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Resunen
La produccion de loanticuerpos puede darse mediante dos vias, denominadas respuesta humoral

T-dependiente y respuesta humoraint@iependiente. La respuestad@épendiente se caracteriza por la
participacion de células B que requieren de sefiales aportadas por las célulaspatixttivarse, lo cual

va a desencadenar procesos como la recombinacion de cambio de clase, la formacion de centro germinal y
la generacion de una respuesta de memoria. La recombinacién de cambio de clase es un proceso por el cual
el isotipo del anticupo se modifica irreversiblemente, tipicamente esto ocurre como resultado de las
citoquinas secretadas posterior a la activacion de las células T, donde se ha establecido que ciertas citoquinas
inducen la recombinacién hacia diferentes isotipos de antigsiePor otro lado, la formacién del centro
germinal y la generacion de una respuesta de memoria requiere de la participacion de las células T Follicular
Helper. La respuesta humoraifidependiente esta dada por el reconocimiento de antigenos de tifgo 1 y

tipo 2, los cuales activan directamente a las células B en un proceso que no requiere de la colaboracion de
las células T, si bien en esta respuesta normalmente no ocurre recombinacién de cambio de clase, existe un
gran potencial para que esto si ocud@nde 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 medi ant e -GalCer, Isdcrgtannas citoqgihas BN |-4, -21d BAFR U
APRIL, que se asocian a procesos que ocurren posterior a la activacion de las células B, y ademas inducen
su diferenciacion hacia células NKT Follicular Helper. Se sabe quedIFNe-4 tiehen efectos
contrapuestos de modo que latesps t a i n dsal€er ab pocqgespecifith. Por ello se han sintetizado
analogos estructurales, como AH1§ OCH, los cuales promueven una secrecién de citoquinas polarizada
hacia IFNo e4 ., Lrespecti vament e. E sGalCel iessapaz Heapotendiag lao st r a
respuesta humoratihdependiente induciendo principalmente la produccién de IgG1, sin embargo, no esta
claro el efecto de los distintos analogos en este proceso. Por esta razon, se hipotetizd que la activacion
polarizada de las céls NKT medi ant e an §-GalQeomodulars lbsrpoocesos dea | e s
recombinacién de cambio de clase, la formacion de centro germinal y la generacion de una respuesta de
memoria frente a antigenosifidependientes. Los resultados obtenidos en egtstigacion sugieren que

el ligando AH107 contenido en liposomas induce una mayor respuesta humoral, induciendo mayores
niveles de anticuerpos, espec2fi ca+sald@erenlippdomasubt i p
genera una expansion de célulagig expresan GI, sin embargo, estas células no expresan FAS, de
modo que no tendrian un fenotipo de centro germinal, aun queda pendiente evaluar el efecto de los anélogos
en este proceso. Se buscé medir la generacion de memoria mediante la administrae&alCer en

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

memoria empleando esta estrategia.



Abstract

The production of antibodies can occur through two pathways, namdgpdndent humoral
response, and -ihdependent humoral response. Thal€pendent response is characterized by the
involvement of B cells that require signals provided by CD4+ T cellstteate, 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 aesult of cytokines secreted pasitivation of T cells, with certain cytokines inducing
recombination toward different antibody isotyp©s 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, witigh dire
activate B cells in a process that does not require collaboration with T cells. Although class switch
recombindon normally does not occur in this response, there is great potential for it to happen. It has been
identified that a nortonventional subtype of T cells called Natural Killer T cells can participate in this
processActi vated Natural Kill er T-GaGer desete cyokimewsuaphs t h e
IFN-0 , -4,IL-21, BAFF, and APRIL, which are associated with processes occurringgogttion of B
cells and also induce their differentiation into NK®llicular Helper cells. IFNd  a lnrddhavie opposing
effects, maki ng t HGalCer rosspeoifit.Hence, stractural @arthlogs ke ARENhd
OCH have been synthesized, promoting a cytokine secretion polarized towasals IRNr4d respdctively.
Studi es have d6GaCernscapatdet ok ahhancingathéntiébendent 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 podatiactivation of NKT cells hr ough structur al
GalCer modulates class switch recombination, germinal center formation, and memory response processes
against Tindependent antigens. Results from this research suggest that the ligané’ Addtained in
liposomes induces higher humoral response, with higher levels of antibodies, specifically of the 1gG1
subtype. Addi ti onal {GglCer in liposowees generatesean expamsion of & tcellsU
expressing GL7; however, these cells do not express FAS, suggestnthity would not have a germinal
center phenotype. The effect of analogs on this process is still pending evaluation. Attempts were made to
measure memory gener &alCepin lipbsgmesausingi twoi imrueizaiion doses

however, it was ngbossible to detect a memory response using this strategy.



1. Introduccion

1.1 Células del sistema inmune

Los seres humanos nos encontramos en constante interaccidn con diversos tipos de microorganismos y
moléculas que derivan @stosy amenazan nuestra salud, es porgdiolo queel sistema inmunadquiere
un rol esencial en la defensa de nuestro organigem®rando asi umaspuesta inmunla cual seclasifica
en innata y adaptativa. La inmunidad innata es uspuestaapidadonde van a participareutrofilos,
células NK, céluladendriticas (DCs) y macréfagqeemediante receptores deconocimiento de patrones
(PRR) van areconoce moléculas conservadas que se encuentrafogmmicroorganismagslos que
corresponden patrones moleculares asociados a microorganig8sIP9 (Ruiz-Sanchez edl., 2017,
sin embargo, la respuesta inmune innata no es suficigatgue es poco especifipara otorgar una
proteccion, dado que ciertos microorganismos han evolucionado desarrollando mecanismos con los que
evaden su eliminacion, siendo asi necesarios otros eventos mas esdtifioby & Weawer, 2016) Para
dar paso a una respuesta especifica es necesanouque la activacion del sistema inmune adquirido, esto
mediante la participacion delulas presentadoras de antigenos (APC, por sus siglas en inglés) donde
encontramogélulas dendriticagnacr6fagoscomo también células ue poseen receptorbHC-II los
cuales formaran un complejo con el antigeno presentandolo a céliRas&z-Banchez edl., 2017, por lo
tanto las células dendriticas son un vinculo fundamental entre la respuesta inmune innata y la respuesta
inmune adaptativaDtras de las células fundamentales que participda rspuesta Tdorrespondientes a
células B innatasomolas células B marginales (BNIZ.as BMZ son la primera defensa del organismo y
se encuentran en las zonas marginales del bazo, ademas, expresan receptores BCR polirreactivos y producen
principalmente anticuerpos de tipo IgM (Cerutti. @t, 2013) Por su partelas células B que posee
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 fundamentaliemiamidad adaptativga que van a reconocer
diversos tipos de antigenos tanto de origen proteico o lipidico segun la respuesta panaocaal,dar paso

a la produccion de anticuerp@sbbas, Lichtman &Pillai, 2015)

1.2 Anticuerpaos, funcion y proteccion

Una de las principales moléculas que participan en el sistema inmune son los anficuerpos
efectlian el reconocimiento de antigenos (moléculas que ddavzatdgenos, tales como virus o bactgrias
(Toche, 2012). Los anticuerpos o también denominados inmunoglobulinas (Ig) son polipéptides que

conformarpordoscadenasigeras y dos cadenas pesadaidas entrsi mediantepuentes disulfur¢figura
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1.1). En la parteamino terminablel anticuerpo, denominadegion variable es aquella que va a reconocer

el antigenpmientras que la partarboxilo terminalenominada region constante va a deternimatase
oisotipo del anticuerpyg funciones biolégicas (Toche, 201Existen distintos isotipos de anticuerpes
humanos nogncontranos con los isotipolgG, IgM, IgA, IgD e IgE, a su vez IgAe subdivide en los
subtipos IgAl e IgA2, mientras que Iggé subdivide efgG1l, 1gG2, 1gG3 e IgG4de lo contario en
modelos murinos se encuentran los isotipos IgM, IgD, 1gG (IgG1, IgG2a, IgG2b e 1gG3), IgA/C (IgAl e
IgA2) e IgE,dependiendo delpo o subtipo dependeda funciénque tengal anticuerpo (Garcia, 2011).

Entre las funcionegue poseen los anticuerpos encontramos la neutralizacion de microorganismos y toxinas,
opsonizacion y Fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, lisis, fagocitosis de

microorganismos opsonizados, activacion del complemento e inflam&dibas, 2015).

Fab Region

Heavy chain

Light chain
— Disulfide Bridges

Fc Region

Figura 1.1: Estructura de un anticuerpo.Los anticuerpos poseen una cadera pesada y una cadena ligera
las cuales estan unidas a pusidisulfurcs, ademas poseen regiones Fab (region de union al antigeno) de

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

1.3 Respuesta Humoral

La respuesta inmune humoratle anticuerpose organiza en una respuestdeépendiente (TD) y
una Tindependiente (TI) (Abbas. 2015). La respuestiependientse denomina asja queparticipan las
células T aportando sefiales por medio de la secrecion de citoquinas o con interacestigaitazloras
hacia las células B2uga et al., 2014Por su parte, las células B van a efealisrconocimiento y captacion
de antigenos proteicasde moléculas asociadas a proteites cuales van a realizal procesamiento y
degradacién de la proteina en pequefnos péptidos que se uniran a la nMléCullg formando asi el
complejo péptideMHC-I1, que se exportara a la membrana plasmatica y que en conjunto con proteinas co

estimuladoras (CD40, ICGIS 0 CD80) interactuam con las células T CD4previamente activadas por

10



células dendriticaslonde las células §eneran una segunda sefial de activad@&nandocitoquinasque

serarreconocidas por las células B como una tercera sefial de activacion para la produccion de anticuerpos

(Brandan et. al, 2007) (Fig.12). Dada la interaccionle las células T y las células€ inducira da

activacion de lasélulas B conllevando asi a que sgalicenprocesos como leecombinacion de cambio

de clase (CSR), la formacién del centro germinal (@@&)de ocurrira la diferenciacion tis células B

hacia células plasmaticds larga vida y células B de memoria (Grasseau. g20419).

Peptide

Sign 2 I
TCR

CD40L / CD40

\ : .
[5) ign 3
_®
% 0 o \/
L N

Cytokines

B Cell

T Cell

Protein

Figura 1.2: Respuesta humoral Fdependiente.Se explica el mecanismo de colaboracion de las células

T con las células B.a primera sefal es el reconocimiento del antigeno de caracter proteico por parte de

receptores BCR de la célula Bn tanto, la sgundasefalcorresponde a laresentacion del antigeno

degradado por el complejo de histocompatibilidad clase Il y reconocimiento por parte del TCR, ademas

ocurre la interaccion CD40/CD40La tercera sefias lasecrecion de citoquinas por parte de las células T

y reconocimientos de citoquinas por ngtoees de las células B.

Por otro lado, la respuestaifidependiente esta dada mbreconocimientale antigenos de naturaleza no

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

colaboracién de una célula Alfman, Wilmore, & Gaudette, 20)9Los antigenos -independientes (TI)

se subdividen en dos tipos, los antigenos Tl tipo 4L Hue corresponde a patrones moleculares asociados

a patégenos (PAPMs), tales cotiopolisacaridos (LPS), lipopéptidos y ADN CpG microbiano, entre

otros, | os cuales son reconoci

dos

por

Areceptores

encuentran los receptores de tipo toll (TLR), estos se ubican en las superfitégs<glan las membranas

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

Gray, & Lane, 1988)Los antigenos Tl tipo 2 (FR) que corresponden a estructuras poliméricas, como

polisacarido® acidos nudicos derivados de bacterias (Mond, Lees, & amp; Snapper, 1995). El mecanismo

11



de la respuesta humoratiidependientese caracteriza por la ausencia de células T, yasquieasa
principalmente en la captacion del antigdedipo 2por parte deélulas Bmediante el receptor BCFig.
1.3), donde ocurrira el entrecruzamiento de los BfeiRerandosk activacion directa de las células B sin

la necesidad de la participacion de céldlggallman, Wilmore, & Gaudette, 2019)

TI-1

B Cell Receptor (BCR) \

Polysaccharide

TI-2

Figura 1.3: Respuestahumoral T-independiente.Est dada por la participacion de células B las cuales
poseen receptores TLR que van a reconanéigenos de tipo 1 conmatrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPS)también poseen receptores BCR que reconocen antigenos de tipo 2 como
polisacaridos. Ambas vias de reconocimiento van a desencadenar una respuesta inmune independiente de

la participacion de células T.

1.4 Procesos asociados a la Respuesta HumoraDependiente

Como se explico anteriormente la respuesta inmune humd@rapé&ndiente conlleva a que ocurran
procesos claves como la recombinacién de cambio de clase, la formacién del centro germinal y la generacion

de memoria.

La CSR es un proceso de la recombinacion de genes que codifican para la cadena pesada de las Ig, que
permite asi cambiar el isotipo del anticuerpo que expresaran las células B virgenes, por tanto, del isotipo
IgM expresado en las membranas de las céluldsggnes se producird recombinacion a subtipos de IgA,

IgG o IgE, manteniendo especificidad o afinidad (Litinskiy et al., 2002; Roco et al., 2019). Para que se lleve

12



a cabo este procedas células B reconocenas citoquinas liberadas por las célulag 3egun el perfil de

esbs citoquina se genaraswitch a diferentes inmunoglobulinas. Estas citoqusioagproteinas secretadas

por diferentes tipos celulares en favor de respuestas inmunitarias con la capacidad de activar, inhibir o
modular la funcién de otras células (Carrasco. 20&E%)udios han demostrado que las células B son
moduladagor IL-4 asociada a IgG1 e IgE-N-2 asociada a IgG2a/d GFbetarelacionadacon 1gG2b o

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

Class-switch
Recombination

y
‘ IgG2b

-
J/
-
4 | 1gG1
@ = . ioe
\ Naive B Cel % /I=

5 \ @~
' TGF-B

RA /Il=

Figura 1.4: Representacion de la recombinacion de cambio de clase asociado tipicamente a una
respuesta humoral Fdependiente Mediante la via clasica-Glependiente las células T secretan citoquinas

gque desencadena una cascada de sefializacion en las células B lo que conlleva a la diferenciacién en células
plasméticas productoras de anticuerpos, donde cada tipo de citegtdnaociada a la induccién de un

subtipo diferente de inmunoglobulina. Se estipula qie-dfestdasociado a IgG2a/c, TG asoci ado &

IgG2b, IL-4 asociado a IgG1 e IgE, que el reconocimiento del B&Basociado a la produccion de 1gG3.

Dicho anteriormente, la formacién del centro germinal en una respuestaendiente es importante, ya

que es una microestructura transitoria donde se llevan a cabo multiples procesos difenemégacion de

las células B e hipermutacion del gen de la region variable del anticuerpo (Huang. et. al. 2020). Ademas, se
ha evidenciado que las célulasFolicular Helper ("Y  cumplen un rol fundament&n este proceso,

promoviendda maduracién de las células B, mejorando la afinidad de los anticuerpos y la diferenciacion
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de las células Bacia células B de centro germinal, células plasmaticas de larga vida y células B de memoria
(Huang. et. a).2008). Otras células que potencian y modulan la respuesta hunmerhctuanda@on las

células Bson las células NKT, queteractiariantoindirectamente por medio de citoquinadjre@ctanente

a través de la interaccion de sus receptores, formemigjogados de larga duracidonpyomoviendo la
recombinacion de cambio de claseptaduccion de anticuerpos de alta afinidadformacién de centro

germinales yarespuesta de memoii@hen, et al.2018.

1.5 Células Natural Killer T (NKT)

Las céluladNatural Killer T (NKT) tiene grandes similitudes con las células T convencionales, ya
gue las células NKT tambiée 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, CD11la y CD122 (Montalvétal., 2014), a pesar de ello las células
NKT van adquiriendo un fenotipo especializado por antigeno y madurez funcional, permitiéndoles asi
responder de manera rapida a sefiale3 @8 y produccién de citoquinas (Crosby & Kronenberg. 2018).

Una vez que las células NKT se desarrollan migran a la periferia caracterizandose aun como una
subpoblaciérde células Tque van a localizarse en medula 6sea, bazo, pulmones, intestino, sangre, higado,

ganglios linfaticos, entre otros (Tadt.al., 2008).

Las células NKTson un subconjunto no convencional de célulag|ug secaracterizan por expresar
receptores de célulasdet i p ¢ redéfitores de células NK tales como NKBaenaset. al., 2016) Sn
embargo, al contrario de una célula T convencional, las célulasrii¢chocerligandos de naturaleza
lipidicas y glicolipidico presentadopor medio de la molécula CDL1th cual es expresada por células
presentadoras de antigeno tales como DCs, macréfagdslgs B(Fig. 1.5) Estas células tienen un papel
importante en la respuesta inmune, ya que producen diversas citadpimagerfilde tipo Thl (TNF e
IFNS ) y un perfildetipo Th2 (IL-4, IL-10 e IL-13), segun el tipo subtipo de célula NKMontalvillo. et.

al. 2014).
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Antigen presentign
cells (APC)

NKT cells

Figura 1.5: Interaccion de las células NKT con células presentadoras de antige@glula NKT que
posee receptores NK y receptores TCR, estos Ultimos van a reconocer el complefoDipiipresentado

por células presentadoras de antigeno, desencadenando la activacion de las células NKT.

Al poseer estas caracteristicdass 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 macrofagos, DCs, células B o neutréfilos. La funcion citotoxica les
permite tener un efecto defensivo frente a distintos tipos celulares como células tumorales, células
transformadas por virus, células infectadas por bacterias, @nas (Sepulveda and Puert@00).En la
respuesta inmunadaptativa también juegan un rol en el reconocimiento de antiggunodipidicos
provenientesde agentes bacterianos, tales coBorrelia burgdorferi Streptococcus pneumonijae

Helicobacter Pylorj entre otras (Baena, et,&016)

1.6 Ligandos glicolipidicos de células NKT

El ligandoKRN7000 o mas conocido conaifa-Galactosilceramidg {&alCer) es una molécula
obtenida a partir de Galactosilceramidgigcolipidosderivados de la esponja mariAgelas mauritianus
(Hayakawa.et.al., 2003. Se ha atribuido que ladministraciond e -GdlCer en diferentes contextos
promueve la estimulacion de las células NKT provocando diferentes respuestas inmunes frente a infecciones
virales o bacterimas en cancer y variedades de enfermedades autoinm(@aesedraet.al., 2020) Las
APC queexpresarla molécula CD1d tienen la capacidad de presentar este glicolipido en un contexto
inmune donde las células NKT reconocen este complejo @itdlipido generandda secrecion de

diferentes citoquinas, talesmolIFN-9, IL-4, IL-21, BAFF y APRIL, siendo las principales IFN e4, | L
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las cuales se asocianlosperfilesde respuestdhly Th2, respectivamentfArora et.al., 2011; Imet.al.,
20009).

Debido a la poca especificidad de la producciorcdet oqui nas -GaGer esaqdease Ipan r U
sintetizado diversos analogestructuraleslos cualesambiénsoncapaces de activar a las células NKT
generando patrones mas restringidos de citoquinas con una polarizacion haxia IEN h -4 (Eig. £6).1 L
Algunosejemplos de estaonlos glicolipidos AH107 y U-C-GalCet los que generan una produccifm
citoquinaspolarizada hacia IFNo 'y que han | ogrado inducir respue:
glicolipidos como C20:2 YCH induce una producién de citoquinas polarizada hacia4l.empleados

ampliamente en contextos autoinmuf@arrefio et al., 2014; Chennamadhavuni et al., 2018)

aGalCer €26:0 (KRN7000)
Carbohydrate
wo B Acyl chain
HO 2 I g
Y
HO o _F.‘-D-.
I
o Sphingosine chain
B AH10-7
Ph\/\fo
HO éo Oy(CHz}uCHs
HO NH
HOO z
(CHZ)13CH;,
AH10-7 OH
OCH

Figura 1.6: Estructura de ligandos glicolipidicos. UGalCer estd compuesto por una region
correspondiente al carbohidrato y dos cadenas, una cadena de acilo compustarpon@s y una cadena

de esfingosina compuesta pds darbonoslL 0 s a n § | -GaiCerspresketan thodificaciones en su
estructuraAH10- presenta una madificacion en el grupo galactosil que consiste en la adicién de un grupo
benzenopropanoil, y ademas carece de un grupo hidroxilo en la esfingoigintias que OCldosee una
cadena de esfingosim§ s r educi da e@alCermompuestagoris canbonasura cadena

de acilo también més reducida compuesta por 23 carbonos
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1.7 Participacion de las células iINKT en la respuesta humoral frente a antigenos Tl

Estudios hamlemostadoque laactivacion de las célulddKT mediantel-GalCerpromuevela respuesta
de anticuerpos y la recombinacién de cambio de @asen contexto Andependientetanto contra el
antigenoNP-Ficoll, que correspondal polisacarido neutro Ficolonjugado al hapteno nitrofenil (NP),
ademas de promovarna respuestdrente alos polisacarids capsulaes derivade de las bacteria
Clostridiumdifficile y Streptococcus pneumonjdeduciendo principalmente la produccién de anticuerpos
de tipo IgG1l especificos contra ambos antigenos, sin embaoge evalud la formacién de centros
germinales en ninguno de estos contexta®) ge llegd a una conclusién definitiva respectoiadaccion

deuna respuesta de memoria feeatestos antigen@s. A. Lang et al., 2021Bai. L, et al. 2018

Por otro | ado, s e -ClGalCey (sirsilar@n sysuetectos b AHIhrgluceugaanaydr
expansiorde las células NKFollicular Helper( NKTf h) en c o-@GgiCanmantras-qn©Céion U
no genera el mismo efect¥a que las células NKTfh poseen un fenotipo muy similar a las células Tfh, es
posible que la interaccion entre estas células y las células B, puedan inducir potencialmente la induccién de

la formacién de centros germinales y memoria frente a antigemalefendientes.

Aungue estos antecedentes son esenciales para evidenciar la contribucion de las células NKT en la respuesta
aantigenos®™ ndependi entes, a%n no se ha-GalGepdncapagedde si | o
inducir una secrecién polarizada hacia{&N o4, forhentan la produccion de distintos niveles de subtipos

de IgG al dirigir la recombinacion de cambio de clase a través dei@stas cit@uinas. Ademas, no se ha
examinado sel uso de los analogos AHIOu OCH son capaces de promover larfacion de centros

germinales y la respuesta de memoria frente a antigeimependientes

Hipotesis
La activaci -n polarizada de | as ¢ ®GaCeranodultnkKids me di e
procesos de recombinacion de cambio de clase, formacion de centro germinal y generacion de una respuesta

de memoria frente a antigenosnflependientes.

Objetivo General
Evaluarsilaactivaciopo | ari zada de | as c¢c®l ul as NI&dCemeodulamnt e ar
los procesos de recombinacion de cambio de clase, formacién de centro germinal y generacion de una

respuesta de memoria frente a antigerosd€pendientes.
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Objetivo Especificos
Objetivo Especifico 1:Determinar si la activacion polarizada de las células NKT mediante analogos
estr uct uGal€ér msdulah éa redombinacion de cambio de clase en el contexto de una respuesta

humoral Findependiente.

Objetivo Especifico 2: Evaluar si laactivacion polarizada de las células NKT mediante analogos
estr uct u4GalCee promaueeen ld generacion de centros germinales frente a antigenos T

independientes.
Objetivo Especifico 3: Evaluar si laactivacion polarizada de las células NKT mediante analogos

estr uct uGaCererslucah da géheracion de una respuesta de memoria frente a antigenos T

independientes

18



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 realeato®rdo colas
normas institucionales de bioética y bioseguridad establecidas por el ICBMII. Los animales
empleados en esta tesis se enmamarel protocolo de Bioética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile cédigo CBA 1185 FMUCH.

2.2 Liposomas. Para la administracién de los ligandos glicoligid de las células NKT se emplearon
nanoparticulas liposomales, las cuales estan conformadéss pipidosfosfatidilcolina de huevo (EPC),
Colesterol Chol) y Polietilenglicol (PE&2000. Adicionalmente, se agregaron por separado los ligandos
gl i col-&gCerdAH407 YOCH, y se generd una preparacion control que carece de estos ligandos.
Todos los lipidos se disolvieron eloroformdmetanol y se mezalan en frascos de vidrinorosilicato en

las proporciones indicadas en la Tabla P@sterior, el solventse evapord se hidrab con PBS estéril

para dar paso a laextrusiétmp | eando membr anas d eonglénde quatodaslasa t o
nanoparticulas formuladas tengan el un tamafio homog@figo 21). Luego se caracterizaron los
liposomagmediante el nano taking analisis (NTA), para determinar el tamafio.

SBre e e
Evaporacion Hidratacion Extrusion Nano Taking Analysis (NTA)

Mix de lipidos (PBS)

y glicolipidos

Figura 2.1: Esquema de preparaciony caracterizacionde liposomas Paso 1, realizacion del mix de
lipidos que conforman la membrana y glicolipidos. Paso 2, evaporacion de la solucion lipidica. Paso 3,
hidratacién del film lipidico con PBS (Vehiculo). Paso 4, extrusion de las particulas lipidicas. Paso 5,

caracterizacion.
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Tabla 2.2: Composicion de las preparaciones liposomales que contienen glicolipidos

Lipidos Mol (nmol) | Porcentaje Molar
EPC 121,68 56,7219
© Chol 50,7 23,6341
:‘é @ PEG 10,14 4,7268
:g é KRN7000
g £ o AH10-7 32 14,9170
8 Glicolipidos ocH
Sin Glicolipido - -

2.3 Inmunizacién. En estos ensayos se administrop@de NPFicoll y se mezclaron con 4 ug de los
diferentes glicolipidos contenidos en nanoparticulas liposomales. Adicionalmente, se incluyé como
controles positivos los adyuvantes MPLA y ALUM, y control negativo el vehiculo que corresponde a PBS.
Todas las inmunizaciones se administraron por via intraperit@eamplearon inmunizaciones tanto con
glicolipidos libres como con glicolipidos que estaban contenidos en liposBarascada experimento se

realizé un esquema de inmunizacién el cual esta descrito msldgados

2.4 Obtencién de Suerolos ratones se sangran, siguiendo protocolo, donde se exponen bajo lampara
calefactora para la dilatacién de los vasos sanguineos y se les uaaliarte en la vena inferior de la cola
donde se extraen sangfmtes de comenzar cada experimento se recoterigre de los ratones con el
motivo de tener sueros preinmunizacidna vez se recolecto la sangre, se mantuvo a temperatura ambiente

durante 1 hora y se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos y se recolecté el suero.

2.5 0btencidn de leucocitos En primerugar,los animales son eutanasiadédos animales se les extrajo

el bazo commaterial quirurgico, el cual se disggegpn los extremos esmerilados de portaobjetos, luego se
homogeniza en 2 ml de medio RPMI en una placa petri. Posteriormestspknsion de esplenocitees

traspaé a un tubocénicode 50 ml utilizando urcell strainerpara filtrar el medio homogeneizado, se
centrifugd a 1800rpm durante 5 min y el pellet se homogeniza en 2 ml de pAéM4 lisar las células
finalmente se centrifuga nuevamente y se lleva al volumen deseado con medio suplementado de RPMI. Se

realizd un conteo celular con azul de tripgatas células se ajustaron a la concentracién requerida
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2.6 Deteccion de anticuerpos NRespecificos mediante ELISAPara determinar los isotipos y subtipos

de anticuerpos especificos para NP se empleé la técniehl8&. Se utilizaron placas de 96 pocillo de

fondo plano, las cuales se actimacon 100 pL porpocilode NBSA a una concentraci
overnighta 4°C. Posteriormente la placa se bloqumn 200 uL por pocillo de PBBSA 1% y se d€j

incubar por 1 hora a 37TC. Una vez lista, la placa se inéubon los sueros obtenidos previamente y se
realizd una dilucion seriada. Luego, la placa se iricabn los diferentes anticuerpos de deteccion{(anti

IgM, antirlgG1, 1gG2b, IgG2c y IgG3) conjugado con lena HRP, para determinar si hay presencia de
estos isotipogFig. 2.2) Finalmente, se rewgla placa agregando 100 uL por pocillo de sustrato TMB y 50

uL por pocillo de HSOQw 2N para detener la reaccidn. La placa se analizé utilizando un lector de placas de
ELISA a longitudes de onda de 450 nm y 540 nm. Luego de cada incubacién se requiere de un lavado con
PBS Tweer20 al 0,05%.

Suero
NP-BSA Bloqueo Anti-lsotipo-HRP
— — — :T
9{( -

Figura 2.2: Esquema de técnica ELISAActivacion de la placa mediante el antigeno (NP) conjugado a
proteina (BSA). Bloqueo de la placa para eliminar uniones inespecificas caa3B ®ilucion del suero
(1:100). Reconocimiento del anticuerpo de deteccidn conjugado a enzima HRP para detéistitipo

de anticuerpo.

2.7 Citometria de flujo. A partir de los esplenocitos obtenidos de cada anémakalid una tincion de
citometria de flujo para detectaglulas B de la zona marginal y células plasmatiEagrimera instancia
se tomaon 3 x 10 cells/pocillode las células esuspensiomel bazo, las cuales se agregaptata de 96
pocillos fondo V Posteriomente las células se lavan con PBS y se inculbban conla sonda de viabilidad
V500 LIVE/Dead Fixable Aqua kit (Thermofisheg una dilucién 1:40@durante 30 minutos en hiel.
continuacion, s realizd un lavado con Buffer FACS y se centrifug 1800rpm durante 5 minutos. Luego
se agregan los anticuerpos de citometria y se deja incubar durantePah@i@determinar las células B que
realizaron recombinacién de cambio de clase se usaron los siguientes antichbB#iiR/B220Alexa
Fluor 700 (RA36B2), IgM PE (RMM1), IgD PECy7 (11-26c.2a), IgG1 BV421 (RMG1), IgG2b APC
(RMG2b-1), IgG2c biotin (RMG2&2), Streptavidin APEy7, todos de la marca Biolegend y IgG3 BV786

(RMG3-1) de BD Biosciencesara identificar las células del centro germinal se utilizaron los siguientes
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anticuerposCD45R/B220Alexa Fluor 700 (RA%B2), CD95FAS PerCPCy5.5 (SA367H8), GL7 APC
(GL7).

2.8 Andlisis estadistica. Los datos obtenidos en los experimentos fueron analizados mediante GraphPad
Prism 7 para Windows Software (Graph Pad Softwhre), mientras que los datos adquiridos de la
citometria de flujo fueron analizados en el programa Flowjo V10. Las pruebas estadisticas aplicadas fueron

oneway ANOVA con un andlisis no paramétrico, seguido de una comparacion maltiple
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3. Resultados

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

tamafio entre los 100 a 200 nm

Para evaluar la propuesta planteada en esta tesis se emgtabNEn todos lognsayos, que corresponde

al polisacéarido neutro Ficoll conjugado al hapteno nitrofenil (NP), y que se ha empleado ampliamente como
antigeno modelo en el estudio de la respuestadpendiente. Asi mismo, para estudiar la contribucién de

las células NKT era respuesta humoratihdependiente, inicialmente se emplearon dos estrategias para
administrar los ligandos glicolipidicos de las células NKT, por un lado, se administraron de forma libre
(solubilizados en PBS), y, por otro lado, se emplearon nanapastijpposomales las cuales contenian los
ligandos glicolipidicos actuando como vehiculos de estos ligandos.

Inicialmente, estas nanoparticulas se analizaron empleando la técnica de Nanopatrticle traking Ananlysis
(NTA), con el fin de caracterizar el tamafio de esta formuladios.liposomagjue se generaron sin
glicolipidos(LP wi/glicolypid) presentaron un tamaiwomedio de 176.8m, y en cuanto a ldgposomas

que se generaron con ligandos glicolipidité&alCer AH10-7 y OCH, o con el adyuvante MPLA,

presentaron un tamafio 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: Caracterizacion de liposomas mediant®lanoparticle Tracking Analysis (NTA). Cada uno
de los graficos representa cada preparacion con lipos¢A)atenemos la preparacion de liposoma sin
glicolipidos,(B) liposoma cor}GalCer (C) liposoma con AH1&, (D) liposoma con OCH {E) liposoma
con MPLA.En el eje y s indica la concentracién de particulas (particulas/nel) ¥l eje x se indical
tamafno (nm)El tamafio promedio de todos los liposomas ronda entre los 100 a 2Q& morva roja

corresponde a la desviacion estandar media y la curva negra corresponde a la concentraddm pro

3.2 El glicolipido AH10-7 induce mayores niveles de subtipo de IgGe IgG3en células de la zona

marginal, asicomo en células plasmaticas.

A continuacién, se quiso evaluar el efecto de los analogos estructurales en el proceso de
recombinacién de cambio de clase de los anticuefPas llevar a cabo esto se realizadifierentes

tratamientoslos cuales consistieron enagltigeno por si solo NPicoll, en conjunto con los liposomas que
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contienen los ligandaglicolipidicos de las células NK'D con los adyuvantes MPLA y Aluffabla 3.2).
Luego de 7 dias de haber administrado los tratamientos se proesdidar la CSR en células B de la zona
marginal como en células plasmaticgida presencia de distintos de subtipos de 1gG en el suero de los

ratonegfigura 3.2).

Marginal zone B

/ B
(B-1a and B-1b)
— \
/ Spleen
7
1

IgG subtypes
expression

Flow Cytometry . b "qu,ffl.’f.‘ﬁ

. -1
L } g
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C578BL/6 y \ ‘
— /ﬁ NP-specific IgG subtypes
P
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Figura 3.2: Estrategia experimental para evaluar recombinacién de cambio de clasénimales
C57BL/6 (n=5) fueron inmunizados por via intraperitoneal con el antigerfeiddR: i) por si solo, ii) con
liposomas sin glicolipidos, iii) con liposomas que contiedérlCer, AH167 y OCH, iv) liposomas con
adyuvantes y control negativo PB$caal también correspondié al vehiculo de las inmunizaciones. Este
esquema propone ser evaluado al dia 7-ipostinizacion donde se obtuvo el suded animal para tener

los titulos inversos de subtipos de Ig@lyazo de los animalgsrarealizar citometria de flujo.

En cuanto a los resultados de ELISA para evaluar la presencia de subtipos de IgG especificos contra el
hapteno NP, en primer lugar, se comparé el efecto de los glicolipidos al ser administrados de forma libre y
en liposomas. De los resultados se obseredagiglicolipidod)GalCer y AH107 indujeron un aumento

de los niveles dedubtipo IgG1. Y al comparar las dos estrategias de administracion de los glicolipidos, se
observé gue los liposomas generaron un aumenté en los niveles de este subtipo, dettglenifmdo

AH10-7 que gener6 un aumento significativo. En cuanto al glicolipido 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 ratongsra la evaluar si ocurre

recombinacion de cambio de clase

Grupos Tratamientos
Gl NP-Ficoll
G2 NP-Ficoll - LP
G3 NP-Ficoll - LP/ U-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 administracion de NFicoll en conjunto con el liposoma que contiene AHl@enero niveles
significativos delgG1 en comparaciéml control deliposoma sin glicolipidogFig. 3.3 B) A su vez, la
administracion de los liposomas que contiedealCer y AH107 nogeneraron niveles para el subtipo de
IgG3 en comparacion abntrol delliposoma sin glicolipidogFig. 33 C).

Posteriormente, se evalud la expresion de subtipos de 1gG en células B de la zona marginal del bazo como
en células plasmaticas mediante citometria de flujo. Las células B de la zona marginal fueron identificadas
como B220 CD21" CD23, luego se identificod las células B de la zona marginal que realizaron
recombinacion de cambio de clase en base a la poblacidigigiara finalmente evaluar la expresion de

los distintos subtipos de 1gG (Fig43.

Se realiz6 un analisis estadistico para definir mejor los tratamientgsogr@romecombinacion de cambio

de cl ase. Se puede apreciar que | os tr aGaCmi ent os
generaron niveles significativos en cuando a la frecuencia de células de la zona margiealizgwen
recombinacion hacia IgG1 (Fig. 3.5 A), sin embargo, para los demas subtipos de anticuerpos y para el caso
del liposoma que contenddd10-7 no segeneraonnivelessignificativosde los isotipos denticuerpogFig.

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

significativos en comparacion a los otros ligandos.
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Figura 3.3: El glicolipido AH10-7 contenido en liposoma generd un aumento en los nivelesid&1 e

IgG3 especificogara NP. En el eje y séndica el nivel (titulo inverso) des subtipcs de IgG especificos

para NP. En el eje x se muestran los diferentes tratamieosnistracion de NfFicoll, liposomas y

glicol 2pidos,

sig#oifmdica

el

qgue

s2 mbol

hay

(0]

ausenci

i +0
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i ndi

de

c a

ese

gue se admi

component e.

utilizado en cada grupo, NHcoll (circulo vacio) NP-Ficoll conliposoma libre de glicolipidos (circulo

vacio),administracién de N{Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolipidos (circulo negro),

controles positivos con NPicoll con liposoma ge contiene el adyuvantdPLA o NP-Ficoll en conjunto

conAlum (circulo gris) y control negativo PBS como vehiculo (circulo vati@g.diferencias estadisticas

entre caddratamientose evaluaron mediante un analisis ANOVAuhavia realizandouna comparacion

multiple usando el método daukey, *** p<0.005.

A |
|
< \< < -
O | | Q O = | &
7] 7] 7] v || ©
17 7] (7] -
Live Dead V500 B220
B MZB l v l : l l )
e | < < | < <
Q \ o i QO " 3} i 0
- ol (73 | (73 173 (7]
i ’ o = ! o 7} = | 7}
odon | A | wd wd 2 "
IgM laG1 laG3 laG2b laG2c

Figura 3.4: Estrategia de gating parala identificacién de células B de la zona marginajue expresan

distintos subtipos de IgG luego del tratamiento con el antigerbidtit y ligandos de células NKT

contenidos en liposomalsa estrategia de gating consistié en identificar la poblacién de linfocitos segun su

tamafo (FSEA) y granulosidad (SS®), luego de eliminar los dupletes, se aplic6 la sonda de viabilidad

Live dead V500 para excluir todas las células muertas, luegdis® 88CH y SSCW para confirmar la

poblacién que definimos, de esta nueva poblacion generamos el gating par&addasf células B

ni

L

mediante la expresion de B220, finalmente de esta poblacion de células B seleccionamos los subconjuntos

de células Bpara el caso de células B de la zona marginal evaluamos segun la expresion de los marcadores

CD21"'" y CcD23°W (A). Posterior, en color rojo se identifican las células B de la zona marginal que

realizaron recombinacion de cambio de clase a los diferentes subtipos(@).1gG
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administracion de NiFicoll en conjunto con liposomas que contienen glicolipidos (circulo negro), controles
positivos con NFFicoll con liposoma que contiene el adyuvaltBLA o NP-Ficoll en conjunto con el
adyuvanteAlum (circulo gris) y control negativo PBS como vehiculo (circulo vadias diferencias
estadisticas entre cattatamientose evaluaron mediante un analisis ANOVAuavia realizandouna

comparacion multiplesando el método deukey, *** p<0.005.

Se empled la estrateggaperimental para determinar léulas plasmaticague realizaromecombinacion
de cambio de clas8e identificaron las células plasmaticas mediante la expresioBH&8 y B220Juego
seidentifico la poblaciénigM™ IgD", la cual seobservéquehubo recombinacién de cambio de claseia
los subtipodgG1l e IgG3(Fig. 36).

En cuanto a los resultados estadisticos de la citometria de flujo para células plasmaticas que generaron
recombinacion de cambio de clase, se aprecia que el tratamiento administrado con liposomas que contienen
AH10-7 generd un aumento énfrecuencia de células plasmaticas gxeresarde los subtipos de IgG1 e

lgG3 (Fig. 37). A su vez al comparar la administracion de este ligando con la administracion del antigeno
por si solopodemos ver un aumento significativo de estos subtipos de IgG en ambos @sos. L
administracion dd}GalCertambién indujo nivelesignificativos para los subtiposle 1gG1 e IgG3n
comparacion a él antigeno por si séor otro lado, el tratamiento del liposoma que contiene OCH no es

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

SSC-A
FSC-A
FSC-A

Figura 3.6: Estrategia de gating parala identificacién de células plasmaticas que expresan subtipos

de IgG luego del tratamiento con el antigeno NiFicoll y los ligandos glicolipidicos de las células NKT

La estrategia de gating consistié primeramente en la identificaciéon de la poblacién de linfocitos segun
tamafio (FSEA) y granulosidad (SS@®), luego se realizd la eliminacion de dupletes y la seleccién de
células vivas mediante la sonda de viabilidad ldead V500, finalmente se seleccionaron las células
plasmaticas (en naranjo) en basesarliveles de expresi@eB220'5¢y CD138°% Finalmente se procedio

a seleccionar las células plasmaticas que expresan IgM como aquellas que realizaron recombinacion de
cambio de clase (que no expresan IgM e IgD), asi se evalud la poblacion de células plasméticas que

expresaron los subtipos de IgG.
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Figura 3.7: El ligando glicolipidico AH10-7 administrados en liposomas generaron aumentos en los
niveles de IgG1+, IgG3+, IgG2b+ y IgG2c+ en célulgdasmaticas Se indica el nivel de subtipo de IgG
especificos pa NP en células B de la zona marginal. En el eje x se muestran los diferentes tratamientos,

administracion de NHFicoll en conjunto con liposomas que contienen glicolipidos y los controles positivos
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y negativos, el sZ2mbolo fi+d indica que se adminis
sig#ioifmdi ca que hay ausencia de ese componente. L
utilizado en cada grupo NIFicoll con iposoma libre de glicolipidos (circulo vacio), administracion de NP

Ficoll en conjunto con liposomas que contienen glicolipidos (circulo negro), controles positivos-con NP

Ficoll con liposoma que contiene el adyuvaltBLA o NP-Ficoll en conjunto con el adyuvantdum

(circulo gris) y control negativo PBS como vehiculo (circulo vatiad.diferencias estadisticas entre cada
tratamientose evaluaron mediante un analisis ANOVAuw®via realizandouna comparacién multiple

usando el método deukey,* 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 U-GalCer y AH107 generaron una mejor repuesta hacia la recombinacién de cambio de clase hacia el

subtipo de IgG1 en ambos tipos de células analizadas.

3.3El ligando glicolipidico U-GalCer induce niveles de células B GL7participantes en la formacion

del centro germinal.

Se propuso evaluar el efecto del glicolipid@GalCer en el proceso de la formacion del centro
germinal.Para llevar a cabo esto se realizaron diferentes tratamientos, los cuales consistieron en el antigeno
por si solo NFFicoll, y en conjunto corl liposoma que contiendtGalCer ademas sadministraron los
adyuvantes MPLA y Alum (Tabla 3.3)uego dés dias de haber administrado los tratamientos se procedio
a evaluar ldormacion del centro germinglla presencia de distintos de subtipos de IgG en el suero de los
ratones (figura B). Cabe destacar que este ensayo es un experimento piloto donde estandarizamos el
protocolo para poder evaluar la formacion del centro germinal, por lo cual también esta propuesto evaluar

este proceso a los dias 3, 7 y 10.

Germinal Center

B cells
NP-Ficoll + LP/Glycolipids 8220+
Fase
ﬁ / Spleen Flow Cytometry

—_ ] .
i

Days
cs;g;rs Y$ ¢ 3/5/7/10 \
— ,# NP-specific 1gG subtypes
N

Serum

ELISA
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Figura 3.8: Esquemaexperimental para evaluar la formacion del centro germinal Animales C57BL/6

(n=5) fueron inmunizados por via intraperitoneal, con el antigen&i®: i) por si solo, ii) junto a
liposomas que contiers glicolipido U-GalCery iii) junto a liposomas que contienen adyuvantes, como
control negativo PBS, el cual también correspondié al vehiculo dientasizacionesEste esquema esta
propuesto para evaluar la formacién del centro germinal a los dias 3, 5, 7 y 10, en particular los resultados

gque se muestran a continuacion corresponden a mediciones del dia 5.

Tabla 3.3: Tratamientos empleados en inmunizaciones a ratones para la evaluacién de la formacion

de centro germinal

Grupos Tratamiento
Gl NP-Ficoll
G2 NP-Ficoll i LP/U-GalCer
G3 NP-Ficoll-LP/MPLA
G4 NP-Ficoll-Alum
G5 PBS

*LP (Liposoma)

En cuanto a los resultados de ELISA se evalué la presencia de IgM y subtipo de IgG1 especificos contra el
hapteno NP. De los resultados se observa que el glicolils&aiCer indujo un aumento de los niveles IgM

y del subtipo IgG1. Se observo que el liposomald@alCergenerd un aumento significativo en los niveles

de IgM en comparacion al antigeno por si 6lig. 39 A), si bien la administracion del liposoma que
contieneU-GalCer induce nieles de 1gG1 no son significativos en comparacion con la sicawion del

antigeno por si sol@-ig. 39 B).

33



3x1041— *

8]
X

-

o
S
1

specific IgM titer

n1x104—

NP
8cp—| .

0 = I T T T hd O 2 P
NP-Ficoll + + + + }
Liposoma - + + _ i
Glicolipido /

Adyuvante aGC MPLA Alum -

B
3x104
.
i
Z 2x1044
0]
=2
o
5 o
3 1x104 T
= _
a
= og
'o ° o
0L 3|I5‘|o | | p%{;—c,' ==
NP-Ficoll + + N . j
Liposoma - + + _ _
Glicolipido /
Adyuvante - aGC MPLA Alum
Figura 3.9: E | gl i c-@aCermantenido &h liposoma generd un aumento en losales de IgMe

IgG1 especificopara NP. En el eje y sindica el nivel(titulo inverso)Xe IgM y subtipo de 1gG especificos

para NP En el eje x se muestrdos diferentes tratamientoadministracion de NiFicoll, liposomas y
glicol 2pidos, el s2mbolo A+0 indica que se admi
sigMmoimdi ca que hay ausencia de ese componente.
utilizado en cada grupo, NFicoll (circulo vacio), administracion de Nfcoll en conjunto con liposomas

que contienen glicolipidos (circulo rrey, controles positivos con NFicoll con liposoma que contiene el

adyuvanteMPLA o NP-Ficoll en conjunto con el adyuvangédum (circulo gris) y control negativo PBS
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como vehiculo (circulo vacio)Las diferencias estadisticas entre dadamientose evaluaron mediante

un anélisis ANOVA deainaviarealizandauna comparacion multipigsando el método deukey, * p<0.05.

A continuacion, se evalué la formacion del centro germinal mediante el analisis de céluléSELY) y

FAS" mediante citometria de flujpara iniciar salentificaronlas células plasmaticasediante la expresion

de CD138para luego determinar las células que se encontraron en el centro germinal mediante la expresion
de GL7 FAS" (Fig. 310). Posterior, se realiz6 un andlisis estadistico para definir si el tratamiento
admini strado con | i-Gal€er fuatTenscapacesede indoair faifoermaeiom deUcentro
germinal.Del resultado obtenido, se observa que el tratamiento con liposomas que cdizal@er

inducen a uraumento significativo en glorcentaje de células que expre&ln7* en comparacién a la

administracion del antigeno por si s@fig. 311).
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Figura 3.10: Estrategia de gating para identificar células B en la formacion deentro germinal. La
estrategia de gating consistié primeramente en la identificacion de la poblacion de linfocitos segun tamafio
(FSCA) y granulosidad (SS@®), luego se realizé la eliminacién de dupletes y la seleccién de células vivas
mediante la sonda de viabilidad Lidead V500, finalmente se seleccionaron las células B en base a los
niveles de expresion de CD1%Finalmente se procedié a seleccionar las células plasmaticas mediante la
expresion del marcador CD138identificar las células que expresalGL7 y FAS'.
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administracion de NiFicoll en conjunto con liposomas que contienen glicolipidos (circulo negro), controles

positivos con NFFicoll i LP/MPLA o NRFicoll i Alum (circulo gris) y control negativo PBS como

vehiculo (circulo vacio). La barra sobos grupos con los asteriscos indica la comparacion entre ambos

grupos Y la significanciaLas diferencias estadisticas entre cadtamientose evaluaron mediante un

analisis ANOVA deunaviarealizandauna comparacion multipiesando el método deukey, ** p<0.QL.

En base a los resultados obtenidos, nos damos cuenta de que el liposoma quelkGatiere esapaz

de inducir a la colaboracién de las células NKT en un contexto humeralependiente, ya que se

identifican células que expresan moléculas caracteristicas del centro ge®imiratbargo, estos resultados

son preliminares ademasqueda pendiente determinar el efecto a nivel de los distintos ligandos

glicolipidicos y la posible participacion del subtipo de célula NKT

3.4El ligando glicolipidico U-GalCer induce la generacién de memoria después de administrada una

segunda inmunizacion.

A continuacién,se buscéevaluar el efecto ddigando U-GalCer para determinar si existe la

generacion de memoria frente a antigenasdEpendientes. Por ello, se propuso adminigirantigeno

por si solo NFFicoll y en conjunto con los liposomas que contied&alCer como también laslyuvantes
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MPLA (Tabla 3.4). Estos tratamientos se administraron tanto en una primera inmunizacion al dia 0, como
en una segunda administracion al dia 21. Al dia 60 post administrada la primera inmunizacion con
tratamientos se procedié a evaluar la generacion de rizgeynia presencia de distintos de subtipos de IgG

en el suero de los ratones a los dias 28, 35 y 42 post segunda inmunizacion {fgyura 3.

Células B
Memoria
CD38+

1 28 2 nizacior — CD73+
CD80o+
4 g Bazo
ﬁ | | | | | | |
T | T I I I | PN NP-Specific
e ) g subtipos de IgG

vibise 4 0 14 21 28 35 42
Suero ELISA

S:Jero °0 \

Pre-Inmune

Figura 3.12 Estrategia experimental para evaluar la generacion de memoriaAnimales C57BL/6

(n=5) fueron inmunizados por via intraperitoneal, el prime consistio en la administracion del antigeno NP
Ficoll: i) por si solo, ii) junto a liposomas que contiene el glicolifidaalCery iii) junto a liposomas que
contienen MPLA, como control negativo PBS, el cual también correspondié al vehiculo de las
inmunizaciones, en tanto para la segunda administracién o boost se administré el antiead:N)Ror

si solo, ii) con liposoma que contiene el glicolipid&alCer, iii) con liposomas que contienen adyuvante

MPLA y control negativo PBSEste esquema esta propuesto para evalganiaracion de memoria

Se realizaron ensayos ELISA a diferentes dias post inmunizaciones. Para evaluar la presencia de subtipos
de IgM e IgG1 especificos contra el hapteno NP al dia 14 post primera inmunizacion, se realiz6 ELISA
donde los resultados obtenidos demostraron digosbma que contieriéGalCer indujo niveles similares

a la administracion del antigeno por si solo, por lo tanto, no hubo aumentos significativos en los niveles de
IgM o0 IgG1 (Fig. 313).

Tabla 3.4 Tratamientos empleados en inmunizacion a ratones para evaluar la generacion de

memoria
Grupos . Tratamientos

Prime Boost

Gl NP-Ficoll NP-Ficoll

G2 NP-Ficoll i LP/ U NP-Ficoll
GalCer

G3 NP-Ficoll i LP/ U NP-Ficoll i LP/ U
GalCer GalCer

G4 NP-Ficoll i LP/ U PBS
GalCer
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G5 NP-Ficoll i LP/MPLA NP-Ficoll i LP/MPLA
G6 NP-Ficoll i LP/MPLA PBS

G7 PBS PBS

*LP (Liposoma)

Posterior a estos resultados, se administr6 la segunda dosis de tratamientos al dia 21 y luego de 7 dias,
también se evaluka presencia de subtipos de IgM e IgG1. Se observa que la administracion del liposoma
que contiend}GalCer como refuerzo en la segunda inmunizacion si indujo niveles en el subtipo de IgG1.
Por otro lado, cuando se administré el antigeno por si solo como segunda dosis de admirgstracion

mantuvieron los niveles tanto de IgM como de IgG1.

Cabe destacar que estos resultados son preliminares y aln estan en progreso, por lo tanto, no se puede dar
una conclusion. Si bien, podemos observar que hasta el momento el liposoma que Cdbtkder si
induce un leve aumento de los subtipos de IgG1, es importante el analisis completo de este experimento.

Por otro lado también, queda pendieteéerminar el efecto a nivel de los distintos ligandos glicolipidicos.
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Figura3.13:El g | i c-®alCermdnterdo én liposoma generd un aumento en los niveles de IgG1

en una inmunizacion evaluados al dia 1£&n el eje y s@ndica el nivel (titulo inverso) de IgM e IgGEn

el eje x se muestran los diferentetamientos, administracion de Nroll, liposomas y glicolipidos, el
s2mbolo A+0 indica que se administr- esai mmnld@®cual a
que hay ausencia de ese componente. Los circulos en cada grupo (barragserefed fAnodo util i za
grupo, NPFicoll (circulo vacio), administracion de NFcoll en conjunto con liposomas que contienen
glicolipidos (circulo negro), controles positivos con-NEoll con liposoma que contiene el adyuvante

MPLA o NP-Ficoll en cofunto con el adyuvant&lum (circulo gris) y control negativo PBS como vehiculo
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(circulo vacio). La barra sobre los grupos con los asteriscos indica la comparacion entre ambos grupos y la
significancial as diferencias estadisticas entre d¢eatamientcse evaluaron mediante un analisis ANOVA

deunaviarealizandauna comparacién multiplesando el método deukey.

NP-Ficoll +
Liposoma +

Glicolipido/
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