footpad and spleen, as com-
pared to wild type mice on day 53 of infection. Additionally, the
intravenous injection of L. major parasites (5 x 106 promastig-
otes) showed the same phenomenon, since the parasite load was
approximately 10 times higher in the spleen and liver in Va14
Ja281~/~ mice, as compared to wild type mice (Mattner et al.,
2006). In contrast, another study of earlobe infections using a
more physiological inoculation dose of 103 L. major metacyclic pro-
mastigotes, showed that NKT cells are involved in susceptibility,
since the mice deficient in CD1d~/~ and Jo:18~/~ NKT cells showed
smaller lesions and reduced parasite loads, as compared to wild
type mice (Griewank et al., 2014). The controversial data possibly
relate to different parasite numbers and to the use of metacyclic
promastigotes in the different infection models. Infections with
heavy parasite loads and with metacyclic-stage parasites, alters
the immune response towards the infection (Felizardo et al., 2007).
This has been observed for CD8 lymphocytes, where low infection
doses showed a more important role of these cells in the protection
of mice against Leishmania, which was not observed when using
elevated numbers of parasites (Novais and Scott, 2015).

There are few studies on NKT cells in human Leishmania infec-
tions. One of them analyses the cytotoxic role of the NKT cells
in eliminating dendritic cells infected with L. infantum, where it
was shown that NK cells cannot eliminate infected dendritic cells
because they increases their HLA-E expression during the infec-
tion, thus protecting them from NK-cell lysis (Campos-Martin et al.,
2006). Yet dendritic cells infected with L. infantum increase their
CD1d expression and can therefore be recognized by NKT cells,
which are able to kill these cells. In this study, the percentage of

NKT cells producing IFN-y was approximately twice as those pro-
ducing IL-4 (Campos-Martin et al., 2006). These data contribute to
the understanding the role of NKT cells in leishmaniasis showing
that they not only produce cytokines that activate the immune
response, but they can also be cytotoxic for cells that cannot be
lysed by NK cells (Campos-Martin et al., 2006). These data suggest
that NKTs possibly play an important role in the immune response
against Leishmania infections.

A study of NKT cells in human L. donovani infections showed that
the percentage of these cells increases in the bone marrow, where
more than 50% of them were CD161* that bound to CD1d loaded
with a-GalCer and LPG. Yet this study did not clarify whether this
binding also activated the NKT cells (Rai et al., 2011). Since L. dono-
vani infects the bone marrow, it would be interesting to analyse
whether bone marrow NKT cells respond to Leishmania in this site
or if their increase only reflects a physiologic response towards an
infection in some other part of the body.

6. The use of iNKT cells in vaccines and therapies against
leishmaniasis

Since stimulation of NKT cells with «-GalCer leads to their
enhanced IFN-vy production and additionally promotes CD8+ cyto-
toxic T cell activity by inducing CD70 expression on dendritic cells
(Taraban et al., 2008), this glycolipid has also been analyzed in
vaccines against L. major. The use of a-GalCer helped reduce the
parasite load in BALB/c mice infected with 1000 L. major promastig-
otes. It is noteworthy that a-GalCer had the contrary effect in the
C57BL/6 mouse strain. The authors suggested that the opposed
effect was caused by IL-4, since this cytokine increased in C57BL/6
infected mice as opposed to BALB/c infected mice, where IL-4
diminished (Griewank et al., 2014). This possibly suggests that NKT
cellsrespond differently, according to the genetic background of the
mouse strains.

Furthermore, a-GalCer also has also been used as an adjuvant
in Leishmania vaccines. In the case of a DNA vaccine express-
ing the antigen LACK (p36), it was shown that immunization of
BALB/c mice with a-GalCer as adjuvant and p36 as antigen, led to a
reduction in the L. major parasite load approximately 10 times, as
compared to mice only immunized with p36. The protection was
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related to a higher IFN-y production by T CD4 cells and a higher
cytotoxicity of T CD8 cells (Dondji et al., 2008).

These models using a-GalCer for immunization or therapeu-
tic treatments suggest that NKT cells, despite of being a small
subset of T cells, have a very important role in modulating the
immune response against Leishmania (Fig. 2). Thus, a-GalCer must
be taken into account for future immunization trials against Leish-
mania infections.

7. Conclusion

The role of NKT cells in the resistance or susceptibility towards
Leishmania infections remains to be defined, since controversial
data persist. The response of these cells seems to depend on many
variables such as the infection site, the number of infecting par-
asites, the virulence of the strain and the Leishmania species. It
will be necessary to establish a vector-transmitted natural infection
model to fully clarify the role of these cells during Leishmania infec-
tions. The model of natural infection additionally includes the sand
fly saliva as another immunomodulatory variable, and additionally
guarantees the correct parasite numbers during the infections.

New insight has been gained on the activation of NKT cells dur-
ing Leishmania infections, including information on CD1d antigen
ligands such as GSPL. However, the complexity of the in vivo acti-
vation needs to be addressed, since additional activation pathways,
such TLRs stimulated by LPG or DNA of Leishmania, might be par-
ticipating in the activating NKT cells, in which case the outcome
possibly differs from the activation induced by a single pathway.

The use of a-GalCer as adjuvant in vaccines against Leishmania
must be analyzed for all vaccine candidates, since it has provided
promising results by maximizing the immune response against
antigens that have proven to be protective, such as the antigen
LACK.
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