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Resumen.

El asma es una enfermedad alérgica crdnica inflamatoria que afecta a las vias respiratorias caracterizada
por la remodelacion del tejido respiratorio acompanado de una presencia elevada de eosindfilos. Las
células T asesinas naturales invariantes (iNKT) son capaces de secretar rdpidamente una amplia gama de
citoquinas pro y antiinflamatorias, modulando las funciones de las células de la inmunidad innata y
adaptativa. El subtipo celular de iNKT denominado NKT10 presenta un posible rol regulador debido a su
secrecion de IL-10. A través de la produccidn de IL-10, las células iNKT redujeron la enfermedad en la
encefalomielitis autoinmune experimental, un modelo de ratén de enfermedad autoinmune. La secrecién
de IL-10 inhibe aspectos claves de la respuesta alérgica, como cambio de isotipo y produccién de IgE.
Evidencias experimentales obtenidas en nuestro laboratorio demostraron que se puede promover la

expansion de células NKT10 con a-GalCer, o andlogos de a-GalCer contenidos en liposomas.

En este trabajo se buscd determinar si la activacion de células iNKT de subtipo regulador mediante AH10-
7 disminuye los efectos de la respuesta alérgica en un modelo murino de asma alérgico inducido por OVA.
Para esto, se realizaron dos escenarios, preventivo y terapéutico. En ambos se evalué su capacidad de
disminuir focos de infiltrado inflamatorio, asi como también la produccién de mucus en las vias
respiratorias, ademds se determinaron los niveles de eosindfilos y los niveles de IgE especifico por OVA
encontrados en el suero. Se encontré que AH10-7 presentaba un rol protector contra la inflamacidn
solamente en un escenario preventivo, reduciendo los cambios histopatoldgicos provocados por el asma
y disminuyendo el reclutamiento de eosindfilos en el tejido pulmonar, sin embargo, no se observaron los

mismos efectos en un escenario terapéutico.



Introduccion.

Alergia.

Mundialmente, las enfermedades alérgicas o atdpicas afectan aproximadamente a un 25% de la poblacién
(1) en paises industrializados y constituyen diversas enfermedades en las cuales se produce una respuesta
alérgica, correspondiente a una reaccion de hipersensibilidad tipo 1 y se definen como una respuesta
anormal de la inmunidad adaptativa que ocurre en contra de sustancias ambientales no-infecciosas
denominadas alérgenos, cuando un individuo que ha producido anticuerpos IgE en respuesta a un
alérgeno se expone nuevamente a él, desencadenando una serie de respuestas inflamatorias

caracteristicas de la alergia.

La respuesta alérgica se puede separar en fases (1), la primera corresponde a la sensibilizacién, en la cual
el alérgeno entra al tejido y es encontrado y procesado por células dendriticas que se activan y maduran,
migrando al linfonodo regional en donde se presentan los péptidos del alérgeno a células T naive bajo un
contexto de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) , cambiando su fenotipo a células T helper de
tipo 2 (Tw2). Posterior a esto, el linfocito Ty2 va a interactuar con las células B, promoviendo su maduracion
a células plasmaticas y posterior secrecion de anticuerpos IgE mediante la liberacion de interleuquinas (IL)-

4 por parte del linfocito Th2 (2).

La siguiente fase, denominada reaccién inmediata o temprana, ocurre una vez que el individuo ya
sensibilizado contra el alérgeno se expone nuevamente a él. Esta reaccidn ocurre minutos tras la
exposicion y sus efectos (vasodilatacidn, aumento en la permeabilidad vascular, edema y reclutamiento
de leucocitos locales) reflejan la secrecion local de mediadores preformados por la unién del alérgeno a

través del receptor (FceRl) a los anticuerpos IgE presentes en mastocitos y basofilos.

La ultima fase, corresponde a la reaccion tardia, que se desarrolla hasta 9 horas después de la exposicién

al alérgeno y consiste en la amplificacion de la respuesta alérgica mediante el reclutamiento de linfocitos



T que reconocen péptidos derivados del alérgeno y también, mediante la liberacién de citoquinas,
guimioquinasy factores de crecimiento recientemente sintetizados por mastocitos, eosinéfilos y basdfilos.
En la via respiratoria, esta etapa se expresa morfolégicamente mediante la broncoconstriccién y dafio al

epitelio respiratorio, como también, aumento en la secrecién de mucus.

El asma alérgica es una enfermedad crénica del sistema respiratorio, que es un ejemplo de enfermedad
alérgica y es inducida por exposicidon a desencadenantes ambientales. Se caracteriza por hiperreactividad
de las vias respiratorias, aumento en los niveles de IgE, presencia de infiltrado inflamatorio crénico
rodeando las vias respiratorias y remodelacion del tejido respiratorio que consiste en principalmente en
la generacién de fibrosis subepitelial, hiperplasia de células caliciformes y engrosamiento de la capa de

musculo liso que rodea a las vias respiratorias (1, 3)

Células Invariant Natural Killer T (iNKT).

Las células T asesinas naturales invariantes (iNKT) constituyen una subpoblacidn heterogénea de linfocitos
T especializados caracterizada por su expresiéon de un receptor de células T (TCR) semi-invariante
conformado por una cadena invariante Va (Va24Jal8 en humanos y Val4Jal8 en ratones) y una cadena
VB de variaciones limitadas (VB8.2, VB7, o VB2 en ratones, VB11 en humanos). Ademas, estas células
presentan receptores comunmente asociados a células asesinas naturales (NK, Natural Killer) como NK1.1,

NK2D, Nkrplcy miembros de la familia Ly-49 (4).

El TCR de estas células reconoce antigenos glicolipidicos presentados por CD1d, molécula no polimdrfica
de tipo MHC | expresada en células de linaje mieloide, linfoide, asi como también células fuera del sistema
hematopoyético, como las células epiteliales y vasculares de musculo liso (5, 6). Tras el reconocimiento,
las células iNKT son capaces de produciry liberar rapidamente citoquinas inflamatorias y antiinflamatorias
(4), como, por ejemplo, IIL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-21, entre otras. Esta secrecidn de citoquinas es capaz

de inducir la activacién de células B, T (CD4+, CD8+), Natural Killer y dendriticas en un proceso denominado



como transactivacion (7). De esta manera, las células iINKT son capaces de unir a la respuesta inmune
innata con la adaptativa (8). Es por esto que, estas células se encuentran involucradas en diferentes
procesos como, la proteccién contra bacterias (9), virus (10,11), enfermedades autoinmunes (12), cancer
(13) y regulacion de rechazo de aloinjerto (14). Al contrario, estas células también pueden presentar un
rol patogénico en procesos como la aterosclerosis (15), hepatitis (16) y alergia (17). En el caso del asma
alérgico, las células iNKT actian como células efectoras y amplificadoras de la respuesta (18) intensificando
la inflamacion en las vias respiratorias, como también la presencia de citoquinas proinflamatorias como

IL-6 y TNF-a.. (19).

Activacion y modulacion de la respuesta de las células iNKT.

La a-galactosilceramida (a-GalCer o también conocida como KRN7000) es un glicolipido sintético derivado
de una molécula aislada de la esponja marina Agelas mauritianus. Es capaz de unirse y ser presentada por
la molécula CD1d provocando la activacién de las células iNKT y su posterior secrecién de citoquinas
proinflamatorias, antiinflamatorias y reguladoras, siendo clasificado como un ligando de células iNKT de

tipo ThO (4, 20).

A partir de a-GalCer, se han sintetizado distintos analogos con modificaciones en la cadena esfingosina,
cadena N-acilo, enlace glicosidico y fraccidon carbohidrato (20) esto con el fin de inducir patrones de

respuestas sesgadas a tipo Th1l o Th2 y de esta manera, modular la respuesta inmune.

Entre los analogos, se encuentran OCH, que presenta una cadena esfingosina truncada en el carbéon 9y
una cadena N-acilo acortada en el carbén 24 y C20:2 que presenta una cadena acilo graso menos saturada.
Estas modificaciones, les otorgan una mayor solubilidad en agua, produciendo una respuesta con
tendencia a fenotipo Th2 mediante una produccidn predominante de IL-4 por las células iNKT, lo que los
hace aptos para el tratamiento de enfermedades autoinmunes (51). Por otra parte, el analogo a-C-GalCer

gue presenta un enlace C-glucdsido, el cual aumenta su hidrofobicidad y estabilidad, presentando una



tendencia a producir una respuesta proinflamatoria Tn1 (20, 21). Estos analogos han sido asociados con
efectos terapéuticos favorables en cancer y enfermedades infecciosas en modelos murinos (22, 23).
Actualmente, el andlogo AH10-7, que incorpora un éster de hidrocinamoilo en C6” y carece de C4’-OH en
la base esfingoide destaca por su capacidad de activacidon de un fuerte perfil proinflamatorio Thl en

estudios in vivo tanto en ratones como en humanos (21, 24).

A partir de esto, se infiere que las modificaciones que permiten un aumento en la hidrofobicidad de los
ligandos generan un perfil de respuesta proinflamatorio Thl, mientras que las que aumentan la
hidrofilicidad, presentan un perfil de respuesta antiinflamatorio Tx2. Se sugiere que este efecto se debe a
que las modificaciones que disminuyen la afinidad por la interaccién TCR/CD1d-glicolipido provocan una
activacion mas débil, lo que estimula la respuesta antiinflamatoria Th2 (20, 25), mientras que, afinidades
altas por la interaccién con el TCR favorecen la respuesta proinflamatoria Th1 al generar una sefializacién
mas fuerte y de mayor duracidn. Sin embargo, existen excepciones a este modelo por parte de algunos

andlogos de a-GalCer (20).

Rol tolerogénico de las células iNKT y sus subtipos.

Las células iNKT presentan un rol tolerogénico al contribuir al mantenimiento de la tolerancia inmune en
enfermedades como la diabetes (28). Este rol es posible gracias a que las células iINKT expresan citoquinas
antiinflamatorias o reguladoras capaces de influenciar a células de tipo reguladoras como las células T
reguladoras (Treg) o B reguladoras (Breg) (26,27). Especificamente, las citoquinas que liberan las células
iNKT estimuladas por a-GalCer, como IL-2, IL-4 y TGF-B generan un ambiente favorable para el
reclutamiento y expansion de las células Treg (29). Ademas, las células iNKT pueden promover el cambio
de células dendriticas inmaduras a células dendriticas tolerogénicas mediante la secrecién de IL-4 e IL-10,

lo cual también favorece la activacion de células Tregs (30,31,32). En el caso de las células Breg, estas



pueden interactuar mediante su molécula CD1d con las células iNKT, diferenciandolas y otorgandoles una

capacidad supresora de la respuesta inmune mediante la secrecion de citoquinas como IL-10 e IFNy (33).

La IL-10 es una citoquina reguladora inmune con funciones inmunosupresoras en muchas células y
distintos tipos de reacciones inflamatorias. Se ha comprobado que al ser secretada por células Tregy Breg
en un ambiente tolerante de alérgenos, actla a través de células accesorias para inhibir el cambio de
isotipo a IgE, asi como también su producciéon (34). Ademads, actua directamente en las células B que ya
reconocieron el antigeno para promover la produccion de anticuerpos IgG4 e inhibe la accidn y produccion
de citoquinas liberadas por eosindfilos, baséfilos, mastocitos, células presentadoras de antigeno y células

dendriticas (35).

En ratones, la diferenciacién de los subtipos de iNKT, NKT1, NKT2, NKT17, y follicular helper NKT cells
denominados segun el tipo de respuesta que provocan, se determina en etapas tempranas del desarrollo
de las células en el timo y se distribuyen diferencialmente a lo largo de los érganos linfoides (36, 37).
Dentro de estos subtipos, se encuentra el subtipo celular definido NKT10 que existe tanto en ratones como
humanos naturalmente y que, tras ser inducido, es estable por al menos 3 meses, periodo tras el cual
recuperan su funcion de células iNKT original (38). Este subtipo se encuentra en mayores cantidades en
tejido adiposo y secretan citoquinas reguladoras como IL-2 e IL-10, por lo que se sugiere un posible rol
regulador de la respuesta inmune al reducir su capacidad productora de citoquinas proinflamatorias. Se
ha observado, en un modelo murino de Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) que este subtipo
tiene un rol clave en la proteccidén contra el avance de la enfermedad a diferencia de otros subtipos de

células iNKT (39).

Debido a lo anteriormente mencionado, la activacién con a-GalCer de las células iNKT puede modular la
respuesta inmune de las células B, mediante diversos mecanismos, como reclutando células regulatorias

y contribuyendo al efecto supresor de la inflamacién, ademas, considerando que actualmente, no existen
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tratamientos que inhiban el inicio de las reacciones alérgicas, sino que solo tratamiento paliativos de los
sintomas provocados, resulta importante definir blancos terapéuticos dentro de la respuesta alérgica para
poder crear estrategias que prevengan el desarrollo inicial de la respuesta alérgica o que la inhiban

completamente.

Bajo este contexto, se ha comprobado que los analogos de a-GalCer que generan respuesta de tipo Tul,
como AH10-7 pueden presentar un rol dual, evidencias experimentales en nuestro laboratorio
descubrieron que estimulando y expandiendo el subtipo NKT10 siguiendo un esquema en el cual se pre-
estimulan las células iNKT con una dosis de andlogo y 30 dias después se inyecta otra dosis que, va a activar
y expandir el subgrupo NKT10 (38). De esta manera, se podria modular este perfil y provocar una liberacién
de citoquinas tolerogénicas que modulen la accion de las células B dentro de la respuesta alérgica para la
creacién de un posible tratamiento que reduzca o inhiba esta respuesta en un modelo de asma alérgico

murino.
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Hipotesis.
La activacidon de células iNKT mediante AH10-7 contenido en liposoma disminuye los efectos de la

respuesta alérgica en modelo murino de asma alérgico inducido por OVA.

Objetivo general.
1. Determinar el efecto de la activacion de células iNKT con glicolipidos a-GalCer o AH10-7
contenidos en liposomas en la prevencidn o tratamiento de la inflamacidn en un modelo murino

de asma alérgica inducido por OVA.

Objetivos especificos.

1. Semi-cuantificar histolégicamente los focos de infiltrado inflamatorio y cuantificar la produccion
de mucus presente en el tejido pulmonar de ratones con asma alérgico inducido por OVA tratados
con los glicolipidos a-GalCer o AH10-7 contenidos en liposomas.

2. Determinar niveles de eosindfilos en lavado broncoalveolar (LBA) y tejido pulmonar de ratones
con asma alérgico inducido por OVA tratados con los glicolipidos a-GalCer o AH10-7 contenidos
en liposomas.

3. Determinary cuantificar la cantidad de IgE especifico por OVA presente en el suero de ratones con
asma alérgico inducido por OVA tratados con los glicolipidos a-GalCer o AH10-7 contenidos en

liposomas.
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Materiales y Métodos.

Animales.

Los ratones utilizados durante los experimentos corresponden a la especie Mus musculus, cepa BALB/c
wild type, hembras en edad adulta (8-10 semanas) con peso entre 17 y 35 gramos. Fueron adquiridos
desde el Bioterio central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los animales fueron
aleatoriamente asignados a los grupos experimentales y fueron mantenidos en condiciones de agua y
comida ad libitum. Todos los procedimientos realizados fueron aprobados explicitamente por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile

(22557 — MED — UCH).

Anestesia y Eutanasia.

Para la realizacién de las inmunizaciones intranasales los animales fueron anestesiados por 2 minutos
dentro de una cdmara de isoflurano. Los animales fueron monitoreados por 15 minutos tras despertar de
la anestesia. Para la realizacién de la eutanasia, se les inyectd via intraperitoneal a los animales una dosis

letal de 100 pL de ketamina 100 mg/mLy 25 uL de xilacina 2%.

Glicolipidos y reactivos para la sintesis de liposomas.

El lipido a-GalCer (KRN7000) fue adquirido comercialmente desde Avanti Polar Lipids (Alabama, USA),
AH10-7 fue dispuesto por Amy R. Howell, PhD. de University of Connecticut, USA. Fosfatidilcolina de huevo
(EPC), colesterol (Chol) y 1,2-distearoyl-sn-glycerol-3-phosphoethanolamine-N-[amino (polyethylene
glycol) -2000] (DSPE-PEG2000) fueron adquiridos comercialmente desde Avanti Polar Lipids (Alabama,
USA). Péptido de penetracién celular octa-arginina estearilada (STR-R8) fue adquirido comercialmente

desde Life Tein (USA).
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Sintesis de Liposomas inmunomoduladores.

Se realizé la sintesis de vesiculas lipidicas mezclando bajo campana de flujo laminar 560 nmol de EPC, 240
nmol de colesterol, 40 nmol de STR-R8, y 16 nmol de DSPE-PEG200 en solucién cloroformo/metanol 2:1,
luego se agregd 100 g del glicolipido inmunomodulador correspondiente (a-GalCer o AH10-7). El solvente
fue eliminado por evaporacion en un desecador al vacio durante la noche, obteniendo una pelicula lipidica
gue fue rehidratada, ya sea con PBS (GIBCO Life Technologies, USA) u OVA (Sigma Aldrich, USA) disuelto
en PBS. Los liposomas se mezclaron y luego pasaron por un ciclo de sonicacién con bafio termorregulado
encendido y ultracongelacién a -80°C, ambas por 5 minutos. Se repitié el ciclo dos veces. Los liposomas
fueron extruidos mediante una membrana de policarbonato con tamafo de poro de 800 nm en un Mini
Extruder (Avanti Polar Lipids, USA), tras esto, los liposomas fueron almacenados a 4°C. Para los liposomas
gue contenian OVA, se removié OVA no-encapsulado mediante lavados con PBS y centrifugacion a 10.000
x g por 30 minutos en una ultracentrifugadora Ultracentrifuge Sorvall™ WX+ (Thermofisher, USA), seguida
por centrifugacién a 80.00 x g por 30 minutos tras eliminacidn de sobrenadante. Los pellets obtenidos

fueron re-suspendidos en PBS y almacenados a 4°C.

Reconstitucion de glicolipidos.

Para su uso in vivo, los glicolipidos fueron disueltos en DMSO hasta llegar a una concentracién de 20 mM
y luego fueron disueltos nuevamente hasta llegar a una concentracién de 200 um usando una mezcla de
PBS y 0,5% Tween-20. Finalmente, la solucidn fue diluida 1:10 con PBS precalentado a 80°C antes de las
inyecciones a los animales. Cada inyeccién contenia 200 pL del glicolipido en vehiculo con una composicion

final de PBS + DMSO 0,1% + 0,05% Tween 20.

Induccién modelo de alergia y tratamiento en contexto preventivo y terapéutico.

Para la induccion del modelo de alergia, los ratones BALB/c fueron sensibilizados via intraperitoneal (i.p)

con 100 ug de OVA en 1 mg de Inject™ Alum (Thermo Scientific, USA), seguido por un desafio intranasal

14



(i.n) con 10 ug de OVA disuelto en PBS en los dias 21, 24 y 28 después de las inmunizaciones. Se
administraron los tratamientos en un escenario preventivo y en un escenario terapéutico, tras la
administracién, se realizdé nuevamente un desafio i.n con 10 ug de OVA disuelto en PBS. 24 horas después

se realizé la eutanasia de los ratones.

Lavado broncoalveolar (BAL).

El lavado broncoalveolar se realizé tras la eutanasia. Primero, se abrid la caja toracica y se despejé la
trdquea. Tras esto, se realizo la canalizacién de la traquea con catéter. Se ocluyd, con un hilo, el bronquio
izquierdo. Se obtuvo fluido broncoalveolar inyectando via el catéter 1 mL de solucién PBS-EDTA 100 uM
(Sigma-Aldrich, EUA), insuflando los pulmones y recolectando la mayor cantidad de fluido posible. El

procedimiento se repitio tres veces.

Colecta de elementos celulares y no celulares de lavado broncoalveolar.

El fluido obtenido tras la realizacidon del BAL fue centrifugado a 400 G a 4 °C por 7 minutos, luego, se
recolectd el sobrenadante y se almacend a -20 °C, el pellet se resuspendié en 200 pL de buffer de lisis ACK
y se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos. Posteriormente, se afiadié 1 mL de PBS y se centrifugd
a 400 G a4 °C por 7 minutos, se desechd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 200 pL por muestra

para la posterior tincién de FACS.

Procesamiento de pulmdn para tincion de citometria de flujo.

El pulmdn derecho fue cortado en pequefios trozos y fue digerido con 20 ug/ml Liberasa™ (Roche, USA) y
10 U/ml DNAse | (Roche, USA) en RPMI-1640 (GIBCO Life Technologies, USA). Se incubé el tejido por 30
minutos, realizando una homogenizacidon cada 10 minutos. Tras esto, se tamizd la emulsién por un cell

strainer de 70 um, se lavé 2 veces con RPMI suplementado, se resuspendié y homogenizd con 2 mL de ACK
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(UaD) y se llevé a 10 mL con RPMI tras una incubacién de 5 minutos a 4 °C, luego, se centrifugé para

eliminar el medio y se resuspendié en PBS ajustando a 15 x 10° cell/mL.

Tincion de citometria.

Se depositaron 200 pl de las suspensiones celulares (BAL o pulman) por pozo en una placa de 96 pocillo
con fondo de V y se les afiadio 50 pL de tincidn de viabilidad Live/Dead-Zombie UV (1/500). Se incubd por
30 minutos en oscuridad a 4°C. Luego, se realizé un paso de lavado con 150 pL de buffer FACS y se
centrifugd a 600 G por 7 minutos, desechando el sobrenadante. Posteriormente, se resuspendié el pellet
en 50 L de Fc Block (1/500) y se incubd por 5 minutos a 4°C en la oscuridad. Tras esto, se realizé la tincidn
afiadiendo 50 pL de los siguientes anticuerpos monoclonales anti-ratén: MHCII-FITC, SiglecF-PE, F4/80-
PECy5.5, CD11c-PECy7, B220- APC, TCR-APC, Ly6G-APCCy7, CD45-AlexaFluor700, CD11b-V450 y se incubd
por 1 hora a 4°C en la oscuridad. Luego, se lavaron las células con buffer FACS y se fijaron con 100 uL de
PFA al 2% por 10 minutos en hielo. Se lavaron las células y se resuspendieron en 200 uL de buffer FACS.

Finalmente, se transfirieron a tubos de citometria y se almacenaron a 4°C en oscuridad.

Para analizar el porcentaje de citoquinas expresadas en células iNKT, se ajusté la estrategia gating de
acuerdo con los controles fluorescence minus one (FMO). El andlisis de las muestras se realizé en citémetro
de 18 colores (BD LSR FORTESSA X-20). Los datos de las células adquiridas se analizaron en el software
FlowJo V10. Para evaluar la cantidad de Eosindfilos y otras lineas celulares se utilizé la siguiente estrategia
de gating: Leucocitos (CD45+), Macrdfagos Alveolares (CD45+/ CD11c+CD11b-/ CD64+CD24-), Células
dendriticas CD103+ (CD45+/ CD11c+CD11b- /CD64-CD24+) Neutrdfilos (CD45+/CD11¢c-CD11b+/B220-TCR-
/MHCII-CD11b+/MHCII-CD24+/SiglecF+/Ly6G-) y Eosindfilos (CD45+/CD11c-CD11b+/B220-TCR-/MHCII-

CD11b+/MHCII-CD24+/SiglecF-/Ly6G+).

16



Obtencion de suero y deteccion de cantidad de IgE especifico por OVA mediante ELISA.

Para la obtencidn de suero, se expuso a los animales, previa eutanasia a una fuente de calor y se realizé
una incisién en la vena de la cola con un bisturi. Se recolecté la sangre en tubos eppendorf 1,5 mL. Se
incubd la sangre extraida por 1 hora a 37 °C, seguida de una incubacidn a 4 °C de 1 hora. Posteriormente,

se centrifugo la sangre a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Finalmente, se extrajo el suero.

Se realizé la deteccidon de niveles de OVA-IgE en el suero mediante ELISA indirecto. Se sensibilizaron placas
de 96 pocillos (Nunc, USA) con 50 pL de 0,5 ug de OVA (Sigma-Aldrich, USA) en PBS (GIBCO Life
Technologies, USA) por pocillo por 12 horas a 4 °C. Tras esto, se realizé un lavado con 250 pl por pocillo de
solucién PBS-Tween 20 0,1% en una placa lavadora de ELISA (HydroFlex, Austria). Se realizé el bloqueo de
los pocillos con 200 pL de soluciéon PBS-Leche al 1% por 1 hora a 37 °C. Luego, se incubaron los pocillos con
muestras de suero diluidas por 12 horas a 4 °C. Se lavaron las placas y se incubaron por 1,5 horas a
temperatura ambiente con anticuerpo IgE biotinilado anti-ratén (conejo, policlonal) (clone 23G3, Abcam,
UK), en una concentracion de 1:500 en buffer de ensayo. Posteriormente, los pocillos se lavaron e
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con Estreptavidina-HRP (SAv-HRP; BD Biosciences, USA), en
una concentracion de 1:1500 en buffer de ensayo. Por ultimo, se anadié el sustrato TMB (3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine; Life Technologies, USA). La reaccidn se llevé a cabo a temperatura ambiente por 5
minutos y se detuvo con 50 pl/pocillo de H2504 2M. Finalmente, se leyd el resultado colorimétrico en un

lector de placas de ELISA (Synergy HT, Bio-Tek, USA) a 450 nm y 570 nm longitudes de onda.

Histologia.

El pulmodn izquierdo que fue previamente ocluido fue recolectado y posteriormente fijado por perfusién
con paraformaldehido al 4% (PFA) recién preparado hasta inflar completamente el pulmoén, luego, se
colocé el pulmdn en un recipiente la solucidn fijadora PFA en un volumen 20 veces mayor que la muestra

por 24 horas a 4 °C. Tras esto, el pulmdn fue retirado del fijador y lavadoen agua corriente por 5 minutos.
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Los tejidos fueron procesados en un procesador automatico de tejidos (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) en los cuales se deshidrataron los tejidos con cinco pasos de etanol en graduacidn ascendente
(70°,95°, 100°, 100°, 100°) por una hora cada uno, luego, se aclararon las muestras con tres pasos de xilol
de una hora cada uno y finalmente se impregnaron en dos pasos de Paraplast de una hora cada uno.
Finalmente, los tejidos fueron incluidos en Paraplast mediante un centro de inclusién obteniendo cassettes
de parafina. Se obtuvieron cortes de 3 um de grosor usando microtomo rotatorio tipo Minot y se
adhirieron en portaobjetos de carga positiva. Los cortes fueron secados a 37°C por 1 hora y posteriormente
desparafinados con dos pasos de xilol, de 10 y 5 minutos respectivamente, 3 pasos de etanol en graduacién

descendente (100°, 95°, 70°) hasta llegar a agua destilada por 5 minutos cada uno.

Hematoxilina — Eosina (H&E).

Para el analisis histopatoldgico, los cortes fueron incubados en Hematoxilina de Mayer por 3 minutos,
luego, se lavaron en agua corriente por 5 minutos y en agua destilada por un par de segundos. Tras esto,
se realizd la incubacidn de los cortes por 5 segundos en eosina acuosa e inmediatamente se lavaron los
cortes con agua destilada. Tras esto, se deshidrataron los cortes en cuatro pasos de etanol en
concentracién ascendente (70°,95°,100°,100°) y dos pasos de xilol por 30 segundos cada uno con agitacion.

Finalmente, los cortes fueron montados en Entellan y cubiertos con cubreobjeto.

Tincion Periodic Acid Schiff (PAS).

Para la identificacidn de células caliciformes y produccidon de mucus se realizo la técnica de PAS, en la cual,
los cortes obtenidos fueron tratados con acido peryddico 1% por 5 minutos, se lavaron con agua destilada
por un par de segundos con agitaciéon, posteriormente, los cortes fueron incubados Reactivo de Schiff de
Coleman durante 15 minutos y se lavaron en agua corriente tibia por 10 minutos. Finalmente, se realizé la
contratincién nuclear con Hematoxilina de Mayer durante 5 minutos seguida de un paso de lavado en agua

corriente por 5 minutos. Tras esto, se deshidrataron los cortes en cuatro pasos de etanol en concentracion
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ascendente (70°,95°,100°,100°) y dos pasos de xilol por 30 segundos cada uno con agitacién. Finalmente,

los cortes fueron montados en Entellan y cubiertos con cubreobjeto.

Semicuantificacién y Cuantificacion.

Se realizd la semicuantificacién del infiltrado inflamatorio presente en las vias respiratorias (bronquio y
bronquiolos) y en las regiones perivasculares mediante la tincién de Hematoxilina — Eosina. Se escogieron
5 regiones representativas de cada muestra y se realizd la semicuantificacién con un sistema de
puntuacion de 0 a 4. Donde 0: Ausencia de células inflamatorias, 1: Pocas células inflamatorias, 2: Anillo
de células inflamatorias de una capa celular de profundidad, 3: Anillo de células inflamatorias de 2-4 capas
celulares de profundidad, 4: Anillo de células inflamatorias de mas de 4 capas celulares de profundidad.
Tras esto, se sumaron los puntajes obtenidos en las zonas perivasculares y peribronquiales/bronquiolares.

Segun el método descrito por Rivas et al (2012) (40).

Para la cuantificacion de PAS se seleccionaron 5 vias aéreas aleatoriamente. Se conté manualmente el
numero de las células caliciformes PAS-positivas y para la cuantificacion de células caliciformes en los
bronquios y bronquiolos, se usé un sistema de puntuacién de 0 a 4, donde 0: <0,5% de las células son PAS
positivas, 1: <25%, 2: 25-50%, 3: 50-75% y 4:75%. Luego, se midid la longitud de la |[dmina basal de
bronquiolos y bronquios mediante software ImagelJ. Se normalizaron los resultados dividiendo el nimero
de células caliciformes PAS-positivas por la longitud del perimetro epitelial bronquial en el lado basal y se
expresaron los resultados como nimero de células PAS-positivas por mm de membrana basal. Segun el

método descrito en Kim et al (2019) (3).

Tanto las semicuantificaciones, como las cuantificaciones fueron realizadas bajo microscopio, a 40X, en
regiones representativas de cada muestra, sin saber a qué grupo experimental pertenecian las muestras.

Las imagenes presentadas fueron obtenidas con la cdmara MiniVID 5.1 MP 1/2.5” (LW Scientific Inc).
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Analisis Estadistico.

El andlisis estadistico se realizé usando GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). Las diferencias estadisticas
fueron evaluadas usando pruebas paramétricas (Student's T-test o ANOVA) y pruebas no paramétricas
(Mann-Whitney o Kruskal Wallis) seglin la normalidad de los datos. La distribucion normal fue evaluada

con la prueba de Kolmogorov-Smirnov
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Resultados.

Obtencion del modelo de asma alérgico.

Para la obtencion del modelo de asma alérgico, los ratones BALB/c fueron inmunizados mediante una
inyeccion intraperitoneal (i.p) con 100 pg OVA en 1 mg de Inject™Alum seguido por desafios intranasales
(i.n) con 10 pg de OVA disuelta en PBS en los dias 21, 24 y 28 post-inmunizacién. Como control, a un grupo
experimental de ratones se les administré intraperitoneal e intranasalmente PBS, siendo este el grupo sin
induccién de alergia. Para la evaluacion del efecto del glicolipido a-GalCer y su andlogo AH10-7 contenidos
en liposomas, se administraron via intravenosa los dias 8 y 1 dia antes de la inmunizacién anteriormente
descrita. Para asegurar que el efecto antialérgico observado fuese por la incorporacién de los glicolipidos,
se agregaron dos grupos control, en donde a uno se le administré OVA contenida en liposoma en vez del
glicolipido, mientras que el otro se le administré OVA soluble en vez del glicolipido. Finalmente, los efectos

inflamatorios del asma fueron evaluados 24 horas después del Ultimo desafio intranasal (Fig. 1)

100 pg OVA/ 1mg Alum 10 ug OVA/ PBS
i(i.p.) (in)

A4 v v N

BALB/c -8 -1 0 14 17 21 22 days

T(i.v.) T(i.v.) l
Lp+ 204 ug OVA+4 ug Glic  Lp+ 61 ug OVA+ 1 ug Glic Analisis
Lp+ 204 ug OVA Lp+ 61 ug OVA
204 ug OVA 61 g OVA
PBS PBS

Figura 1. Obtencion del modelo de asma alérgico. Escenario preventivo. Los ratones BALB/c (n=4) fueron
sensibilizados con 100 ug de OVA en 1 mg de Alum. En los dias 21, 24 y 28 se realizaron los desafios
intranasales con una dosis de 10 pg de OVA en PBS. Las preparaciones liposomales y controles fueron

administrados los dias 8 y 1 antes de la sensibilizacién.
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Semicuantificacion de focos de infiltrado inflamatorio.

Mediante la tincién hematoxilina-eosina se pudieron observar las diferencias entre las vias respiratorias
de ratones BALB/c sanos y con alergia inducida (Fig. 2) En ratones sin induccién de alergia (Fig. 2a) es
posible observar el bronquio y bronquiolo con su epitelio respiratorio conservado, rodeado por estructuras
alveolares sin presencia de focos de infiltrado inflamatorio. Mientras que, en ratones con alergia inducida
(Fig. 2b, c, d, e, f) es posible observar cambios caracteristicos del asma, como hipertrofia e hiperplasia de
las células del epitelio respiratorio, que se aprecian como aumento en el numero de células epiteliales y
elongacion del citoplasma de estas, hiperplasia de las células caliciformes y engrosamiento aparente de la
capa muscular lisa que rodea a los bronquiolos (Fig. 2c, d, e, f). Asi como también, un aumento de focos

de infiltrado créonico mixto, predominantemente mononuclear.

A mayor detalle, en ratones con alergia inducida (Fig. 2b) se observa la presencia de focos de infiltrado
inflamatorio mononuclear cercanos al bronquio, asi como también presencia de células inflamatorias
mononucleares ubicadas irregularmente rodeando al bronquio. Ademas, es posible identificar hiperplasia
de las células caliciformes en el epitelio (flechas negras). Respecto al bronquiolo, se observa presencia

irregular de células inflamatorias mononucleares e hipertrofia del epitelio respiratorio.

En ratones que fueron desafiados intranasalmente con su alérgeno OVA, ya sea de forma soluble (Fig. 2c)
o contenido en liposomas (Fig. 2d) es posible observar una exacerbacién de los efectos observados en B.
Se observa una focalizacién del infiltrado inflamatorio mononuclear alrededor de los vasos sanguineos
extendiéndose hacia los bronquios. En el bronquiolo, se observan focos de infiltrado inflamatorio crénico
mixto, predominantemente mononuclear, compuesto predominantemente por linfocitos y en menor
medida, eosindfilos (flechas amarillas) dispuestos en zonas peribronquiales (Fig. 2c) y perivasculares (Fig.
2d). También, es posible observar cambios epiteliales, como la hiperplasia e hipertrofia de las células del

epitelio respiratorio, aprecidandose como alargamiento del citoplasma hacia el lumen, asi como también la
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presencia de un tapén mucoso que presenta glébulos rojos y células inflamatorias mononucleares (Fig. 2c)

y engrosamiento de la capa muscular lisa del bronquiolo (Fig. 2c, 2d).

En ratones con alergia inducida y que fueron tratados con a-Galcer contenido en liposomas (Fig. 2e), se
puede observar una aparente disminucidn en la extension de los focos inflamatorios tanto en los
bronquios como en los bronquiolos en comparacién a ratones con alergia inducida, sin embargo, esta
disminucién no es significativa. Respecto a los cambios epiteliales, se observa hiperplasia e hipertrofia del
epitelio respiratorio, con un aparente engrosamiento de la pared de musculo liso que rodea al bronquiolo
(flecha roja). Ademads, se puede apreciar la constriccion del lumen del bronquiolo, que constituye otro
indicador del proceso de remodelacién inducido por el asma. El infiltrado inflamatorio acompanante se

compone de mayoritariamente de linfocitos y en menor proporcién eosindfilos (flechas amarillas).

Por otra parte, en ratones a los que se les administré el analogo AH10-7 contenido en liposomas (Fig. 2f),
se observa una disminucién significativa (1,7 + 0,85) (Fig. 2g), en comparacién a ratones alérgicos de la
extension y numero de los focos de infiltrado inflamatorio peribronquiales y perivasculares que, al igual
gue en los casos anteriores, se componen por células linfocitarias y eosindfilos. Ademads, se aprecian
macréfagos con hemosiderina (asteriscos), indicadores de procesos hemorragicos patoldgicos. Ademas,
se observa una aparente conservacion del epitelio respiratorio normal, sin un aparente engrosamiento de

la capa muscular lisa.
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Figura 2. Tincidn hematoxilina-eosina en bronquios y bronquiolos de ratones BALB/c con alergia
inducida por OVA y tratados con glicolipidos a-GalCer y AH10-7. Imagenes representativas de: (A) Grupo
sin induccién de alergia. (B) Grupo alérgico. (C) Grupo OVA. (D) Grupo Lp/OVA. (E) Grupo Lp/OVA/a-GalCer.
(F) Grupo Lp/OVA/a-GalCer. Flechas amarillas indican eosinéfilos, flechas rojas indican engrosamiento de
capa muscular lisa, flechas negras indican células caliciformes. Asterisco (*) indica macrofagos con
hemosiderina. Columna izquierda: barra de escala= 250 um, maghnificacion 100X. Columna derecha: barra

de escala= 100 um, magnificacion 400X. (G) Semicuantificacién de los focos de infiltrado inflamatorio
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peribronquiales y perivasculares en las vias aéreas. El grafico ilustra el promedio + desviacion estandar.

Los asteriscos (*) indican diferencias significativas, ns = no significativo.

Cuantificacion de la produccién de mucus.

Para la cuantificacion de las células caliciformes en el epitelio respiratorio observadas mediante la tincion
de hematoxilina — eosina y como indicador de la produccidn de mucus, una de las caracteristicas
principales del asma alérgico, se realizd la tincidn de PAS que identifica tanto las células caliciformes como
el mucus de un color fucsia-rojizo intenso. Se contaron manualmente las células PAS-positivas en 5 campos
aleatorios y se dividieron en el nimero de células del epitelio respiratorio total. La cuantificacién de las
células caliciformes PAS-positivas se expresé como numero de células PAS positivas por milimetro (mm)

de membrana basal para corregir por el tamafio de la via respiratoria.

En ratones sin induccién de alergia (Fig. 3a) no se observan células ni sustancias PAS-positivas, mientras
gue en los ratones con induccion de alergia se observa un aumento tanto en el porcentaje de células PAS-

positivas (3 £ 0) como en el numero de células PAS-positivas por mm de membrana basal (35,75 + 4,6).

Ratones con alergia inducida y desafiados intranasalmente con su alergeno OVA, ya sea soluble (Fig. 3c) o
contenido en liposomas (Fig. 3d), presentan una cantidad similar de porcentaje de células PAS-positivas
como en el ndmero de células PAS-positivas por mm de membrana basal en comparacién al grupo con
alergia inducida, sin embargo, en estos ultimos dos es posible observar tapones mucosos en el lumen

bronquiolar.

En el grupo alérgico tratado con a-Galcer contenido en liposomas, es posible observar presencia de células
PAS-positivas similar a los grupos alérgicos descritos anteriormente, sin presencia de tapones mucosos.
Mientras que, en ratones alérgicos tratados con AH10-7 contenido en liposomas (Fig 3e), se observa una

disminucioén significativa de células PAS-positivas (0,5 = 0,6) como en el nimero de células PAS-positivas
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por mm de membrana basal (3,26 + 3,6), en comparacion a ratones alérgicos, obteniendo valores similares

a los de ratones no alérgicos (Fig. 3g).

PAS (+) Score

Ratones Alérgicos Ratones Alérgicos

Figura 3. Tincion de PAS en bronquiolos de ratones BALB/c con alergia inducida por OVA y tratados con
glicolipidos a-GalCer y AH10-7. Imagenes representativas de: (A) Grupo sin induccion de alergia. (B) Grupo
alérgico. (C) Grupo OVA. (D) Grupo Lp/OVA. (E) Grupo Lp/OVA/a-GalCer. (F) Grupo Lp/OVA/a-GalCer. La
tincién fucsia-rojiza indica presencia de células caliciformes o mucus. Barra de escala = 100 pm.
Magnificacion 400X. (G) Porcentaje de células PAS (+) en el bronquiolo. (H) Nimero de células PAS (+)
normalizado por la longitud del bronquiolo en mm. El grafico ilustra el promedio + desviacidén estandar.

Los asteriscos (*) indican diferencias significativas <0,05, (***) <0,005, ns = no significativo.
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Reclutamiento de eosindfilos en pulmén y LBA.

Mediante citometria de flujo se determinaron los niveles de eosindfilos de la respuesta alérgica, de las
células que infiltran el tejido pulmonar y de las células en la via aérea extraidas desde el LBA. Estos
resultados fueron obtenidos en conjunto con el candidato a Doctor, Richard Garcia como parte de su tesis

de doctorado.

En ratones con alergia inducida, los niveles de eosinéfilos aumentaron casi el doble (24,03 + 7,4) y triple
(12,4 £ 7,6) en tejido pulmonar y LBA, respectivamente, en comparacion a ratones sin alergia inducida (15
+6,2y3,7+3,1). Esto es congruente con lo que ocurre en la alergia. En comparacion al grupo experimental
de ratones con alergia inducida, en tejido pulmonar se observa disminucidn en la cantidad de eosinéfilos
con todos los tratamientos, siendo sdlo significativa en el grupo tratado con AH10-7 contenido en
liposomas (11,8 + 3,94) (Fig. 4c). Aunque esta tendencia de disminucion del reclutamiento eosinofilico en
el grupo tratado con AH10-7 contenido en liposomas se repitié en los valores obtenidos en LBA (4,6 £ 2,7)
(Fig. 4d), esta disminucidon no alcanzd significancia estadistica. Al comparar a los dos analogos usados como
tratamiento, AH10-7 contenido en liposomas presenta mayor efectividad, en comparacién a a-GalCer en

liposomas, en reducir la infiltracién de eosindfilos
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Figura 4. Cuantificacion del reclutamiento de eosindfilos en tejido pulmonar y LBA en ratones BALB/c
con alergia inducida por OVA y tratados con glicolipidos a-GalCer y AH10-7. (A) y (B) Graficos de
citometria de flujo representativos con la poblacidn de eosindfilos (CD45+, CD11c-, TCR-, B220-,CD11b+
, MHClII-/bajo, Ly6G y SiglecF+ células) en tejido pulmonar y eosindfilos (CD45+ , CD11c-, Ly6G- y SiglecF+
células) en LBA. Graficos (C) y (D) muestran el porcentaje promedio de los eosinéfilos en pulmdn y LBA,
respectivamente. El grafico ilustra el promedio * desviacidn estandar. Los asteriscos (*) indican diferencias

significativas <0,05, ns = no significativo.

Niveles de IgE alérgeno especifico.

En la respuesta alérgica se activa y estimula la produccidn de IgE en contra del alérgeno, por lo que,
mediante ELISA, se midieron los niveles de IgE alérgeno especifico en el suero de los grupos
experimentales. En ratones alérgicos, se observé un aumento de los niveles de IgE alérgeno especifico del
doble (4,7 £0,9) en comparacion a ratones no alérgicos (2,4). En comparacion al grupo experimental con
alergia inducida, se observd un decrecimiento en todos los grupos experimentales, siendo
estadisticamente significativo sdlo en el grupo tratado con OVA (2,9 + 0,53). Mientras que, los grupos
tratados con Lp/OVA (3,5 £ 0,3), Lp/OVA/a-GalCer (3,5%0,3) y Lp/OVA/AH10-7 ( 3,6 £ 0,41), presentaron
niveles similares entre si. (Fig. 5b). Estos resultados fueron obtenidos en conjunto con el candidato a

Doctor, Richard Garcia como parte de su tesis de doctorado.
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Figura 5. Niveles de IgE alérgeno especifico en ratones BALB/c con alergia inducida por OVA y tratados
con glicolipidos a-GalCer y AH10-7. (A) Graficos de absorbancia vs el logaritmo del reciproco de la dilucidn
de suero. (B) Se muestra el logaritmo del titulo IgE anti-OVA, se definié como punto de corte para
determinar el titulo, doble del promedio de absorbancia del grupo pre-inmune. El grafico ilustra el
promedio * desviacidn estandar. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas, ns = no significativo.

Si la absorbancia es menor que el punto de corte, se considera el titulo como no determinable (N.D).

Obtencion del modelo de asma alérgico.

Para la obtencién del modelo de asma alérgico en un escenario terapéutico, los ratones BALB/c fueron
inmunizados mediante unainyeccidn intraperitoneal (i.p) con 100 pg OVA en 1 mg de Inject™Alum seguido
por desafios intranasales (i.n) con 10 ug de OVA disuelta en PBS en los dias 14, 16 y 18 post-inmunizacion.
Como control, a un grupo experimental de ratones se les administrd intraperitoneal e intranasalmente
PBS, siendo este el grupo sin induccién de alergia. Los glicolipidos a-GalCer y su andlogo AH10-7 contenidos
en liposomas, fueron administraron via intravenosa 3 semanas después del Ultimo desafio intranasal. Para
asegurar que el efecto antialérgico observado fuese por la incorporacién de los glicolipidos se agregaron

dos grupos control, en donde a uno se le administré OVA contenida en liposoma en vez del glicolipido,
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mientras que el otro se le administr6 OVA soluble en vez del glicolipido. Finalmente, los efectos

inflamatorios del asma fueron evaluados 24 horas después del ultimo desafio intranasal (Fig. 6).

Primer Segundo
Sensibilizacion (i.p) Desafio (i.n) tratamiento tratamiento Desafio (i.n)
100 pug OVA + 1mg Alum 10 pg OVA/ PBS (i.v) (i.v) 10 ug OVA/ PBS
l r vYyy Y A Y YyYvyvY >
BALBIc 0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11i Semanas

Analisis

Figura 6. Obtencion del modelo de asma alérgico. Escenario terapéutico. Los ratones BALB/c (n=5) fueron
sensibilizados con 100 pg de OVA en 1 mg de Alum. Tras dos semanas se realizaron los desafios intranasales
con tres dosis de 10 ug de OVA en PBS. Las preparaciones liposomales y controles fueron administrados
dos semanas después del ultimo desafio intranasal, siguiendo un esquema de dos regimenes de
inmunizaciones. En la décima semana, los ratones fueron nuevamente desafiados con tres dosis i.n de 10

ug de OVA en PBS.

Semicuantificacion de focos de infiltrado inflamatorio.

En ratones sin induccidn de alergia (Fig. 7a) es posible observar el bronquio y bronquiolo con su epitelio
respiratorio conservado, rodeado por estructuras alveolares, sin presencia de focos de infiltrado
inflamatorio extensos. Mientras que, en ratones con alergia inducida (Fig. 7b) presentan un aumento
significativo de la inflamacion (4,15 + 0,17), observandose focos extensos de infiltrado inflamatorio
mononuclear rodeando tanto al bronquio como el bronquiolo. A mayor aumento, es posible identificar
gue este infiltrado inflamatorio es crénico y mixto, presentando predominantemente células linfocitarias
y en menor cantidad, eosindfilos (flechas amarillas). El epitelio respiratorio de los bronquiolos presenta
hiperplasia e hipertrofia de sus células, ademas, la capa muscular lisa que rodea al bronquiolo se encuentra

engrosada (flechas rojas).
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Similarmente, en ratones que fueron desafiados intranasalmente con su alérgeno OVA, ya sea de forma
soluble (Fig. 7c) o encapsulado en liposomas (Fig. 7d) es posible observar efectos similares a los observados
en el grupo de alergia inducida, sin embargo, los focos de infiltrado inflamatorio crénico mixto se
encuentran predominantemente en regiones perivasculares a diferencia de peribronquiales. Este
infiltrado tiene la misma composicion observada en el caso anterior. El epitelio respiratorio de los

bronquiolos presenta de igual manera hiperplasia e hipertrofia de sus células.

Por otra parte, en ratones con alergia inducida y que fueron tratados con a-GalCer contenido en liposomas
(Fig. 7e), se puede observar una disminucion significativa de los focos de infiltrado inflamatorio crénico
mixto y la extensién de estos, ubicdndose predominantemente en regiones peribronquiales y
perivasculares y en menor medida, en regiones peribronquiolares (1,94 * 1,01). Aun asi, el epitelio

respiratorio sigue mostrando cambios por remodelacién, como la hipertrofia e hiperplasia de sus células.

Por ultimo, en ratones con alergia inducida y que fueron tratados con el analogo AH10-7 contenido en
liposoma (Fig. 7f), se observan extensos focos de infiltrado inflamatorio crénico mixto que rodean al
bronquio y su vaso sanguineo y que se encuentran rodeando al bronquiolo en su totalidad. Respecto a los
cambios epiteliales, es posible observar el alargamiento del citoplasma de las células del epitelio
respiratorio, hiperplasia de las células y también una hiperplasia de las células caliciformes (flechas

negras). Por Ultimo, se observa un engrosamiento aparente de la capa muscular lisa (flechas rojas).
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Figura 7. Tincién hematoxilina-eosina en bronquios y bronquiolos de ratones BALB/c con alergia
inducida por OVA y tratados con glicolipidos a-GalCer y AH10-7. Imagenes representativas de: (A) Grupo
sin induccién de alergia. (B) Grupo alérgico. (C) Grupo OVA. (D) Grupo Lp/OVA. (E) Grupo Lp/OVA/a-GalCer.

(F) Grupo Lp/OVA/a-GalCer. Flechas amarillas indican eosinéfilos, flechas rojas indican engrosamiento de
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capa muscular lisa, flechas negras indican células caliciformes. Columna izquierda : barra de escala = 250
um, magnificacion 100X. Columna derecha: barra de escala = 100 um, magnificacion 400X. (G)
Semicuantificacion de los focos de infiltrado inflamatorio peribronquiales y perivasculares en las vias
aéreas. El gréfico ilustra el promedio + desviacién estdndar. Los asteriscos (*) indican diferencias

significativas, ns = no significativo.

Cuantificacion de la producciéon de mucus.

Similar al escenario preventivo, ratones sin induccidén de alergia no presentaron tincidon PAS-positiva.
Mientras que, ratones con alergia inducida presentaron un aumento significativo tanto en el porcentaje
de células PAS-positivas (2,6 + 0,58) como en el nimero de células PAS-positivas por mm de membrana

basal (59,71 +12,1).

De igual manera, los ratones alérgicos desafiados intranasalmente con su alergeno OVA libre o en
liposomas, presentaron niveles similares al grupo experimental con alergia inducida de células PAS-
positivas y nimero de células PAS-positivas por mm de membrana basal, sin embargo, a diferencia de ese

grupo, los grupos OVA y Lp/OVA presentaron tapones mucosos en el lumen bronquiolar.

A diferencia del escenario preventivo, en ratones con alergia inducida tratados con a-GalCer (Fig. 8e) se
observo una disminucidn significativa del porcentaje de células PAS-positivas (1 £ 0), como en el nimero
de células PAS-positivas por mm de membrana basal (9,5 * 10). Sin observarse presencia de mucus en el
lumen bonquiolar. En cambio, el tratamiento con AH10-7 (Fig. 8f), no logré disminuir significativamente el
porcentaje células PAS-positivas, ni el nUmero de células PAS-positivas por mm de membrana basal.

Observandose inclusive presencia de mucus en el lumen bronquiolar.
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Figura 8. Tincion de PAS en bronquiolos de ratones BALB/c con alergia inducida por OVA y tratados con
glicolipidos a-GalCer y AH10-7. Imagenes representativas de: (A) Grupo sin induccion de alergia. (B) Grupo
alérgico. (C) Grupo OVA. (D) Grupo Lp/OVA. (E) Grupo Lp/OVA/a-GalCer. (F) Grupo Lp/OVA/a-GalCer. La
tincién fucsia-rojiza indica presencia de células caliciformes o mucus. Barra de escala = 100 um.
Magnificacion 400X. (G) Porcentaje de células PAS (+) en el bronquiolo. (H) Nimero de células PAS (+)
normalizado por la longitud del bronquiolo en mm. El grafico ilustra el promedio + desviacién estandar.

Los asteriscos (*) indican diferencias significativas <0,05, (**) <0,05, ns = no significativo.
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Reclutamiento de eosindfilos en pulmén y LBA.

Al igual que en el escenario anterior, el grupo experimental de ratones con alergia inducida presentd un
valor aumentado de los niveles de eosindfilos que infiltran el tejido pulmonar (15,4 + 10,8) y que se
encuentran en LBA (45,2 + 29,19) en comparacion a los ratones sin induccion de alergia (9,2 + 2,7 y 13,41

16,5, respectivamente).

En comparacion al grupo experimental de ratones con alergia inducida, en el tejido pulmonar se observa
un aumento no estadisticamente significativo en la cantidad de eosinéfilos con todos los tratamientos,
siendo mayor en los grupos tratados con Lp/OVA (30,46 + 15,2) y Lp/OVA/AH10-7 (31,4 * 25,3) (Fig. 9c).
En cambio, en LBA, si bien se observa un aumento no significativo del grupo experimental tratado con
Lp/OVA/AH10-7 (51,8 + 38) y grupo experimental tratado con Lp/OVA (49 + 20,2), también es posible
observar un decrecimiento no significativo del reclutamiento eosinofilico en el grupo tratado con
Lp/OVA/a-GalCer (31,9 + 17) y OVA soluble (28,4 + 20,9) en comparacién al grupo con alergia inducida
(45,2 + 29,2) (Fig. 9d). Estos resultados fueron obtenidos en conjunto con el candidato a Doctor, Richard

Garcia como parte de su tesis de doctorado.
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Figura 9. Cuantificacidn del reclutamiento de eosindfilos en tejido pulmonar y LBA en

Ratones Alérgicos

Ratones Alérgicos

ratones BALB/c

con alergia inducida por OVA y tratados con glicolipidos a-GalCer y AH10-7. (A) y (B) Graficos de
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citometria de flujo representativos con la poblacién de eosindfilos (CD45+, CD11c-, TCR-, B220-, CD11b+,
MHCII-/bajo, Ly6G y SiglecF+ células) en tejido pulmonar y eosindfilos (CD45+, CD11c-, Ly6G- y SiglecF+
células) en LBA. Graficos (C) y (D) muestran el porcentaje promedio de los eosinéfilos en pulmén y LBA,

respectivamente. El grafico ilustra el promedio + desviacidn estandar. ns = no significativo.

Niveles de IgE alérgeno especifico.

Al igual que en el escenario anterior, el grupo experimental con alergia inducida presentd mayores niveles
de IgE alérgeno especifico (4,3 + 0,2) en comparacién al grupo sin induccién de alergia (3,3 + 0,3). Ademas,
en comparacion al grupo experimental con alergia inducida, se observaron valores similares en todos los
grupos experimentales, OVA (4,3 + 0,4), Lp/OVA (4,1 + 0,4), Lp/OVA/ a-GalCer (4,1 + 0,3) y Lp/OVA/AH10-
7 (4,3 £ 0,3) (Fig. 10b). Estos resultados fueron obtenidos en conjunto con el candidato a Doctor, Richard

Garcia como parte de su tesis de doctorado.
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Figura 10. Niveles de IgE alérgeno especifico en ratones BALB/c con alergia inducida por OVA y tratados
con glicolipidos a-GalCer y AH10-7. (A) Graficos de absorbancia vs el logaritmo del reciproco de la dilucién
de suero. (B) Se muestra el logaritmo del titulo IgE anti-OVA. Se definié como punto de corte para
determinar el titulo, doble del promedio de absorbancia del grupo pre-inmune. El grafico ilustra el

promedio * desviacidn estandar. ns = no significativo.
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Discusion.

El asma es una enfermedad crdnica inflamatoria que afecta a las vias respiratorias y se caracteriza por un
aumento de los niveles de IgE alérgeno especifico, reclutamiento de eosindfilos (1, 3) y un constante
proceso inflamatorio que se observa como focos de infiltrado inflamatorio crénico perivasculares y
peribronquiales. Este ultimo induce el tejido linfocitario asociado a bronquio (BALT), el cual promueve
cambios estructurales patoldgicos en el pulmén como el engrosamiento de la capa muscular lisa,
hipertrofia e hiperplasia del epitelio respiratorio, hiperplasia de las células caliciformes y fibrosis
subepitelial (41). Debido a esto, es de alto interés la induccion de tolerancia para proteger contra la

respuesta inflamatoria alérgica observada en el asma.

Las células iNKT son un blanco para la posible generacién de inmunoterapias al ser capaces de producir y
liberar rdpidamente citoquinas pro y antiinflamatorias tras ser activadas por antigenos glicolipidicos
presentados por CD1d (4,7). Esta liberacion de citoquinas es capaz de inducir la activacién de células de la
inmunidad innata y adaptativa y puede ser restringida a una respuesta de citoquinas de tipo Tyl al ser
activada por andlogos del glicolipido a-GalCer, como AH10-7, que estimula y expande el subtipo NKT10

regulador, capaz de producir IL-10 que presenta funciones inmunosupresoras de la inflamacién (30).

En este trabajo se evalud si la activacidon de células iNKT por este analogo es capaz de disminuir los efectos
caracteristicos del asma en un escenario preventivo, es decir, entregando el tratamiento via intravenosa a
ratones previa induccién de alergia y en un escenario terapéutico, en donde se entrega el tratamiento via
endovenosa después de la induccidn de alergia. Si bien en un inicio, se planted evaluar la conservacion de
los espacios alveolares, esto finalmente se dejé fuera de la investigacion debido al método de fijacion
usado, el cual no mantiene la arquitectura real del pulmén, provocando zonas con estructuras alveolares

colapsadas.
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También, se realizé una caracterizaciéon de los focos de infiltrado inflamatorio, encontrando que estos
estaban compuestos predominantemente por células mononucleares linfocitarias y en menor cantidad,
por eosindfilos. Ademas, en algunos casos fue posible observar macréfagos con presencia de hemosiderina
en su interior, indicadores de la presencia de procesos hemorragicos crénicos. Estas observaciones son
congruentes con lo descrito en Guest & Sell (2015) y seria interesante, a futuro, cuantificar los elementos
mencionados mediante inmunohistoquimica. Ademads, se observd que los desafios intranasales con el
alergeno, tras la induccién de la alergia, aumentan el nimero de células caliciformes predominantemente

en los bronquiolos y no en los bronquios, a diferencia de lo planteado en Kim et a/ (2019).

Respecto al escenario preventivo, se encontré que ratones con alergia inducida por OVA tratados con
Lp/OVA/AH10-7 presentaban una disminucidn estadisticamente significativa de los focos de infiltrado
inflamatorio perivasculares y peribronquiales, estos resultados van acompafnados de una disminucidn de
los cambios histopatoldgicos caracteristicos del asma, como la remodelacién epitelial y produccion de
mucus. Ademas, se pudo observar una disminucidn significativa del reclutamiento de eosindfilos en el
tejido pulmonar y no significativa en LBA, asi como también, una disminucién no significativa de los niveles
de IgE alérgeno especifico en el suero de estos ratones. Estos resultados indican que, el analogo de a-
GalCer, AH10-7 presenta una actividad protectora contra la inflamacién y que el tratamiento con
Lp/OVA/AH10-7 disminuye la inflamacidn que precede a los cambios histopatolégicos del asma en ratones
BALB/c con alergia inducida por OVA en un escenario preventivo. Estos resultados pueden deberse a la
capacidad de AH10-7 de inducir un perfil restringido de citoquinas Thl, expandiendo las células NKT10 y
su secrecion de IL-10 que presenta fuertes efectos inmunosupresores. Ademas, segun lo planteado en
Chen et al (2019), tratamiento con a-GalCer previo a sensibilizacién con OVA inhibe la respuesta celular
Th2 y promueve la expansion y actividad supresora de células T reguladoras mediante la activacion de las
células iNKT, por lo tanto, seria interesante evaluar si el tratamiento con AH10-7 presenta estas mismas

caracteristicas en un trabajo a futuro. Dentro del escenario preventivo, se observd también una
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disminucién de los niveles de IgE en ratones tratados con OVA soluble, como también una disminucion en
la produccién de mucus, esta disminucién puede ser explicada, porque, la inoculacién de un antigeno es

capaz de producir una respuesta tolerogénica (42).

Con relacion al escenario terapéutico, a diferencia del escenario anterior, AH10-7 no logrd disminuir los
focos de infiltrado inflamatorio, ni los cambios histopatoldgicos provocados por el asma. Aumentando,
incluso, el reclutamiento de eosindfilos en el tejido pulmonar, asi como los niveles de IgE alérgeno
especifico en el suero. En cambio, en este escenario, ratones tratados con a-GalCer si mostraron una
disminucidén significativa de los focos inflamatorios peribronquiales y perivasculares, asi como también,
una disminucidn significativa en su capacidad de producir mucus en comparacién a ratones alérgicos. Sin
embargo, no se lograron encontrar diferencias significativas en el reclutamiento de eosindfilos, ni en los
niveles de IgE alérgeno especifico en el suero. Estos resultados se pueden deber a que existe evidencia
gue la administracion de a-GalCer puede inhibir la generacidn de la remodelacion epitelial por el asma, asi
como también el reclutamiento de eosindfilos y disminuir los niveles de IgE OVA-especifico en un modelo
experimental de asma alérgico induciendo la acumulacién de células iNKT en los pulmones y cambiando
su perfil de citoquinas de IL-4 a IFN-y (43). Teniendo lo anterior en consideracién, en este trabajo se
comprueba que la activacidn de células iNKT de subtipo regulador mediante AH10-7 disminuye los efectos
de la respuesta alérgica en modelo murino de asma alérgico inducido por OVA en un escenario preventivo,

a diferencia del escenario terapéutico, en donde se refuta.
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Conclusiones.

El andlogo de a-GalCer AH10-7 disminuye la inflamacion peribronquial y perivascular como
también la produccidon de mucus en un escenario preventivo, no asi en un escenario terapéutico.
El andlogo de a-GalCer AH10-7 disminuye el reclutamiento de eosindéfilos en tejido pulmonar en
un escenario preventivo y lo aumenta en un escenario terapéutico.

El andlogo de a-GalCer AH10-7 aumenta los niveles de IgE especifico por OVA presentes en el
suero en un escenario terapéutico.

o-GalCer disminuye los focos de infiltrado inflamatorio peribronquiales y perivasculares y la

produccién de mucus en un escenario terapéutico.
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Anexos.

Anexo 1. Certificado de aprobacion protocolo bioética.

Santiago, 02 de mayo de 2022
Certificado Ne: 22557 — MED - UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que en
el Protocolo CBA 1210 FMUCH del Proyecto de Investigacion titulado “Inhibicion de la respuesta
alérgica mediante la modulacidn de células B mediada por células iNKT", de la investigadora Srta.
Fernanda Antilén, tesista de pregrado de |a Escuela de Tecnologia Médica y del académico patrocinante
Dr. Leandro Carrefio, Profesor Asociado, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas
bioéticas de manejo y cuidado de animales. Asi mismo, la metodologia experimental planteada satisface
lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

Los investigadores se han comprometido a la ejecucidn de este proyecto dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacidn sin previa aprobacidn por parte de este
Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 70 ratones, especie Mus musculus, cepa BALB/c wild
type, provenientes del Bioterio Central, Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, desde el 2 de
mayo del 2022 hasta el 31 de julio del 2022, tiempo estimado de ejecucidn del estudio, el cual sera
financiado por el proyecto FONDEF N° ID21|10335.

El CICUA de la Universidod de Chile, formo parte de la Vicerrectoria de Investigocidn y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios),
¥ 9 miembros no asociados o lo ocademio o investigacidn, y que cuentan con experiencia en bioética
relacionada o mantencidn y uso de onimales. El certificodo gque emite el Comité procede de la aprobacion
del “Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio ocucioso y de la acogido de
los investigodores de las observaciones exigidas por el Comité.
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