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Resumen

Las células Natural Killer T (NKT) reconocen lipidos antigénicos presentados por una molécula
tipo MHC de clase | llamada molécula CD1d. La mayor parte de los estudios se han focalizado
en un subgrupo de células NKT, células NKT tipo I, que expresan una cadena TCRa invariante y
un numero limitado de cadenas de TCRp. Sin embargo, en los seres humanos, la mayoria de las
células NKT expresan cadenas TCRa y B diversas, denominadas células NKT tipo I, por lo que
la comprensién de esta poblacion es fundamental para maximizar la inmunoterapia basada en
éstas. Las células NKT tipo Il poseen importantes propiedades inmunoregulatorias, reaccionan a
ligandos lipidicos propios y no propios, y comparten algunas propiedades con las células NKT
tipo | y células T convencionales. Las células NKT tipo Il juegan un importante rol en la regulacién
inmune a patbégenos, tumores y enfermedades autoinmunes. Un entendimiento de las funciones
gue poseen las NKT tipo Il y su posible modulacién inmune puede tener beneficios terapéuticos
en diversas enfermedades. Como hipoétesis proponemos que las “Células NKT tipo Il, activadas
in vivo con liposomas conteniendo sulfatido (3"-sulfogalactosylceramida), modula la produccion
de citoquinas por células NKT tipo | y la generacion de subclases de IgG por linfocitos B en
ratones inmunizados con el antigeno Ovalbumina”. Se encontré que 3"-sulfogalactosylceramida,
de ahora en adelante sulfatido, fue capaz de ser presentado tanto por la molécula mCD1d como
por hCD1d y estimular los hibridomas de células NKT tipo Il. Primero se evalué la cinética de
activacion de las células NKT tipo | en el bazo, donde estas se incrementaron a las 1 y 48 horas,
llegando a su peak a las 72 horas. Las concentraciones de IL-4 en suero presentaron un peak a
las 3 horas y para IFN-y a las 1 y 24 horas luego de la administracion de a-Galcer. Las
concentraciones de IL-4 en suero presentaron un peak a las 72 horas y para IFN-y a las 3 y 48
horas luego de la administracion de sulfatido. Luego, se evalué la capacidad de las células NKT
tipo Il activadas por el lipido sulfatido de inducir una respuesta inmuno-modulatoria in vivo en
ratones C57BL/6 y Knock-in para CD1d sobre las células NKT tipo | activadas por a-Galcer a las
3y 12 horas de administrado los lipidos. En el ratbn hCD1d-KiI, sélo la produccion de la citoquina
IFN-y por las células NKT tipo | se redujo luego de la administracién de a-Galcer mas sulfatido y
las demas citoquinas incrementaron su produccion (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-6) en comparacion
a la administracién de solo a-Galcer. En el raton hCD1d-Kl, IFN-y se redujo e IL-10 e IL-6 se
incrementaron por las células NKT tipo Il luego de la administracién de a-Galcer mas sulfatido en
comparacion a la administracion de solo a-Galcer. Posteriormente también se evalud la
modulacion de las funciones de las células NKT tipo | y células B por la activacion de las células
NKT tipo Il mediante el uso de liposomas (LP). La cinética de la respuesta inmune humoral de

los anticuerpos 1gG1, 1gG2c, 1gG2b e IgG3 mostraron una disminucion de la absorbancia luego
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de la administracién de LP OVA a-Galcer mas LP sulfatido en comparacién a la administracion
de LP OVA a-Galcer posterior a la segunda inmunizacién. La cinética de la respuesta inmune
humoral de los isotipos de anticuerpos IgG1, 1gG2b, IgG2c e IgG3 mostraron un incremento en
la absorbancia luego de la administracion de LP OVA a-Galcer mas LP OVA sulfatido en
comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer posterior a la segunda inmunizacion. Las
células B secretoras de anticuerpo IgG2c especificas de antigeno OVA provenientes de la medula
Osea de ratones C57BL/6 disminuyd significativamente luego de la administracion de LP OVA a-
Galcer mas LP sulfatido en comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer al dia 60 de la
primera inmunizacion (42 dias post segunda inmunizacién). Ademas, las células B secretoras de
anticuerpo 1gG2c especificas de antigeno OVA disminuyen significativamente luego de la
administracion de LP OVA a-Galcer més LP OVA sulfatido en comparacion a la administracion
de LP OVA a-Galcer al dia 60 de la primera inmunizacion (42 dias post segunda inmunizacion).
En ratones C57BL/6, las células NKT tipo | en presencia de células NKT tipo Il produjeron IFN-y,
IL-4 e IL-13, mientras que las células NKT tipo Il en presencia de células NKT tipo | produjeron
IFN-y, IL-6 e IL-13. Estas cuatro citoquinas promovieron el cambio de isotipo en las células B por
las células NKT en ratones C57BL/6. La administracion de liposomas conteniendo OVA y a-
Galcer promovieron la generacion de los isotipos IgG1, IgG2b, IgG2c e IgG3. En presencia de las
células NKT tipo Il activadas por sulfatido se produce una reduccion en la generacién de todos
los isotipos por las células B que fueron moduladas negativamente por las células NKT tipo I,
dando cuenta de la modulacién de las células NKT tipo Il sobre las células NKT tipo I. De acuerdo
con estos resultados, las células NKT tipo Il activadas por el lipido sulfatido fueron capaces de
modular las respuestas de las células NKT tipo | activadas por a-Galcer. Este mecanismo
regulatorio promovido por las células NKT tipo Il activadas por sulfatido sobre la disminucién en
la generacién de isotipos de anticuerpos IgG producidos por las células B, podria ser utilizado
para regular la respuesta inmune en enfermedades autoinmunes. Por otro lado, ambos lipidos a-
Galcer y sulfatido presentan un comportamiento estimulador de la respuesta inmune humoral
cuando son administrados a través de liposomas conteniendo el antigeno. De acuerdo con estos
resultados, la administracion de liposomas conteniendo sulfatido junto con el antigeno podrian
ser utilizados como adyuvantes. La comprensién de como inducir y modular los efectos de las
células NKT tanto en modelos animales como en humanos es esencial para su uso en

enfermedades como en el desarrollo de vacunas.



Abstract

Natural Killer T (NKT) cells contain antigenic lipids presented by a class | MHC-like molecule called
the CD1d molecule. Most studies have focused on a subgroup of NKT cells, type | NKT cells, which express
an invariant TCRa chain and a limited number of TCRB chains. However, in humans, most NKT cells
express diverse TCRa and 3 chains, termed type Il NKT cells, so understanding this population is critical to
maximizing NKT-based immunotherapy. Type Il NKT cells possess important immunoregulatory properties,
react to self and non-self lipid ligands, and share some properties with type | NKT cells and conventional T
cells. Type Il NKT cells play an important role in immune regulation to pathogens, tumors, and autoimmune
diseases. An understanding of the functions of type Il NKTs and their possible immune modulation may
have therapeutic benefits in various diseases. As hypothesis, we propose that "Type Il NKT cells, activated
in vivo with liposomes containing sulfatide (3'-sulfogalactosylceramide), modulate the production of
cytokines by type | NKT cells and the generation of IgG subclasses by B lymphocytes in mice immunized
with Ovalbumin”. It was found that 3'-sulfogalactosylceramide, here in after sulfatide, was able to be
presented by both the mCD1d and hCD1d molecules and stimulate type Il NKT cell hybridomas. First, the
activation kinetics of type | NKT cells in the spleen were evaluated, where they increased at 1 and 48 hours,
reaching their peak at 72 hours. Serum IL-4 concentrations peaked at 3 hours and for IFN-y at 1 and 24
hours after a-Galcer administration. Serum IL-4 concentrations peaked at 72 hours and for IFN-y at 3 and
48 hours after sulfatide administration. Next, the ability of lipid sulfatide-activated type Il NKT cells to induce
an immunomodulatory response in vivo in C57BL/6 mice and knock-in for CD1d on a-Galcer-activated type
I NKT cells was evaluated 3 and 12 hours after lipid administration. In the hCD1d-KI mouse, only the
production of the IFN-y cytokine by type | NKT cells was reduced after the administration of a-Galcer plus
sulfatide and the other cytokines increased their production (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-6) compared to a-
Galcer alone. In the hCD1d-KI mouse, IFN-y was reduced and IL-10 and IL-6 increased by type Il NKT cells
following administration of a-Galcer plus sulfatide compared to administration of a-Galcer alone.
Subsequently, the modulation of the functions of NKT type | cells and B cells by the activation of NKT type
Il cells using liposomes (LP) was also evaluated. The kinetics of the humoral immune response of the
demonstrated 1gG1, 1gG2c, IgG2b and IgG3 showed a decrease in absorbance after the administration of
LP OVA a-Galcer plus LP sulfatide compared to the administration of LP OVA a-Galcer after the second
immunization. The kinetics of the humoral immune response of the isotypes IgG1, IgG2b, IgG2c and IgG3
showed an increase in absorbance after administration of LP OVA a-Galcer plus LP OVA sulfatide
compared to administration of LP OVA a-Galcer. after the second immunization. OVA antigen-specific
IgG2c antibody-secreting B cells from the bone marrow of C57BL/6 mice were significantly decreased after
administration of LP OVA a-Galcer plus LP sulfatide compared to administration of LP OVA a-Galcer at day
60 from the first immunization (42 days post second immunization). In addition, OVA antigen-specific IgG2c
antibody-secreting B cells are significantly decreased after administration of LP OVA a-Galcer plus LP OVA
sulfatide compared to administration of LP OVA a-Galcer at day 60 post-first immunization (42 days post

second immunization). In C57BL/6 mice, type | NKT cells in the presence of type Il NKT cells produced IFN-



y, IL-4, and IL-13, whereas type Il NKT cells in the presence of type | NKT cells produced IFN-y, IL-6 and
IL-13. These four cytokines promoted isotype switching from B cells to NKT cells in C57BL/6 mice. The
administration of liposomes containing OVA and a-Galcer promoted the generation of IgG1, IgG2b, 1gG2c
and IgG3 isotypes. In the presence of sulfatide-activated NKT type Il cells, there is a reduction in the
generation of all isotypes by B cells that were modulated by type | NKT cells, accounting for the modulation
of type Il NKT cells on NKT type | cells. In agreement with these results, NKT type Il cells activated by lipid
sulfatide were able to modulate the responses of NKT type | cells activated by a-Galcer. This regulatory
mechanism promoted by sulfatide-activated type Il NKT cells on the decrease in the generation of IgG
antibody isotypes produced by B cells could be used to regulate the immune response in autoimmune
diseases. On the other hand, both a-Galcer and sulfatide lipids present a behavior that stimulates the
humoral immune response when administered through liposomes containing the antigen. According to
these results, the administration of sulfatide-containing liposomes together with the antigen could be used
as adjuvants. Understanding how to induce and modulate the effects of NKT cells in both animal and human
models is essential for their use in disease and vaccine development.



Introduccion

La modulacion inmune ha permitido utilizar el sistema inmune del hospedero para lograr
prevenir, controlar y posiblemente erradicar enfermedades. Comunmente, se han utilizado como
herramientas inmunomoduladoras, la modulacion de la funcion de las células T CD4, células T
CD8, asi como células presentadoras de antigenos profesionales (APC), tales como las células
dendriticas (DCs), las cuales promueven la activacion de las células T. Esta modulacion esta
dirigida al inicio de la respuesta inmune celular, proceso conocido como ‘priming”, el cual no solo
promueve la activacion y diferenciacion de linfocito T, sino que también en la diferenciaciéon de
los linfocitos B. Esta respuesta inmune es generada como mecanismo de defensa frente a un
antigeno, el cual puede ser reconocido por otros componentes del sistema inmune, los cuales
cumplen un rol importante en el priming de los linfocitos T y B, y que hoy en dia han tomado
especial relevancia como inmunomoduladores de la respuesta inmune. Entre ellos se encuentran:
células Natural Killer, macréfagos, células linfoides innatas, células Natural Killer T (NKT), entre
otras. Dado que la modulacion de los linfocitos T y B, a través del proceso conocido como priming,
ha sido desafiante experimentalmente y, por otro lado, que otras células inmunes cumplen un rol
en la inmunomodulacién, se propone investigar el rol de un subtipo de células NKT, células
Natural Killer tipo Il, dada su habilidad para secretar citoquinas y modular otros tipos de células

inmunes.

Células Natural Killer T: Definicién y Clasificacion

Se ha demostrado que las células NKT tienen un papel clave en el priming de los linfocitos
T, promoviendo la activacion y diferenciacion de linfocitos T CD4 y T CD8 antigeno-especificos,
asi como también sobre los linfocitos B, promoviendo la produccion de anticuerpos y el
establecimiento de células B de memoria [1, 2]. Ademas, tienen una importante funcion
moduladora en la induccion y/o prevencion de enfermedades autoinmunes, inflamatorias y
cancerigenas [3].

Las células NKT son células que reconocen antigenos lipidicos a través de su receptor de
linfocito T (TCR) presentados por una molécula tipo MHC de clase |, no polimodrfica, llamada
CD1d, miembro de la familia CD1 [4]. La molécula CD1d se expresa en células mieloides
(monocitos, macrofagos, células dendriticas) y en el linaje linfoide (linfocitos B, timocitos, pero no
células T maduras) [5]. Hay dos categorias de células NKT restringidas por CD1d [6, 7]: @) células
NKT tipo | o invariantes, que expresan una cadena TCRa invariante (Val4-Jal8 en ratones y

Va24-Jal8 en humanos) y un numero limitado de cadenas de TCRp no invariante (VB8, VB7, V32
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en ratones y VB11 en humanos). Las células NKT tipo | se han caracterizado en funcion de su
reactividad al glicolipido a-galactosilceramida (a-GalCer) [8, 9]. b) Las células NKT tipo Il (también
llamadas diversas) usan cadenas TCRa y B diversas y no son reactivas a a-GalCer, pero
reconocen diferentes antigenos lipidicos y glicolipidos asociados a CD1d [10]. En los seres
humanos, las células NKT tipo Il son mas abundantes que las células NKT tipo | [11], haciendo
que la comprension de esta poblacion sea fundamental para maximizar la inmunoterapia basada
en células NKT (Figura 1y Tabla 1).

. tipo
TCR a — g Antigeno ol
invariante Ca Cﬂ Lipidico B(i:\?erso Ca r CB A.nt’ig.enos
TCRB Va o VB Glicolipidos Va g VB Lipidicos
variante € Ej: a-Galcer : Diversos
cDid—— id |
—— B2m B2m
DC DC

Figura 1: Modo de presentacion de glicolipidos a través de la molécula CD1d a células NKT tipo | y tipo
II. Una célula presentadora de antigeno, una célula dendritica (DC), con la ayuda de moléculas CD1d
presentes en su superficie, presenta el antigeno glicolipido a una célula NKT. La célula NKT reconoce
el ligando adecuado a través de su TCR. Como resultado, la NKT secreta rapidamente citocinas tipo
Thi, Th2, Th17, Thfh, Treg.

Tabla 1: Clasificacién de las células NKT

NKT tipo | NKT tipo Il

TCR TCRa invariante TCR heterogéneo
(Va14-Ja18 en ratones y Va24-Ja18 En ratones TCRa: Va1, Va3, Va8, o Va1
en humanos) pareadas con cadenas TCRp: VB8 o V3
TCRB variante Va4 pareada V35 o V311
(VB8, VB7, VB2 en ratones y VB11 en Familia de TCR oligoclonales: Va3.2-
humanos) Ja9/VB8 y Va8/VE8

Subtipos CD4+, DN CD4+, CD8+, DN

Ligandos a-GalCer Sulfatido, lysosulfatido, lysofosfatidilcolina

Restriccién CDid CD1d

Receptores NK NK1.1, CD161+ NK1.1, CD161+

Citoquinas IFN-y, TNF-a (NKT1), IL-4, IL-6, IL-13 IL-4, IL-13, IFN-y, TNF-qa, IL-10

(NKT2), IL-17 (NKT17), IL-10 (NKT10),
IL-21 (NKTfh), NKTreg
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El estudio de las células NKT ha sido dificil, ya que su frecuencia es relativamente baja
en sangre, organos Yy tejidos linfoides (en ratones corresponden a: 10-30% de las células T
hepaticas maduras, 0.2-0.5% de las células de médula 6sea, 0.3-0.5% del total de timocitos, 0,5-
3% de los esplenocitos totales, 0.1-0.3% de las células de los ganglios linfaticos, 4% de las células
T circulantes y un 7% de las células T de pulmén) [12]. Por otro lado, los ratones muestran
frecuencias mucho mas grandes de NKT totales y presentan proporciones diferentes en la
relacion NKT I/NKT Il en comparacion con los seres humanos, lo que ha limitado el estudio de
estas células. Para soslayar esta dificultad, se utilizard un raton parcialmente humanizado para
la respuesta de células NKT, el cual consiste en un Knock-in del gen de CD1d humano (hCD1d-
Kl), y que presenta frecuencias de células NKT comparables a seres humanos, y ademas sus
células NKT tipo Il son més prevalentes que las células NKT tipo |. Por otro lado, el estudio de
las células NKT tipo Il se ha facilitado por el uso de ratones como hCD1d knock-out y Va14-Ja18
Knock-out, donde hCD1d KO carece de todas las células NKT y Va14-Ja18 Knock-out solo
presenta células NKT tipo II.

Las células NKT tipo | activadas, pueden modular positiva o negativamente las respuestas
inmunes pro- y anti-inflamatorias [13, 14]. Aunque menos estudiadas, las células NKT tipo Il
pueden también modular la respuesta inmune promoviendo respuestas pro-inflamatorias [15, 16]
y respuestas anti-inflamatorias [17], compartiendo funciones con las células NKT tipo I. En
contraste a las células NKT tipo I, las células NKT tipo Il expresan un repertorio diverso del TCR
y las células NKT tipo Il pueden reconocer una diversidad de lipidos antigénicos. El primer
antigeno en ser descrito como ligando para las células NKT tipo Il fue el glicolipido 3’-
sulfogalactosylceramida (SO3-3Galf1Cer), el cual esta presente en las membranas de tejidos
como la mielina del SNC, pancreas, riién e higado [17]. Posteriormente, 3 -sulfogalactosyl
ceramida y Lysosulfatido (SO3-3GalB1Sph) fueron descritos ser reconocidos por las células NKT
tipo Il humanas restringidas a CD1d [17-19]. A continuacion, nos referiremos a 3"-sulfogalactosyl
ceramida como sulfatido. Los Lysofosfolipidos son generados desde los fosfolipidos por la accion
de fosfolipasas que rompen enlaces acyl-ester, dejando solo una cadena de acido graso [20].

Estudios han mostrado la asociacion de Lysofosfolipidos con moléculas CD1d [21, 22].

Células Natural Killer tipo II: Activacién y modulacién de las respuestas inmunes

Las células NKT al activarse pueden modular respuestas inmunes en un amplio rango de
respuestas pro- y anti-inflamatorias (Figura 2). Las células NKT pueden dirigir su respuesta
inmunitaria tipo Thl (NKT 1), tipo Th2 (NKT 2), tipo Th17 (NKT 17), tipo Thfh (NKTfh) y Treg
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(NKTreg) rapidamente debido a que tienen altos niveles de mRNA de IL-4 e IFN-y almacenado
[23]. Para las células NKT tipo I, ya han sido descritas diversas citoquinas que son liberadas
posteriores a su activaciéon (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, TNFa, IFN-y, TGF-B y
GM-CSF) [24]. En el caso de las células NKT tipo Il, su activacién se produce a través de la
sefalizacién del receptor TCR luego del reconocimiento del complejo lipido/CD1d [17-19]. Las
células NKT tipo Il secretan citoquinas pro- y anti-inflamatorias tales como IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-
10, IL-13, entre otras [25]. Su estudio ha sido més limitado debido a que no se ha identificado un
solo ligando lipidico que pueda activar a todas estas células, como el caso de a-GalCer para
células NKT tipo | [26, 27]. Datos recientes muestran que estas células NKT tipo Il pueden
secretar citoquinas tipo Thl, Th2, Th17, Thfh y Treg compartiendo propiedades con las células
NKT tipo | [28].

T CD8 Citotoxicidad
T CD4/T CD8 Produccion de citoquinas

IL4,1L10,
L13,IL17A, |
\lFN y
IFN-y, IL-10, N\, MagEaslp
IL-4, IL-17
" ” GM-CSF 6 IL-4

I Celula —_ / ﬂ\
C) Dendritica ‘.¢=: Celula NKT d ,';} \

& N | éf/'"" |
//-\k/_ / & 1d/Lipido/TCR . 1 e \' < _/"/l 4
\\ - /' Ny N 4
U e Citotoxicidad
_ Produccion de IFN-y
.\/”’ IFN-y, IL-4, TNFa, GM-CSF

Figura 2: Las funciones inmunolégicas de las células NKT. Las células NKT pueden interactuar con
diferentes tipos de células. El reconocimiento de un antigeno glicolipido, por las células NKT a través de
su receptor TCR, sobre la molécula CD1d de una célula dendritica provoca la activacion reciproca tanto de
las células NKT como de las células dendriticas. Las células NKT secretan rapidamente una variedad de
citoquinas, las cuales influencian la polarizacion de células T CD4+ hacia diferentes células T helper (Th)
como también a la diferenciacion de células T CD8+ precursores a efectores y a células B a células
plasmaticas secretoras de anticuerpos. La activacion de las células NKT y células dendriticas también
resulta en la activacion de macréfagos y células NK.

Las citoquinas secretadas por las células NKT pueden ayudar a activar a otras células
inmunes como células NK, macréfagos, neutrdfilos, células B, T CD8 y T CD4. La produccién de
IFN-y y TNF-a por células NKT tipo | puede activar los efectos citotoxicos de células NKy T CD8

[29]. La administracion sistematica de a-Galcer en ratones permite la expansion de las células
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NK y un incremento de la citotoxicidad [29]. Ademas, las células NKT tipo | proveen ayuda a las
células presentadoras de antigeno a través de IFN-y. La presentacion mediada por la DC de a-
Galcer/CD1d permite una interaccion reciproca entre la DC y la célula NKT tipo I, donde la célula
NKT aumenta la expresion de CD40L y aumenta la liberacién de citoquinas, incluyendo GM-CSF
[30, 31]. Esto promueve la maduracién de la DC y un aumento de la expresién de moléculas co-
estimuladoras tales como CD80 y CD86 y producciéon de IL-12, lo que activa a las células NKT
tipo | como también a las células T CD8 [32].

Ademas, las células NKT tienen dos tipos de efectos en las respuestas inmunitarias
innatas mediadas por IL-1 al producir IL-4 y GM-CSF. IL-1 es una potente citoquina inflamatoria
involucrada en varios procesos inflamatorios y enfermedades, Entre las citoquinas secretadas por
las células NKT, GM-CSF mejora la produccion de IL-13 por parte de los macréfagos y su
diferenciacion M1 (pro-inflamatoria) mediante la regulacién de la expresion de pro-IL-138 mediada
por LPS, mientras que la IL-4 mejora la diferenciacion M2 (anti-inflamatoria) de los macréfagos y
disminuye la produccion de IL-13 [33].

Las células NKT tipo Il murinas son capaces de inhibir las funciones pro-inflamatorias de
las células NKT tipo I, células T convencionales y células DCs [34-36]. Las células NKT tipo Il
estimuladas por sulfatido, presenta un rol inmunosupresor en modelos de animales de varias
enfermedades autoinmunes. La administracion de sulfatido in vivo previno la aparicion de la
enfermedad en un modelo de encefalitis autoinmune experimental inducida por Thl, sugiriendo
gue las células NKT tipo Il tienen una gran funcién inmunoreguladora [17]. Otros estudios han
informado sobre el papel inmunosupresor de las células NKT tipo 11 [16, 37]. El papel de las células
NKT tipo Il restringidas por CD1d en la regulacién de la inmunidad tumoral ejercen regulacion
negativa, mientras que se ha encontrado la proteccion mediada por células NKT tipo | reactivas
a a-Galcer [16]. Las células NKT tipo Il se activan en respuesta a antigenos virales de la hepatitis
B en un modelo de raton transgénico de infeccion aguda por el virus de la hepatitis B [15]. En
este modelo, las células NKT tipo |l pueden causar dafio a las células hepaticas y reclutar células
inflamatorias. Por lo tanto, las células NKT de tipo Il pueden tener la capacidad de inducir la
inflamacion. Las células NKT (tipo | y tipo 1) desempefian un papel fundamental en la modulacién
inmunitaria.

A través de estas interacciones, las células NKT y las células dendriticas cooperan para
amplificar y dirigir las respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas siendo importantes
para el desarrollo de adyuvantes [3, 38].

Las células T convencionales y las células NKT presentan diferencias en relacion con la

cinética de respuesta a la estimulacion. Las células NKT presentan una actividad funcional dentro
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de horas, mientras que varios dias para las células T convencionales [39]. Las células NKT tienen
almacenado ARNm de citoquinas preformadas que permiten la liberacion rapida de grandes

cantidades luego de ser comprometido su TCR [23].

Las células NKT en la generacion de inmunidad humoral

Las células NKT son contribuyentes importantes a las respuestas de anticuerpos
especificos de antigeno. Por lo que existe un interés por el disefio de estrategias para activar y
modular a las células NKT y potenciar las respuestas de anticuerpos en las vacunas. Se ha
apreciado que tanto las interacciones directas, célula-célula (mecanismo que envuelve
interacciones directas con células B via presentacion de antigeno por CD1d), como no directas
(produccién de citoquinas, mecanismos que envuelven interacciones con DCs cargadas con
antigeno), entre las células B que expresan CD1d y las células NKT, son capaces de impulsar
las respuestas de anticuerpos (Figura 3). Por lo tanto, las células NKT activadas pueden actuar
como células auxiliares con la capacidad de proporcionar sefiales moleculares a células
dendriticas y células B, que facilitan las respuestas a las células T y generacion de anticuerpos,
respetivamente. También se ha observado que la activacion de las células NKT puede ayudar a
la diferenciacion de las células T de memoria presentes en los tejidos [40].

Las células B pueden capturar el antigeno forAneo exdgeno CD1d-Ag de diferentes
formas. En concentraciones altas, el CD1d presente en la superficie celular puede cargar el
antigeno directamente [41, 42]. En concentraciones bajas, el tréfico intracelular de Ag a vesiculas
MHC clase Il es generalmente necesario para la carga y presentacion eficiente [43-50]. El
glicolipido de unién a CD1d puede ser capturado directamente por el receptor de célula B (BCR)
e internalizado en endosomas que contienen CD1d [51-53]. El procesamiento vacuolar conduce
a la presentacion de péptidos en moléculas MHC de clase Il a las células T CD4, aunque el
procesamiento puede conducir a presentacion cruzada a través de moléculas MHC de clase | a
células T CD8 [54]. La capacidad de las células dendriticas para estimular la proliferacion y
diferenciacion de las células T, requiere de su activacion que puede ser desencadenada a través
del reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos o asociados a dafio liberados
por células dafiadas. En respuesta a estas sefiales, las células dendriticas aumentan la
presentacion del péptido a través de su MHC y co-expresando moléculas co-estimuladoras como
CD80 y CD86 como también el incremento en la produccién de citoquinas proinflamatorias como

IL-12 e IFN, estimulando la respuesta T efectora contra el péptido [55, 56]. Las células T al
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estimularse, las células T CD8 se diferencian hacia células T citotoxicas y la ayuda por parte de
las células T CD4 es mediada por la interacciéon CD40L/CD40 [57, 58].

a) Ayuda directa de la célula NKT para la generacién de las respuestas humorales por la célula B

Lipido

Celulas plasmaticas
Celulz B de memorla de larga vida

Figura 3: Interaccion directa e indirecta entre las células NKT y células B que ayuda en la generacion de
una respuesta inmune humoral. a) Los antigenos lipidicos y peptidicos se ponen en contacto con células
DCs, que los internalizan y presentan en moléculas de CD1d y MHC I, respectivamente. Las células NKTfh
migran a la zona B y les brindan ayuda a las células B que han procesado antigenos lipidicos y peptidicos
a través de la internalizacion por su BCR y presentados en moléculas CD1d (lipidos) y MHC clase Il
(péptidos). La célula NKTfh provee de ayuda dependiente de CD1d, CD40L e IL-21 a la célula B. b) El
reconocimiento de los complejos CD1d/lipido activa a las células NKT, que activan y autorizan las funciones
de presentacion de antigenos por parte de las células B a través de la interaccion CD40L-CD40. A su vez,
las DCs activan de manera eficiente las células Tth CD4+ que son especificas para el antigeno peptidico
coadministrado. Estas migran al borde de la zona T/B y brindan ayuda a las células B afines. Tras la
activacion por las células DCs, las células NKT adquieren un fenotipo helper folicular.
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A través de la ayuda indirecta que provee la célula NKT a la célula B, tanto el lipido a-
Galcer como el antigeno deben ser adquiridos primero por las células dendriticas para impulsar
una respuesta de la célula T CD4 antigeno especifica. Estas células T pueden diferenciarse hacia
células T CD4 helper foliculares (Tfh) que entran a la zona de células B de los tejidos linfoides
para interactuar con las células B, que expresan receptores de células B especificos para el
antigeno (BCR); esta interaccion es facilitada por la capacidad de las células B para internalizar
la proteina, procesarla y ser presentada via MHC de clase Il. Las sefiales entregadas en esta
interaccion clésica a las células T conducen a la formacion de centros germinales, cambio de
clase de las inmunoglobulinas, diferenciacion a células B de memoria y establecimiento de células
plasmaticas de larga vida que producen anticuerpos [59, 60]. El rol indirecto de las células NKT
proviene de estudios en donde los factores solubles derivados de las células NKT apoyan la
estimulacion de la célula B [61]. Sin embargo, también se ha demostrado que una proporcién de
células NKT pueden adoptar un fenotipo tipo T helper folicular (NKTfh) promoviendo la ayuda
directa a células B. Posterior a la inmunizacién de ratones con antigenos, las células NKT
interactian con células dendriticas expresando CD1d y exhiben una aumentada expresion del
factor de transcripcién factor Bcl6, el cual es necesario para la diferenciacién de las células Tthy
secretan la citoquina IL-4, IL-21 e IFN-y [62, 63]. También expresan PD-1, ICOS, CD40L y
CXCRS5, un receptor de quimioquina que facilita la entrada a la zona celular B. Por lo tanto, las
células NKTfh han demostrado proveer ayuda directa a las células B que presentan agonistas via
CD1d [43].

Los anticuerpos son capaces de responder a un patdégeno en particular. Tienen dos
funciones principales: la union del antigeno a través de su parte Fab y, la activacion de células a
través de su parte carboxilo terminal Fc. Los anticuerpos pueden ser reconocidos por las células
del sistema inmunoldgico a través de receptores especificos para su parte Fc, llamados Fc (FcR).
La interaccion de los FcR con los anticuerpos activa varias funciones en muchas células del
sistema inmunoldgico (macréfagos, neutréfilos, eosindfilos, células dendriticas, plaquetas, células
B, células NK). Estas funciones incluyen a la fagocitosis, citotoxicidad dependiente de
anticuerpos, generacion del estallido respiratorio, degranulacion, y producciéon de mediadores
inflamatorios y citoquinas [64].

Los tipos de anticuerpos producidos por los linfocitos B, conocidos como isotipos, poseen
diferentes funciones inmunes. Los isotipos IgG son importantes para el control de infecciones
bacterianas y virales, estando también involucrados en la patologia de enfermedades
autoinmunes [46]. El isotipo IgE es importante para la eliminacion de parasitos, y patolégicamente

esta involucrado en la patogenia de enfermedades alérgicas [46]. El isotipo IgA es crucial para la
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inmunidad de mucosas y también esta involucrada en desordenes autoinmunes [46]. Debido al
importante rol de los anticuerpos, la modulacién de los linfocitos B, es clave para el tratamiento
de varias enfermedades.

Numerosos estudios han demostrado que la mayoria de los cambios de isotipo es
promovida por citoquinas particularmente TGF, IFN-y e IL-4 en el microambiente inmediato de
la célula B activada. Después de la estimulacion antigénica, las células B IgM+ IgD+ virgen,
pueden sufrir un cambio de isotipo para producir IgG, IgA o IgE mientras conservan su
especificidad Ag [65]. Por lo tanto, el cambio permite que las células B alteren su funcion efectora,
contribuyendo asi a la diversidad de la respuesta inmune humoral [65]. Se ha observado in vitro
que el cambio de isotipo por parte de las células B estimuladas por sefiales dependientes de T,
requiere tanto de la interaccién por CD40 como de una segunda sefial instructiva proporcionada
por una citoquina derivada de células T [66]. Por lo tanto, las células T activadas desempefian un
papel fundamental en el proceso de cambio de isotipo de inmunoglobulina al proporcionar estas
sefiales a la célula B a través de la expresion transitoria del ligando CD40 (CD40L) y la produccion
de varias citocinas [67]. Tanto en ratones como humanos, las citoquinas especificamente
inducirian un tipo de isotipo en particular. En murinos, se han descrito 3 citoquinas que han
mostrado iniciar los eventos moleculares asociados al cambio de isotipo: IL-4, IFN-y and TGF-
[65, 66]. IL-4 induce cambio de isotipo a IgG1 e IgE; IFN-y hacia lgG2a y, TGF-b hacia IgG2b e
IgA. El LPS induce cambio de isotipo a 1gG3, por lo que la produccion de este isotipo seria a
través de la estimulacion con antigenos no-dependientes de linfocitos T [68]. Se ha evidenciado
gue hay una jerarquia de citoquinas que inducen el cambio de isotipo a través de estudio in vitro,
donde IFN-y es dominante sobre IL-4 y, donde ambos IFN-y como IL-4 son dominantes sobre
TGF-B. Presumiblemente este orden de jerarquia es el resultado de la adaptacién a agentes
infecciosos con diferente virulencia. IFN-y se encuentra asociado con respuestas inmunes a
infecciones virales mientras que IL-4 esta envuelta con respuestas inmunes a parasitos helmintos
[68].

Las células B que encuentran el antigeno, proliferan rapidamente y se lleva a cabo la
hipermutacién somatica. Durante este proceso se producen mutaciones aleatorias en los
dominios variables del BCR gracias a la enzima desaminasa de citidina inducida por activacion
(AID). El fin de un centro germinal es producir células B con un BCR de alta afinidad para el
antigeno inicial. Las células B abandonan los centros germinales como células plasmaticas de
alta afinidad y células B de memoria. Las primeras secretan anticuerpos especificos frente a su
antigeno durante semanas y migran a la médula 6sea, donde pueden residir de forma indefinida,

listas para encontrarse con el antigeno y responder muy rapidamente [69]. Las células B de
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memoaria circulan por todo el organismo en busca de los antigenos, respondiendo también muy
rapido e impidiendo la infeccién [70, 71]. Las células plasméaticas de larga vida secretoras de
IgG también persisten en ausencia de su antigeno [69]. Las células plasmaticas de larga vida
son clave para mantener la inmunidad humoral a largo plazo después de la infeccién o la
vacunacion. Persisten en ausencia de antigeno durante décadas después de la exposicion
original [69]. Aunque existen en multiples érganos linfoides, la médula 6sea es el hogar de la
mayoria de las células plasmaticas en ratones [71, 72]. El bazo, incluyendo la zona marginal, es
el principal reservorio para las células B de memoria tanto en murinos como humanos [73].

Varias publicaciones han relacionado las células NKT con la regulacion de las células B y
las respuestas de anticuerpos contra alergenos y antigenos parasitarios, bacterianos vy virales.
Gran parte de los estudios sobre su rol se han derivado de estudios de alergia. La sensibilizacion
de ratones por administracion subcutanea de ovoalbumina (OVA) seguido del desafio de las vias
respiratorias con OVA induce el asma experimental. En este modelo, los ratones deficientes en
NKT habian reducido el reclutamiento de eosindfilos, la produccién de citoquinas, edema y
produccion de IgE especifica de OVA en comparacion con controles Wild-type [74, 75].

El ligando a-Galcer tiene un efecto adyuvante en las respuestas humorales a antigenos
T-dependiente y T-independiente [44]. Las respuestas de anticuerpo especificas anti-OVA vy
Hemocianina de lapa californiana (KLH) fueron considerablemente mejores por la co-
administracién con a-Galcer durante la vacunacién. En ratones C57BL/6, a-Galcer indujo un
incremento en la absorbancia de los isotipos y de células de memoria [43, 44, 76]. Por el contrario,
en ratones CD1d -/- (carecen de NKT tipo | y Il) o ratones Ja18 -/- (carecen de células NKT tipo
1), a-Galcer no pudo potenciar las respuestas de anticuerpos. En un enfoque similar a las vacunas
conjugadas (nanoparticulas liposomales) ha mostrado que la conjugacion directa de polisacéaridos
capsulares de Streptococcus pneumoniae a a-GalCer estimula a las células NKTfh a promover la
generacion de células B de memoria antigeno-especificas de larga vida en ratones, permitiendo
el desarrollo de una potente inmunidad frente al polisacérido y proteccion a la neumonia posterior
al desafio [77].

Por otro lado, se ha evidenciado que las células NKT tipo Il son requeridas para la
generacion de isotipos de anticuerpos antigeno-especificos, IgG1 e IgG3, cuando ratones fueron
inmunizados con el hapteno 4-hidroxi, 3- nitrofenol acetil (NP) conjugado a KLH en presencia de
aluminay, las células T helper secretaron IL-4 por transactivacion de las células NKT tipo Il [78].
Ademas, las células NKT tipo Il constituyen un fenotipo T helper folicular en la enfermedad de
Gaucher. Este corresponde a un trastorno metabdlico debido a la deficiencia de la enzima B-

glucosidasa acida, que conduce a la formacion de esfingolipidos lisosémicos como [-
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glucosilceramida (BGL1) y glucosilfosfingosina (LGL1). La activacion de las células NKT tipo Il
condujo a la produccién de IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos. Esta acumulacién de lipidos promovié ademas la activacion de células
B [17, 79]. Esto revela que ligandos lipidicos en la inflamacion y cancer pueden ser reconocidos
por las células NKT tipo Il y estimular la inmunidad humoral [79]. Por lo tanto, las células NKT
pueden estimular la produccion de anticuerpo y células B de memoria actuando como células
helper no convencionales [2, 42-45].

Dado el alto grado de polimorfismo inter-individual en la molécula de MHC, a pesar que
se induzca una apropiada calidad de respuesta a las células T, no se puede asegurar que ocurra
en todos mediante la vacunacion [40]. Ademas, se sabe que la diversidad del TCR disminuye con
la edad [80, 81] lo que puede conducir a que se generen gaps y por lo tanto los antigenos
especificos no puedan ser reconocidos [82, 83]. Debido a que el TCR de las células NKT es en
gran medida invariante y el polimorfismo en la molécula CD1d es bajo, su funcién como célula
helper podria activarse en todos los individuos, por lo que es clinicamente relevante para ser

usadas en la generacion de vacunas.

Inmunoregulacion entre las células NKT tipo | y tipo Il

Las células NKT tipo | pueden regular la funcién de las células NKT tipo Il, y viceversa [37].
En los canceres gastrointestinales, las células NKT pueden contribuir a la inmunidad antitumoral
o protumoral segun el perfil de citoquinas expresado y el tipo de céncer. Las funciones
antitumorales de las células NKT tipo | dependen principalmente de su capacidad para secretar
la citoquina Thl IFN-y y TNF-a [84, 85]. Esto contrasta con el papel de las células NKT tipo | en
la proteccién contra la autoinmunidad, que depende de las citoquinas Th2 IL-4 e IL-13 [86]. Las
células NKT también pueden promover la inmunidad tumoral al inducir a las células dendriticas
(DC) a producir IL-12, que estimula potentemente las células NK y la produccion de IFN-y [87].

Las células NKT tipo Il cuando son estimuladas por sulfatido, disminuyen la proteccion
tumoral inducida por las células NKT tipo | estimuladas con a-GalCer [16, 37, 88]. Por lo tanto,
las células NKT tipo | y tipo Il forman un eje regulador en el que se regulan de forma cruzada
entre si y el que domina puede establecer el tono para las respuestas posteriores de las células
T convencionales [37]. La regulacion cruzada entre las células NKT de tipo | y tipo Il puede
extenderse a otras células inmunitarias como por ejemplo entre las células T CD4+ Thly Th2
[89].
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Ademas, la activacion de células NKT tipo Il con sulfatido no induce la activacion de células
B, NK o T [90]. Por lo tanto, el estudio de células NKT tipo Il después de la activacién con sulfatido
ha descubierto una via inmunoreguladora dominante que se ha demostrado que esta involucrada
en la proteccién contra la lesién por isquemia/reperfusion hepatica (IRI) [91], diabetes tipo [92] vy
encefalomielitis autoinmune experimental [17].

Por ejemplo, las células NKT tipo Il mejoran las funciones promotoras de tumores de las
MDSC (myeloid-derived suppressor cells) a través de IL-13, mientras que las células NKT tipo |
suprimen los efectos protumorales de las MDSC al convertirlas en APC inmunoestimuladoras
[93]. Los efectos contradictorios de las células NKT tipo | y Il con respecto a las células T CD8+
en el cancer son bastante evidentes. Las células NKT tipo | pueden activar las células T CD8+ y
aumentar su resistencia contra MDSC, mientras que las células NKT tipo Il suprimen la actividad
antitumoral de las células T CD8+ [94-96]. Debido a la relacién entre las células T CD8+ y células
NKT tipo Il, el equilibrio entre los dos subconjuntos juega un papel importante en la inmunidad

tumoral (Figura 4).
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Figura 4: Interacciones y regulacion entre las células NKT tipo | y células NKT tipo Il en el microambiente
tumoral. La principal citoquina de las células NKT tipo | que ayuda a activar a las DCs y las células T
CD8+ es el interferon-y (IFN-y). Las células NKT tipo | y las DC se activan reciprocamente a través de
las interacciones CD1d-TCR/antigeno lipidico y CD40-CD40L. Los factores derivados de las células DCs
maduras, asi como los receptores co-estimuladores, pueden activar las células T CD8+ para promover
la inmunidad adaptativa. La supresion de la inmunidad tumoral mediada por NKT tipo Il es ejercida por
la elevada produccién de citoquinas IL-13 e IL-4 capaces de sesgar la respuesta de citoquinas
predominantemente hacia el tipo Th2, promotor de tumores. En un modelo de raton de fibrosarcoma, se
demostré que las células NKT tipo Il suprimen las células T citotoxicas a través de la produccion de IL-
13 e inducen a las MDSC que produzcan la citoquina inmunosupresora TGF-f3.

Las células NKT tipo | y tipo Il tienen funciones opuestas en el mantenimiento de la
tolerancia inmune y las enfermedades inflamatorias en el higado. En contraste con el papel

predominantemente proinflamatorio de las células NKT tipo | en el dafio hepatico, las células NKT
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tipo Il pueden suprimir la respuesta proinflamatoria inducida por las células NKT tipo | y, en
consecuencia, proteger contra el dafio hepético [35].

Después de la administracién de sulfatido, CD1d aumenta en las DCs plasmocitoides, pero
no en las DCs convencionales, lo que da como resultado la activacion de las células NKT tipo Il
reactivas a sulfatido, la produccion de IL-12 y proteina inflamatoria de macréfagos-2, que a su
vez conduce al reclutamiento de células NKT tipo | en el higado. Estas interacciones celulares
conducen a la tolerancia de las DCs convencionales y la induccion de anergia en las células NKT
de tipo | reclutadas [97]. Tanto las células NKT tipo | anérgicas como las DCs convencionales
secretoras de IL-10 también inhiben la inmunidad adaptativa después de la activacion de las
células NKT tipo Il mediada por sulfatido al suprimir el estallido de citoquinas y el reclutamiento
de neutrdfilos en el higado, lo que atenda la hepatitis inducida por concanavalina A [97].
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Figura 5: La funcion inmunorreguladora de las células NKT tipo Il en la supresién de EAE. Las
células NKT tipo | han demostrado que el sulfatido induce tolerancia en las DCs periféricas y en
la microglia residente en el SNC.

Las células NKT tipo Il regulan la funcion de las células NKT tipo | y modulan las
respuestas inmunitarias protectoras contra la autoinmunidad. Las células NKT tipo | activadas por
glicolipidos contribuyen junto con las células MDSC a proteger a los ratones contra la
encefalomielitis autoinmune experimental. Las citoquinas liberadas por células NKT tipo |
activadas (IL-4, GM-CSF e IFN-y) y moléculas de MDSC (IL-10, arginasa-1 y NO sintetasa
inducida) estan involucradas en este efecto protector. La proteccion proporcionada por a-GalCer
contra EAE es posible por su capacidad para suprimir las respuestas Thl antigeno-especificas o

mediante el desarrollo de respuestas Th2 antigeno-especificas de mielina [98]. Se ha demostrado
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ademas que la proteccién contra EAE mediada por sulfatido requiere de la presencia de las
células NKT tipo | [99]. Estudios similares han demostrado que el sulfatido induce tolerancia en
células DCs periféricas y microglias residentes en el SNC. Como resultado, las células dendriticas
tolerogénicas podrian tener efectos protectores frente a EAE tras la transferencia adoptiva [100].
Existiria por lo tanto una via inmunoreguladora que implica interacciones entre células NKT tipo
Il reactivas a sulfatido, NKT tipo | anérgicas, DCs tolerogénicas y microglias en la supresién de
la EAE [100].

Una mejor comprension de los mecanismos involucrados en la regulacion cruzada entre
los subconjuntos de células NKT tipo | y tipo Il es crucial para el desarrollo de estrategias para
manipular el resultado de la respuesta inmune en las enfermedades en humanos.

Es interesante ademas que las células NKT tipo Il pueden prevenir el desarrollo de la
diabetes mellitus tipo | (T1D). La sobreexpresion de TCR Va3.2 y VB9 restringidos a CD1d, en
ratones NOD, indujo una alta frecuencia de células NKT tipo Il que producian niveles altos de
IFN-y y niveles bajos de IL-4, y condujo a la proteccién contra T1D [101]. Se ha propuesto que la
estimulacion de las células NKT tipo Il con sulfatidos C24:0 o C24:1 protege a los ratones NOD
de la diabetes de una manera dependiente de CD1d [92]. La activacion de las células NKT tipo Il
podria inhibir la proliferacion de células T diabetogénicas autorreactivas y la producciéon de

citoquinas en los linfonodos pancreéticos [92].

Optimizacién de la entrega de ligandos de células NKT

Una de las limitaciones para el uso de ligandos lipidicos y glicolipidos en forma libre en
inmunoterapias basadas en células NKT tipo |, ha sido la existencia de efectos indeseables tal
como toxicidad hepética en murinos [46] y en humanos [102]. La activacién prolongada de las
células NKT tipo | con agonistas lipidicos, particularmente luego de la administracion repetida,
generd ademas anergia en las células NKT tipo | [103-105]. Si bien esto ha sido descrito en las
células NKT tipo |, podria ocurrir en las células NKT tipo Il. Esto ha motivado el desarrollo de
métodos alternativos que eviten estos problemas.

Los liposomas han sido utilizados como plataformas de administracion de farmacos o
como adyuvantes durante varias décadas. Consisten en vesiculas artificiales pequefias de forma
esférica que pueden ser creados por colesterol y fosfolipidos naturales (Figura 5). Varios estudios
han utilizado liposomas con el objetivo de disminuir la toxicidad del farmaco y/o dirigidas a células
especificas [106-108]. Se destaca el estudio sobre el uso de liposomas modificados, donde la

terapia antitumoral mediada por el lipido antigénico a-Galcer mejoré, activando a las células NKT
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tipo | y la generacién de grandes cantidades de IFN-y [109]. Se observ6 la acumulacién de
liposomas modificados en el bazo y un efecto terapéutico en contra de las células de melanoma
debido a la optimizacion de la presentacién antigénica a CD1d de APCs, lo que incremento la
poblacion de células NKT [109].

Figura 6: llustracion de estructura de liposoma conteniendo polietilenglicol (PEG) y proteina OVA en su

superficie utilizado como plataformas de administracion en esta tesis.

En vacunas en las que se ha encapsulado el antigeno y agonistas dentro de nanovectores,
sistemas de transporte para asegurar la entrega del antigeno y adyuvante al mismo tiempo in
vivo, para estimular la inmunidad humoral, produjo una activacién superior de las células NKT
que a-Galcer soluble, sin inducir anergia. Esto se tradujo en una mayor activacion de las células
B y respuestas con absorbancias altas de IgM e IgG especificas de antigeno que se mantienen

a largo plazo [110].
Considerando las evidencias planteadas tales como:

La administraciéon de sulfatido in vivo previno encefalomielitis autoinmune experimental
inducida por Thl, sugiriendo que las células NKT tipo Il tienen una gran funcién
inmunoreguladora. Las células NKT activadas pueden actuar como células T helper con la
capacidad de proporcionar sefiales moleculares a células dendriticas y células B, promoviendo
las respuestas de células T y en la generacion de anticuerpos, respetivamente. En ratones
tratados con sulfatido hay una reduccion en la proliferacion de células NKT tipo | tras la exposicion
de esplenocitos con a-Galcer. Nos preguntamos si el estimulo de las NKT Il con determinados
lipidos contenido en liposomas estimularian directamente a las NKT Il y tendria efectos sobre las
funciones de las NKT |y células By, produciria cambios de clase especificos, lo que podria ser

clave para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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Hipotesis

Células NKT tipo |Il, activadas in vivo con liposomas conteniendo sulfatido (3'-
sulfogalactosylceramida), modulan la produccién de citoquinas por células NKT tipo | y la
generacion de subclases de IgG por linfocitos B en ratones inmunizados con el antigeno

ovalbumina.

Objetivo general

Evaluar la activacion de las células NKT tipo Il por diferentes ligandos lipidicos y liposomas
conteniendo lipidos sobre el efecto de las funciones de las células NKT tipo | (liberacion de
citoquinas) y linfocitos B (produccion de anticuerpos).

Objetivos especificos

1. Identificar ligandos lipidicos que promuevan la activacion, in vitro, de células NKT tipo Il
presentados por células dendriticas derivadas de ratones wild type y Knock-in para CD1d
humano pulsadas con lipidos libres o contenidos en liposomas.

2. Evaluar el efecto de la activacion de células NKT tipo Il sobre las funciones efectoras de
las células NKT tipo | en ratones wild type y Knock-in para CD1d humano tratados con el
lipido sulféatido libre.

3. Evaluar el efecto de la activacion de células NKT tipo Il sobre las funciones efectoras de
las células NKT tipo | y linfocitos B en ratones wild type tratados con el lipido sulfatido libre

0 contenido en liposomas.

25



Materiales y métodos

Animales

Ratones C57BL/6 fueron obtenidos del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP). Los ratones
Knock-in C57BL/6 hCD1d fueron donados por Albert Einstein College of Medicine, USA. Los ratones
C57BL/6 OT-I fueron donados por el laboratorio de la Dra. Fabiola Osorio. Los ratones fueron mantenidos
a ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, 55% de humedad relativa y a una temperatura de 21 °C en
condiciones especificas en el bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Todos los
trabajos con animales fueron realizados de acuerdo con las normas institucionales de bioética y
bioseguridad establecidas por el ICBM y CONICYT. El uso de los animales usados en esta tesis se enmarca
en el protocolo aprobado del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
codigo CBA 1032.

Cultivo celular

Células dendriticas derivadas de células progenitoras de la medula ésea de ratones C57BL/6 y
C57BL/6 Knock-in para CD1d.

A partir de ratones C57BL/6 y Knock-in para CD1d humano se colectaron fémures y tibias, y se
mantuvieron en PBS (C57BL/6 N=6; hCD1d-KI N=6). La medula 6sea se obtuvo mediante la perfusién con
medio RPMI 1640 (Gibco, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Gibco, USA), 1% de
solucién de antibiéticos penicilina/estreptomicina 100X (Gibco, USA), 1% de solucién tampén HEPES 100X
(Gibco, USA), 1% de solucién de piruvato 100X (Gibco, USA), 0,5% de solucién de aminoacidos no
esenciales 100X (Gibco, USA), y 0,1% de B-mercaptoetanol (Gibco, USA). Se someti6 a centrifugacion a
1500 rpm por 5 min y el pellet se resuspendié en 1 ml de buffer de lisis de globulos rojos y se incub6 durante
5 min, posterior a este tiempo se llevd a 10 ml con PBS y se centrifugd nuevamente. La resuspensién del
pellet se realizd en medio RPMI-1640 suplementado a 37°C hasta obtener una concentracion de 1x10°
células viables/mL y estas se sembraron a 3x10° células/pocillo con 10 ng/mL de GM-CSF recombinante
(Prepotech, USA) en placas de 6 pocillos de fondo plano y se incubaron a 37°C, atmésfera 5% CO2 y 100%
humedad. Al segundo, cuarto, sexto dia de cultivo, se afiadieron 2 mL de medio RPMI suplementado junto
con GM-CSF a una concentracion final de 10 ng/mL. El séptimo dia de cultivo, se cosecharon las células

empleando cell scraper [111].

Hibridoma de células NKT tipo | y NKT tipo Il
El hibridoma de células NKT tipo I, XV19, reactivo a sulfatido fue cultivado en medio RPMI
suplementado y el hibridoma de células NKT tipo I, K2C10 fue cultivado en medio DMEM suplementado, a

37°C, con atmdsfera 5% CO2 en flasks para cultivo de suspension celular de T25y T75 [17].
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Esplenocitos de ratones transgénicos OT-1

Se obtuvo el bazo a partir de ratones transgénicos OT-1, el cual se disgregé y homogeniz6 con los
extremos esmerilados de dos portaobjetos en 5 ml de RPMI suplementado (raton OT-1 N=3). La suspension
resultante se filtré con cell strainer (Falcon) y se recolect6 en un tubo cénico de 50 ml, luego se centrifugé
a 1500 rpm durante 5 min a 4°C. El pellet se resuspendié en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos, y se
incub6 durante 5 min a temperatura ambiente. Luego, se llevo a un volumen final de 10 mL con PBS y se
centrifug6. Finalmente el pellet se resuspendié en medio RPMI-1640 suplementado [95, 112].

Lipidos

Los lipidos activadores de células NKT tipo Il utilizados fueron: sulfatides (131305P, Avanti), Lyso-
Sulfatide ammonium salt (ab144127), Mono-sulfo galactosyl (27nali) ceramide (C24:1 860871P, Avanti),
Sphingosylphosphorylcholine (Lyso SM d18:1 860600P, Avanti), 1-O-octadecyl-2-hydroxy-sn-glycero -3-
phosphocholine (Lyso PAF C18 878120P, Avanti), L-a-lysophosphatidylethanolamine (Lyso PE 860081P,
Avanti) y L-a-lysophosphatidylcholine (Lyso PC 830071P, Avanti). El lipido activador de célula NKT tipo |
utilizado fue a-Galcer (KRN7000, Avanti).

Preparacion de Liposomas

La preparacion de los liposomas utilizados en los co-cultivos in vitro fue el siguiente. Se utilizé
fosfatidilcolina de huevo (EPC, 659 nmoles), Colesterol (Chol, 304 nmoles)), DSPE-PEG (2000, 50,7
nmoles) y 100 ug de los respectivos lipidos activadores de células NKT tipo Il. La preparacion de los
liposomas conteniendo OVA utilizados en los ensayos in vitro e in vivo contenian: fosfatidilcolina de huevo
(EPC), Colesterol (Chol), DSPE-PEG (2000), Biotinyl Cap PE, aGC (KRN7000), C24:1 Mono-Sulfo GalCer
y a-Galcer. Estos fueron mezclados en una solucién de cloroformo/metanol (1:1). El solvente fue removido
mediante a temperatura ambiente, para generar el film lipidico. Luego, se agreg6 200 ul de PBS pH 7.4,y
la mezcla fue incubada a temperatura ambiente por 30 minutos y se sonicé durante 5 min. La suspension
fue extruida a través de una membrana de policarbonato de poros de 800 nm (Nucleopore, USA), con un
equipo Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids, USA) utilizando dos jeringas herméticas de precisién (Hamilton
Company, USA), realizando 11 pasajes para uniformar el tamafio de las particulas a 100 nm. Las
suspensiones se mantuvieron a 4°C hasta su uso [109].

Caracterizacion de los liposomas

A través de dispersion dinamica de la luz (DLS) se analizaron las preparaciones liposomales,
empleando el equipo Malvern Nanosight NS300 (Malvern, USA). Las diluciones 1:1000 fueron preparadas
en agua pura. Los parametros para el analisis fueron: Captura: [Camera level = 14; Screen = 3]. [Process:
Screen = 9; Threshold = 5]. A partir de los datos obtenidos se obtuvo el promedio del tamafio de los
liposomas en nm. El potencial zeta de los liposomas se determinaron mediante la técnica Dynamic Light
Scattering (DLS) con Malvern Zetasizer ZS 3600 (Malvern Instruments). La morfologia de los liposomas se

caracteriz6 por Microscopia Electronica de Transmision (TEM) realizada en un microscopio Zeiss EM-109.
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Una vez sintetizados, los liposomas se centrifugaron durante 10 minutos a 4.000 RPM para concentrarlos.
Se extrajeron 20 ul de cada muestra y se incubaron con una solucién de acetato de uranilo al 1,5 % en una
rejilla de cobre recubierta de polimero Formvar, lo que permiti6 que la muestra se secara antes de

observarla al microscopio electrénico de transmision.

Preparacion y determinacion de Ovalbumina biotinilada unida a los liposomas a través de ELISA
anti-OVA y citometria de flujo.

Para realizar las inmunizaciones se utilizé ovalbumina Endofit (InvivoGen). Para biotinilarla, 10
mg/ml de OVA Endofit diluida en agua fisiolégica estéril fue incubada con el kit de biotinilacion EZ-Link
Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin durante toda la noche a 4°C [113]. Luego esta fue purificada mediante
cromatografia de exclusion molecular empleando una columna de desalinizacién. Posteriormente se
determiné la concentracion de proteina en las fracciones obtenidas mediante el método de Bradford.

Una de las fracciones fue utilizada para evaluar el grado de biotinilacién de OVA empleando el kit
de cuantificacion de biotina (ThermoScientific). La unién de la OVA biotinilada al liposoma conteniendo el
lipido Biotinyl CAP PE 18:1, se realiz6 mediante co-incubacién con estreptavidina (ThermoFisher) durante
toda la noche a 4°C. La relacion molar fue OVA/Estreptavidina/Liposoma 1:2:1. Las preparaciones se
ultracentrifugaron 2 veces a 80000 x g durante 30 min en una ultracentrifuga Sorvall Wx100. Los
sobrenadantes fueron descartados y el pellet conteniendo el liposoma conteniendo la OVA biotinilada unida
se resuspendio en 200 ul de PBS y fue almacenando a 4°C [113].

Para corroborar que OVA se encontraba en la superficie del liposoma, se realizd una citometria de
flujo empleando anticuerpo anti-OVA. Una fraccion de la muestra centrifugada resuspendida en PBS, se
incubé con el anticuerpo de conejo anti-OVA FITC (ab85584, Abcam) (1:500 en FACS) durante 2 h a 4°C.
Posteriormente la mezcla se ultracentrifugé una vez a 80000 x g durante 30 min y el pellet se resuspendié
en 300 pL de Buffer FACS. Se utiliz6 como control de autofluorescencia el liposoma sin tefiir. Los datos
obtenidos de las citometrias fueron analizados utilizando el programa FlowJo X 10.0.7 Software (FlowJo
LLC).

La determinacién de OVA unida a los liposomas se determiné a través de ELISA. Se generé una
curva de calibracion a una concentracion inicial de OVA Sigma 125 ng/ml y los liposomas conteniendo OVA
se diluyeron 1:5000, 1:10.000 o 1:20.000 vy, se dejaron incubando toda la noche a 4°C. La placa se bloque6
con PBS-BSA 1%. Luego de lavar las placas, estas fueron incubadas con anticuerpo policlonal de conejo
anti-OVA ab181688 (Abcam) (1:5000 PBS-BSA 1%) durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, se incubo
con el anticuerpo secundario de asno anti-conejo-HRP (1:5000 PBS-BSA 1%) durante 1 h a temperatura
ambiente. Se revel6 con TMB (Tetramethylbenzidine). La reaccion se detuvo con &cido sulfdrico (H2S04)

2M. La placa se leyé en un lector de placas de ELISA a una absorbancia de 450.

Cuantificacion de IL-2 a través de ELISA
La cuantificaciéon de IL-2 en los sobrenadantes de los co-cultivos se realiz6 mediante ELISA. Las

placas se sensibilizaron con anticuerpo monoclonal anti IL-2 de raton purificado (clon JES6-1312; BD
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Pharmingen, USA) (dilucién 1:400 en PBS). Se utiliz6 ademas una curva estandar de la proteina IL-2
recombinante (Peprotech, USA), incubandose toda la noche a 4°C. Las placas fueron bloqueadas con PBS-
BSA 1% por 2 horas a temperatura ambiente y lavadas con PBS-Tween 20 0,1%. Se agrego 100 ul de los
sobrenadantes de los co-cultivos. Luego de lavar, se agreg6 anticuerpo monoclonal anti IL-2 de ratén
conjugado a biotina (clon JES6-1212; BD Pharmingen, USA) (dilucion 1:700), por 1,5 hrs a temperatura
ambiente. Luego de lavar, se agregé estreptavidina-peroxidasa de rabano (Sav-HRP; BD Pharmingen,
USA), (dilucién 1:1500), por una hora a temperatura ambiente. Finalmente, luego de lavar, se agrego el
TMB (3,3,5,5-tetrametilbencidina) para revelar. Se detuvo la reaccion con H2SOs4 2M. El resultado

colorimétrico fue leido en un lector para placas de ELISA a una absorbancia de 450 nm [111].

Cuantificacion de IFN-y e IL-4 a través de ELISA

La cuantificacion de IFN-y e IL-4 en las muestras de suero se realizé mediante ELISA. Las placas
se sensibilizaron con anticuerpo monoclonal anti IFN-y e IL-4 de raton purificado (dilucion 1:400 en PBS).
Se utilizd ademas una curva estandar tanto de IFN-y (Peprotech, USA) como de IL-4 (Peprotech, USA),
incubandose toda la noche a 4°C. Las placas fueron bloqueadas con PBS-BSA 1% por 2 horas a
temperatura ambiente y lavadas con PBS-Tween 20 0,1%. Se agreg6 100 ul de las muestras de suero en
duplicado. Las muestras fueron diluidas con PBS-BSA 1%. Luego de lavar, se agregd anticuerpo
monoclonal anti IFN-y e IL-4 de ratén conjugado a biotina (BD Pharmingen, USA) (dilucién 1:700), por 1,5
hrs a temperatura ambiente. Luego de lavar, se agreg6 estreptavidina-peroxidasa de rabano (Sav-HRP;
BD Pharmingen, USA), (dilucion 1:1500), por una hora a temperatura ambiente. Finalmente, luego de lavar,
se agrego el TMB (3,3’,5,5-tetrametilbencidina) para revelar. Se detuvo la reaccién con H2SO4 2M. El
resultado colorimétrico fue leido en un lector para placas de ELISA a una absorbancia de 450 nm.

Citometria de flujo extracelular de isotipos de anticuerpos

Los esplenocitos de ratén luego de ser sometidos a lisis de globulos rojos, centrifugados y
resuspendidos en medio RPMI, fueron ajustados a 3 x107 cells/ml en RPMI suplementado con el fin de
tener 3.000.000 cells/pocillo en sextuplicado. Se lavaron las células una vez con PBS 1x, para luego ser
resuspendidas en 50 uL de solucion de tincién de viabilidad Blue LIVE/DEAD, dilucion 1:500 en PBS,
incubandose por 30 minutos, a 4°C. Luego, las células fueron centrifugadas y lavadas en buffer FACS. Se
resuspendieron en 2.4G2 [Fcyll/lll (CD16/CD32) block] (1:500, 5 min, 4°C) y se afiadieron los anticuerpos
monoclonales para marcadores de superficie durante 1 hora a 4°C: OVA-Alexa 488, IgM-PE, IgD-PECy?7,
IgG2a-APC-Fire750, B220-Alexa 700, IgG2b-APC, IgGl- BV421, IgG3-BV786, CD73-BV605, CD8O0-
BV650. Las células fueron fijadas con solucion PFA 4%, durante 10 minutos, a 4°C. Se utiliz6 el citbmetro
de flujo BD LSR FORTESSA X-20. El andlisis de las células se llevo a cabo con el software FlowJo V10.

Citometria de flujo intracelular para la evaluacién de citoquinas
Las suspensiones celulares del bazo fueron ajustadas a 3 x107 cells/ml en RPMI suplementado

con el fin de tener 3.000.000 cells/pocillo en sextuplicado. Se estimulé con PMA (CF=10 ng/ml) y lonomicina
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(CF= 500 ng/mL) disueltos en RPMI suplementado durante 4 horas a 37°C y 5% CO.. En las dltimas 3
horas de cultivo se agregé una solucién de Monensina (CF= 1 ul/ml) y Brefeldina A (CF= 1 ul/ml). Luego
de lavadas, las células fueron tefiidas con tincion de viabilidad Blue LIVE/DEAD en PBS. Posteriormente,
las células fueron centrifugadas y lavadas una vez en buffer FACS. Luego, se resuspendieron en 2.4G2
[Feyll/lll (CD16/CD32) block]. Luego, se afiadieron los anticuerpos monoclonales para marcadores de
superficie durante 1 h a 4°C: tetrdmero CD1d/sulfatido, tetramero CD1d/a-Galcer (MBL International
Corporation, USA), CD45R/B220-PerCP (RA3-6B2), TCRB-FITC (H57-597), CD4-APC Cyanine 7 (GK1.5),
CD8a-APC (53-6.7), CD25-APC (PC61.5), MHC-II- FITC (M5/114.15.2), CD11c- PE-Cyanine7 (N418),
CD11b-vV450 (M1/70), CD80-BV650 (16-1021), CD3-Alexa 647 (145-2C11), CD86-Alexa 700 (GL1).
Posteriormente, las células fueron permeabilizadas con buffer eBiosciences Foxp3
Fixation/Permeabilization por 30 minutos a 4°C en la oscuridad. Luego se bloqueéd con suero de raton al
5% durante 15 minutos a 4°C en la oscuridad y se afiadid los anticuerpos monoclonales para proteinas
intracelulares durante 60 minutos a 4°C en la oscuridad: IL4-PE Cyanine 7 (11B11), IFNy-Alexa Fluor 700
(XMG 1.2), IL17A-PE-CF594 (TC11-18H10), IL-13- APC-eFLUOR780 (eBio13A), IL-10-BV650 (JES5-
16E3), IL-6-V450 (MP5-20F3), Foxp3-PE-CF594 (MF23), IL-17 Receptor B-BV786 (6B7). Se utilizo el
citometro de flujo BD LSR FORTESSA X-20. El andlisis de las células se llevd a cabo con el software
FlowJo V10.

Determinacion de citoquinas Th1/Th2/Th17 por Cytometric Bead Array (CBA)

Se utilizé el kit de citoquinas Th1/Th2/Th17 de ratén para medir IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF (factor
de necrosis tumoral), IL-172 e IL-10 en una sola muestra de suero de ratones C57BL/6 y C57BL/6 Knock-
in para CD1d humano. Las concentraciones corresponden a niveles de pg/ml. A través de este método un
conjunto de analitos con microesferas de tamafo y fluorescencia conocidos permite detectarlos mediante
citometria de flujo. Cada bead de captura se ha conjugado con un anticuerpo especifico. El reactivo de
deteccion es una mezcla de anticuerpos conjugados con ficoeritrina (PE), que proporcion6é una sefial
fluorescente en proporcion a la cantidad de analito unido. La curva estandar de cada citoquina abarc6 un
numero establecido de concentraciones que van desde 20 a 5000 pg/mL. Se utilizé 50 uL de cada una de
las muestras de suero. Posterior a la adquisicion de los datos, se calculé la intensidad media de
fluorescencia geométrica de cada histograma correspondiente a cada citoquina, tanto de la curva de
calibraciéon como de las muestras de suero. La concentracién de cada citoquina se determiné a través de
la intensidad media de fluorescencia de la muestra, la cual fue posteriormente interpolada en la curva de

calibracion.

Determinacién del titulo de los anticuerpos IgG especificos aovalbumina através de ELISA (ensayo
por inmunoadsorcion ligado a enzimas)

Para determinar el titulo de los anticuerpos IgG presente en el suero de los ratones, las placas de
96 pocillos fueron recubiertas con Ovalbumina Sigma a una concentracion de 10 ug/ml. Los pocillos fueron

blogueados con PBS/BSA 1%. Las muestras de suero fueron diluidas para IgM 1:50 y para IgG 1:1000 en
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PBS/BSA 1%. Estos fueron diluidos en serie en la placa e incubados durante toda la noche. Posteriormente,
las placas fueron incubadas aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente en agitacion con los
siguientes anticuerpos: anti-IgG1 (Goat anti-Mouse 1gG1 HRP, 1:20.000); IgG2a (Goat anti-Mouse lgG2a
HRP, 1:20.000); 1gG2b (Goat anti-Mouse 1gG2b HRP, 1:20.000); IgG2c (Goat anti-Mouse 1gG2c HRP,
1:10.000); 1gG3 (Goat anti-Mouse 1gG3 HRP, 1:20.000). Para revelar se utilizé el sustrato TMB y fue
detenida con H2SO4 2M. El resultado colorimétrico fue leido en un lector para placas de ELISA a 450 nm
[113]. Para determinar el titulo, se realizaron graficos absorbancia versus dilucion del anticuerpo. Se definié
un punto de corte para el célculo del titulo. El punto de corte se defini6 como dos veces la absorbancia
correspondiente al grupo inmunizado con PBS. El andlisis en Graphpad fue el siguiente, las diluciones (X)
fueron transformadas a 1/X y a Log 1/X. Posteriormente, cada punto de corte fue sometido a interpolacion
en las curvas sigmodiales de absorbancia versus Log 1/X. Luego cada dilucién fue transformada

nuevamente a 107X y 1/X. Cada valor interpolado correspondera al titulo inverso del isotipo de anticuerpo.

Determinacién de la frecuencia de células secretoras de anticuerpos IgG especificos a ovalbumina
presentes en la medula éseay bazo por ELISPOT (ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas)

ELISPOT es un inmunoensayo que mide la frecuencia de células secretoras de anticuerpos que
nos permitié evaluar las respuestas de las células B de memoria especificas del antigeno OVA presentes
tanto en la medula 6sea como en el bazo. Las membranas fueron recubiertas con Ovalbumina Sigma a
una concentracion de 10 ug/ml. Posteriormente las células se cultivaron y se ajustaron a 2 millones/mL.
Las células fueron incubadas toda la noche a 37°C con CO: al 5% durante 24 horas. Se utilizaron controles
negativos como solo medio y sin células. Como control positivo se utilizé LPS a una concentracion de 50
ug/mL. Después de este tiempo de incubacion, las células se eliminaron y los anticuerpos secretados se
detectaron por un anticuerpo de deteccién conjugado a HRP (generalmente 1:20000) y se incubé durante
toda la noche a 4°C (IgG, IgG1, 1gG2c, IgG3). Posteriormente se agreg6 el sustrato TMB y el resultado final
correspondié a manchas visibles en la superficie. Cada punto correspondié a una célula secretora de
anticuerpos individual. La cuantificacién de los spots fue realizada utilizando el software de andlisis
A.EL.VIS ELISPOT Reader [114].

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). Las diferencias

estadisticas se evaluaron mediante test de student, ANOVA y analisis post-hoc test de Dunnett.
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Resultados

1. Identificar ligandos lipidicos que promuevan la activacion, in vitro, de células NKT
tipo Il presentados por células dendriticas derivadas de ratones wild type y Knock-
in para CD1d humano pulsadas con lipidos libres o contenidos en liposomas.

Hay evidencia de que algunos ligandos lipidicos pueden ser presentados por la molécula
CD1d de raton y no por la molécula CD1d humana, por lo que primero, se evaluaron los ligandos
lipidicos que son reconocidos por la molécula CD1d humana en el raton Knock-in y que fueran
capaces de activar las respuestas de los hibridomas de células NKT tipo Il (Hy 19.3). Los lipidos

evaluados fueron Sulfatido, L- a-lysofosfatidiletanolamina (Lyso PE), L- a -lysofosfatidilcolina

(Lyso PC), Lysosulfatido, Lyso factor activador de plaquetas (Lyso PAF), Mono-Sulfo Galactosyl
(B) Ceramida (sulfatido C24:1) y Lyso-esfingomielina (Lyso SM) (Figura 7). Estos lipidos son
reconocidos por la molécula CD1d de ratdn pero no habia evidencia de que fueran presentados

por la molécula CD1d humana.
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Figura 7: Ligandos lipidicos reconocidos por las células NKT tipo Il utilizadas en este trabajo.
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Se realizaron ensayos in vitro (Figura 8), donde las células dendriticas derivadas de
células progenitoras de médula 6sea (BMDCs) (100.000 cells/pocillo) de ratones C57BL/6,
hCD1d-Kl y hCD1d-KO (carece de células NKT tipo | y II) fueron pulsadas con el ligando lipidico
solo, liposoma solo y liposomas conteniendo el lipido. Las concentraciones de lipido utilizadas
fueron 0.1, 1y 10 uM. Luego de 24 horas, las BMDCs fueron co-cultivadas con los hibridomas de
células NKT tipo Il (100.000 cells/pocillo). Los sobrenadantes fueron evaluados a través de ELISA

para determinar la produccién de IL-2, indicando su reconocimiento y activacion.

Celulas Dendriticas

Maduras
¢ : ® —-—
- : = -
' 4
s cd1d-Lipido
Lipido
C57BL/6 hCD1d-KI 24 horas
-
Liposoma
+ e e— NKT I
Hibridoms
Cdid-Lipido-TCR
Liposoma +
Lipido
+ GM-CSF
IL-2

Células dendriticas derivadas
de células progenitoras de la
medula 6sea

(Sobrenadante)

Figura 8: Disefio experimental utilizado en los experimentos in vitro para evaluar los ligandos lipidicos
activadores de los hibridomas de células NKT tipo Il (Hy 19.3) en células dendriticas derivadas de células
progenitoras de la medula 6sea (BMDC) de ratones C57BL/6 y Knock-in para CD1d humano. BMDC
C57BL/6 (mCD1d); BMDC Knock-in CD1d (hCD1d); Ratones utilizadas en cada experimento: C57BL/6
N=6; hCD1d-KI N=6.

En todos los experimentos, los hibridomas respondieron a anti-CD3 unido a la placa
(Figura 9). Las concentraciones de IL-2 en los controles negativos del experimento fueron bajas
(solo células dendriticas, solo los hibridomas de célula NKT tipo Il, solo medio y co-cultivo de
células dendriticas sin pulsar con los hibridomas de célula NKT tipo Il) (Figura 9 y figura

suplementaria 1). Las concentraciones de IL-2 de cada vehiculo (DMSO para lipidos libres y
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Liposoma vacio sin lipido) fueron significativamente mas bajas que aquellos conteniendo el

ligando lipidico en forma libre o contenido en liposomas (Figura 9). Los hibridomas de células

NKT tipo Il secretaron IL-2 en respuesta a los lipidos de una manera dependiente de CD1d. El

limite de deteccion del ensayo de ELISA, es decir, la concentracién minima de IL-2 que puede

ser detectada con fiabilidad a partir del método fue de 61,2 pg/ml.
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Figura 9: Concentraciones de IL-2 correspondientes a los controles de experimentos y calculo
del limite de deteccién obtenida de la curva absorbancia versus concentracion de IL-2. Se
muestran los resultados de triplicados del total de experimentos. (Ratones C57BL/6=6; hCD1d-KI=6).

Los lipidos sulfatido y sulfatido C24:1 en forma libre y contenido en liposomas activaron a

los hibridomas de células NKT tipo Il presentados por células dendriticas provenientes de ratones

C57BL/6 y Knock-in para CD1d humano. Los liposomas conteniendo a los lipidos mantuvieron la

misma respuesta de activacion que los lipidos libres (Figura 10).
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Figura 10: Los ligandos sulfatido y sulfatido C24:1 en su forma libre y contenido en liposomas
son presentados por la molécula CD1d humana. Absorbancias y concentraciones de IL-2
determinadas a través de ensayos in vitro con BMDC C57BL/6 y CD1d-Knock-in pulsadas con sulfatido
y sulfatido C24:1 en forma libre y contenido en liposomas (LP), co-cultivadas con los hibridomas de
células NKT tipo Il. BMDC C57BL/6 (mCD1d); BMDC Knock-in CD1d (hCD1d); C57BL/6 N=6; hCD1d-KI
N=6. (P<0.05, *); (P<0.01, **); (P<0.001, ***). Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacién
de la prueba de comparacion multiple Two way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett
entre los grupos controles y tratados, es decir, DMSO versus lipidos libres; LP vacio versus lipidos
contenidos en liposomas.

También se evaluaron otros lipidos donde los ligandos lipidicos utilizados tanto en su
forma libre como contenido en liposomas pueden ser presentados por células dendriticas
provenientes de ratones C57BL/6 y estimular a los hibridomas de células NKT tipo Il (Figura 11).
Dentro de los lipidos que promueven una mayor activacion de los hibridomas de células NKT tipo
Il son Sulfétido, Sulfatido C24:1 y Lyso PAF en ratones C57BL/6. Los liposomas conteniendo a
los lipidos mantuvieron la activacion del hibridoma de células NKT tipo Il en comparacién a los
lipidos libres, ya que el liposoma activd de la misma forma que el lipido libre (Figura 11). Este
resultado apoya el uso de liposomas como herramienta de entrega de lipidos para evitar la
toxicidad provocada por la administracion de estos en forma libre.

Todos los ligandos lipidicos reconocidos por la molécula CD1d humana en el ratén Knock-
in fueron capaces de activar las respuestas de los hibridomas de células NKT tipo Il (Figura 11y
figura suplementaria 2). Al comparar las concentraciones de IL-2 utilizando BMDCs provenientes
de ratones wild type y Knock-in para CD1d humano, observamos que las concentraciones son
mas bajas cuando los ligandos lipidicos fueron presentados con BMDCs provenientes de ratones

Knock-in que de ratones wild-type.
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Figura 11: Los ligandos lipidicos son presentados por la molécula CD1d humana y de ratén.
Absorbancias y concentraciones de IL-2 determinadas a través de ensayos in vitro con BMDC C57BL/6
(A'y B) y CD1d-Knock-in (Cy D) pulsadas con sulfatido, sulfatido C24:1, Lysosulfatido, Lyso PE, Lyso
PC, Lyso PAF y Lyso SM, en forma libre (A 'y C) y contenido en liposomas (LP) (B y D), co-cultivadas
con los hibridomas de células NKT tipo Il. BMDC C57BL/6 (mCD1d); BMDC Knock-in CD1d (hCD1d);
C57BL/6 N=6; hCD1d-KI N=6. (P<0.05, *); (P<0.01, **); (P<0.001, ***). Las diferencias estadisticas estan
dadas por la aplicacion de la prueba One-way ANOVA y como analisis post-hoc a la prueba de Dunnett
entre los grupos controles (DMSO/LP vacio) y tratados (lipido/lipido contenido en Liposoma).
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2. Evaluar el efecto de la activacion de células NKT tipo Il sobre las funciones
efectoras de las células NKT tipo | en ratones wild type y Knock-in para CD1d

humano tratados con el lipido sulfatido libre.

2.1. Evaluacién cinética de citoquinas liberadas por las células NKT a diferentes tiempos

en ratones C57BL/6 a través de técnicas de ELISA y citometria de flujo.

Dado que el ligando lipidico sulfatido present6é una gran capacidad para estimular a los
hibridomas de células NKT tipo Il y ademas este posee una estrecha relacién con enfermedades
como diabetes tipo |, cancer y encefalomielitis autoinmune experimental, entre otras, es que se
decidi6 evaluar su capacidad de inducir una respuesta inmunodulatoria in vivo en ratones
C57BL/6 sobre las células NKT tipo | activadas por a-Galcer. Primero se hizo una evaluacion
cinética para determinar a qué tiempos se producia la liberacion de citoquinas como IL-4 e IFN-y
por las células NKT tipo | y NKT tipo Il a través de citometria de flujo asi como la determinacion
de estas citoquinas presentes en el suero de ratones C57BL/6 a través de ELISA. Los tiempos
seleccionados para evaluar la cinética fueron a 1, 3, 12, 24, 48 y 72 horas de administrado los
lipidos i.p, ya que se sabe que estas células producen citoquinas a tiempos tempranos
rapidamente debido a que tienen altos niveles de mMRNA de IL-4 e IFN-y almacenado (Figura 12).

La estrategia de gating se muestra en la figura 14.

Administraciénde lipidos — ‘

PBS, a-Galcery sulfatido
C57BL/6

0 1h 3h 12h 24h 48h 72h

i
IFN-y e IL-4 en muestras de suero IFN-y e IL-4 en NKTtipoly NKTtipoll

Figura 12: Disefio experimental del estudio cinético de la liberacion de citoquinas luego de la
administracion de a-Galcer y sulfatido a las 1, 3, 12, 24, 48 y 72 horas in vivo en ratones C57BL/6 a
través de ELISA y citometria de flujo. C57BL/6 (mCD1d); C57BL/6 N=3 por grupo: PBS, a-Galcer y
sulfatido.

Con respecto a las concentraciones de IFN-y e IL-4 evaluadas en suero a la 1, 3, 12, 24,

48 y 72 horas determinadas a través de ELISA, el limite de deteccion del ensayo, es decir, la
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concentracion minima de IFN-y que puede ser detectada con fiabilidad a partir del método fue de

203.4 pg/mly el limite de deteccion del ensayo para IL-4 fue de 329.3 pg/ml (Figura 13).
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Figura 13: a-Galcer y sulfatido incrementan la concentracion de IFN-y e IL-4 en suero de ratones.
Absorbancias y concentraciones de IFN-y e IL-4 en suero determinadas a través de ELISAala 1, 3, 12,
24,48 y 72 horas luego de la administracion de a-Galcer y sulfatido. Los sueros fueron diluidos 5, 6y 7
veces segun correspondiera, en PBS y medidos en duplicado. Se indican los célculos del limite de
deteccién obtenida de la curva absorbancia vs concentracion de IFN-y e IL-4. Las diferencias estadisticas
estan dadas por la aplicacién de la prueba de comparacion multiple Two way ANOVA y como andlisis
post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P <
0.001; ***),

La concentracion de IFN-y en suero se incremento significativamente a la 1, 3, 24 y 48
horas de administrado a-Galcer y la concentracion de IL-4 en suero se incrementd
significativamente a las 3, 24 y 48 horas de administrado a-Galcer en comparacion al grupo
control (Figura 13). La concentracion de IFN-y en suero se incremento significativamente a las 3
y 48 horas de administrado sulfatido y la concentraciéon de IL-4 en suero se incrementé

significativamente a las 72 horas de administrado sulfatido en comparacion al grupo control
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(Figura 13). Estos datos demuestran un aumento selectivo de las citoquinas séricas IFN-y e IL-4

después de la activacion de células NKT.

»>
Live dead (Sonda de viabilidad)
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TCR B
Type | NKT Cells
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Figura 14: Estrategia de Gating de células NKT tipo | y células NKT tipo Il a través de la utilizacion de
tetrAmero CD1d-a-Galcer y CD1d-a-sulfatido, respectivamente. Se selecciona la poblacién de linfocitos
por su tamafio y complejidad, se discriminan los dobletes, se seleccionaron las células vivas mediante
sonda de viabilidad (live/dead), posteriormente se selecciond la poblacién de linfocitos TCR *y B220
para descartar a los linfocitos B. A través del uso de CD1d-tetrameros se seleccionaron las poblaciones

de células NKT.

Para poder evaluar si la administracién de estos lipidos estaba estimulando a las células
NKT Iy células NKT tipo I, se realizd la evaluacién cinética de citoquinas a través de citometria
de flujo del bazo. Para detectar la poblacién de células NKT tipo | a través de citometria de flujo
se utilizé los tetrameros CD1d/a-Galcer. El porcentaje de células NKT tipo | se contrajo,
disminuyendo significativamente luego de administrado a-Galcer (4 ug) a las 12 horas y se
incremento significativamente a las 72 horas de administrado a-Galcer conocida como expansion
celular (Figura 15). El porcentaje de células NKT tipo | productoras de IFN-y se incrementd
significativamente a 1, 3,12, 24 y 48 horas de administrado a-Galcer en comparaciéon al grupo
control. El porcentaje de células NKT tipo | productoras de IL-4 se increment6 significativamente

a las 24 horas de administrado a-Galcer en comparacion al grupo control.
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El porcentaje de células NKT tipo | se contrajo también luego de administrado sulfatido a
las 12-24 horas y, a las 48 horas volvié a su valor basal (Figura 15). El porcentaje de células NKT
tipo | productoras de IL-4 se incrementd significativamente a las 24-48-72 horas de administrado
sulfatido en comparacion al grupo control. Mientras que el porcentaje de células NKT tipo |
productoras de IFN-y no se vio afectado por la administracion de sulfatido.

Se puede observar que las células NKT tipo | estimuladas con a-Galcer son capaces de
producir IFN-y y no con la estimulacion con sulfatido. Sin embargo, las células NKT tipo | al ser
estimuladas tanto con a-Galcer como sulfatido fueron capaces de producir IL-4. Por lo tanto,
sulfatido tiene efectos sobre la produccién de IL-4 por las células NKT tipo |y no por la produccién
de IFN-y.

Varios estudios han mostrado que rapidamente (dentro de las 8-12 horas) después de la
activacion, las células NKT se vuelven indetectables [115, 116]. La desaparicion aparente ha sido
demostrada en el contexto in vivo con a-Galcer y se ha correlacionado con una mayor apoptosis
y expresion de Fas y FasL por parte de las células NKT, lo que sugiere que son sensibles a la
muerte celular inducida por activacion mediada por Fas [117, 118]. La repoblacién de estas
células observada es debido a la proliferacibn homeostatica del reservorio de células NKT en el
hueso de la medula [117]. La cinética de la expresibn mRNA de las citoquinas ha sido evaluada
a diferentes tiempos luego de la inyeccion con a-Galcer, demostrando la expresion de transcritos
como IFN-y e IL-4 [119]. La expresion génica de IFN-y muestra su peak alrededor de las 24 horas
de administrado a-Galcer para luego disminuir a las 48 horas. La expresion génica de IL-4 es
detectada a tiempos tempranos (8 horas) cuando las células tetramero-positivas no son
detectadas. Luego su expresion se incrementa a las 24 horas de administrado a-Galcer [119].
Esto corrobora lo observado en este trabajo. No hay evidencia hasta ahora de que la
administracién de sulfatido promueva la produccién de IL-4 por las células NKT tipo | a las 48

horas.
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Figura 15: Evaluacion cinética de citoquinas liberadas por las células NKT tipo | a diferentes
tiempos en ratones wild type a través de citometria de flujo. Citometria de flujo de células NKT tipo
| utilizada para el estudio de su cinética luego de la administracion de a-Galcer y sulfatido a 1, 3, 12, 24,
48, 72 horas y citometria de flujo de células NKT tipo | productoras de IFN-y e IL-4. Las diferencias
estadisticas estan dadas por la aplicacion de la prueba de comparacién multiple Two way ANOVA y
como42nalisiss post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P <
0.01; **); (P < 0.001; ***),

Para detectar la poblacion de células NKT tipo Il a través de citometria de flujo se utilizé
los tetrameros CD1d-sulfatido. El porcentaje de células NKT tipo Il se contrajo, disminuyendo
significativamente luego de administrado sulfatido a las 1-3-12 horas y luego encuentra un platé
y llega a su valor basal a las 24 horas (Figura 16). El porcentaje de células NKT tipo Il
productoras de IFN-y se incremento significativamente a las 24-48 horas de administrado a-
Galcer en comparacion al grupo control. El porcentaje de células NKT tipo Il productoras de IL-
4 se incrementd significativamente a las 24-48-72 horas de administrado a-Galcer en
comparacion al grupo control.

El porcentaje de células NKT tipo Il se contrajo también luego de administrado sulfatido
alas 1-3-12 horas Yy, a las 24 horas volvio a su valor basal (Figura 16). El porcentaje de células
NKT tipo Il productoras de IFN-y no se vio afectado luego de la administracion de sulfatido en
comparacion al grupo control. El porcentaje de células NKT tipo Il productoras de IL-4 se
incremento significativamente a las 24-48 horas de administrado sulfatido en comparacion al

grupo control.
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Figura 16: Evaluacion cinética de citoquinas liberadas por las células NKT tipo Il a diferentes
tiempos en ratones wild type a través de citometria de flujo. Citometria de flujo de células NKT tipo
Il utilizada para el estudio de su cinética luego de la administracion de a-Galcer y sulfatido a 1, 3, 12, 24,
48, 72 horas y citometria de flujo de células NKT tipo Il productoras de IFN-y e IL-4. Las diferencias
estadisticas estan dadas por la aplicacion de la prueba de comparacién multiple Two way ANOVA y
como analisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P <
0.01; **); (P < 0.001; ***),

Se puede observar ademas que las células NKT tipo Il estimuladas con sulfatido son
capaces de producir solo IL-4 y no IFN-y. Sin embargo, la estimulacion con a-Galcer si promovio
la produccion tanto de IFN-y como de IL-4 por las células NKT tipo Il.

Entonces en ambas células NKT, la estimulacién con a-Galcer promovi6 la produccién de
IL-4 e IFN-y. Ademdas, en ambas células NKT, la estimulacion con sulfatido promovié la
produccion solo de IL-4.

Estos datos demuestran que hay una correlacion entre la presencia de las citoquinas IFN-
y e IL-4 en muestras de suero y la produccion de citoquinas por las células NKT tipo | y células
NKT tipo Il en el bazo cuando son estimuladas con a-Galcer y sulfatido, respectivamente, y que
este aumento coincide con la estimulacion de estas células ala 1, 3, 12, 24 y 48 horas luego de
su administracion.

Ademas, de acuerdo con estos resultados, ambos tipos de células NKT mantienen su
estado de activacion hasta las 72 horas luego de su estimulacién y regulan el receptor TCR

disminuyendo su expresion alrededor de las 12 horas.

44



Se realiz6 un nuevo andlisis de citometria para evaluar si las células NKT tipo | y NKT tipo

Il se encontraban produciendo al mismo tiempo las citoquinas IFN-y e IL-4 (Figura 17). a-Galcer

y sulfatido se han descrito como inductores simultaneos de citoquinas tipo Thly Th2 [120-122].

Se observo que las células NKT tipo | estimuladas solo con a-Galcer, y no con sulfatido, fueron

capaces de producir al mismo tiempo ambas citoquinas alrededor de las 24 horas tal como se

observo en la figura 15. En el caso de las células NKT tipo Il, se observo que tanto la estimulaciéon

con a-Galcer como sulfatido promovio la produccién de ambas citoquinas en alrededor de un 4%

a las 24 horas. Por lo tanto, existe un porcentaje de células NKT tipo | y tipo Il que se encuentran

produciendo ambas citoquinas al mismo tiempo incrementandose significativamente alrededor de

las 24 horas del estimulo con los lipidos (Figura 17).
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Figura 17: Evaluacion cinética de las citoquinas IFN-y e IL-4 liberadas al mismo tiempo por las
células NKT tipo | y células NKT tipo Il en ratones wild type a través de citometria de flujo. Las
diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacién de la prueba de comparaciéon multiple Two way
ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05;
#); (P <0.01; *); (P < 0.001; ***),
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2.2. Evaluacion de la modulacion de las funciones de las células NKT tipo | por las células
NKT tipo Il en ratones C57BL/6 y C57BL/6 Knock-in para CD1d humano a través de

citometria de flujo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se decidio realizar el siguiente experimento para
evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el lipido sulfatido de inducir una
respuesta inmumodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 sobre las células NKT tipo | activadas por
a-Galcer a las 3y 12 horas, con el fin de evaluar el efecto de sulfatido a tiempos tempranos en la
produccion de citoquinas por las células NKT tipo I. En la figura 18 se muestra el disefio
experimental. A cada grupo se le administro los lipidos a-Galcer y sulfatido, en forma separada y

en forma conjunta, los cuales fueron evaluados a las 3y 12 horas de su administracion.

PBS
_ o-Galcer 4 ug/ratén
I.p. Sulfatido 20 ug/ratén

Ay
& &

C57BL/6 hCD1d-KI \ |

Citoquinas Th1/Th2/Th1l suero por CBA

IFN-y e IL-4, TNF-q, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17 en
NKT tipo |y NKT tipo Il

Figura 18: Disefio experimental de la evaluacion de la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por
el lipido sulfatido de inducir una respuesta inmunomodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 y C57BL/6
Knock-in para CD1d sobre las células NKT tipo | activadas por a-Galcer. Se hizo una evaluacion de las
citoquinas liberadas a las 3 y 12 horas de administrado los lipidos en forma libre a través de CBA y
citometria de flujo. C57BL/6 (mCD1d); Knock-in CD1d (hCD1d); C57BL/6 N=3 por tratamiento con PBS;
a-Galcer; sulfatido; a-Galcer + sulfatido; C57BL/6 Knock-in CD1d N=3 por tratamiento con PBS; a-
Galcer; sulfatido; a-Galcer + sulfatido.
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Con respecto al porcentaje de células NKT tipo | productoras de citoquinas en ratones
C57BL/6 através de citometria de flujo, el porcentaje de células NKT tipo | productoras de IFN-
y e IL-13 se incrementd significativamente luego de la administracion de a-Galcer alas 3 y 12
horas en comparacién al grupo control, mientras que el porcentaje de células NKT tipo |
productoras de IL-4 se increment6 significativamente luego de la administracion de a-Galcer a las
3 horas en comparacion al grupo control. Con respecto al porcentaje de células NKT tipo |
productoras de IL-6 se incremento significativamente luego de la administracion de a-Galcer a las
12 horas en comparacion al grupo control (Figuras 19, 20y 21).

Ademas, el porcentaje de células NKT tipo | productoras de IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17
en ratones C57BL/6 no disminuyeron significativamente luego de la administracion de a-Galcer
mas sulfatido ni a las 3 ni 12 horas en comparacién a la administracion de solo a-Galcer. Solo el
porcentaje de células NKT tipo | productoras de IL-13 en ratones C57BL/6 disminuyo
significativamente luego de la administracion de a-Galcer més sulfatido en comparacion a la
administracion de a-Galcer a las 12 horas (Figuras 20 y 21).

Con respecto al porcentaje de células NKT tipo | productoras de citoquinas en ratones
C57BL/6 Knock-in para CD1d humano a través de citometria de flujo, los porcentajes de células
NKT tipo | productoras de IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17 se incrementaron significativamente luego
de la administracion de a-Galcer mas sulfatido en comparacion a la administraciéon de a-Galcer a
las 3 horas (Figuras 19, 20 y 21).

Solo el porcentaje de células NKT tipo | productoras de IFN-y disminuyo significativamente
luego de la administracion de a-Galcer mas sulfatido en comparacién a la administracién de a-
Galcer a las 3 horas (Figuras 19, 20y 21).

El porcentaje de células NKT tipo | productoras de citoquinas IL-10, IL-13, IL-17 se
incrementaron significativamente luego de la administracion de sulfatido a las 3 horas mientras
gue el porcentaje de células NKT tipo | productoras de IL-6 e IL-10 se incrementaron luego de la
administracion de sulfatido a las 12 horas en comparacion al grupo control (Figuras 19, 20 y 21).
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Figura 19: Citometria de flujo de células NKT tipo | productoras de citoquinas IFN-y, IL-4, IL-13, IL-6, IL-
17 e IL-10 a las 3 horas para evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el lipido
sulfatido de inducir una respuesta inmunomodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 y C57BL/6 Knock-in
para CD1d sobre las células NKT tipo | activadas por a-Galcer.
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Figura 20: Porcentaje de células NKT tipo | productoras de IFN-y, IL-4 e IL-13 a las 3y 12 horas para
evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el lipido sulfatido de inducir una respuesta
inmunomodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 (B6) y C57BL/6 Knock-in (KI) para CD1d sobre las células
NKT tipo | activadas por a-Galcer. Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacién de la prueba
de comparaciéon multiple One way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los
grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***),
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Figura 21: Porcentaje de células NKT tipo | productoras de IL-6, IL-17 e IL-10 a las 3 y 12 horas para
evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el lipido sulfatido de inducir una respuesta
inmunomodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 (B6) y C57BL/6 Knock-in (KI) para CD1d sobre las células
NKT tipo | activadas por a-Galcer. Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacién de la prueba
de comparaciéon multiple One way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los
grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***),
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Los porcentajes de células NKT tipo Il productoras de IFN-y en ratones C57BL/6 se
incrementd a las 3 horas y el porcentaje de IL-13 se incrementd a las 12 horas luego de la
administracion de a-Galcer. El porcentaje de células NKT tipo Il productoras de IL-6 en ratones
C57BL/6 se incrementd significativamente luego de la administracion de a-Galcer mas sulfatido
en comparacion a la administracion de a-Galcer a las 12 horas (Figuras 22, 23 y 24).

El porcentaje de células NKT tipo Il productoras de IFN-y e IL-17 en ratones C57BL/6
Knock-in para CD1d humano se increment6 a las 3 horas luego de la administracion de a-Galcer.
El porcentaje de células NKT tipo Il productoras de IL-4, IL-6 e IL-10 en ratones C57BL/6 Knock-
in para CD1d humano se incrementé a las 12 horas luego de la administracion de sulfatido.

Con respecto al porcentaje de células NKT tipo Il productoras de citoquinas en ratones
C57BL/6 Knock-in para CD1d humano a través de citometria de flujo, los porcentajes de células
NKT tipo Il productoras de IL-6 e IL-10 se incrementaron y los porcentajes de células NKT tipo Il
productoras de IFN-y disminuyeron significativamente luego de la administracion de a-Galcer mas
sulfatido en comparacion a la administracion de a-Galcer a las 3 horas.

No hay evidencia hasta ahora del estudio cinético de la liberacién de citoquinas por la
administracién de sulfatido en el bazo. Solo hay un estudio previo donde se encontrd que la
activacion hepética de las células NKT tipo Il resulté en un incremento selectivo de citoquinas.
Ellos encontraron que luego de la inyeccioén i.p. de 20 ug de sulfatido en ratones C57BL/6, el
porcentaje de células tetramero sulfatido/CD1d+ se incrementaron en 1 hr, el peak se produjo a

las 3 horas y retorné a las 24 hrs [97].
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Figura 22: Citometria de flujo de células NKT tipo Il productoras de citoquinas IFN-y, IL-4, IL-13, IL-6,
IL-17 e IL-10 a las 3 y 12 horas para evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el
lipido sulfatido de inducir una respuesta inmunomodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 (B6) y C57BL/6
Knock-in (KI) para CD1d sobre las células NKT tipo | activadas por a-Galcer.
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Figura 23: Porcentaje de células NKT tipo Il productoras de IFN-y, IL-4 e IL-13 a las 3 y 12 horas para
evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el lipido sulfatido de inducir una respuesta
inmunomodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 (B6) y C57BL/6 Knock-in (KI) para CD1d sobre las células
NKT tipo | activadas por a-Galcer. Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacion de la prueba
de comparaciéon multiple One way ANOVA y como analisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los
grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***),
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Figura 24: Porcentaje de células NKT tipo Il productoras de IL-6, IL-17 e IL-10 a las 3y 12 horas para
evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el lipido sulfatido de inducir una respuesta
inmunomodulatoria in vivo en ratones C57BL/6 (B6) y C57BL/6 Knock-in (KI) para CD1d sobre las células
NKT tipo | activadas por a-Galcer. Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacion de la prueba
de comparacion multiple One way ANOVA y como analisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los
grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***).
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La activacién directa de las células NKT ocurre cuando el TCR interactia con un ligando
presentado por una molécula CD1d presente en las células dendriticas (Figura 25). Estas
presentan a-GalCer y, posteriormente, activan a la célula NKT tipo I. Esta activacion
dependiente de CD1d es seguida por la produccion de citocinas como IFN-y e IL-4 tal como es
descrito en la literatura en ratones wild-type [123]. Ademas de estas citoquinas se observo la
produccién de citoquinas como IL-13 e IL-6. La produccion de IL-13 por las células NKT tipo |
ha demostrado que exacerba la fibrosis hepética [124] y regula las respuestas inmunitarias en
el asma [75] y la colitis inducida por oxazolona [125]. La IL-6 promueve la produccion de
inmunoglobulina IgG en los linfocitos B activados [126] y se produce en una variedad de
situaciones clinicas asociadas con la inflamacion [127]. Las células dendriticas también pueden
presentar sulfatido y posteriormente activan a la célula NKT tipo II. Esta activacion fue seguida
de la produccion de IL-4, IL-6, IL-13 e IFN-y. La activacion de ambas células NKT promueve la
produccion de una variedad de citoquinas (IL-4, IL6, IL-13 e IFN-y) y a-Galcer estimula la
produccion de IFN e IL-13 por las células NKT tipo Il (Figura 25).

Raton C57BL/6
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\ NKT
NKT i - IFN-y
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Figura 25: Modelo propuesto de inmunoregulacion de las funciones efectoras entre las células NKT
tipo | y tipo Il en ratones C57BL/6. A) a-Galcer activa a las células NKT tipo | y promueve la
produccion de citoquinas. B) Sulfatido activa a las células NKT tipo Il y promueve la produccién de
citoguinas. C) y D) La activacion de ambas células NKT promueve la produccion de una variedad de
citoquinas y a-Galcer estimula la produccion de IFN e IL-13 por las células NKT tipo II.
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Como puede observarse en la figura 26, las células dendriticas a través de la molécula
CD1d presentan a-GalCer y, posteriormente, activan a la célula NKT tipo | a través de su receptor
TCR. Esta activacion dependiente de CD1d es seguida por la produccién de citoquinas como
IFN-y e IL-4 por las células NKT tipo | en ratones Knock-in para CD1d tal como se ha descrito en
la literatura [128].

Las células dendriticas también pueden presentar sulfatido a través de CD1d y
posteriormente activan a la célula NKT tipo Il a través de su receptor TCR. Esta activacion fue
seguida de la produccion de IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17. En comparacion a ratones wild-type, las
células NKT tipo Il provenientes de ratones knock-in produjeron la produccién de IL-10. Ademas,
en comparacion a ratones wild type, sulfatido promovio la produccion de IL-6, IL-10, IL-13 e IL-
17. a-Galcer promovio la produccion de IFN-y e IL-17 por las células NKT tipo Il. La activacién
de ambas células NKT promovio la produccién de una variedad de citoquinas tales como IL-4, IL-
6, IL-10, IL-13, IL-17. Cuando ambas células NKT fueron activadas, se produjo una disminucion
de la produccion de IFN-y por ambas células (Figura 26).
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Figura 26: Modelo propuesto de inmunoregulacion de las funciones efectoras entre las células NKT
tipo | y tipo Il en ratones C57BL/6 Knock-in. A) a-Galcer activa a las células NKT tipo | y promueve
la produccién de citoquinas. B) Sulfatido activa a las células NKT tipo Il y promueve la produccién
de citoquinas. C), D) y E) La activacion de ambas células NKT promueve la producciéon de una
variedad de citoquinas y a-Galcer estimula la produccion de IFN e IL-17 por las células NKT tipo Il y
sulfatido estimula la produccion de IL-6, IL-10, IL-13 e IL-17.
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2.3 Cuantificacion de citoquinas en ratones C57BL/6 y C57BL/6 Knock-in para CD1d

humano através de CBA.

En los experimentos descritos anteriormente fueron evaluadas las concentraciones de
citoquinas a las 3 y 12 horas luego del tratamiento. Estas fueron determinadas a través del uso
del kit de citoquinas CBA (Cytometric Bead Array mouse Th1/Th2/Th17) por citometria de flujo.
Las curvas de calibracion correspondieron a curvas de intensidad de fluorescencia media (MFI)
versus concentracion de las citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17A e IL-10. El limite de
deteccién para cada citoquina a través de este método se encuentra al pie de la figura
suplementaria 3.

Las concentraciones de IL-2 en suero de ratones C57BL/6 se incrementaron luego de la
administracién de a-Galcer en comparacion al grupo control a las 3 horas. La concentracion de
IL-2 se mantuvieron en niveles basales luego de la administracion de a-Galcer mas sulfatido en
comparacion al grupo a-Galcer ni a las 3 ni 12 horas luego de su administracion. Mientras que
las concentraciones de IL-2 en suero de ratones Knock-in para CD1d humano se incrementaron
significativamente luego de la administracién de a-Galcer a las 3 horas en comparacion al grupo
control. La concentracion de IL-2 disminuyé significativamente luego de la administracion de a-
Galcer mas sulfatido en comparacion al grupo a-Galcer a las 3 horas luego de su administracion
(Figura 27).

Las concentraciones de IFN-y en suero de ratones C57BL6 se incrementaron
significativamente luego de la administracion de a-Galcer a las 12 horas en comparacion al grupo
control. Mientras que las concentraciones de IFN-y en suero de ratones Knock-in para CD1d
humano se incrementaron significativamente luego de la administracion de sulfatido a las 3 horas
y a-Galcer mas sulfatido a las 12 horas en comparacién al grupo control. Las concentraciones de
IFN-y no disminuyé ni se increment6 luego de la administracion de a-Galcer méas sulfatido en
comparacion al grupo a-Galcer ni a las 3 ni 12 horas luego de su administracion (Figura 27).

Las concentraciones de IL-4 en suero de ratones C57BL6 se incrementd
significativamente luego de la administracién de a-Galcer a las 3 horas en comparacioén al grupo
control. Mientras que las concentraciones de IL-4 en suero de ratones Knock-in para CD1d
humano se incremento significativamente luego de la administracion de sulfatido a las 3 horas en
comparacion al grupo control. La concentracion de IL-4 se mantuvo en sus niveles basales luego
de la administracion de a-Galcer y sulfatido en comparacién al grupo a-Galcer a las 3 ni 12 horas

luego de su administracion (Figura 27).
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Figura 27: Concentraciones de citoquinas IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-6 en suero determinadas por la técnica CBA en
ratones C57BL6 (B6) y C57BL6 Knock-in (KI) para CD1d humano a las 3 y 12 horas de administrado los lipidos, a-
Galcer y sulfatido. Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacion de la prueba de comparacién multiple
One way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05;

*); (P < 0.01; *¥); (P < 0.001; ***).
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Figura 28: Concentraciones de citoquinas IL-10,TNF e IL-17 en suero determinadas por la técnica CBA en ratones
C57BL6 (B6) y C57BL6 Knock-in (KI) para CD1d humano a las 3 y 12 horas de administrado los lipidos, a-Galcer y
sulfatido para evaluar la capacidad de las células NKT tipo Il activadas por el lipido sulfatido de inducir una respuesta
inmunodulatoria sobre las células NKT tipo | activadas por a-Galcer. Las diferencias estadisticas estan dadas por la
aplicacion de la prueba de comparacion multiple One way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett
entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***).
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Las concentraciones obtenidas asi como los tiempos en horas son similares a lo descrito
luego de la administraciéon de a-Galcer [129, 130]. Para IFN-y se describe que presenta un peak
alas 16 horas después de la administracion de a-Galcer a una concentracion similar a la obtenida
en este trabajo [129, 130]. Se ha descrito que los niveles de IFN-y en el suero se incrementan a
las 3 horas de administrado sulfatido mientras que los niveles de IL-4 son indetectables hasta las
48 horas [97].

Las concentraciones de IL-6 en suero de ratones C57BL6 se incremento
significativamente luego de la administracion de a-Galcer a las 3 horas en comparacion al grupo
control. Mientras que las concentraciones de IL-6 en suero de ratones C57BL6 Knock-in para
CD1d humano se increment6 significativamente luego de la administracién de sulfatido a las 3
horas en comparacion al grupo control.

La concentracion de IL-6 no disminuyd ni se incrementé luego de la administracion de a-
Galcer y sulfatido, en comparacion al grupo a-Galcer ni a las 3 ni 12 horas luego de su
administracion (Figura 27).

Las concentraciones de IL-10 en suero de ratones C57BL6 se incrementd
significativamente luego de la administracion de sulfatido a las 12 horas en comparacién al grupo
control. Mientras que las concentraciones de IL-10 en suero de ratones Knock-in para CD1d
humano no disminuyé ni se incrementé luego de la administracion de a-Galcer y sulfatido, en
comparacion al grupo a-Galcer ni a las 3 ni 12 horas luego de su administracion (Figura 28).

Las concentraciones de TNF en suero de ratones C57BL6 se incrementaron
significativamente luego de la administracién de a-Galcer a las 3 horas en comparacion al grupo
control. Mientras que las concentraciones de TNF en suero de ratones Knock-in para CD1d
humano se incrementaron significativamente luego de la administracion de a-Galcer a las 3 horas
y, de sulfatido a las 12 horas en comparacion al grupo control. La concentracién de TNF no
disminuy6 ni se increment6 luego de la administraciéon de a-Galcer y sulfatido en comparacion al
grupo a-Galcer (Figura 28).

Las concentraciones de IL-17 en suero de ratones C57BL6 se incrementaron
significativamente luego de la administracion de sulfatido a las 3 y 12 horas en comparacion al
grupo control. Mientras que las concentraciones de IL-17 en suero de ratones Knock-in para CD1d
humano no disminuyé ni se incrementd luego de la administracion de a-Galcer y sulfatido, en
comparacion al grupo a-Galcer ni a las 3 ni 12 horas (Figura 28).

Se ha descrito que las células microgliales y astrocitos de rata activados por sulfatido
incrementan los niveles de citoquinas como TFN-a, IL-6 e IL1B [131] y los macr6fagos murinos

producen TGF-B e IL-6 luego de fagocitar células apoptoticas recubiertas de sulfatido [132].
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Ademas de estos efectos, las células NKT tipo Il protegen de la encefalomielitis autoinmune
experimental al suprimir la produccién de IFN-y e IL-4 [17]. Mas auln, la activacion de las células
NKT tipo Il por sulfatido previene el dafio por reperfusion isquémica hepatica al reducir la
produccién de IFN-y por las células NKT tipo | [91]. También previene la enfermedad hepatica
inflamatoria inducida por concavalina A por induccion de anergia de las células NKT tipo | [97].
Asimismo, el efecto protector de las células NKT tipo | en la inmunidad tumoral es suprimido por
células NKT tipo Il activadas por sulfatido [37]. Por otro lado, las células NKT tipo Il productoras
de IL-13, induce la produccién de TGF-B por células mieloides en la inmunovigilancia tumoral [96,
133]. Estos estudios apoyan la existencia de una modulacion de las funciones efectoras de las
células NKT tipo | por las células NKT tipo Il observada en la produccion de citoquinas en este
trabajo.

3. Evaluar el efecto de la activacién de células NKT tipo Il sobre las funciones
efectoras de las células NKT tipo |y linfocitos B en ratones wild type tratados con
el lipido sulféatido libre o contenido en liposomas.

Se ha demostrado que los liposomas actilan como potentes adyuvantes y los conjugados
de liposomas con el antigeno son aplicables al desarrollo de vacunas [134]. Los efectos sobre la
respuesta inmune varian segun la naturaleza del enlace de los antigenos ligados a la superficie
y encapsulados en liposomas ya que poseen propiedades distintas [135]. Esta diferencia se cree
que se debe a la activacion diferencial de las poblaciones de células T helper. Donde los ligandos
unidos a la superficie del liposoma parecen estimular preferentemente a las células T CD4, donde
estas proliferan y maduran hasta convertirse en células T helper mientras que encapsuladas no
[135]. La activacion de estas células provee ayuda para estimular la proliferacion de las células
B y su diferenciacion hacia células B de memoria y células plasmaticas secretoras de anticuerpo.
Se ha demostrado en los dltimos afios que las células NKT tipo | influencian la produccién de
anticuerpos [136, 137]. Primero se demostrdé que las células NKT de sangre periférica humana
estimularon la produccibn de anticuerpo por células B autdlogas en respuesta a a-
galactosylceramida [136]. También se demostré que la produccién de IgM inducida por un
alergeno de contacto por células B (células B-1 expresando CD1d) de la zona marginal esplénica
murina fue dependiente de células NKT restringidas por CD1d y de IL-4, en donde IgM indujo la
fijacion del complemento [138]. Ademas, se ha encontrado que a-Galcer tuvo un efecto adyuvante
en las respuestas humorales a los antigenos dependientes e independientes de células T [44].

Las respuestas anti-OVA o KLH especificas mejoraron considerablemente con la co-
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administracién de a-Galcer durante la vacunacion [44]. Estos hallazgos respaldan la nocién de
que las células NKT pueden proporcionar ayuda para la produccién de anticuerpos y pueden
explotarse en situaciones en las que se sabe que la inmunidad mediada por anticuerpos es
beneficiosa.

Dada esta informacién se realiz6 un ensayo in vivo para evaluar el efecto de la
estimulacion de células NKT tipo Il activadas por sulfatido C24:1 y el efecto de la estimulacién de
células NKT tipo | activadas por a-Galcer sobre las funciones efectoras de células B en ratones
C57BL/6. La dosis propuesta del lipido sulfatido fue de 20 ug, del lipido a-Galcer 4 ug y de la
proteina OVA EndoFit 5 ug (Figura 29).

i.p. f 1) LP a—GaIcer4E|g/ratén
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Figura 29: Disefio experimental que muestra dos inmunizaciones y su via de administracion
realizadas a ratones C57BL/6 con el objetivo de evaluar la respuesta inmune humoral por modulacién
de las funciones de las células NKT tipo | y células B por la activacion de las células NKT tipo Il
mediante el uso de liposomas conteniendo el ligando lipidico sulfatido y antigeno Ovalbumina. Los
dias 14, 28, 35, 42 y 63 dias desde la primera inmunizacién se obtuvieron muestras de suero para
analizar los distintos isotipos de anticuerpo IgM e IgGs (IgG1, IgG2b, I1gG2c, 1gG3). La segunda
inmunizaciéon se realizé a los 21 dias de la primera inmunizacién. 7 semanas post segunda
inmunizacion se evalué las células secretoras de anticuerpos IgG2c en la medula 6sea. C57BL/6 N=5
por tratamiento con PBS, OVA, OVA a-Galcer, OVA sulfatido C24:1y OVA a-Galcer + sulfatido C24:1;
LP, LP OVA, LP OVA a-Galcer, LP OVA sulfatido C24:1, LP OVA a-Galcer + LP sulfatido C24:1, LP
OVA a-Galcer + sulfatido C24:1, LP OVA a-Galcer + LP OVA sulfatido C24:1, CFA OVA.

Cada grupo correspondia a 5 ratones de 6 a 8 meses de edad. Se realizaron dos
inmunizaciones, al dia 1y 21. Los dias 14, 28, 35, 42 y 63 dias desde la primera inmunizacion
se obtuvieron muestras de suero para analizar los distintos isotipos de anticuerpo IgM e IgG
(IgG1, IgG2b, IgG2c, IgG3). La segunda inmunizacién se realizo a los 21 dias de la primera

inmunizacién. 6 semanas post segunda inmunizacion se evalud las células secretoras de
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anticuerpo en la medula ésea. Se sinterizaron 5 tipos de liposomas conteniendo: liposoma solo,
liposoma conteniendo sulfatido, liposoma conteniendo OVA, liposoma conteniendo sulfatido
mas OVA, liposoma conteniendo a-Galcer mas OVA. Los liposomas estuvieron compuestos por
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholine (EPC), colesterol, PEG-2000, Biotinyl CAP PE y
el lipido sulfatido o el lipido a-Galcer. La composicion liposomal es indicada en la tabla 2.

Posteriormente para unir OVA a la superficie del liposoma, la OVA fue biotinilada a 4°C
durante la noche. Para obtener solo OVA biotinilada, ésta debié ser purificada mediante
cromatografia de exclusion molecular empleando una columna de desalinizacién obteniendo
alrededor de 7 a 10 fracciones. Para cada fraccion se determind la concentracion de la proteina
mediante el método de acido bicinconinico. Ademas, se cuantificé el grado de biotinilaciéon de
la proteina a través de la utilizacion de un Kit (1,5 mmol de biotina/mmol OVA). Para unir la
OVA biotinilada a la superficie del liposoma, el liposoma contenia fosfolipidos biotinilados, y a
través del uso de estreptavidina, la OVA quedé en la superficie de éste. La incubacion fue
realizada a 4°C durante la noche, a una razén molar de 2:1:2 OVA/Estreptavidina/Liposoma. Al
dia siguiente, se ultracentrifug6 a 80.000 g por 30 min y el pellet se resuspendi6é en PBS.

El tamafio promedio de los liposomas caracterizado por el equipo Nanosight fueron
liposomas conteniendo solo OVA: 164,1 + 55,8 nm, OVA mas lipido a-Galcer 161,7 £ 54,0 nm
y, OVA mas lipido sulfatido 166,7 + 70,5 nm. El tamafio promedio de los liposomas
caracterizado por la microscopia electrénica fueron liposomas conteniendo solo OVA: 128.9 +
24.0 nm, OVA mas lipido a-Galcer 175.2 + 13.4 nm y, OVA mas lipido sulfatido 164.6 + 39.1
nm (Figura 30).
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Tabla 2: Composicién liposomal para anclar OVA en la superficie de los diferentes liposomas utilizados.
En la tabla se muestra el porcentaje, nmoles y ug de fosfatidilcolina de huevo (EPC), colesterol (CHO),
polietilenglicol 2000 (PEG 2000), biotininyl CAP PE, a-Galcer y sulfatido C24:1.

LP Solo con OVA

Composicion Liposoma para anclar OVA % nmoles PM (g/mol) ug
EPC 60,2 52,00 770,123 40,05
CHOL 33,8 29,20 388,84 11,35
PEG 2000 4,4 3,80 2791 10,61
BIOTINYL CAP PE 1,6 1,38 1105,469 1,53
Suma %  100,0 86,38

LP a-Galcer con OVA

Composicion Liposoma para anclar OVA % nmoles PM (g/mol) ug
EPC 57,3 51,00 770,123 39,28
CHOL 31,5 28,00 388,84 10,89
PEG 2000 4,4 3,94 2791 11,00
BIOTINYL CAP PE 1,6 1,38 1105,469 1,53
a-Galcer (4 ug) 5,2 4,66 858,34 4,00
Suma%  100,0 88,99

LP Sulfatido con OVA

Composicidén Liposoma para anclar OVA % nmoles PM (g/mol) ug
EPC 44,3 39,18 770,123 30,17
CHOL 24,9 21,99 388,84 8,55
PEG 2000 4,4 3,87 2791 10,80
BIOTINYL CAP PE 1,6 1,38 1105,469 1,53
Sulfatido C24:1 (20 ug) 24,9 22,04 907,332 20,00
Suma %  100,0 88,46

También se caracteriz6 a los liposomas por el potencial zeta. Este es una propiedad
fisica, una magnitud de atraccién o repulsién de carga entre las particulas, exhibida por
cualquier particula en suspension. La carga que adquiere una particula o molécula en un medio
especifico es su potencial zeta, que resulta de la carga superficial, la concentracién y los tipos
de iones presentes en la solucién. El potencial zeta para cada liposoma fue el siguiente.
Liposomas conteniendo solo OVA: -19.4 + 0.8 mV, OVA mas lipido a-Galcer -24.9+1.0 mVy,
OVA mas lipido sulfatido -35.0 £ 0.2 mV (Figura 30).
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Figura 30: Caracterizacion de los liposomas conteniendo OVA en su superficie. Se muestra la
distribucidn del tamafo versus concentracion de Liposomas conteniendo solo OVA, OVA mas lipido a-
Galcer y, OVA mas lipido sulfatido. Ademas, se indica el tamafio promedio de cada liposoma en nm. Las
imagenes corresponden a microscopia electronica de cada liposoma y se indica el tamafio de éste en
nm. El grafico corresponde a la determinacion del potencial zeta para cada liposoma.

Para corroborar que la proteina se encontraba en la superficie del liposoma, se marco la
OVA unida a éste empleando un anticuerpo anti-OVA FITC por 2 h a 4°C y luego se ultracentrifug6
a 80.000 g por 30 min para lavar y descartar el anticuerpo. Estos liposomas marcados con OVA
FITC fueron analizados a través de un citometro de flujo. Aquellos liposomas conteniendo

sulfatido y OVA presentaron una poblacion positiva para el marcaje anti-OVA FITC en
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comparacion a aquellos liposomas conteniendo sulfatido, pero no OVA en su superficie. Esto fue

corroborado a través de un histograma para evaluar la intensidad media geométrica en donde se

observé un desplazamiento de la curva a la derecha correspondiente a la poblacién de liposomas

marcados con anti-OVA FITC (Figura 31). Se realiz6 la cuantificacion de la OVA en la superficie

del liposoma a inyectar en cada uno de los tratamientos a través de un ensayo de ELISA anti-

OVA. Los datos de masa en ug de OVA se indican en la figura 31.
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Figura 31: Cuantificacion de OVA en la superficie del liposoma. Se muestra el histograma
correspondiente a la tincién del liposoma con anticuerpo anti-OVA FITC, cuya tincién nos indica que la
proteina se encuentra en la superficie del liposoma y ademas se evalla la intensidad media de
fluorescencia indicandonos el corrimiento de la curva hacia la derecha correspondiente a los liposomas
teflidos con anti-OVA FITC en comparacion a la curva de intensidad media de fluorescencia de los
liposomas sin tefiir. La OVA anclada en la superficie del liposoma fue cuantificada a través de ELISA a
través de la interpolaciéon de las absorbancias en la curva de calibracion mostrada y posteriormente
multiplicada por el factor de dilucion y por el volumen total de la preparacion liposomal.

Con el objetivo de evaluar funcionalmente los liposomas conteniendo OVA en su

superficie, se realizd primero un ensayo in vitro, que consisti6 en evaluar la presentacién de

liposomas con OVA por parte de células dendriticas derivadas de la medula ésea a esplenocitos

OT-1. El receptor del esplenocito OT-1 reconoce los residuos de Ovalbumina 257-264 en el
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contexto de MHC clase |, produciendo su activacion. El ensayo fue el siguiente: células
dendriticas derivadas de células progenitoras de médula ésea (100.000 cells/pocillo) de ratones
C57BL/6 fueron pulsadas con: liposoma vacio, liposoma conteniendo sulfatido, liposoma
conteniendo OVA, liposoma conteniendo a-Galcer y liposoma conteniendo OVA sulfatido. Se
estimulé con 50 ug/ml (5 ug) de OVA por pocillo. Como control positivo se estimuld con el péptido
SIINFEKL a una concentracion de 10 nM vy, luego de 24 horas, fueron co-cultivadas con
esplenocitos de ratones OT-1 (100.000 cells/pocillo). Los sobrenadantes fueron evaluados a
través de ELISA para determinar la produccién de IL-2, indicando su reconocimiento y activacion.
Aquellos liposomas conteniendo OVA (LP OVA, LP OVA a-Galcer, LP OVA sulfatido)
significativamente estimularon la produccion de IL-2 en comparacién al liposoma vacio y liposoma
sulfatido (Figura 32). El péptido OVA SIINFEKL también estimulé la produccién de IL-2.
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Figura 32: Ensayo in vitro de células DCs de ratones C57BL/6 pulsadas y co-cultivadas con esplenocitos
de ratones OT-1 para evaluar funcionalmente liposomas conteniendo OVA. Triplicados, N=2. La
concentracién de OVA/pocillo corresponde a 50 ug/ml. Las diferencias estadisticas estan dadas por la
aplicacién de la prueba de comparacion multiple One way ANOVA y como analisis post-hoc a la prueba
de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***).

Paralelamente se realizé otro ensayo in vitro con el objetivo de evaluar funcionalmente los
liposomas conteniendo OVA en su superficie. Este consisti6 en evaluar la presentacion de
liposomas con OVA por parte de células dendriticas derivadas de la medula 6sea a los hibridomas
de célula NKT tipo | y Il. Células dendriticas derivadas de células progenitoras de médula 6sea
(100.000 cells/pocillo) de ratones C57BL/6 fueron pulsadas con el liposoma (LP) vacio, LP
sulfatido, LP OVA, LP OVA a-Galcer, LP OVA sulfatido, vehiculo (DMSO), a-Galcer y sulfatido.

Luego de 24 horas, fueron co-cultivadas con los hibridomas de NKT (100.000 cells/pocillo). Los
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sobrenadantes fueron evaluados a través de ELISA para determinar la produccion de IL-2,
indicando su reconocimiento y activacion. Aquellos liposomas conteniendo sulfatido (LP sulfatido,
LP OVA sulfatido) y sulfatido libre significativamente estimularon la produccién de IL-2 por el
hibridoma de células NKT tipo Il en comparacién al liposoma vacio, liposoma OVA y al vehiculo
(DMSO). Mientras que el liposoma conteniendo a-Galcer y a-Galcer libre significativamente
estimularon la produccién de IL-2 por el hibridoma de células NKT tipo | en comparacion al

liposoma vacio, al liposoma OVA y al vehiculo (Figura 33).
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Figura 33: Ensayo in vitro de células DCs de ratones C57BL/6 pulsadas y co-cultivadas con los
hibridomas de células NKT tipo | y Il para evaluar funcionalmente liposomas conteniendo a-Galcer y
sulfatido. Triplicados, N=2. Sulfatido 10 uM, a-Galcer 0,01 uM. Hibridoma NKT tipo |, K2C10. Hibridoma
NKT tipo Il, Hy 19,3. Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacion de la prueba de
comparacion multiple One way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos
controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***).

3.1 Evaluar la modulacion de las funciones de las células NKT tipo | y células B por las
células NKT tipo Il mediante el ligando lipidico sulfatido en su forma libre o contenido

en liposomas en ratones C57BL/6.

En el experimento siguiente se quiso evaluar el efecto de la estimulacion de células NKT
tipo Il activadas tanto por sulfatido C24:1 administrado en forma libre y contenido en liposomas
sobre las funciones efectoras de las células NKT tipo | y células B en ratones C57BL/6.

Cada grupo correspondia a 5 ratones de 6 a 8 meses de edad. Se realizaron dos
inmunizaciones, al dia 1y 21. Los dias 14, 28, 35, 42 y 63 dias desde la primera inmunizacion se
obtuvieron muestras de suero para analizar los distintos isotipos de anticuerpo IgM e 1gG (IgG1,

lgG2b, 1gG2c, 1gG3). La segunda inmunizacién se realizé a los 21 dias de la primera
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inmunizacién. 6 semanas post segunda inmunizacion se evalué las células secretoras de

anticuerpo IgG2c en la medula 6sea.
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Figura 34: Absorbancias de los isotipos de anticuerpos IgM e IgG en el dia 14, pre-segunda inmunizacion
de los tratamientos con lipidos y antigeno libres (C y D) y también contenido en liposomas (A 'y B).

Se evaluaron las absorbancias de los anticuerpos IgM e IgG en el dia 14, pre-segunda
inmunizacioén, para evaluar la respuesta primaria, es decir, cuando se produce el contacto con el
antigeno OVA por primera vez y el cambio de isotipo de IgM a IgG, dos semanas después del
encuentro con el antigeno. Con respecto a los resultados de las absorbancias del isotipo IgM anti-
OVA en el dia 14 de los distintos tratamientos con lipidos libres o contenido en liposomas y
Ovalbumina, se observé un incremento significativo en la absorbancia del grupo LP OVA ao-
Galcer, LP OVA a-Galcer mas sulfatido C24:1 y LP OVA a-Galcer mas LP OVA sulfatido C24:1

en comparacion a la administracion de LP OVA (Figura 34).
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Con respecto a los resultados de las absorbancias del isotipo IgG anti-OVA de los distintos
tratamientos con lipidos libres y Ovalbumina en el dia 14, la absorbancia del isotipo de anticuerpo
IgG se incrementé significativamente luego de la administracion de OVA a-Galcer méas sulfatido
y, de OVA més a-Galcer en comparacién a la administracion de OVA (Figura 34).

Con respecto a los resultados de las absorbancias del isotipo 1gG anti-OVA en el dia 14
de los distintos tratamientos con liposomas conteniendo lipidos y Ovalbumina, la absorbancia del
isotipo de anticuerpo 1gG disminuyo significativamente luego de la administracion de LP OVA o-
Galcer mas LP sulfatido en comparacion a la administracion de liposoma conteniendo solo OVA
a-Galcer.

La absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG se incremento significativamente luego de la
administracion de LP OVA a-Galcer més LP OVA sulfatido en comparacién a la administracion
de LP OVA a-Galcer (Figura 34).

Se evaluo la cinética de la respuesta inmune humoral del isotipo de anticuerpo 1gG1,
lgG2b, IgG2c e IgG3 para evaluar la modulacién de las funciones de las células NKT tipo | y
células B por la activacion de las células NKT tipo Il en los dias 14, 28, 35, 42 y 63 de la primera
inmunizacion.

Con respecto a los resultados de las absorbancias de los distintos tratamientos con lipidos
libres y Ovalbumina. La absorbancia del isotipo de anticuerpo IgGl se increment6
significativamente luego de la administracion de OVA a-Galcer en comparacion a la
administraciéon de solo OVA al dia 28 de la primera inmunizacién (14 dias post segunda
inmunizacioén) (Figura 37).

Con respecto a los resultados de las absorbancias del isotipo IgG1l anti-OVA de los
distintos tratamientos con liposomas conteniendo lipidos y Ovalbumina (Figura 35). La
absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG1 al dia 28 de la primera inmunizacién (7 dias post
segunda inmunizacion), se incremento significativamente luego de la administracion de LP OVA
a-Galcer y LP OVA sulfatido en comparacion a la administraciéon de LP OVA al dia 28 de la
primera inmunizacion (7 dias post segunda inmunizacioén) (Figura 35).

Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG1 disminuy6 significativamente luego
de la administracion de LP OVA a-Galcer mas LP sulfatido y de LP OVA a-Galcer mas sulfatido
en comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer al dia 28 de la primera inmunizacion (7
dias post segunda inmunizacién) (Figura 35).

Con respecto a las absorbancias del isotipo 1gG2b anti-OVA de los distintos tratamientos
con lipidos libres y Ovalbumina, la absorbancia del isotipo de anticuerpo 1gG2b se increment6

significativamente luego de la administracion de OVA a-Galcer en comparaciéon a la
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administraciébn de solo OVA al dia 35 de la primera inmunizacién (7 dias post segunda
inmunizacién) (Figura 37).

Con respecto a las absorbancias del isotipo 1gG2b anti-OVA de los distintos tratamientos
con liposomas conteniendo lipidos y Ovalbumina, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG2b
se increment6 significativamente luego de la administracién de LP OVA a-Galcer en comparacion
a la administracion de LP OVA al dia 28 de la primera inmunizacién (7 dias post segunda
inmunizacion) (Figura 35). Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG2b disminuyé
significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer méas LP sulfatido y de LP OVA
a-Galcer mas sulfatido en comparacién a la administracion de LP OVA a-Galcer al dia 28 de la
primera inmunizacién (Figura 35).

Con respecto a las absorbancias del isotipo IgG2c anti-OVA de los distintos tratamientos
con lipidos libres y Ovalbumina, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG2c se incrementd
significativamente luego de la administracion de OVA mas a-Galcer en comparacion a la
administracién de solo OVA al dia 28 de la primera inmunizacion (7 dias post segunda
inmunizacion) (Figura 37).

Con respecto a las absorbancias del isotipo IgG2c anti-OVA de los distintos tratamientos
con liposomas conteniendo lipidos y Ovalbumina, la absorbancia del isotipo de anticuerpo lgG2c
se increment6 significativamente luego de la administracién de LP OVA a-Galcer en comparacion
a la administracion de LP OVA al dia 28 de la primera inmunizacién (7 dias post segunda
inmunizacion) (Figura 35). Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG2c disminuy6
significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer mas LP sulfatido en
comparacion a la administracién de LP OVA a-Galcer. al dia 28 de la primera inmunizacion (7
dias post segunda inmunizacion) (Figura 35).

Con respecto a las absorbancias del isotipo IgG3 anti-OVA de los distintos tratamientos
con lipidos libres y Ovalbumina, no se observaron diferencias significativas en los distintos
tratamientos (Figura 37).

Con respecto a las absorbancias del isotipo IgG3 anti-OVA de los distintos tratamientos
con liposomas conteniendo lipidos y Ovalbumina, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG3
se incremento significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer en comparacion
a la administraciéon de LP OVA al dia 28 de la primera inmunizaciéon (7 dias post segunda
inmunizacion) (Figura 35). Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG3 disminuyé
significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer y LP sulfatido en comparacion
a la administracion de LP OVA a-Galcer. al dia 28 de la primera inmunizacién (7 dias post

segunda inmunizacién) (Figura 35).
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Figura 35: Cinética de la respuesta inmune humoral de los isotipos 1gG1, 1gG2b, IgG2c e IgG3 para
evaluar la modulacion de las funciones de las células NKT tipo | y células B por la activacion de las
células NKT tipo Il mediante el uso de liposomas conteniendo los ligandos lipidicos y el antigeno
Ovalbumina. Aplicacion de la prueba de comparacion maltiple Two way ANOVA y como analisis post-
hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001;

***)
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La regulacion de las respuestas de células B foliculares no se restringe a células T helper,
ya gue existen sefales adicionales que pueden provenir de otros subconjuntos de linfocitos T,
como son las células NKT. Los liposomas son internalizados por las células dendriticas
presentes en organos linfoides secundarios como bazo y ganglios linfaticos y los lipidos son
presentados por las células dendriticas a las células NKT a través de la molécula CD1d (Figura
36). Las células NKT tipo | pueden activarse por el lipido a-Galcer y estimular la produccion de
citoquinas tales como IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-13. En conjunto con las citoquinas liberadas, las
células NKT tipo | proporcionan ayuda a los linfocitos B mediante la capacidad de expresar
CD40L. Posteriormente, se produce la expansion de las células T helper lo que conduce a la
formacion de un centro germinal que induce la produccién de IgG, maduracion de afinidad a
través de la hipermutacion somatica y a la memoria inmunoldgica. De acuerdo con los
resultados obtenidos, la administracion de liposomas conteniendo a-Galcer/OVA promovieron
la generacion de los isotipos de anticuerpos IgG1, 1gG2b, 1IgG2c e IgG3 y esto se corresponde
con lo publicado en la literatura [113].
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Figura 36: Modelo propuesto de modulacion inmune de las células NKT tipo | y tipo Il sobre las células
B inducida por liposomas conteniendo a-Galcer/OVA y liposomas conteniendo sulfatido en ratones
C57BL/6.

Por otro lado, los liposomas conteniendo sulfatido son internalizados y los lipidos son
presentados por las células dendriticas a las células NKT a través de la molécula CD1d. Las
células NKT tipo Il pueden activarse por el lipido sulfatido y estimular la produccion de

citoquinas tales como IFN-y, IL-6 e IL-13. De acuerdo con los resultados obtenidos, la
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administracion de liposomas conteniendo sulfatido promovié la generacién del isotipo de
anticuerpo IgG1.

La administracién de ambos liposomas, liposoma a-Galcer/OVA y liposoma sulfatido,
redujo la produccion de los isotipos IgG1l, IgG2b, IgG2c e 1gG3. Una explicacibn a este
mecanismo regulatorio, del efecto de la administracion de sulfatido sobre la activacién de las
células NKT tipo | inducidas por a-Galcer, se ha explicado por una reduccion en las formacién
de complejos CD1d/a-Galcer en las células dendriticas y en la produccion de IFN-y por las
células NKT tipo | [110].

En el experimento anterior, se observo el efecto de liposomas conteniendo sulfatido y
su efecto en la generaciéon de isotipos producidos por liposomas conteniendo a-Galcer, en
donde, la absorbancia de los isotipos de anticuerpos IgM, IgG, 1gG1, 1gG2b, 1gG2c e IgG3
disminuyo significativamente luego de la administracién de liposomas conteniendo OVA mas
a-Galcer y liposomas conteniendo sulfatido (LP OVA a-Galcer mas LP sulfatido) en
comparacion a la administracion de liposomas conteniendo OVA a-Galcer (LP OVA a-Galcer),
demostrando el efecto inmunomodulatorio negativo de sulfatido sobre a-Galcer en la
generacién de anticuerpos promovidos por las células B.

Las diluciones seriadas de los isotipos de anticuerpos IgGs y sus respectivas
absorbancias en los dias 14, 28, 35, 42 y 63 dias desde la primera inmunizacién se muestran

en las figuras suplementarias 4 y 5.
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Figura 37: Cinética de la respuesta inmune humoral de los isotipos I1gG1, 1gG2b, IgG2c e IgG3 para
evaluar la modulacion de las funciones de las células NKT tipo | y células B por la activaciéon de las
células NKT tipo Il mediante el uso de ligandos lipidicos libres y el antigeno Ovalbumina. Aplicacion de
la prueba de comparacion multiple Two way ANOVA y como analisis post-hoc a la prueba de Dunnett
entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001; ***).
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3.2 Evaluar la modulacion de las funciones de las células NKT tipo | y células B por las
células NKT tipo Il mediante el uso de liposomas conteniendo el ligando lipidico

sulfatido y el antigeno Ovalbumina en ratones C57BL/6.

En el experimento siguiente, se quiso evaluar el efecto de la estimulacion de células NKT
tipo Il activadas por sulfatido C24:1 administrado en liposomas junto con el antigeno OVA, sobre
la estimulacion de células NKT tipo | y células B activadas por a-Galcer y OVA en ratones
C57BL/6. Se realizaron dos inmunizaciones, al dia 1y 21. Los dias 14, 28, 35, 42 y 63 dias desde
la primera inmunizacion se obtuvieron muestras de suero para analizar los distintos isotipos de
anticuerpo.

Con respecto a la cinética de la respuesta inmune humoral del isotipo de anticuerpo 1gG1,
en el dia 35 (14 dias de la segunda inmunizacién), la absorbancia del isotipo de anticuerpo 1gG1
se incremento significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer en comparacion
a la administracion de LP OVA (Figura 38). Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo
lgG1 se incrementé significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer mas LP
OVA sulfatido en comparaciéon a la administracion de LP OVA a-Galcer (Figura 38).

Con respecto a la cinética de la respuesta inmune humoral del isotipo de anticuerpo 1gG2b,
en el dia 35 (14 dias de la segunda inmunizacién), la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG2b
se increment6 significativamente luego de la administracién de LP OVA a-Galcer en comparacion
a la administracién de LP OVA (Figura 38). Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo
IgG2b se incrementd significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer mas LP
OVA sulfatido en comparaciéon a la administracion de LP OVA a-Galcer (Figura 38).

Con respecto a la cinética de la respuesta inmune humoral del isotipo de anticuerpo IgG2c,
en el dia 35 (14 dias de la segunda inmunizacién), la absorbancia se increment6
significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer en comparacion a la
administracién de LP OVA (Figura 38). Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG2c
se incrementé significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer mas LP OVA
sulfatido en comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer (Figura 38).

Con respecto a la cinética de la respuesta inmune humoral del isotipo de anticuerpo IgG3,
en el dia 35 (14 dias de la segunda inmunizacién), la absorbancia se incrementé
significativamente luego de la administracion de LP OVA a-Galcer en comparacion a la
administracién de LP OVA (Figura 38). Ademas, la absorbancia del isotipo de anticuerpo IgG3 se
incrementd significativamente luego de la administracion de LP OVA o-Galcer mas LP OVA

sulfatido en comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer (Figura 38).
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Figura 38: Cinética de la respuesta inmune humoral de los isotipos 1gG1, 1gG2b, IgG2c e IgG3 para
evaluar la modulacion de las funciones de las células NKT tipo | y células B por la activaciéon de las
células NKT tipo Il mediante el uso de liposomas conteniendo los ligandos lipidicos junto con el antigeno
Ovalbumina. Aplicacion de la prueba de comparacion multiple Two way ANOVA y como analisis post-
hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05; *); (P < 0.01; **); (P < 0.001,;
***). N:2
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Los liposomas son internalizados por las células dendriticas presentes en 6rganos
linfoides secundarios como bazo y ganglios linfaticos y los lipidos son presentados por las
células dendriticas a las células NKT a través de la molécula CD1d (Figura 39). Las células
NKT tipo | pueden activarse por el lipido a-Galcer y estimular la produccion de citoquinas tales
como IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-13. En conjunto con las citoquinas liberadas, las células NKT tipo |
proporcionan ayuda a los linfocitos B mediante la capacidad de expresar CDA40L.
Posteriormente, se produce la expansion de las células T helper lo que conduce a la formacién
de un centro germinal que induce la produccion de IgG, maduracion de afinidad a través de la
hipermutacion somética y a la memoria inmunolégica. De acuerdo con los resultados obtenidos,
la administracion de liposomas conteniendo a-Galcer/OVA promovieron la generacion de los
isotipos de anticuerpos IgG1, IgG2b, 1gG2c e IgG3 y esto se corresponde con lo publicado en
la literatura [113]. En el modelo propuesto tanto las células NKT tipo | como NKT tipo Il
interacttan con las células B directamente a través de CD1d, CD40L a la célula B.
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Figura 39: Modelo propuesto de modulacién inmune de las células NKT tipo | y tipo Il sobre las células
B inducida por liposomas conteniendo a-Galcer/OVA vy liposomas conteniendo sulfatido/OVA en
ratones C57BL/6.

Por otro lado, los liposomas conteniendo sulfatido/OVA son internalizados y los lipidos son
presentados por las células dendriticas a las células NKT a través de la molécula CD1d. Las
células NKT tipo Il pueden activarse por el lipido sulfatido y estimular la produccién de citoquinas
tales como IFN-y, IL-6 e IL-13. De acuerdo con los resultados obtenidos, la administracion de

liposomas conteniendo sulfatido/OVA promovid la generacion del isotipo de anticuerpo IgG1.
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La administracion de ambos liposomas, liposoma a-Galcer/OVA y liposoma sulfatido/OVA,
incremento la produccion de los isotipos IgG1, 1gG2b, IgG2c e 1gG3.

Las células B secretoras de anticuerpo lgG2c especificas de antigeno OVA provenientes
de la medula 6sea de ratones C57BL/6 fueron determinadas para evaluar la modulacion de las
funciones de las células NKT tipo | y células B por la activacién de las células NKT tipo Il mediante
el uso de liposomas conteniendo el ligando lipidico sulfatido y antigeno Ovalbumina,

Las células B secretoras de anticuerpo IgG2c especificas de antigeno OVA provenientes
de la medula 6sea de ratones C57BL/6 disminuy0 significativamente luego de la administracion
de LP OVA a-Galcer méas LP sulfatido en comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer
al dia 60 de la primera inmunizacion (42 dias post segunda inmunizacion) (Figura 40). Ademas,
las células B secretoras de anticuerpo IgG2c especificas de antigeno OVA disminuyen
significativamente luego de la administraciéon de LP OVA o-Galcer y LP OVA sulfatido en
comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer al dia 60 de la primera inmunizacién (42
dias post segunda inmunizacién) (Figura 40).
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Figura 40: Ensayo ELISPOT de células B secretoras de anticuerpo IgG2c especificas de antigeno OVA provenientes
de la medula ésea de ratones C57BL/6, para evaluar la modulacion de las funciones de las células NKT tipo I, células
B y células NKT tipo Il mediante liposomas conteniendo los ligandos lipidicos y antigeno Ovalbumina, in vivo en
ratones C57BL/6. Las diferencias estadisticas estan dadas por la aplicacion de la prueba de comparacién mdltiple
One way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados. (P < 0.05;
*); (P <0.01; **); (P < 0.001; ***).

80



Discusion

Dentro de los hallazgos importantes que fueron encontrados en esta tesis fue que el
ligando sulfatido fue capaz de ser presentado por las células dendriticas de ratones Knock-in para
CD1d humano pulsadas con lipidos libres o contenidos en liposomas y fue capaz de estimular los
hibridomas de células NKT tipo Il. Cuando este ligando fue evaluado en ratones hCD1d-KI del
gen de CD1d humano se observo que solo la produccion de la citoquina IFN-y por las células
NKT tipo | activadas por a-Galcer se redujo luego de la administracion en conjunto de a-Galcer y
sulfatido en comparacion a la administracion de solo a-Galcer, Este fendmeno no fue observado
en ratones wild-type. Esto puede ser explicado por la diferencia existente entre la proporcion de
células NKT tipo I/NKT tipo Il en ambos ratones. Ademas, un resultado que no se esperaba fue
gue en el ratbn hCD1d-KI del gen de CD1d humano, las citoquinas IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-6
incrementaron su produccion luego de la administracion en conjunto de a-Galcer y sulfatido en
comparacion a la administracién de solo a-Galcer, demostrando que las células NKT tipo Il tienen
un efecto estimulador de la respuesta inmune y no solo inhibidor.

A pesar del alto grado de conservacion de la molécula CD1d, existen diferencias
importantes entre las vias de presentacion del antigeno en humanos y ratones. El ratén Knock-
in para CD1d humano constituye un modelo para estudiar in vivo la presentacion del antigeno por
la molécula CD1d humana. Se ha demostrado que la sustitucion de mCD1d por hCD1d selecciona
una poblaciéon de células NKT tipo | en el ratébn Knock-in para CD1d humano, mas parecida
funcionalmente a la humana [22]. No habia evidencia hasta ahora del estudio de las células NKT
tipo 1l en ratones Knock-in para CD1d humano. La comprensiéon actual de la diversidad de
reconocimiento del TCR en las células NKT tipo Il es limitada. En la actualidad se han identificado
fosfolipidos capaces de activar a células NKT tipo Il murinas en ratones C57BL/6 y hCD1d-KO,
pero no se habia estudiado en ratones Knock-in para CD1d humano. Las células NKT tipo Il son
activadas por lipidos propios tales como fosfolipidos y sulfatido presentados por CD1d [17, 139,
140].

Las proteinas CD1d humana y de ratén son grandemente conservadas en su secuencia
aminoacidica y en su estructura 3D [141]. Sin embargo, hay diferencias sutiles pero importantes
que existen tales como su afinidad a varios ligandos lipidicos [142] y receptores T presentes en
las células NKTs [143] asi como diferencias en sus estructuras 3D. Estudiando la estructura del
complejo de unién de un TCR de una célula NKT tipo | humana con la molécula CD1d unida a su
potente agonista a- galactosylceramida observaron que la variabilidad de la cadena beta del TCR
de la célula NKT puede afectar el reconocimiento de otros complejos antigénicos CD1d [144].

Otros estudios estructurales han esclarecido la base molecular de la autorreactividad del TCR de
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las células NKT tipo | y han encontrado que la cadena TCRa domina la interaccion, de manera
similar al reconocimiento de a-GalCer/CD1d. La diferencia clave entre el reconocimiento de los
lipidos propios y el lipido candnico esta en el papel de CDR3pB. Este bucle contribuye de manera
insignificante al reconocimiento de a-GalCer/CD1d, pero media el contacto directo con CD1d que
presenta lipidos propios [145-148]. Ademds, el bucle CDR3B hipervariable determina la
especificidad del antigeno de las células NKT de tipo Il [149]. El analisis estructural del complejo
TCR-CD1d-sulfatido del hibridoma XV19 ha demostrado que las cadenas TCRa y TCRB
contribuyen por igual a la unién del antigeno CD1d, con los seis bucles de la region determinante
de la complementariedad (CDR) en contacto directo con CD1d/sulfatido, aunque los bucles CDR3
dominan estos contactos estructurales, ya que el bucle CDR3a contacta con los dominios a1y
a2 de CD1d y, el bucle CDR3 se une a CD1d y al antigeno [149].

Interesantemente, una de las mas llamativas diferencias entre las moléculas CD1d de
raton y humana es encontrada en la posicion 155 (equivalente a la posicién 153 en humanos) de
la hélice a2, donde un residuo de glicina es sustituido por un residuo de triptéfano, lo que provoca
un desplazamiento del residuo de hexosa [150].

Ademas, los polimorfismos, generados a través de un estudio, en los alelos de CD1d de
ratones Wild-type, afectan la presentacion de ligandos enddgenos y exdégenos a células T
restringidas a CD1d [151]. Por otra parte, en este trabajo fueron evaluados lipidos que poseian
varias caracteristicas importantes en relacién con la longitud de la cadena de acidos grasos que
activaron los hibridomas de célula NKT tipo Il reactivo a sulfatido. Las cadenas hidrocarbonadas
de los lipidos se unen dentro del sitio de unién hidrofébico. El sitio de unién contiene 2 principales
bolsillos, A’y C’ para CD1d Humano y, A’y F’ para el CD1d murino. La cadena de acido graso se
une al bolsillo A y la cadena de esfingosina se une al bolsillo C'/F’. La estabilidad de la unién del
lipido a las moléculas CD1d esta relacionada con la longitud y la estructura de la cadena
hidrocarbonada del lipido [20, 22]. Un estudio reciente revel6 a través de analisis mutacional de
la molécula CD1d, que los TCRs de las células NKT tipo Il pueden adoptar diferentes estrategias
de posicionamiento para interactuar con los complejos especificos CD1d/antigeno [152].

El sulfatido nativo es una mezcla de isoformas de sulfatido (C24:1, C24:0, C22:0) con
diferentes longitudes de cadenas de acido graso, bases de cadena larga y saturacion. El sulfatido
C24:1 presenta su base estructural llamada ceramida formada por una cadena de esfingosina y
una cadena de acido graso monoinsaturado unido a su grupo amino mediante enlace amida. El
sulfatido fue capaz de ser presentado por la molécula mCD1d y hCD1d y estimular los hibridomas
de células NKT tipo Il. El lipido, lyso-sulfatido se caracteriza por carecer de una cadena de acido

graso y solo estimulé a los hibridomas de células NKT tipo Il estando contenido dentro de
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liposomas utilizando BMDCs de ratones Knock-in para CD1d. Los Lyso-fosfolipidos, Lyso PE,
Lyso PC, Lyso PAF y Lyso SM, mostraron una gran estimulaciéon a los hibridomas de células NKT
tipo Il en aquellas BMDCs de ratones C57BL/6 de una manera dependiente de CD1d, lo que
también se corrobora con estudios previos [20-22, 153].

Es importante mencionar que el uso de liposomas conteniendo diferentes lipidos,
promovid la estimulacion de los hibridomas de célula NKT tipo Il presentados por la molécula
CD1d humana y de raton. Esto estaria dado por sus ventajas como ser biodegradables, tener
baja toxicidad e incrementar la eficacia terapéutica.

Las células NKT poseen potentes propiedades inmunorreguladoras. Las células NKT
pueden contribuir a la inmunidad antitumoral o protumoral segun el perfil de citoquinas expresado
y el tipo de cancer. Se ha demostrado que las células NKT tipo Il reactivas al lipido sulfatido es
capaz de modular la respuesta de las células NKT tipo | activadas por a-Galcer, contrarrestando
la actividad de las células NKT tipo | [37, 154]. Cuando ambas células NKT fueron estimuladas
simultaneamente, las células NKT tipo Il suprimieron la activacion in vitro y el efecto protector in
vivo de las células NKT tipo | en un modelo metastasico de pulmén. Por lo tanto, en la inmunidad
tumoral las células NKT tipo | y tipo Il tienen funciones opuestas y contrapuestas y pueden
aprovecharse para la intervencién terapéutica en el cancer [37]. Las funciones antitumorales de
las células NKT tipo | dependen principalmente de su capacidad para secretar citoquinas tipo
Thl, IFN-y y TNF-a [84, 85] vy, la activacidon de células NK y células T CD8+ [94], mientras que
las células NKT tipo Il activadas por sulfatido ha demostrado promover el crecimiento tumoral [16,
37, 88].

También se ha sugerido una funcién reguladora de las células NKT tipo Il en la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), un modelo murino de esclerosis multiple. Se
descubrié que las células NKT tipo Il potencian el tratamiento junto con células dendriticas
tolerogenicas. La ablacion de la molécula co-inhibidora PD-L1 (B7-H1) en la célula dendritica
administrada, liber6 la activacion de las células NKT tipo Il por la célula dendritica, seguida de un
aumento de los niveles séricos de IL-4 e IL-13 derivados de las células NKT tipo Il [155]. Otro
estudio encontré que la administracion de sulfatido en el momento de la induccién de la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) condujo a una disminucién de la produccion de
IFN-y e IL-4 por las células T reactivas a autoantigenos y previno casi por completo la enfermedad
[17]. Por lo tanto, en la autoinmunidad las células NKT tipo | y tipo Il tienen funciones opuestas y
pueden aprovecharse para la intervencién terapéutica de enfermedades autoinmunes.

También se ha observado un mecanismo inmunoregulatorio entre las células NKT de tipo

Il'y las DCs hepaticas que dan como resultado la regulaciéon de la actividad de las células NKT
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tipo | a través de la induccién de anergia en un modelo de hepatitis inducida por concavalina A,
demostrando que las células NKT tipo Il podian regular la funcién de las células NKT tipo | [156].
Tras la administracion intraperitoneal de sulfatido, hubo una rapida acumulacién de células NKT
de tipo Il reactivas a sulfatido en el higado. Esto result6 en la activacién de las células dendriticas
plasmocitoides y la produccién de IL-12 y MIP-2 que produjeron anergia en las células NKT tipo
I. Asi, en el modelo de hepatitis inducida por concavalina A se demostré que las células NKT tipo
[l podrian regular la funcién de las células NKT tipo | e inducir su anergia [97].

De acuerdo con estos estudios, estos mecanismos regulatorios entre las células NKT tipo
I 'y NKT tipo Il podrian aprovecharse para intervenir en enfermedades inflamatorias, incluidas la
autoinmunidad, hepatitis y el asma. Si bien los resultados de esta tesis no se encuentran en el
contexto de una enfermedad, los resultados encontrados si indican de un mecanismo regulatorio
entre ambas células. Nosotros observamos que los isotipos de anticuerpos IgG1, IgG2b, IgG2c e
IgG3 disminuyeron su generacion luego de la administracion de LP OVA a-Galcer méas LP
sulfatido en comparacion a la administracion de LP OVA a-Galcer posterior a la segunda
inmunizacion. Una explicacion a este mecanismo regulatorio, del efecto de la administracion de
sulfatido sobre la activacién de las células NKT tipo | inducidas por a-Galcer, se ha explicado por
una reduccion en las formacion de complejos CD1d/a-Galcer en las células dendriticas, reduccién
de la expresiéon de CD40L y en la produccion de IFN-y por las células NKT tipo | [110].

Este mecanismo regulatorio promovido por las células NKT tipo Il activadas por sulfatido
sobre la disminucién en la generacién de isotipos de anticuerpos IgG producidos por las células
B, podria ser utilizado para regular la respuesta inmune. Es asi como se podria proponer la
administracién de liposomas conteniendo sulfatido administrado en conjunto con el antigeno y
ser evaluado en enfermedades autoinmunes tales como la encefalomielitis autoinmune
experimental con el objetivo de modular la produccién de autoanticuerpos producidos en el SNC
a proteinas de mielina asi como también reducir la producciéon de citoquinas por linfocitos T
autoantigenos especificos de la enfermedad.

En el raton hCD1d-Kl del gen de CD1d humano, cuyas células NKT tipo Il son mas
prevalentes que las células NKT tipo I, nosotros encontramos que solo la produccion de la
citoquina IFN-y por las células NKT tipo | activadas por a-Galcer se redujo luego de la
administracién de a-Galcer mas sulfatido en comparacion a la administracion de solo a-Galcer.
Se ha evidenciado que, en ratones BALB/c, la estimulacion de las células NKT tipo Il por sulfatido
reduce la proliferacion de las células NKT tipo | activadas por a-Galcer y la produccion de IFN-y
[37, 86].
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Ademads, en el raton hCD1d-KI del gen de CD1d humano, las citoquinas IL-4, IL-10, IL-13,
IL-17, IL-6 incrementaron su produccion luego de la administracion de a-Galcer mas sulfatido en
comparacion a la administracion de solo a-Galcer. En ratones hCD1d-Kl, el patrén temporal de la
produccién de citoquinas fue muy similar a la observada en ratones Wild type, aunque las
cantidades absolutas de IFN-y e IL-4 fueron sustancialmente mas bajos [128].

Actualmente se sabe que la citoquina IL-4, en el contexto de células NKT, tiene
propiedades tipo Th2, suprimiendo la produccion de TNF-a e IL-13 por monocitos [79] y programa
la activacion alternativa de macrofagos. Macréfagos activados alternativamente contrarrestan la
inflamacién a través de la liberacion del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1a), IL-10, TGFB y
promueve ademas la reparacion de tejidos y la cicatrizacion de heridas [80-82]. Recientes
estudios han demostrado que el aumento de IL-4 en tejidos puede ser satisfactorio para el
tratamiento de la inflamacion [83, 84]. IL-4 actla sobre las células B como un factor de induccién
de cambio de clase a IgG1 e IgE [157].

Se ha evidenciado que la administracion de sulfatido a ratones NOD (Non-Obese Diabetic)
reduce la incidencia de diabetes tipo 1 por la produccion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-
10 provenientes de DCs [92, 158]. También las células NKT tipo II han demostrado tener un efecto
protector en la injuria por isquemia-reperfusién renal, donde la capacidad protectora de estas
células activadas por sulfatido fue asociada con su habilidad para estimular vias como IL-10 y
HIF-1a [19]. Ademas, la activacion de las células NKT tipo Il reduce la produccién de IFN-y por
las células NKT tipo | y previene la injuria por isquemia-reperfusion hepatica por inactivacién de
las células NKT tipo | mediada por sulfatido y que fue asociada con reducciéon de diferentes
poblaciones de células mieloides [91].

IL-13 actlda en diferentes etapas de la via de maduracién de las células B, aumentando
la expresion de CD23/FceRIl y MHC de clase |l en las células B, estimula la proliferacion de
células B e induce la sintesis de IgE [159]. Ademas es capaz de antagonizar la respuesta
inmunitaria proinflamatoria impulsada por Thl. Es esencial para la inmunidad contra
infecciones parasitarias extracelulares al promover la expresion de IgGl e IgE, activar
mastocitos y basdfilos que liberan mediadores inflamatorios y la expulsion del parasito [160].
La citoquina IL-13 producida por las células NKT se ha asociado a tener un efecto directo sobre
las células epiteliales en la colitis ulcerosa. La evidencia de varios modelos animales de
enfermedad inflamatoria intestinal ha demostrado que las células NKT tipo | pueden ser
protectoras o patdégenas [161]. Las células NKT tipo Il parecen promover la inflamacion

intestinal y mediar una respuesta patégena cuando tanto la expresion de CD1ld como la
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frecuencia de células NKT tipo Il productoras de IL-13 aumentan en ratones y en pacientes con
colitis ulcerosa [18, 28, 133].

La citoquina IL-17 se ha identificado como un regulador importante de la respuesta
inflamatoria [162, 163]. IL-17 ha reportado ser producida por las células NKT tipo | y tipo Il
[164]. Ha estado implicada como mediador proinflamatorio en varios modelos experimentales
de inflamacion asociados con autoinmunidad como artritis y encefalomielitis autoinmune
experimental [165, 166]. Sin embargo, también ha demostrado ser capaz de suprimir las
respuestas inflamatorias en modelos murinos experimentales de asma [167], gastritis [168] y
colitis [169, 170]. Durante la inflamacion de las vias respiratorias inducida por la activacion
pulmonar de las células NKT con a-GalCer, la IL-17 contribuy6 a la infiltracién de neutrdéfilos en
las vias respiratorias [171].

IL-6 es un factor de diferenciacion de células B que induce la diferenciacion de células B
hacia células plasmaticas y promueve la produccion de IgG [126, 172]. IL-6 influye en las
funciones efectoras de las células T CD4" al promover la diferenciacion de células Th2 [173] y
simultdneamente inhibe la polarizacion de Thl. IL-6 activa la transcripcion mediada por el factor
nuclear de células T activadas (NFAT) que conduce a la produccién de IL-4 por células T CD4*
virgenes y su diferenciacion en células efectoras Th2. En combinacion con TGF-f es
indispensable para la diferenciacién de las células T CD4 a Thl7. La IL-6 es necesaria para
mediar en la produccion de IL-21 en células T CD4+ virgenes durante la estimulacion con
antigeno, promoviendo la produccién de anticuerpos en las células B indirectamente mediante la
regulacién positiva de la expresion de IL-21 en las células T CD4+ y que esta IL-21 luego actia
sobre las células B [174]. Ademas, induce la diferenciacion de las células T CD8 a células T
citotoxicas y es capaz de inducir la diferenciacion de las células B activadas hacia células
plasméticas productoras de anticuerpo, entre otras [59, 175-177].

Otro de los hallazgos de esta tesis fue que los isotipos de anticuerpos IgG1, IgG2b, 1IgG2c
e IgG3 mostraron un incremento luego de la administraciéon de LP OVA a-Galcer mas LP OVA
sulfatido en comparaciéon a la administracion de LP OVA a-Galcer posterior a la segunda
inmunizacion. Este resultado no esperado puede explicarse porque tanto el lipido como el
antigeno contenido en liposomas fueron presentadas a células B y ambas células NKT
potenciaron sus efectos en la produccion de los anticuerpos por las células B. Por lo tanto, ambos
lipidos a-Galcer y sulfatido presentan un comportamiento estimulador de la respuesta inmune
humoral cuando son administrados a través de liposomas conteniendo el antigeno. De acuerdo
con estos resultados, la administracion de liposomas conteniendo sulfatido junto con el antigeno

podrian ser utilizados como adyuvantes.
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Recientemente se ha demostrado que las células NKT tipo Il activadas por sulfatido, es
un adyuvante eficaz en vacunas orales contra el colera en un modelo de ratén, mejorando las
respuestas inmunitarias Thl y Thl7 asi como el titulo de IgA, respaldando el potencial de los
adyuvantes dirigidos a las células NKT como nuevas estrategias de vacunas [178]. En relacion
con a-Galcer, ha sido utilizado como adyuvante en vacunas contra varios patogenos [43], cAncer
[179], VIH [180], influenza [181], entre otros estudios. Recientemente se ha descrito que la
administracion sublingual de liposomas que contienen a-Galcer actia como adyuvante eficaz en
la inmunoterapia con alergenos en un modelo de rinitis alérgica [182].

Se sabe que IFN-y estimula fuertemente a las células B para secretar 1gG2a/c. El
anticuerpo IgG2a/c junto con IFN-y se encuentran asociados a la respuesta inmune Thl. Los
anticuerpos IgG2a/c activan el sistema del complemento mas facilmente que los anticuerpos 1IgG1
[183]; se unen a receptores Fc especificos que se expresan en macrofagos murinos y estan
involucrados en la fagocitosis [183].

Dependiendo del patrén de citoquina, las células promueven su actividad adyuvante
como Thl (por ej. CpG) o Th2 (por ej. Alum) y en ratones este patrén se correlaciona con la
produccién prevalente de los isotipos de anticuerpos lgG2a/c e IgG1, respectivamente. El lipido
a-Galcer no polariza la respuesta Th sino mas bien genera una respuesta balanceada ThO con
produccién de anticuerpos IgG1l e lgG2a/c [43], lo que también es observado en nuestros
resultados, ya que las absorbancias de los isotipos de anticuerpo mas altos corresponden a
IgG1 y a lgG2a/c. Un andlisis el transcriptoma de las células NKT tipo Il reactivas a sulfatido
indica que esta célula tiene un perfil de expresidn génica distinto pero similar a las células NKT
tipo 1, en contraste con Th2, ThO [184].

Se ha demostrado que IgGl de ratdn es deficiente para destruir tumores, pero
desempefia un papel importante en el control de parasitos gastrointestinales [185, 186]. IgG1
no es capaz de fijar el complemento y se une avidamente al receptor inhibidor FcyRIllb que a
uno estimulador [187, 188]. La produccion de IgG1 se incrementa en respuesta a Th2 e IL-4.
En presencia de IL-4 e IFN-y se producen tanto IgG1 como IgG2a [189].

Las células Thl activan macréfagos, células NK y células T CD8+ para combatir los
patdégenos intracelulares. Las células Thl también estimulan el cambio de clase de
inmunoglobulina en las células B para la produccién de anticuerpos de inmunoglobulina IgG2a
gue optimizan la eliminacion de virus y bacterias extracelulares. IgG2a e 1gG2b son capaces
de fijar complemento y se unen a todos los receptores FcyR [188]. El cambio de isotipo a IgG2b
es promovido por TGF-B [190]. IgG2b es considerado parte de la respuesta T independiente
[190].

87



IgG3 es la primera clase de IgG producida en ratones, es independiente de células T,
donde el cambio de clase es promovido por IFN-y, producido principalmente a partir de células
NK y NKT. Reconoce principalmente carbohidratos y antigenos con epitopos repetidos y
promueve la activacién de células presentadoras de antigenos como macrofagos y algunas DCs.
A través de la interaccion de IgG3 unida a antigeno con sus FcyRI, contribuiria a las respuestas
innatas y proporcionaria un vinculo con la respuesta adaptativa al presentar a las células T,
antigenos de complejos inmunes independientes de células T [191-193]. IgG3 es inducido por
respuestas Thl (IL-12 e IFN-y).

Como fue demostrado en ratones C57BL/6, las citoquinas producidas por las células NKT
tipo | en presencia de células NKT tipo Il fueron IFN-y, IL-4 e IL-13, mientras que las células NKT
tipo Il en presencia de células NKT tipo | produjeron IFN-y, IL-6 e IL-13. Estas cuatro citoquinas,
IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-13 se encuentran promoviendo el cambio de isotipo en las células B por las
células NKT. La administracion de liposomas conteniendo OVA y a-Galcer promueven la
generacion de los isotipos IgG1, 1gG2b, IgG2c e 1gG3. En presencia de las células NKT tipo I
activadas por sulfatido se produce una reduccion en la generacion de todos los isotipos por las
células B que fueron moduladas por las células NKT tipo |, dando cuenta de la modulacion
negativa de las células NKT tipo Il sobre las células NKT tipo I.

En el contexto en que se administran los lipidos a-Galcer y sulfatido en conjunto con el
antigeno OVA en ratones C57BL/6, ambos liposomas son procesados por los linfocitos B y las
correspondientes células NKT junto con los linfocitos T CD4+ promueven el cambio de isotipo a
través de la produccién de citoquinas dando cuenta de la modulacion de las células NKT tipo |y
células NKT tipo Il sobre las células B.

El sistema de entrega de los lipidos y el antigeno utilizados en esta tesis muestra que la
administracion a través de liposomas conteniendo tanto el lipido como OVA siempre presento
una absorbancia mayor que la administracién en forma libre tanto del lipido como de OVA.
Cuando el antigeno OVA y a-Galcer son entregados a la misma célula B a través de liposomas,
fuerza la interaccion directa entre la célula B y la célula NKT, permitiendo la entrada simultanea
de ambos componentes via BCR [113, 194].

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan el papel de a-Galcer y sulfatido como
adyuvantes que pueden ser afiadidos a vacunas para mejorar la respuesta inmunolégica. Se
muestra ademas que, como adyuvantes e inmunomoduladores incrementan o disminuyen la
absorbancia de los isotipos de anticuerpos en la respuesta inmune secundaria de acuerdo a
las citoquinas producidas [195]. Ademas, reclutan y activan células inmunes como células

dendriticas, células T CD4, T CD8y células B. Estos lipidos incluidos en liposomas demuestran
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gue la respuesta es mas efectiva que su administracion en forma libre. Su administracion junto
con el antigeno encontrado en la superficie del liposoma demostré incrementar la entrada del
antigeno y estimular a las células inmunes. La comprensién de como inducir y modular los
efectos de las células NKT tanto en modelos animales como en humanos es esencial para su

posible uso en enfermedades como en el desarrollo de vacunas.
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Figura suplementaria 1: Cuantificacién de la citoquina IL-2 util
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Graphpad.
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Figura suplementaria 2: Absorbancias y concentraciones de IL-2 determinadas a través de ensayos in
vitro con BMDC C57BL/6 y CD1d-Knock-in pulsadas con sulfatido, sulfatido C24:1, Lysosulfatido, Lyso
PE, Lyso PC, Lyso PAF y Lyso SM, en forma libre y contenido en liposomas (LP), co-cultivadas con los
hibridomas de células NKT tipo Il. BMDC C57BL/6 (mCD1d); BMDC Knock-in CD1d (hCD1d); C57BL/6
N=6; hCD1d-KI N=6. (P<0.05, *); (P<0.01, **); (P<0.001, ***). Las diferencias estadisticas estan dadas
por la aplicacién de la prueba One-way ANOVA vy la aplicacion de la prueba de comparacion mdltiple
Two way ANOVA y como andlisis post-hoc a la prueba de Dunnett entre los grupos controles y tratados.
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Figura suplementaria 4: Datos crudos graficados en curvas de absorbancia versus isotipos de anticuerpos
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de las células NKT tipo | y células B por la activacion de las células NKT tipo Il mediante el uso de liposomas y
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ligandos lipidicos libres junto con el antigeno OVA.
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