
Ingeniería en Biotecnología  

Facultad de Ciencias de la Vida 

Universidad Andrés Bello, Santiago  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rol de las células Natural Killer T en la respuesta humoral frente a 

antígenos T-independientes 

 

Memoria de Título presentada como parte de los requisitos para optar al título de  

Ingeniero en Biotecnología. 

 

 

Director : PhD Leandro Carreño M 

Facultad de medicina, Universidad de Chile 

 

Co-Director : PhD(c) Pablo Palacios 

Facultad de medicina, Universidad de Chile 

 

Patrocinador: PhD Jorge Soto 

Universidad Andrés Bello 

 

María Fernanda Aguirre Muñoz 

 

Santiago, Chile 

Décimo semestre 

2023 



2 
 

Agradecimientos 

 

A todo el equipo de trabajo que forman parte del laboratorio de Inmunomodulación, desde doctores y futuros 

doctores, tesistas de pregrado y a los integrantes que trabajan en el Programa Disciplinario de Inmunología 

de la Universidad de Chile. Una mención especial para mi co-tutor Pablo Palacios Pedraza, quien me ha 

guiado y enseñado conocimientos fundamentales y por sobre todo a tener una mirada más crítica para llevar 

a cabo esta tesis, son enseñanzas que me harán una gran investigadora, por ello quiero destacar y agradecer 

a mi co-tutor por esta buena experiencia de aprendizaje y apoyo que me brindo, sin duda el será un excelente 

Doctor e Investigador. Agradecer también a Cristian Gutiérrez por su excelente disposición y por sobre todo 

sus consejos que me ayudaron bastante para poder enfrentarme a esta nueva experiencia. Richard García, 

Francisco Otero y Romina Falcón por su alegría y buena disposición siempre. Y por supuesto agradecer a 

mis pares por el apoyo y conocimiento que compartimos durante todo este periodo. Finalmente agradecer a 

mi director de tesis el Dr. Leandro Carreño por aceptarme en su laboratorio, entregarme las herramientas y 

por apoyarme exhaustivamente durante todo este periodo. 

 

En un ámbito más personal, agradecer a mis padres por darme la oportunidad y el apoyo de estudiar una 

carrera interesante, a Héctor Guerrero por ser un pilar fundamental desde que ingresé a la universidad, por 

brindarme su apoyo desde los comienzos de mi carrera, paciencia y darme las fuerzas para seguir cuando 

ya me sentía frustrada, por aconsejarme en las decisiones que tomaba y darme el cariño para sobrellevar 

este proceso. A Ruth Retamal por darme consejos para mi futuro y ánimos para estudiar, y por todo su gran 

apoyo en este periodo y las oportunidades que se me presentaban, que sin duda fueron muy asertivas.   

 

Esta Tesis fue patrocinada por los proyectos FONDECYT 1211959, Iniciativa Científica Milenio ï 

ICN09_016: Instituto Milenio en Inmunología e Inmunoterapia (ICN09_016/ ICN 2021_045), FONDEF 

ID21|10335, y fue ejecutada en las dependencias del Laboratorio de Inmunomodulación de la Facultad de 

Medicina, Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Universidad de Chile, bajo la tutoría del Dr. 

Leandro Carreño, a quien igualmente agradezco por recibirme de la mejor forma en el laboratorio. 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

ÍNDICE  
Índice de Figuras ....................................................................................................................................... 4 

Índice de Tablas ........................................................................................................................................ 5 

Abreviaturas ........................................................................................................................................ 6 

Resumen .............................................................................................................................................. 7 

Abstract ............................................................................................................................................... 8 

1. Introducción ................................................................................................................................ 9 

1.1 Células del sistema inmune ................................................................................................................. 9 

1.2 Anticuerpos, función y protección ...................................................................................................... 9 

1.3 Respuesta Humoral ............................................................................................................................ 10 

1.4 Procesos asociados a la Respuesta Humoral T-Dependiente ............................................................ 12 

1.5 Células Natural Killer T (NKT) ........................................................................................................ 14 

1.6 Ligandos glicolípidicos de células NKT ........................................................................................... 15 

2. Materiales y Métodos ................................................................................................................ 19 

2.1 Animales. ........................................................................................................................................... 19 

2.2 Liposomas. ........................................................................................................................................ 19 

2.3 Inmunización. .................................................................................................................................... 20 

2.4 Obtención de Suero. .......................................................................................................................... 20 

2.5 Obtención de leucocitos. ................................................................................................................... 20 

2.6 Detección de anticuerpos NP-específicos mediante ELISA. ............................................................. 21 

2.7 Citometría de flujo. ............................................................................................................................ 21 

2.8 Análisis estadísticos. ......................................................................................................................... 22 

3. Resultados ................................................................................................................................. 23 

3.1 Preparaciones liposomales que contienen los ligandos glicolípidicos de las células NKT poseen un 

tamaño entre los 100 a 200 nm ................................................................................................................ 23 

3.2 El glicolípido AH10-7 induce mayores niveles de subtipo de IgG1 e IgG3 en células de la zona 

marginal, así como en células plasmáticas. ............................................................................................. 24 

3.3 El ligando glicolip²dico Ŭ-GalCer induce niveles de células B GL7+ participantes en la formación 

del centro germinal. ................................................................................................................................. 32 

3.4 El ligando glicolípidico Ŭ-GalCer induce la generación de memoria después de administrada una 

segunda inmunización. ............................................................................................................................ 36 

4. Discusión ................................................................................................................................... 42 

5. Conclusión ................................................................................................................................. 46 

 

 



4 
 

 

ÍNDICE DE FIGURAS  

 

Figura 1.1: Estructura de un anticuerpo. ........................................................................................... 10 

Figura 1.2: Respuesta humoral T-dependiente. ................................................................................. 11 

Figura 1.3: Respuesta humoral T-independiente. .............................................................................. 12 

Figura 1.4: Representación de la recombinación de cambio de clase asociado típicamente a una respuesta 

humoral T-dependiente. ..................................................................................................................... 13 

Figura 1.5: Interacción de las células NKT con células presentadoras de antígeno. ......................... 15 

Figura 1.6: Estructura de ligandos glicolípidicos. ............................................................................. 16 

Figura 2.1: Esquema de preparación y caracterización de liposomas. .............................................. 19 

Figura 2.2: Esquema de técnica ELISA. ........................................................................................... 21 

Figura 3.1: Caracterización de liposomas mediante Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). ......... 24 

Figura 3.2: Estrategia experimental para evaluar recombinación de cambio de clase. ..................... 25 

Figura 3.3: El glicolípido AH10-7 contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de IgG1 e IgG3 

específicos para NP. .......................................................................................................................... 28 

Figura 3.4: Estrategia de gating para la identificación de células B de la zona marginal ................. 28 

Figura 3.5: Los ligandos glicol²pidicos Ŭ-GalCer y AH10-7 administrados en liposomas generaron aumentos 

en los niveles de IgG1+, IgG3+, IgG2b+ y IgG2c+ en células B MZ. ............................................. 29 

Figura 3.6: Estrategia de gating para la identificación de células plasmáticas que expresan subtipos de IgG 

luego del tratamiento con el antígeno NP-Ficoll y los ligandos glicolípidicos de las células NKT. . 30 

Figura3.7: El ligando glicolípidico AH10-7 administrados en liposomas generaron aumentos en los niveles 

de IgG1+, IgG3+, IgG2b+ y IgG2c+ en células B MZ. .................................................................... 31 

Figura 3.8: Esquema experimental para evaluar la formación del centro germinal. ......................... 33 

Figura 3.9: El glicol²pido Ŭ-GalCer contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de IgM e IgG1 

especificos para NP. .......................................................................................................................... 34 

Figura 3.10: Estrategia de gating para identificar células B en la formación de centro germinal. .... 35 

Figura 3.11: El glicol²pido Ŭ-GalCer contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de GL7+.

 ........................................................................................................................................................... 36 

Figura 3.12: Estrategia experimental para evaluar la generación de memoria. ................................. 37 

Figura 3.13: El glicol²pido Ŭ-GalCer contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de IgG1 en 

una inmunización evaluados al día 14. .............................................................................................. 39 

Figura 3.14: El glicol²pido Ŭ-GalCer contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de IgG1 en 

una inmunización evaluados al día 28. .............................................................................................. 41 

 

 

 



5 
 

ÍNDICE DED TABLAS  

 

Tabla 2.2: Composición de las preparaciones liposomales que contienen glicolípidos .................... 20 

Tabla 3.2: Tratamientos empleados en las inmunizaciones a ratones para la evaluar si ocurre recombinación 

de cambio de clase ............................................................................................................................. 26 

Tabla 3.3: Tratamientos empleados en inmunizaciones a ratones para la evaluación de la formación de centro 

germinal ............................................................................................................................................. 33 

Tabla 3.4: Tratamientos empleados en inmunización a ratones para evaluar la generación de memoria

 ........................................................................................................................................................... 37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

Abreviaturas 

 

TI: T-Independiente  

TD: T-Dependiente  

BCR: Receptores c®lulas B  

TCR: Receptores c®lulas T  

BMZ: C®lulas B de Zona Marginal  

BMC: C®lulas B de memoria  

PC: C®lulas plasm§ticas  

NKT Th: C®lulas NKT helper  

ŬGalCer: Ŭ-galactosilceramida  

PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Pat·genos  

LPS: Lipopolisacárido 

TLR: Receptores de tipo Toll 

NKT: Células Natural Killer T 

iNKT: Células Natural Killer T invariantes 

MPLA: Monofosforil-Lípido A 

Alum: Sales de aluminio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

Resumen  

La producción de los anticuerpos puede darse mediante dos vías, denominadas respuesta humoral 

T-dependiente y respuesta humoral T-independiente. La respuesta T-dependiente se caracteriza por la 

participación de células B que requieren de señales aportadas por las células T CD4+ para activarse, lo cual 

va a desencadenar procesos como la recombinación de cambio de clase, la formación de centro germinal y 

la generación de una respuesta de memoria. La recombinación de cambio de clase es un proceso por el cual 

el isotipo del anticuerpo se modifica irreversiblemente, típicamente esto ocurre como resultado de las 

citoquinas secretadas posterior a la activación de las células T, donde se ha establecido que ciertas citoquinas 

inducen la recombinación hacia diferentes isotipos de anticuerpos. Por otro lado, la formación del centro 

germinal y la generación de una respuesta de memoria requiere de la participación de las células T Follicular 

Helper. La respuesta humoral T-independiente está dada por el reconocimiento de antígenos de tipo 1 y de 

tipo 2, los cuales activan directamente a las células B en un proceso que no requiere de la colaboración de 

las células T, si bien en esta respuesta normalmente no ocurre recombinación de cambio de clase, existe un 

gran potencial para que esto sí ocurra, donde se ha identificado que un subtipo no convencional de células 

T denominadas células Natural Killer T puede participar en este proceso. Las células Natural Killer T al 

activarse mediante el ligando glicolip²dico Ŭ-GalCer, secretan las citoquinas IFN-ɔ, IL-4, IL-21, BAFF, 

APRIL, que se asocian a procesos que ocurren posterior a la activación de las células B, y además inducen 

su diferenciación hacia células NKT Follicular Helper. Se sabe que IFN-ɔ e IL-4 tienen efectos 

contrapuestos de modo que la respuesta inducida por Ŭ-GalCer es poco específica. Por ello se han sintetizado 

análogos estructurales, como AH10-7 y OCH, los cuales promueven una secreción de citoquinas polarizada 

hacia IFN-ɔ e IL-4, respectivamente. Estudios han demostrado que Ŭ-GalCer es capaz de potenciar la 

respuesta humoral T-independiente induciendo principalmente la producción de IgG1, sin embargo, no está 

claro el efecto de los distintos análogos en este proceso. Por esta razón, se hipotetizó que la activación 

polarizada de las células NKT mediante an§logos estructurales de Ŭ-GalCer modulan los procesos de 

recombinación de cambio de clase, la formación de centro germinal y la generación de una respuesta de 

memoria frente a antígenos T-independientes. Los resultados obtenidos en esta investigación sugieren que 

el ligando AH10-7 contenido en liposomas induce una mayor respuesta humoral, induciendo mayores 

niveles de anticuerpos, espec²ficamente el subtipo IgG1, adem§s, se observ· que Ŭ-GalCer en liposoma 

genera una expansión de células B que expresan GL-7, sin embargo, estas células no expresan FAS, de 

modo que no tendrían un fenotipo de centro germinal, aún queda pendiente evaluar el efecto de los análogos 

en este proceso. Se buscó medir la generación de memoria mediante la administración de Ŭ-GalCer en 

liposoma empleando dos dosis de inmunizaciones, sin embargo, no fue posible detectar una respuesta de 

memoria empleando esta estrategia. 
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Abstract  
 

The production of antibodies can occur through two pathways, namely T-dependent humoral 

response, and T-independent humoral response. The T-dependent response is characterized by the 

involvement of B cells that require signals provided by CD4+ T cells to activate, triggering processes such 

as class switch recombination, germinal center formation, and the generation of a memory response. Class 

switch recombination is a process in which the antibody's isotype is irreversibly modified, typically 

occurring as a result of cytokines secreted post-activation of T cells, with certain cytokines inducing 

recombination toward different antibody isotypes. On the other hand, the formation of the germinal center 

and the generation of a memory response require the participation of Follicular Helper T cells. The T-

independent humoral response is given by the recognition of type 1 and type 2 antigens, which directly 

activate B cells in a process that does not require collaboration with T cells. Although class switch 

recombination normally does not occur in this response, there is great potential for it to happen. It has been 

identified that a non-conventional subtype of T cells called Natural Killer T cells can participate in this 

process. Activated Natural Killer T cells, through the glycolipid ligand Ŭ-GalCer, secrete cytokines such as 

IFN-ɔ, IL-4, IL-21, BAFF, and APRIL, which are associated with processes occurring post-activation of B 

cells and also induce their differentiation into NKT Follicular Helper cells. IFN-ɔ and IL-4 have opposing 

effects, making the response induced by Ŭ-GalCer nonspecific. Hence, structural analogs like AH10-7 and 

OCH have been synthesized, promoting a cytokine secretion polarized towards IFN-ɔ and IL-4, respectively. 

Studies have demonstrated that Ŭ-GalCer is capable of enhancing the T-independent humoral response, 

mainly inducing IgG1 production. However, the effect of different analogs in this process is not clear. For 

this reason, it was hypothesized that the polarized activation of NKT cells through structural analogs of Ŭ-

GalCer modulates class switch recombination, germinal center formation, and memory response processes 

against T-independent antigens. Results from this research suggest that the ligand AH10-7 contained in 

liposomes induces a higher humoral response, with higher levels of antibodies, specifically of the IgG1 

subtype. Additionally, it was observed that Ŭ-GalCer in liposomes generates an expansion of B cells 

expressing GL-7; however, these cells do not express FAS, suggesting that they would not have a germinal 

center phenotype. The effect of analogs on this process is still pending evaluation. Attempts were made to 

measure memory generation by administering Ŭ-GalCer in liposomes using two immunization doses; 

however, it was not possible to detect a memory response using this strategy. 
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1. Introducción  

 

1.1 Células del sistema inmune  

 

Los seres humanos nos encontramos en constante interacción con diversos tipos de microorganismos y 

moléculas que derivan de estos y amenazan nuestra salud, es por ello por lo que el sistema inmune adquiere 

un rol esencial en la defensa de nuestro organismo, generando así una respuesta inmune la cual se clasifica 

en innata y adaptativa. La inmunidad innata es una respuesta rápida donde van a participar neutrófilos, 

células NK, células dendríticas (DCs) y macrófagos que mediante receptores de reconocimiento de patrones 

(PRR), van a reconocer moléculas conservadas que se encuentran en los microorganismos, los que 

corresponden a patrones moleculares asociados a microorganismos (PAMPs) (Ruiz-Sánchez et al., 2017), 

sin embargo, la respuesta inmune innata no es suficiente, ya que es poco específica para otorgar una 

protección, dado que ciertos microorganismos han evolucionado desarrollando mecanismos con los que 

evaden su eliminación, siendo así necesarios otros eventos más específicos (Murphy & Weaver, 2016). Para 

dar paso a una respuesta específica es necesario que ocurra la activación del sistema inmune adquirido, esto 

mediante la participación de células presentadoras de antígenos (APC, por sus siglas en inglés) donde 

encontramos células dendríticas, macrófagos, como también células B que poseen receptores MHC-II  los 

cuales formaran un complejo con el antígeno presentándolo a células T (Ruiz-Sánchez et al., 2017), por lo 

tanto las células dendríticas son un vínculo fundamental entre la respuesta inmune innata y la respuesta 

inmune adaptativa. Otras de las células fundamentales que participan en la respuesta TI correspondientes a 

células B innatas como las células B marginales (BMZ). Las BMZ son la primera defensa del organismo y 

se encuentran en las zonas marginales del bazo, además, expresan receptores BCR polirreactivos y producen 

principalmente anticuerpos de tipo IgM (Cerutti. et. al., 2013). Por su parte, las células B que poseen 

receptores de células B (BCR, por sus siglas en inglés) y células T que poseen receptores de células T (TCR, 

por sus siglas en inglés) van a cumplir un rol fundamental en la inmunidad adaptativa, ya que van a reconocer 

diversos tipos de antígenos tanto de origen proteico o lipídico según la respuesta humoral, para así dar paso 

a la producción de anticuerpos (Abbas, Lichtman &Pillai, 2015).  

  

1.2 Anticuerpos, función y protección 

 

Una de las principales moléculas que participan en el sistema inmune son los anticuerpos, que 

efectúan el reconocimiento de antígenos (moléculas que derivan de patógenos, tales como virus o bacterias) 

(Toche, 2012). Los anticuerpos o también denominados inmunoglobulinas (Ig) son polipéptidos que se 

conforman por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas unidas entre sí mediante puentes disulfuro (figura 
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1.1). En la parte amino terminal del anticuerpo, denominado región variable es aquella que va a reconocer 

el antígeno, mientras que la parte carboxilo terminal denominada región constante va a determinar la clase 

o isotipo del anticuerpo y funciones biológicas (Toche, 2012). Existen distintos isotipos de anticuerpos, en 

humanos nos encontramos con los isotipos IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, a su vez IgA se subdivide en los 

subtipos IgA1 e IgA2, mientras que IgG se subdivide en IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, de lo contrario en 

modelos murinos se encuentran los isotipos IgM, IgD, IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3), IgA/C (IgA1 e 

IgA2) e IgE, dependiendo del tipo o subtipo dependerá la función que tenga el anticuerpo (García, 2011). 

Entre las funciones que poseen los anticuerpos encontramos la neutralización de microorganismos y toxinas, 

opsonización y Fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, lisis, fagocitosis de 

microorganismos opsonizados, activación del complemento e inflamación (Abbas, 2015).     

    

 

Figura 1.1: Estructura de un anticuerpo. Los anticuerpos poseen una cadera pesada y una cadena ligera 

las cuales están unidas a puentes disulfuros, además poseen regiones Fab (región de unión al antígeno) de 

reconocimiento del antígeno y las regiones Fc (región constante) la cual determina el isotipo del anticuerpo.  

 

1.3 Respuesta Humoral   

 

La respuesta inmune humoral o de anticuerpos se organiza en una respuesta T-dependiente (TD) y 

una T-independiente (TI) (Abbas. 2015). La respuesta T-dependiente se denomina así, ya que participan las 

células T aportando señales por medio de la secreción de citoquinas o con interacciones co-estimuladoras 

hacia las células B (Puga et al., 2014). Por su parte, las células B van a efectuar el reconocimiento y captación 

de antígenos proteicos o de moléculas asociadas a proteínas, las cuales van a realizar el procesamiento y 

degradación de la proteína en pequeños péptidos que se unirán a la molécula MHC-II , formando así el 

complejo péptido-MHC-II , que se exportará a la membrana plasmática y que en conjunto con proteínas co-

estimuladoras (CD40, ICOS-L o CD80) interactuaran con las células T CD4+, previamente activadas por 
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células dendríticas, donde las células T generan una segunda señal de activación liberando citoquinas que 

serán reconocidas por las células B como una tercera señal de activación para la producción de anticuerpos 

(Brandan. et. al., 2007) (Fig.1.2). Dada la interacción de las células T y las células B se inducirá a la 

activación de las células B, conllevando así a que se realicen procesos como la recombinación de cambio 

de clase (CSR), la formación del centro germinal (CG) donde ocurrirá la diferenciación de las células B 

hacia células plasmáticas de larga vida y células B de memoria (Grasseau. et. al., 2019). 

 

 

Figura 1.2: Respuesta humoral T-dependiente. Se explica el mecanismo de colaboración de las células 

T con las células B. La primera señal es el reconocimiento del antígeno de carácter proteico por parte de 

receptores BCR de la célula B. En tanto, la segunda señal corresponde a la presentación del antígeno 

degradado por el complejo de histocompatibilidad clase II y reconocimiento por parte del TCR, además 

ocurre la interacción CD40/CD40L. La tercera señal es la secreción de citoquinas por parte de las células T 

y reconocimientos de citoquinas por receptores de las células B.   

 

Por otro lado, la respuesta T-independiente está dada por el reconocimiento de antígenos de naturaleza no 

proteica, los cuales tienen la capacidad de activar a las células B directamente, sin la necesidad de la 

colaboración de una célula T (Allman, Wilmore, & Gaudette, 2019). Los antígenos T-independientes (TI) 

se subdividen en dos tipos, los antígenos TI tipo 1 (TI-1) que corresponde a patrones moleculares asociados 

a patógenos (PAPMs), tales como lipopolisacáridos (LPS), lipopéptidos y ADN CpG microbiano, entre 

otros, los cuales son reconocidos por ñreceptores de reconocimiento de patronesò (PRRs) entre los que se 

encuentran los receptores de tipo toll (TLR), estos se ubican en las superficies celulares y en las membranas 

intracelulares de las células B (Fehr, Skrastina, Pumpens, & Zinkernagel, 1998; Zhang, Liu, Maclennan, 

Gray, & Lane, 1988). Los antígenos TI tipo 2 (TI-2) que corresponden a estructuras poliméricas, como 

polisacáridos o ácidos nucleicos derivados de bacterias (Mond, Lees, & amp; Snapper, 1995). El mecanismo 
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de la respuesta humoral T-independiente, se caracteriza por la ausencia de células T, ya que se basa 

principalmente en la captación del antígeno de tipo 2 por parte de células B mediante el receptor BCR (Fig. 

1.3), donde ocurrirá el entrecruzamiento de los BCR generándose la activación directa de las células B sin 

la necesidad de la participación de células T (Allman, Wilmore, & Gaudette, 2019). 

 

 

Figura 1.3: Respuesta humoral T-independiente. Está dada por la participación de células B las cuales 

poseen receptores TLR que van a reconocer antígenos de tipo 1 como patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPS), también poseen receptores BCR que reconocen antígenos de tipo 2 como 

polisacáridos. Ambas vías de reconocimiento van a desencadenar una respuesta inmune independiente de 

la participación de células T.  

 

1.4 Procesos asociados a la Respuesta Humoral T-Dependiente 

 

Como se explicó anteriormente la respuesta inmune humoral T-Dependiente conlleva a que ocurran 

procesos claves como la recombinación de cambio de clase, la formación del centro germinal y la generación 

de memoria.  

 

La CSR es un proceso de la recombinación de genes que codifican para la cadena pesada de las Ig, que 

permite así cambiar el isotipo del anticuerpo que expresarán las células B vírgenes, por tanto, del isotipo 

IgM expresado en las membranas de las células B vírgenes se producirá recombinación a subtipos de IgA, 

IgG o IgE, manteniendo especificidad o afinidad (Litinskiy et al., 2002; Roco et al., 2019). Para que se lleve 
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a cabo este proceso, las células B reconocen las citoquinas liberadas por las células T y según el perfil de 

estas citoquinas se generará switch a diferentes inmunoglobulinas. Estas citoquinas son proteínas secretadas 

por diferentes tipos celulares en favor de respuestas inmunitarias con la capacidad de activar, inhibir o 

modular la función de otras células (Carrasco. 2011). Estudios han demostrado que las células B son 

moduladas por IL-4 asociada a IgG1 e IgE, IFN-ɔ asociada a IgG2a/c, TGF-beta relacionado con IgG2b o 

IgA, BAFF, APRIL, IL-21 dadas por los linfocitos T (Fig. 1.4) (Carrasco. 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Representación de la recombinación de cambio de clase asociado típicamente a una 

respuesta humoral T-dependiente. Mediante la vía clásica T-dependiente las células T secretan citoquinas 

que desencadena una cascada de señalización en las células B lo que conlleva a la diferenciación en células 

plasmáticas productoras de anticuerpos, donde cada tipo de citoquina está asociada a la inducción de un 

subtipo diferente de inmunoglobulina. Se estipula que IFN-ɔ está asociado a IgG2a/c, TGF-ɓ asociado a 

IgG2b, IL-4 asociado a IgG1 e IgE, que el reconocimiento del BCR está asociado a la producción de IgG3. 

 

Dicho anteriormente, la formación del centro germinal en una respuesta T-dependiente es importante, ya 

que es una microestructura transitoria donde se llevan a cabo múltiples procesos, como la diferenciación de 

las células B e hipermutación del gen de la región variable del anticuerpo (Huang. et. al. 2020). Además, se 

ha evidenciado que las células T Folicular Helper (Ὕ  cumplen un rol fundamental en este proceso, 

promoviendo la maduración de las células B, mejorando la afinidad de los anticuerpos y la diferenciación 
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de las células B hacia células B de centro germinal, células plasmáticas de larga vida y células B de memoria 

(Huang. et. al., 2008). Otras células que potencian y modulan la respuesta humoral, interactuando con las 

células B, son las células NKT, que interactúan tanto indirectamente por medio de citoquinas, o directamente 

a través de la interacción de sus receptores, formando conjugados de larga duración y promoviendo la 

recombinación de cambio de clase, la producción de anticuerpos de alta afinidad, la formación de centro 

germinales y la respuesta de memoria (Chen, et al., 2018). 

 

1.5 Células Natural Killer T (NKT)  

 

Las células Natural Killer T (NKT) tiene grandes similitudes con las células T convencionales, ya 

que las células NKT también se desarrollan a partir de células T precursoras inmaduras CD4+CD8+ en el 

timo, mientras las células T se van diferenciando las células NKT van expresando marcadores de superficie 

tales como CD69+, CD44, CD62, CD11a y CD122 (Montalvillo. et.al., 2014), a pesar de ello las células 

NKT van adquiriendo un fenotipo especializado por antígeno y madurez funcional, permitiéndoles así 

responder de manera rápida a señales del TCR y producción de citoquinas (Crosby & Kronenberg. 2018). 

Una vez que las células NKT se desarrollan migran a la periferia caracterizándose aun como una 

subpoblación de células T que van a localizarse en medula ósea, bazo, pulmones, intestino, sangre, hígado, 

ganglios linfáticos, entre otros (Tak. et.al., 2008). 

 

Las células NKT son un subconjunto no convencional de células T, que se caracterizan por expresar 

receptores de células T de tipo Ŭɓ y receptores de células NK tales como NK1.1 (Baena. et. al., 2016). Sin 

embargo, al contrario de una célula T convencional, las células NKT reconocen ligandos de naturaleza 

lipídicas y glicolipídico presentados por medio de la molécula CD1d, la cual es expresada por células 

presentadoras de antígeno tales como DCs, macrófagos y células B (Fig. 1.5). Estas células tienen un papel 

importante en la respuesta inmune, ya que producen diversas citoquinas de un perfil de tipo Th1 (TNF‌ e 

IFN-‎) y un perfil de tipo Th2 (IL-4, IL-10 e IL-13), según el tipo subtipo de célula NKT (Montalvillo. et. 

al. 2014).  
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Figura 1.5: Interacción de las células NKT con células presentadoras de antígeno. Célula NKT que 

posee receptores NK y receptores TCR, estos últimos van a reconocer el complejo lipido-CD1d presentado 

por células presentadoras de antígeno, desencadenando la activación de las células NKT.  

 

Al poseer estas características, las células NKT pueden cumplir diversos roles y participar tanto en la 

respuesta innata como en la respuesta adaptativa. En la inmunidad innata las células NKT juegan un rol de 

citotoxicidad, donde son activadas por macrófagos, DCs, células B o neutrófilos. La función citotóxica les 

permite tener un efecto defensivo frente a distintos tipos celulares como células tumorales, células 

transformadas por virus, células infectadas por bacterias, entre otras (Sepúlveda and Puente. 2000). En la 

respuesta inmune adaptativa también juegan un rol en el reconocimiento de antígenos glucolípidicos 

provenientes de agentes bacterianos, tales como Borrelia burgdorferi, Streptococcus pneumoniae, 

Helicobacter Pylori, entre otras (Baena, et al., 2016). 

 

1.6 Ligandos glicolípidicos de células NKT  

 

El ligando KRN7000 o más conocido como alfa-Galactosilceramida (Ŭ-GalCer) es una molécula 

obtenida a partir de Galactosilceramidas, glicolípidos derivados de la esponja marina Agelas mauritianus 

(Hayakawa. et.al., 2003). Se ha atribuido que la administración de Ŭ-GalCer en diferentes contextos 

promueve la estimulación de las células NKT provocando diferentes respuestas inmunes frente a infecciones 

virales o bacterianas, en cáncer y variedades de enfermedades autoinmunes (Saavedra. et.al., 2020). Las 

APC que expresan la molécula CD1d tienen la capacidad de presentar este glicolípido en un contexto 

inmune donde las células NKT reconocen este complejo CD1d-Glicolípido generando la secreción de 

diferentes citoquinas, tales como IFN-ɔ, IL-4, IL-21, BAFF y APRIL, siendo las principales IFN-ɔ e IL-4, 
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las cuales se asocian a los perfiles de respuesta Th1 y Th2, respectivamente (Arora et.al., 2011; Im et.al., 

2009).  

 

Debido a la poca especificidad de la producción de citoquinas generada por Ŭ-GalCer, es que se han 

sintetizado diversos análogos estructurales, los cuales también son capaces de activar a las células NKT 

generando patrones más restringidos de citoquinas con una polarización hacia IFN-ɔ o hacia IL-4 (Fig. 1.6). 

Algunos ejemplos de estos son los glicolípidos AH10-7 y Ŭ-C-GalCer, los que generan una producción de 

citoquinas polarizada hacia IFN- ɔ y que han logrado inducir respuestas proinflamatorias. En cambio, 

glicolípidos como C20:2 y OCH inducen una producción de citoquinas polarizada hacia IL-4, empleados 

ampliamente en contextos autoinmunes (Carreño et al., 2014; Chennamadhavuni et al., 2018). 

 

Figura 1.6: Estructura de ligandos glicolípidicos. Ŭ-GalCer está compuesto por una región 

correspondiente al carbohidrato y dos cadenas, una cadena de acilo compuesta por 25 carbonos y una cadena 

de esfingosina compuesta por 15 carbonos. Los an§logos de Ŭ-GalCer presentan modificaciones en su 

estructura, AH10- presenta una modificación en el grupo galactosil que consiste en la adición de un grupo 

benzenopropanoil, y además carece de un grupo hidroxilo en la esfingosina, mientras que OCH posee una 

cadena de esfingosina m§s reducida en comparaci·n a Ŭ-GalCer, compuesta por 5 carbonos, y una cadena 

de acilo también más reducida compuesta por 23 carbonos.    
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1.7 Participación de las células iNKT en la respuesta humoral frente a antígenos TI 

 

Estudios han demostrado que la activación de las células NKT mediante Ŭ-GalCer promueve la respuesta 

de anticuerpos y la recombinación de cambio de clase en un contexto T-independiente, tanto contra el 

antígeno NP-Ficoll, que corresponde al polisacárido neutro Ficoll conjugado al hapteno nitrofenil (NP), 

además de promover una respuesta frente a los polisacáridos capsulares derivados de las bacterias 

Clostridium difficile y Streptococcus pneumoniae, induciendo principalmente la producción de anticuerpos 

de tipo IgG1 específicos contra ambos antígenos, sin embargo, no se evaluó la formación de centros 

germinales en ninguno de estos contextos, y no se llegó a una conclusión definitiva respecto a la inducción 

de una respuesta de memoria frente a estos antígenos (G. A. Lang et al., 2021; Bai. L, et al. 2013). 

 

Por otro lado, se ha visto que el an§logo Ŭ-C-GalCer (similar en sus efectos a AH10-7), induce una mayor 

expansión de las células NKT Follicular Helper (NKTfh) en comparaci·n con Ŭ-GalCer, mientras que OCH 

no genera el mismo efecto. Ya que las células NKTfh poseen un fenotipo muy similar a las células Tfh, es 

posible que la interacción entre estas células y las células B, puedan inducir potencialmente la inducción de 

la formación de centros germinales y memoria frente a antígenos T-independientes.  

 

Aunque estos antecedentes son esenciales para evidenciar la contribución de las células NKT en la respuesta 

a antígenos T-independientes, a¼n no se ha explorado si los an§logos sint®ticos de Ŭ-GalCer son capaces de 

inducir una secreción polarizada hacia IFN-ɔ o IL-4, fomentan la producción de distintos niveles de subtipos 

de IgG al dirigir la recombinación de cambio de clase a través de estas u otras citoquinas. Además, no se ha 

examinado si el uso de los análogos AH10-7 u OCH son capaces de promover la formación de centros 

germinales y la respuesta de memoria frente a antígenos T-independientes. 

 

Hipótesis 

La activaci·n polarizada de las c®lulas NKT mediante an§logos estructurales de Ŭ-GalCer modulan los 

procesos de recombinación de cambio de clase, formación de centro germinal y generación de una respuesta 

de memoria frente a antígenos T-independientes. 

 

Objetivo General 

Evaluar si la activación polarizada de las c®lulas NKT mediante an§logos estructurales de Ŭ-GalCer modulan 

los procesos de recombinación de cambio de clase, formación de centro germinal y generación de una 

respuesta de memoria frente a antígenos T-independientes. 
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Objetivo Específicos 

Objetivo Específico 1: Determinar si la activación polarizada de las células NKT mediante análogos 

estructurales de Ŭ-GalCer modulan la recombinación de cambio de clase en el contexto de una respuesta 

humoral T-independiente. 

 

Objetivo Específico 2: Evaluar si la activación polarizada de las células NKT mediante análogos 

estructurales de Ŭ-GalCer promueven la generación de centros germinales frente a antígenos T-

independientes. 

 

Objetivo Específico 3: Evaluar si la activación polarizada de las células NKT mediante análogos 

estructurales de Ŭ-GalCer inducen la generación de una respuesta de memoria frente a antígenos T-

independientes. 
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2. Materiales y Métodos 

 

2.1 Animales. Ratones wild type C57BL/6 fueron obtenidos desde el bioterio central de la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Chile. Todos los trabajos con animales fueron realizados de acuerdo con las 

normas institucionales de bioética y bioseguridad establecidas por el ICBM y ANID. Los animales 

empleados en esta tesis se enmarcan en el protocolo de Bioética de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Chile código CBA 1185 FMUCH.  

 

2.2 Liposomas. Para la administración de los ligandos glicolípidicos de las células NKT se emplearon 

nanopartículas liposomales, las cuales están conformadas por los lípidos fosfatidilcolina de huevo (EPC), 

Colesterol (Chol) y Polietilenglicol (PEG-2000). Adicionalmente, se agregaron por separado los ligandos 

glicol²pidos Ŭ-GalCer, AH10-7 y OCH, y se generó una preparación control que carece de estos ligandos. 

Todos los lípidos se disolvieron en cloroformo/metanol y se mezclaron en frascos de vidrio borosilicato en 

las proporciones indicadas en la Tabla 2.2. Posterior, el solvente se evaporó y se hidrató con PBS estéril 

para dar paso a la extrusión empleando membranas de policarbonato de 0,8 ɛm, con el fin de que todas las 

nanopartículas formuladas tengan el un tamaño homogéneo (Fig. 2.1). Luego se caracterizaron los 

liposomas mediante el nano taking análisis (NTA), para determinar el tamaño.    

 

 

 

Figura 2.1: Esquema de preparación y caracterización de liposomas. Paso 1, realización del mix de 

lípidos que conforman la membrana y glicolípidos. Paso 2, evaporación de la solución lipídica. Paso 3, 

hidratación del film lipídico con PBS (Vehículo). Paso 4, extrusión de las partículas lipídicas. Paso 5, 

caracterización.  
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Tabla 2.2: Composición de las preparaciones liposomales que contienen glicolípidos 

 

 

2.3 Inmunización. En estos ensayos se administró 35 µg de NP-Ficoll y se mezclaron con 4 µg de los 

diferentes glicolípidos contenidos en nanopartículas liposomales. Adicionalmente, se incluyó como 

controles positivos los adyuvantes MPLA y ALUM, y control negativo el vehículo que corresponde a PBS. 

Todas las inmunizaciones se administraron por vía intraperitoneal. Se emplearon inmunizaciones tanto con 

glicolípidos libres como con glicolípidos que estaban contenidos en liposomas. Para cada experimento se 

realizó un esquema de inmunización el cual esta descrito en los resultados. 

 

2.4 Obtención de Suero. Los ratones se sangran, siguiendo protocolo, donde se exponen bajo lámpara 

calefactora para la dilatación de los vasos sanguíneos y se les realizó un corte en la vena inferior de la cola 

donde se extraen sangre. Antes de comenzar cada experimento se recolectó sangre de los ratones con el 

motivo de tener sueros preinmunización. Una vez se recolectó la sangre, se mantuvo a temperatura ambiente 

durante 1 hora y se centrifugó a 3000 rpm durante 15 minutos y se recolectó el suero. 

 

2.5 Obtención de leucocitos.  En primer lugar, los animales son eutanasiados. A los animales se les extrajo 

el bazo con material quirúrgico, el cual se disgregó con los extremos esmerilados de portaobjetos, luego se 

homogeniza en 2 ml de medio RPMI en una placa petri. Posteriormente, la suspensión de esplenocitos se 

traspasó a un tubo cónico de 50 ml utilizando un cell strainer para filtrar el medio homogeneizado, se 

centrifugó a 1800 rpm durante 5 min y el pellet se homogeniza en 2 ml de ACK para lisar las células, 

finalmente se centrifuga nuevamente y se lleva al volumen deseado con medio suplementado de RPMI. Se 

realizó un conteo celular con azul de tripán y las células se ajustaron a la concentración requerida. 

 

 Lípidos Mol (nmol) Porcentaje Molar 

C
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EPC 121,68 56,7219 

Chol 50,7 23,6341 

PEG 10,14 4,7268 

Glicolípidos 

KRN7000 

32 14,9170 AH10-7 

OCH 

Sin Glicolípido - - 
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2.6 Detección de anticuerpos NP-específicos mediante ELISA. Para determinar los isotipos y subtipos 

de anticuerpos específicos para NP se empleó la técnica de ELISA. Se utilizaron placas de 96 pocillo de 

fondo plano, las cuales se activaron con 100 µL por pocillo de NP-BSA a una concentraci·n de 10 ɛg/mL 

overnight a 4 °C. Posteriormente la placa se bloqueó con 200 µL por pocillo de PBS-BSA 1% y se dejó 

incubar por 1 hora a 37 °C. Una vez lista, la placa se incubó con los sueros obtenidos previamente y se 

realizó una dilución seriada. Luego, la placa se incubó con los diferentes anticuerpos de detección (anti-

IgM, anti-IgG1, IgG2b, IgG2c y IgG3) conjugado con la enzima HRP, para determinar si hay presencia de 

estos isotipos (Fig. 2.2). Finalmente, se reveló la placa agregando 100 µL por pocillo de sustrato TMB y 50 

µL por pocillo de H2SO4 2N para detener la reacción. La placa se analizó utilizando un lector de placas de 

ELISA a longitudes de onda de 450 nm y 540 nm. Luego de cada incubación se requiere de un lavado con 

PBS Tween-20 al 0,05%. 

 

 

Figura 2.2: Esquema de técnica ELISA. Activación de la placa mediante el antígeno (NP) conjugado a 

proteína (BSA). Bloqueo de la placa para eliminar uniones inespecíficas con PBS-BSA. Dilución del suero 

(1:100). Reconocimiento del anticuerpo de detección conjugado a enzima HRP para determinar el isotipo 

de anticuerpo.   

 

2.7 Citometría de flujo. A partir de los esplenocitos obtenidos de cada animal se realizó una tinción de 

citometría de flujo para detectar células B de la zona marginal y células plasmáticas. En primera instancia 

se tomaron 3 x 106 cells/pocillo de las células en suspensión del bazo, las cuales se agregaron placa de 96 

pocillos fondo V. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se incubaron con la sonda de viabilidad 

V500 LIVE/DeadTM Fixable Aqua kit (Thermofisher) a una dilución 1:400 durante 30 minutos en hielo. A 

continuación, se realizó un lavado con Buffer FACS y se centrifugó a 1800 rpm durante 5 minutos. Luego 

se agregan los anticuerpos de citometría y se deja incubar durante 1 hora. Para determinar las células B que 

realizaron recombinación de cambio de clase se usaron los siguientes anticuerpos, CD45R/B220 Alexa 

Fluor 700 (RA3-6B2), IgM PE (RMM-1), IgD PE-Cy7 (11-26c.2a), IgG1 BV421 (RMG1-1), IgG2b APC 

(RMG2b-1), IgG2c biotin (RMG2a-62), Streptavidin APC-Cy7, todos de la marca Biolegend y IgG3 BV786 

(RMG3-1) de BD Biosciences. Para identificar las células del centro germinal se utilizaron los siguientes 
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anticuerpos, CD45R/B220 Alexa Fluor 700 (RA3-6B2), CD95/FAS PerCP-Cy5.5 (SA367H8), GL7 APC 

(GL7).  

 

2.8 Análisis estadísticos. Los datos obtenidos en los experimentos fueron analizados mediante GraphPad 

Prism 7 para Windows Software (Graph Pad Software, Inc.), mientras que los datos adquiridos de la 

citometría de flujo fueron analizados en el programa Flowjo V10. Las pruebas estadísticas aplicadas fueron 

one-way ANOVA con un análisis no paramétrico, seguido de una comparación múltiple. 
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3. Resultados 

 

3.1 Preparaciones liposomales que contienen los ligandos glicolípidicos de las células NKT poseen un 

tamaño entre los 100 a 200 nm  

 

Para evaluar la propuesta planteada en esta tesis se empleó NP-Ficoll en todos los ensayos, que corresponde 

al polisacárido neutro Ficoll conjugado al hapteno nitrofenil (NP), y que se ha empleado ampliamente como 

antígeno modelo en el estudio de la respuesta T-independiente. Así mismo, para estudiar la contribución de 

las células NKT en la respuesta humoral T-independiente, inicialmente se emplearon dos estrategias para 

administrar los ligandos glicolípidicos de las células NKT, por un lado, se administraron de forma libre 

(solubilizados en PBS), y, por otro lado, se emplearon nanopartículas liposomales las cuales contenían los 

ligandos glicolípidicos actuando como vehículos de estos ligandos. 

 

Inicialmente, estas nanopartículas se analizaron empleando la técnica de Nanoparticle traking Ananlysis 

(NTA), con el fin de caracterizar el tamaño de esta formulación. Los liposomas que se generaron sin 

glicolípidos (LP w/glicolypid) presentaron un tamaño promedio de 176.2 nm, y en cuanto a los liposomas 

que se generaron con ligandos glicolípidicos Ŭ-GalCer, AH10-7 y OCH, o con el adyuvante MPLA, 

presentaron un tamaño promedio de 174,9 nm, 183.6 nm, 201.3 nm y 209 nm respectivamente (Fig. 3.1).  
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Figura 3.1: Caracterización de liposomas mediante Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Cada uno 

de los gráficos representa cada preparación con liposomas, (A) tenemos la preparación de liposoma sin 

glicolípidos, (B) liposoma con Ŭ-GalCer, (C) liposoma con AH10-7, (D) liposoma con OCH y (E) liposoma 

con MPLA. En el eje y se indica la concentración de partículas (partículas/ml) y en el eje x se indica el 

tamaño (nm). El tamaño promedio de todos los liposomas ronda entre los 100 a 200 nm. La curva roja 

corresponde a la desviación estándar media y la curva negra corresponde a la concentración promedio. 

 

3.2 El glicolípido AH10-7 induce mayores niveles de subtipo de IgG1 e IgG3 en células de la zona 

marginal, así como en células plasmáticas. 

 

A continuación, se quiso evaluar el efecto de los análogos estructurales en el proceso de 

recombinación de cambio de clase de los anticuerpos. Para llevar a cabo esto se realizaron diferentes 

tratamientos, los cuales consistieron en el antígeno por sí solo NP-Ficoll, en conjunto con los liposomas que 
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contienen los ligandos glicolípidicos de las células NKT o con los adyuvantes MPLA y Alum (Tabla 3.2). 

Luego de 7 días de haber administrado los tratamientos se procedió a evaluar la CSR en células B de la zona 

marginal como en células plasmáticas, y la presencia de distintos de subtipos de IgG en el suero de los 

ratones (figura 3.2).  

 

 

Figura 3.2: Estrategia experimental para evaluar recombinación de cambio de clase. Animales 

C57BL/6 (n=5) fueron inmunizados por vía intraperitoneal con el antígeno NP-Ficoll: i) por sí solo, ii) con 

liposomas sin glicolípidos, iii) con liposomas que contienen Ŭ-GalCer, AH10-7 y OCH, iv) liposomas con 

adyuvantes y control negativo PBS, el cual también correspondió al vehículo de las inmunizaciones. Este 

esquema propone ser evaluado al día 7 post-inmunización donde se obtuvo el suero del animal para tener 

los títulos inversos de subtipos de IgG y el bazo de los animales para realizar citometría de flujo. 

 

En cuanto a los resultados de ELISA para evaluar la presencia de subtipos de IgG específicos contra el 

hapteno NP, en primer lugar, se comparó el efecto de los glicolípidos al ser administrados de forma libre y 

en liposomas. De los resultados se observa que los glicolípidos Ŭ-GalCer y AH10-7 indujeron un aumento 

de los niveles del subtipo IgG1. Y al comparar las dos estrategias de administración de los glicolípidos, se 

observó que los liposomas generaron un aumentó en los niveles de este subtipo, destacando el glicolípido 

AH10-7 que generó un aumento significativo. En cuanto al glicolípido OCH no indujo niveles del IgG1 en 

ninguno de los dos casos.  
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Tabla 3.2: Tratamientos empleados en las inmunizaciones a ratones para la evaluar si ocurre 

recombinación de cambio de clase  

 

Grupos Tratamientos 

G1 NP-Ficoll 

G2 NP-Ficoll - LP 

G3 NP-Ficoll - LP/ Ŭ-GalCer 

G4 NP-Ficoll - LP/ AH10-7 

G5 NP-Ficoll - LP/ OCH 

G6 NP-Ficoll - LP/MPLA 

G7 NP-Ficoll - Alumn 

G8 PBS 

                 *LP (Liposoma) 

 

La administración de NP-Ficoll en conjunto con el liposoma que contiene AH10-7 genero niveles 

significativos de IgG1 en comparación al control del liposoma sin glicolípidos (Fig. 3.3 B). A su vez, la 

administración de los liposomas que contienen Ŭ-GalCer y AH10-7 no generaron niveles para el subtipo de 

IgG3 en comparación al control del liposoma sin glicolípidos (Fig. 3.3 C). 

 

Posteriormente, se evaluó la expresión de subtipos de IgG en células B de la zona marginal del bazo como 

en células plasmáticas mediante citometría de flujo. Las células B de la zona marginal fueron identificadas 

como B220+ CD21+ CD23-, luego se identificó las células B de la zona marginal que realizaron 

recombinación de cambio de clase en base a la población IgM- IgD- para finalmente evaluar la expresión de 

los distintos subtipos de IgG (Fig. 3.4).  

 

Se realizó un análisis estadístico para definir mejor los tratamientos que generaron recombinación de cambio 

de clase. Se puede apreciar que los tratamientos administrados con liposomas que contienen Ŭ-GalCer 

generaron niveles significativos en cuando a la frecuencia de células de la zona marginal que realizaron 

recombinación hacia IgG1 (Fig. 3.5 A), sin embargo, para los demás subtipos de anticuerpos y para el caso 

del liposoma que contenía AH10-7 no se generaron niveles significativos de los isotipos de anticuerpos (Fig. 

3.5 B, C y D). En cuanto al tratamiento del liposoma que contiene OCH no es capaz de inducir niveles 

significativos en comparación a los otros ligandos.  
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Figura 3.3: El glicolípido AH10-7 contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de IgG1 e 

IgG3 específicos para NP. En el eje y se indica el nivel (título inverso) de los subtipos de IgG específicos 

para NP. En el eje x se muestran los diferentes tratamientos, administración de NP-Ficoll, liposomas y 

glicol²pidos, el s²mbolo ñ+ò indica que se administr· esa mol®cula a determinado grupo, mientras que el 

signo ñ-ñ indica que hay ausencia de ese componente. Los c²rculos en cada grupo (barra) se refieren al ñnò 

utilizado en cada grupo, NP-Ficoll (círculo vacío), NP-Ficoll con liposoma libre de glicolípidos (círculo 

vacío), administración de NP-Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolípidos (círculo negro), 

controles positivos con NP-Ficoll con liposoma que contiene el adyuvante MPLA o NP-Ficoll en conjunto 

con Alum (círculo gris) y control negativo PBS como vehículo (círculo vacío). Las diferencias estadísticas 

entre cada tratamiento se evaluaron mediante un análisis ANOVA de una vía realizando una comparación 

múltiple usando el método de Tukey, *** p<0.005.  

 

 

Figura 3.4: Estrategia de gating para la identificación de células B de la zona marginal que expresan 

distintos subtipos de IgG luego del tratamiento con el antígeno NP-Ficoll y ligandos de células NKT 

contenidos en liposomas. La estrategia de gating consistió en identificar la población de linfocitos según su 

tamaño (FSC-A) y granulosidad (SSC-A), luego de eliminar los dupletes, se aplicó la sonda de viabilidad 

Live dead V500 para excluir todas las células muertas, luego se aplicó SSC-H y SSC-W para confirmar la 

población que definimos, de esta nueva población generamos el gating para identificar las células B 

mediante la expresión de B220, finalmente de esta población de células B seleccionamos los subconjuntos 

de células B, para el caso de células B de la zona marginal evaluamos según la expresión de los marcadores 

CD21HIGH y CD23LOW (A). Posterior, en color rojo se identifican las células B de la zona marginal que 

realizaron recombinación de cambio de clase a los diferentes subtipos de IgG (B). 
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Figura 3.5: Los ligandos glicol²pidicos Ŭ-GalCer y AH10-7 administrados en liposomas generaron 

aumentos en los niveles de IgG1+, IgG3+, IgG2b+ y IgG2c+ en células B MZ. Se indica el nivel de 

subtipo de IgG específicos para NP en células B de la zona marginal. En el eje x se muestran los diferentes 

tratamientos, administración de NP-Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolípidos y los 

controles positivos y negativos, el s²mbolo ñ+ò indica que se administr· esa molécula a determinado grupo, 

mientras que el signo ñ-ñ indica que hay ausencia de ese componente. Los c²rculos en cada grupo (barra) se 

refieren al ñnò utilizado en cada grupo NP-Ficoll con liposoma libre de glicolípidos (círculo vacío), 
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administración de NP-Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolípidos (círculo negro), controles 

positivos con NP-Ficoll con liposoma que contiene el adyuvante MPLA o NP-Ficoll en conjunto con el 

adyuvante Alum (círculo gris) y control negativo PBS como vehículo (círculo vacío). Las diferencias 

estadísticas entre cada tratamiento se evaluaron mediante un análisis ANOVA de una vía realizando una 

comparación múltiple usando el método de Tukey, *** p<0.005. 

 

Se empleó la estrategia experimental para determinar las células plasmáticas que realizaron recombinación 

de cambio de clase. Se identificaron las células plasmáticas mediante la expresión de CD138 y B220, luego 

se identificó la población IgM- IgD-, la cual se observó que hubo recombinación de cambio de clase hacia 

los subtipos IgG1 e IgG3 (Fig. 3.6). 

 

En cuanto a los resultados estadísticos de la citometría de flujo para células plasmáticas que generaron 

recombinación de cambio de clase, se aprecia que el tratamiento administrado con liposomas que contienen 

AH10-7 generó un aumento en la frecuencia de células plasmáticas que expresan de los subtipos de IgG1 e 

IgG3 (Fig. 3.7). A su vez al comparar la administración de este ligando con la administración del antígeno 

por sí solo podemos ver un aumento significativo de estos subtipos de IgG en ambos casos. La 

administración de Ŭ-GalCer también indujo niveles significativos para los subtipos de IgG1 e IgG3 en 

comparación a él antígeno por sí solo. Por otro lado, el tratamiento del liposoma que contiene OCH no es 

capaz de inducir niveles significativos en comparación a los otros ligandos.  

 

 
 

Figura 3.6: Estrategia de gating para la identificación de células plasmáticas que expresan subtipos 

de IgG luego del tratamiento con el antígeno NP-Ficoll y los ligandos glicolípidicos de las células NKT. 

La estrategia de gating consistió primeramente en la identificación de la población de linfocitos según 

tamaño (FSC-A) y granulosidad (SSC-A), luego se realizó la eliminación de dupletes y la selección de 

células vivas mediante la sonda de viabilidad Live dead V500, finalmente se seleccionaron las células 

plasmáticas (en naranjo) en base a los niveles de expresión de B220NEG y CD138POS. Finalmente se procedió 

a seleccionar las células plasmáticas que expresan IgM como aquellas que realizaron recombinación de 

cambio de clase (que no expresan IgM e IgD), así se evaluó la población de células plasmáticas que 

expresaron los subtipos de IgG.  
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Figura 3.7: El ligando glicolípidico AH10-7 administrados en liposomas generaron aumentos en los 

niveles de IgG1+, IgG3+, IgG2b+ y IgG2c+ en células plasmáticas. Se indica el nivel de subtipo de IgG 

específicos para NP en células B de la zona marginal. En el eje x se muestran los diferentes tratamientos, 

administración de NP-Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolípidos y los controles positivos 
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y negativos, el s²mbolo ñ+ò indica que se administr· esa mol®cula a determinado grupo, mientras que el 

signo ñ-ñ indica que hay ausencia de ese componente. Los c²rculos en cada grupo (barra) se refieren al ñnò 

utilizado en cada grupo NP-Ficoll con liposoma libre de glicolípidos (círculo vacío), administración de NP-

Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolípidos (círculo negro), controles positivos con NP-

Ficoll con liposoma que contiene el adyuvante MPLA o NP-Ficoll en conjunto con el adyuvante Alum 

(círculo gris) y control negativo PBS como vehículo (círculo vacío). Las diferencias estadísticas entre cada 

tratamiento se evaluaron mediante un análisis ANOVA de una vía realizando una comparación múltiple 

usando el método de Tukey, * p< 0,05, *** p<0.005. 

 

En base a los resultados observados en los experimentos realizados anteriormente, nos damos cuenta de que 

los liposomas son capaces de dar una mejor respuesta humoral en los niveles séricos, donde los tratamientos 

de Ŭ-GalCer y AH10-7 generaron una mejor repuesta hacia la recombinación de cambio de clase hacia el 

subtipo de IgG1 en ambos tipos de células analizadas.  

 

3.3 El ligando glicolipídico Ŭ-GalCer induce niveles de células B GL7+ participantes en la formación 

del centro germinal. 

 

Se propuso evaluar el efecto del glicolípido Ŭ-GalCer en el proceso de la formación del centro 

germinal. Para llevar a cabo esto se realizaron diferentes tratamientos, los cuales consistieron en el antígeno 

por sí solo NP-Ficoll, y en conjunto con el liposoma que contienen Ŭ-GalCer, además se administraron los 

adyuvantes MPLA y Alum (Tabla 3.3). Luego de 5 días de haber administrado los tratamientos se procedió 

a evaluar la formación del centro germinal y la presencia de distintos de subtipos de IgG en el suero de los 

ratones (figura 3.8). Cabe destacar que este ensayo es un experimento piloto donde estandarizamos el 

protocolo para poder evaluar la formación del centro germinal, por lo cual también esta propuesto evaluar 

este proceso a los días 3, 7 y 10.  
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Figura 3.8: Esquema experimental para evaluar la formación del centro germinal. Animales C57BL/6 

(n=5) fueron inmunizados por vía intraperitoneal, con el antígeno NP-Ficoll: i) por sí solo, ii) junto a 

liposomas que contiene el glicolípido Ŭ-GalCer y iii) junto a liposomas que contienen adyuvantes, como 

control negativo PBS, el cual también correspondió al vehículo de las inmunizaciones. Este esquema esta 

propuesto para evaluar la formación del centro germinal a los días 3, 5, 7 y 10, en particular los resultados 

que se muestran a continuación corresponden a mediciones del día 5.    

 

Tabla 3.3: Tratamientos empleados en inmunizaciones a ratones para la evaluación de la formación 

de centro germinal 

Grupos Tratamiento 

G1 NP-Ficoll 

G2 NP-Ficoll ï LP/Ŭ-GalCer 

G3 NP-Ficoll-LP/MPLA 

G4 NP-Ficoll-Alum 

G5 PBS 

                   *LP (Liposoma) 

 

En cuanto a los resultados de ELISA se evaluó la presencia de IgM y subtipo de IgG1 específicos contra el 

hapteno NP. De los resultados se observa que el glicolípido Ŭ-GalCer indujo un aumento de los niveles IgM 

y del subtipo IgG1. Se observó que el liposoma con Ŭ-GalCer generó un aumento significativo en los niveles 

de IgM en comparación al antígeno por sí solo (Fig. 3.9 A), si bien la administración del liposoma que 

contiene Ŭ-GalCer induce nieles de IgG1 no son significativos en comparación con la administración del 

antígeno por sí solo (Fig. 3.9 B).  
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Figura 3.9: El glicol²pido Ŭ-GalCer contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de IgM e 

IgG1 específicos para NP. En el eje y se indica el nivel (título inverso) de IgM y subtipo de IgG específicos 

para NP. En el eje x se muestran los diferentes tratamientos, administración de NP-Ficoll, liposomas y 

glicol²pidos, el s²mbolo ñ+ò indica que se administr· esa mol®cula a determinado grupo, mientras que el 

signo ñ-ñ indica que hay ausencia de ese componente. Los c²rculos en cada grupo (barra) se refieren al ñnò 

utilizado en cada grupo, NP-Ficoll (círculo vacío), administración de NP-Ficoll en conjunto con liposomas 

que contienen glicolípidos (círculo negro), controles positivos con NP-Ficoll con liposoma que contiene el 

adyuvante MPLA o NP-Ficoll en conjunto con el adyuvante Alum (círculo gris) y control negativo PBS 
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como vehículo (círculo vacío).  Las diferencias estadísticas entre cada tratamiento se evaluaron mediante 

un análisis ANOVA de una vía realizando una comparación múltiple usando el método de Tukey, * p<0.05. 

 

A continuación, se evaluó la formación del centro germinal mediante el análisis de células GL7+ (CD19+) y 

FAS+ mediante citometría de flujo. Para iniciar se identificaron las células plasmáticas mediante la expresión 

de CD138, para luego determinar las células que se encontraron en el centro germinal mediante la expresión 

de GL7+ FAS+ (Fig. 3.10). Posterior, se realizó un análisis estadístico para definir si el tratamiento 

administrado con liposomas que contienen Ŭ-GalCer fueron capaces de inducir la formación del centro 

germinal. Del resultado obtenido, se observa que el tratamiento con liposomas que contienen Ŭ-GalCer 

inducen a un aumento significativo en el porcentaje de células que expresan GL7+ en comparación a la 

administración del antígeno por sí solo (Fig. 3.11).  

 

 
 

Figura 3.10: Estrategia de gating para identificar células B en la formación de centro germinal. La 

estrategia de gating consistió primeramente en la identificación de la población de linfocitos según tamaño 

(FSC-A) y granulosidad (SSC-A), luego se realizó la eliminación de dupletes y la selección de células vivas 

mediante la sonda de viabilidad Live dead V500, finalmente se seleccionaron las células B en base a los 

niveles de expresión de CD19+. Finalmente se procedió a seleccionar las células plasmáticas mediante la 

expresión del marcador CD138- e identificar las células que expresaban GL7+ y FAS+.   
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Figura 3.11: El glicol²pido Ŭ-GalCer contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de 

GL7+. En el eje y se indica el nivel (título inverso) de GL7+ (CD19+). En el eje x se muestran los diferentes 

tratamientos, administración de NP-Ficoll, liposomas y glicol²pidos, el s²mbolo ñ+ò indica que se administr· 

esa mol®cula a determinado grupo, mientras que el signo ñ-ñ indica que hay ausencia de ese componente. 

Los c²rculos en cada grupo (barra) se refieren al ñnò utilizado en cada grupo, NP-Ficoll (círculo vacío), 

administración de NP-Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolípidos (círculo negro), controles 

positivos con NP-Ficoll ï LP/MPLA o NP-Ficoll ï Alum (círculo gris) y control negativo PBS como 

vehículo (círculo vacío). La barra sobre los grupos con los asteriscos indica la comparación entre ambos 

grupos y la significancia. Las diferencias estadísticas entre cada tratamiento se evaluaron mediante un 

análisis ANOVA de una vía realizando una comparación múltiple usando el método de Tukey, ** p<0.01. 

 

En base a los resultados obtenidos, nos damos cuenta de que el liposoma que contiene Ŭ-GalCer es capaz 

de inducir a la colaboración de las células NKT en un contexto humoral T-independiente, ya que se 

identifican células que expresan moléculas características del centro germinal. Sin embargo, estos resultados 

son preliminares, además queda pendiente determinar el efecto a nivel de los distintos ligandos 

glicolípidicos y la posible participación del subtipo de célula NKTFH.     

  

3.4 El ligando glicolípidico Ŭ-GalCer induce la generación de memoria después de administrada una 

segunda inmunización. 

 

A continuación, se buscó evaluar el efecto del ligando Ŭ-GalCer para determinar si existe la 

generación de memoria frente a antígenos T-independientes. Por ello, se propuso administrar el antígeno 

por sí solo NP-Ficoll y en conjunto con los liposomas que contienen Ŭ-GalCer como también los adyuvantes 
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MPLA (Tabla 3.4). Estos tratamientos se administraron tanto en una primera inmunización al día 0, como 

en una segunda administración al día 21. Al día 60 post administrada la primera inmunización con 

tratamientos se procedió a evaluar la generación de memoria y la presencia de distintos de subtipos de IgG 

en el suero de los ratones a los días 28, 35 y 42 post segunda inmunización (figura 3.12).  

 

 
 

Figura 3.12: Estrategia experimental para evaluar la generación de memoria. Animales C57BL/6 

(n=5) fueron inmunizados por vía intraperitoneal, el prime consistió en la administración del antígeno NP-

Ficoll: i) por sí solo, ii) junto a liposomas que contiene el glicolípido Ŭ-GalCer y iii) junto a liposomas que 

contienen MPLA, como control negativo PBS, el cual también correspondió al vehículo de las 

inmunizaciones, en tanto para la segunda administración o boost se administró el antígeno NP-Ficoll: i) por 

sí solo, ii) con liposoma que contiene el glicolípido Ŭ-GalCer, iii) con liposomas que contienen adyuvante 

MPLA y control negativo PBS . Este esquema esta propuesto para evaluar la generación de memoria.   

 

Se realizaron ensayos ELISA a diferentes días post inmunizaciones. Para evaluar la presencia de subtipos 

de IgM e IgG1 específicos contra el hapteno NP al día 14 post primera inmunización, se realizó ELISA 

donde los resultados obtenidos demostraron que el liposoma que contiene Ŭ-GalCer indujo niveles similares 

a la administración del antígeno por sí solo, por lo tanto, no hubo aumentos significativos en los niveles de 

IgM o IgG1 (Fig. 3.13).    

 

Tabla 3.4: Tratamientos empleados en inmunización a ratones para evaluar la generación de 

memoria 

Grupos 
Tratamientos 

Prime Boost 

G1 NP-Ficoll NP-Ficoll 

G2 NP-Ficoll ï LP/ Ŭ-

GalCer 

NP-Ficoll 

G3 NP-Ficoll ï LP/ Ŭ-

GalCer 

NP-Ficoll ï LP/ Ŭ-

GalCer 

G4 NP-Ficoll ï LP/ Ŭ-

GalCer 

PBS 
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G5 NP-Ficoll ï LP/MPLA NP-Ficoll ï LP/MPLA 

G6 NP-Ficoll ï LP/MPLA PBS 

G7 PBS PBS 

               *LP (Liposoma) 

 

Posterior a estos resultados, se administró la segunda dosis de tratamientos al día 21 y luego de 7 días, 

también se evaluó la presencia de subtipos de IgM e IgG1. Se observa que la administración del liposoma 

que contiene Ŭ-GalCer como refuerzo en la segunda inmunización si indujo niveles en el subtipo de IgG1. 

Por otro lado, cuando se administró el antígeno por sí solo como segunda dosis de administración se 

mantuvieron los niveles tanto de IgM como de IgG1. 

 

Cabe destacar que estos resultados son preliminares y aún están en progreso, por lo tanto, no se puede dar 

una conclusión. Si bien, podemos observar que hasta el momento el liposoma que contiene Ŭ-GalCer si 

induce un leve aumento de los subtipos de IgG1, es importante el análisis completo de este experimento. 

Por otro lado también, queda pendiente determinar el efecto a nivel de los distintos ligandos glicolípidicos. 
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Figura 3.13: El glicol²pido Ŭ-GalCer contenido en liposoma generó un aumento en los niveles de IgG1 

en una inmunización evaluados al día 14. En el eje y se indica el nivel (título inverso) de IgM e IgG1. En 

el eje x se muestran los diferentes tratamientos, administración de NP-Ficoll, liposomas y glicolípidos, el 

s²mbolo ñ+ò indica que se administr· esa mol®cula a determinado grupo, mientras que el signo ñ-ñ indica 

que hay ausencia de ese componente. Los círculos en cada grupo (barra) se refieren al ñnò utilizado en cada 

grupo, NP-Ficoll (círculo vacío), administración de NP-Ficoll en conjunto con liposomas que contienen 

glicolípidos (círculo negro), controles positivos con NP-Ficoll con liposoma que contiene el adyuvante 

MPLA o NP-Ficoll en conjunto con el adyuvante Alum (círculo gris) y control negativo PBS como vehículo 
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(círculo vacío). La barra sobre los grupos con los asteriscos indica la comparación entre ambos grupos y la 

significancia. Las diferencias estadísticas entre cada tratamiento se evaluaron mediante un análisis ANOVA 

de una vía realizando una comparación múltiple usando el método de Tukey. 

  

 
 














