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2 Abreviaciones

LP: liposomas

LP/OVA: liposomas con OVA anclada en superficie

LP/OVA/ligando: liposomas con OVA anclada en superficie y glicolipido embebido en la

membrana

a-GalCer: alfa-Galactosil ceramida.

DC: Célula Dendritica

Sw- B: linfocito B que cambid de clase (switched-B)
Bmem: linfocito B de memoria

Sw-Bmem: linfocito B de memoria que cambié de clase
FDC: Célula Dendritica Folicular

TFH: Linfocito T Helper Folicular

GC: Centro Germinal

GC B: Linfocito B de Centro Germinal

iNKT: Natural Killer T cell invariante

IL-4: Interleuquina 4

IFNg: Interferon gamma

BCR: Receptor de Linfocito B

AID: Desaminasa Inducida por Activacion

TLR: Receptor tipo-Toll

RAV: Valor de Avidez Relativa

Ig: Inmunoglobulina

ASC: Célula Secretora de Anticuerpos (Antibody-Secreting Cell)
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3 Resumen

La recombinacion por cambio de clase de los anticuerpos (CSR) es un proceso
molecular que requiere de la estricta interaccion entre los linfocitos B participantes
y linfocitos T helpers (TH). La activacion de los linfocitos Th producird la liberacion
de distintas citoquinas que definiran el isotipo generado por el linfocito B. Se ha
descrito que las células Natural Killer T invariantes (iINKT) también puede participar
en la activacion de los linfocitos B mediante glicolipidos. Cuando las células iNKT
reconocen a-Galactosilceramida (aGC), su ligando activador por excelencia,
generan una potente produccion de diversas citoquinas lo que significa una
contribucion ambigua en los isotipos que se generaran. Se desconoce codmo el uso
de ligandos analogos de aGC capaces de inducir un perfil tipo-TH1 como tipo-TH2
de citoquinas, puede impactar en la CSR de los anticuerpos. En este trabajo se
propone que la activacion diferencial de células iINKT mediante liposomas que
contienen glicolipidos con perfiles de activacion tipo-TH1 o tipo-TH2 promueven la
CSR algG2c 0 IgG1, respectivamente. Los liposomas que contienen el ligando tipo-
TH1 AH10-7 y el antigeno modelo de linfocito B Ovalbumina (OVA) (LP/OVA/AH10-
7), generd los mayores niveles de IgG2c e IgG3 séricos en relacion con tratamiento
sin glicolipido 7 dias post inmunizacion. Los liposomas que contiene OVA y el
glicolipido tipo-TH2 OCH (LP/OVA/OCH), indujeron los menores niveles de estos
mismos isotipos, sin embargo, fue la preparacién que generd los mayores niveles
de 1gG2b, otro isotipo involucrado en una activacion tipo-TH1. LP/OVA/AH10-7 fue
también el tratamiento que indujo el mayor porcentaje linfocitos Th foliculares (TrFr)
indicando que, junto al aumento en la poblacién de linfocitos B IgM- IgD-, habria un
aumento en la formacion de los centros germinales. Esto se correlaciona con un
aumento en la avidez relativa de los anticuerpos, con el nimero de linfocitos B de
memoria (Bmem) €n bazo y médula 0sea, y numero de células secretoras de
anticuerpos (ASCs) IgG OVA-especificos. Estos datos en conjunto indican que esta
ayuda de las células iINKT mediada por AH10-7 podria establecer con mayor
eficiencia una poblacién de linfocitos B de memoria y células plasmaticas de larga
vida con anticuerpos de mayor afinidad. Estos antecedentes indican que las células
INKT tienen la capacidad de modular la cinética y magnitud del switch de clase hacia
los distintos isotipos dependiendo del ligando activador. Importantemente, las
citoquinas producidas por activacion tipo TH-1 o tipo TH-2 de las células iNKT no
tendria directa correlacion con los isotipos que se generan de forma prevalente,
como lo observado en una activacion convencional por linfocitos TH1 o TH2. AH10-
7 se presenta como un potente modulador de la CSR hacia los isotipos IgG2c, 1gG3
y OCH hacia el isotipo IgG2b.
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4 Abstract

Class-Switch Recombination (CSR) is a molecular process that require the restrict
interaction between B cells and T helper (Tn) cells. The activation of TH cells will
produce the cytokine delivery of distinct cytokines that will define the isotype
generated by B cells. It has been described that invariant Natural Killer T cells (iNKT)
also may participate in the activation of B cells through glycolipids. When iNKT cells
recognize a-Galactosylceramide (aGC), its activator ligand par excellent, to
generate a strong production of diverse cytokines, that mean, an ambiguous
contribution in the isotypes that will be generated. It is unknown how the use of aGC-
analogs able to induce a TH1-bias as well as TH2-bias cytokine profile, can impact
on the CSR of antibodies. On this work is proposed that differential activation of INKT
through liposomes that contain glycolipid with th1-bias or th2-bias will promote the
CSR to IgG2c or IgG1, respectively. The liposomes that contain the Thl-bias ligand
AH10-7 and Ovalbumin (OVA), an antigen model of B cell (LP/OVA/AH10-7),
generated the higher levels of circulating 1IgG2c and IgG3 in comparison with the
treatment without ligands 7 days post immunization. The liposomes that contain OVA
and the Th2-bias ligand OCH (LP/OVA/OCH) induced the lower levels of these same
isotypes, however, it was the preparation that generated the higher IgG2b levels,
another isotype involved in the Thl-bias activation. LP/OVA/AH10-7 was, also, the
treatment that induced the higher percentage of T follicular helper (Ten) cells
indicating that, joint to the rise in the B cell IgM"IgD- population, would be an increase
in the germinal centers formation. This is correlated with an increase of relative
avidity of antibodies, with the number of splenic and bone marrow memory B cells
(Bmem), and the number of OVA-specific Antibody Secreting Cells (ASCs). These
data together to indicate that this help given by iNKT cells through AH10-7 would
stablish with a greater efficacy a Bmem population and long-lived plasma cells with
antibodies with higher affinity. These antecedents to indicate that iINKT cells have
the ability to modulate the kinetic and switch magnitude towards distinct isotypes
depending on the activator ligand. Importantly, the cytokines involved in a Thl-bias
or Th2-bias activation of INKT cells are not directly correlated with the isotypes that
are generated in a prevalent manner, how is observed in a conventional activation
by TH1 or TH2 cells. AH10-7 is presented as a potent modulator of CSR toward
IgG2c and 1gG3 isotypes, and OCH slightly towards the 1gG2b isotype.
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Destacados

e La entrega de AH10-7 mediante liposomas favorece la CSR de los
anticuerpos hacia el isotipo 1gG2c

e La entrega de AH10-7 mediante liposomas induce una alta expansion de
células iNKT junto a un aumento en la magnitud y maduracion de afinidad de
los anticuerpos.

e La administraciéon de OCH en liposomas induce una activacion moderada de
células INKT que favorece la CSR hacia el isotipo 1gG2b.

e Laactivacion de células INKT por glicolipidos potencia la respuesta de centro
germinal, favoreciendo la formacion de linfocitos B de memoria que cambian

de clase.
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6 Introduccion

6.1 Linfocitos B, los anticuerpos y sus funciones efectoras

Los linfocitos B son las células del sistema inmune adaptativo encargadas de
producir y secretar distintos tipos de anticuerpos frente a una infeccion; esto con el
fin de “marcar” a los agentes extrafios y hacerlos visible al sistema del complemento
0 a otras células fagociticas del sistema inmune. Los anticuerpos son moléculas
conformadas por una fraccion variable (Fv) y una fraccion constante (Fc). La Fv es
la encargada de unirse con especificidad a los antigenos estructurales exégenos, y
la Fc sera la regidon reconocida por los receptores Fc (FCR) presentes en las células
inmunes reclutadas. La region Fc, -constituida Unicamente por las cadenas pesadas
(igH) de un anticuerpo-, definen el tipo de anticuerpo o isotipo, es decir, si sera
traducido a Inmunoglobulina M (IgM), IgG, IgA o IgE, sin afectar la especificidad
antigénica. IgM es liberado en una respuesta primaria, uniéndose en la forma de
pentameros a su blanco y activando el complemento. Los subtipos de IgG se liberan
en una respuesta secundaria y son los principales encargados de eliminar a los
patdégenos. El isotipo IgA participa en el reconocimiento y eliminacion de patégenos
relacionados a los tejidos linfoides asociados a mucosa; e IgE es el isotipo que
participa en las respuestas de alergia y en el control de helmintos o parasitos. En el
ratén hay ocho isotipos en la cadena pesada (Cp, C9, Cy3, Cy1, Cy2b, Cy2a, Ce¢, y
Ca) (Stavnezer & Shrader., 2014) y nueve en humanos (Cu, C9, Cy3, Cy1, Ca1,
Cy2, Cy4, Cey Ca2) (Xu & cols., 2012) (Figura 1).

y3 yi* al V2 Y4 e az

Human [ J—_+— +—{ +— - o |

¥3 ™ y2b y2c £ a
Mouse — ™ 3+
C57BL/6

3 v y2b y2a® £ a

sag/e [ F— F— +{ +— o ]

Figura 1. Posiciones gendmicas de las regiones constantes que codifican para IgG, IgA, IgE
de humano, ratén C57BL/6 y BALB/c. Se indican los cuatro subtipos de IgG humanos (y1, y2, y3
y v4) y murinos (y1, y2b, y2c/y2a y y3). * Subclases que mejor se unen a los FcyR activadores. **
Subclases que se unen al FCyR inhibitorio. Notablemente, IgG2c y igG2a son analogos en C57BL/6
y BALB/c respectivamente. Las regiones constantes que codifican para IgM e IgD no son
mostrados, pero se encuentran 5’ rio arriba de y3 (modificado de Collins., 2016).
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La union del anticuerpo a su blanco permitira el reclutamiento de distintas células al
sitio del reconocimiento dependiendo de su isotipo. En el caso de IgG, la region Fc
de este anticuerpo sera reconocido por receptores Fc especificos de 1gG (FcyR)
presentes en macrofagos para potenciar su actividad fagocitica (Lu & cols., 2018).
Hay cuatro clases de FcyR activadores y un FcyR inhibitorio en células efectoras
inmunes murinas y humanas (Bruhns., 2012; Nimmerjahn & Ravetch., 2006).
También hay receptores para otros isotipos, como el receptor de IgE de alta afinidad
(FceRl) (Prussin & Metcalfe., 2006) que gatillan la respuesta contra alérgenos. Los
receptores Fc median varias respuestas celulares, como fagocitosis por macrofagos
y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) por Natural Killer (NK) y

desgranulacion de mastocitos (Baudino & cols, 2008).

En modelos murinos, hay cuatro subtipos de IgG (IgG1, 1gG2c, 1gG2b, 19G3), y son
reconocidos con distinta afinidad por los distintos FcyR. 1gG2c e IgG2b fijan el
complemento y se unen a todos los receptores activadores FcyR (baja, intermedia
y alta afinidad) (Collins & cols., 2015). IgG3 no fija el complemento y se postula que
puede polimerizar a través de su region constante, aumentando la fagocitosis a
través de receptores distintos a los FcyR (Harmer & Chahwan, 2016; Saylor & cols.,
2010). 1gG1, que no fija el complemento, presenta mejor afinidad por el receptor
inhibitorio FcyRIIb que los receptores activadores (Nimmerjahn & cols., 2005) (Tabla
1). Por lo tanto, el tipo de anticuerpo producido y que predomine definir4 cuales
células seran reclutadas en el sitio del reconocimiento para dar resolucién.

Tabla 1. Receptores inhibitorios y activadores IgG murinos. * Las subclases son
enlistadas en el orden en que estos se encuentran en el genoma, de 5’ (IgG3) a 3'. A/l: es
la relacion calculada de la afinidad de unién mas alta de cada subclase para un receptor

activador (A), y de la afinidad de union de las subclases para los receptores inhibitorios (1).
Madificado de Collins., 2016.

Complement fixation  Activating FcyR binding  Inhibitory FcyRIIb binding A/l ratio Relative affinity
IgG3* ++ - - - +
IgG1 - + ++ 0.1 ++
1gG2b ++ +++ ++ 7 +
IgG2a/c ++ +++ + 69 +
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6.2 Ayuda T-dependiente y T-independiente a los linfocitos B

Para obtener una respuesta prolongada y con anticuerpos de alta afinidad, los
linfocitos B deben pasar por un proceso de expansion y seleccion que requiere de
la estricta interaccion, por medio de MHC-II, con los linfocitos T helpers (Th) y T
helpers foliculares (TrH) €n una ayuda conocida como T-dependiente (TD) (Figura
2) (Vinuesa & Chang, 2013).

Por otro lado, los linfocitos B también pueden activarse en ausencia de linfocitos T
en una a ayuda llamada T independiente (TI), que puede provenir por tres vias: la
activacion por receptores tipo Toll (TLRs) (TI-1); por entrecruzamiento de BCRs con
antigenos multivalentes como polisacéridos (TI-2); o con ayuda dependiente de
células mieloides, como neutroéfilos, por medio de BAFF, APRIL y material genético
microbiano (TI-3) (Vinuesa & Chang, 2013).

La ayuda TI-1 es dada por lipopolisacéaridos (LPS), ADN CpG microbiano,
lipopéptidos y RNA viral que inician la sefalizacion en linfocitos B mediante TLRs.
Estos antigenos proporcionan una sefial, que por si sola o al estar junto a la
activacion del BCR, promueven una respuesta de anticuerpos (Minguet & cols.,
2008). Una caracteristica de la respuesta Tl-1 es que es mas rapida que la TD, lo

gue permite eliminar r@pidamente infecciones transmitidas por sangre.

La ayuda TI-2 es entregada por antigenos multivalentes, como polisacéaridos
bacterianos y capsides virales, que hacen entrecruzamiento de BCRs y liberan una
sefalizacion prolongada al linfocito B mediante la tirosina kinasa de Bruton (Btk,
Bruton’s tyrosine kinase) (Mond & cols., 1995). Estos antigenos inician potentes

respuestas de anticuerpos extrafoliculares sin formar memoria.

La ayuda TI-3 proviene de células mieloides y utilizan moléculas coestimuladoras
distintas que en la ayuda TD. Se ha descrito que neutrofilos presentes en el bazo
contienen material genético microbiano con el que interacciona con linfocitos B de
zona marginal induciendo su diferenciacion a células plasmaticas. Esta ayuda TI-3

requiere del Factor activador de linfocitos B (BAFF), el ligando inductor de
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proliferacion APRIL, IL-21 y CD40L, que en conjunto inducen el cambio de clase de

los anticuerpos (Puga & cols., 2011)

La activacion de los linfocitos B puede ocurrir principalmente en dos regiones de los
organos linfoides secundarios. La primera es en la zona extrafolicular, donde puede
recibir ayuda TD o por la presencia de antigenos TI, lo que dard como producto
células plasmaticas de vida corta (Nera & cols., 2015). La segunda zona es dentro
de los foliculos, y es el lugar donde la ayuda TD promovera la generacion de Centros
Germinales (CGs), nicho donde se seleccionaran los linfocitos B con mejor afinidad
por su antigeno y, finalmente, se diferenciaran a células plasmaticas de larga vida

y linfocitos B de memoria (Stebegg & cols., 2018).

La ayuda TD dada por los linfocitos T CD4*, - ya activados por células dendriticas
(DCs)- a los linfocitos B especificos de antigeno ocurre tempranamente en la zona
extrafolicular como en el borde que limita la zona T y B de los foliculos. Esta
interaccion inicial promoverd, antes de la formacion de Centros Germinales, la
Recombinacién por Cambio de Clase (CSR) de los anticuerpos (Roco & cols., 2019;
Liu & cols., 1996). La CSR es un proceso molecular que define las propiedades
efectoras del anticuerpo sin alterar su especificidad antigénica (Stavnezer & cols.,
2014) y que es cuantificable ya desde el tercer dia después de la activacién del
linfocito B (Pape & cols., 2003; Chan & cols., 2009).

6.3 La CSRYy su dependencia por las citoquinas

La CSR es un fendbmeno altamente regulado que requiere de estimulos primarios y
secundarios para que ocurra. Los estimulos primarios de una ayuda Tl clasicamente
estan dados por patrones moleculares, como LPS y polisacaridos, presentes en la
superficie de patdgenos; y los primarios de una ayuda TD estan dados por
moléculas co-estimuladoras como CD40L (Figura 2). Los estimulos primarios
inducen la transcripcion de importantes enzimas en la CSR como la Desaminasa de
citidinas inducida por activacion (AID, por sus siglas en inglés) (Xu & cols., 2012).

Los estimulos secundarios provienen principalmente de la ayuda TD, y estan dados
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por las citoquinas liberadas en el microambiente, que ayudaran a definir cual isotipo
producira finalmente el linfocito B (Figura 2) (Xu & cols., 2012; Adler & cols., 2017).
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Figura 2. Interacciéon entre linfocitos TH y linfocitos B. Cuando las DCs captan un
antigeno exogeno, este lo llevan alazona T de los linfonodos mas cercanos, donde pueden
inducir la formacién y migracion de distintos subtipos de linfocitos Tu (Th1, The, Thi7) al
borde de los foliculos. En paralelo, antigenos estructurales son entregados a linfocitos B
virgenes, lo que promovera también su migracién al borde de los foliculos. Este primer
encuentro entre ambas células promovera que el linfocito B le presente su antigeno
mediante MHC-II al linfocito Tw (Primera sefial), se asocien las moléculas coestimuladoras
entre ambas células (Segunda sefial) y las citoquinas liberadas por los linfocitos Tw sean
captados por sus receptores en la superficie del linfocito B (Tercera sefial). Estas sefiales
daran paso a la Recombinacion por Cambio de Clase (CSR) de los anticuerpos en los
linfocitos B.

Esto se evidencid por primera vez cuando observaron que al incubar linfocitos B
murinos in vitro con un agonista de TLR (estimulo primario), y ademas una citoquina
(estimulo secundario), era posible obtener distintos isotipos en el sobrenadante
dependiendo de la citoquina que se agregaba en el cultivo. Asi, cuando el agonista
de TLR es incubado en conjunto a IL-4, la CSR produce IgG1; cuando el agonista
de TLR es acompanado de IFNy se favorece la produccién de IgG2a, y en la
presencia de TGFf se induce IgA o IgG2b (Deenick & cols., 1999; Stavnezer & cols.,
2014) (Tabla 2).

20



Tabla 2. Efecto de las citoquinas en el cambio de clase de los linfocitos B.

Citoquina Isotipo inhibido isotipo lg producida
promovido
IL-4 Cy2a Cvy1, Ce IgG1, IgE
IFNy Cvy1, Cg, Ca Cvy2c, Cy3, Cy2a* 1gG2c, 1gG3, IgG2a
TGF-B Ce Cy2b, Ca IgG2b, IgA

Esta relacion entre los isotipos y las citoquinas de debe a que el locus IgH presente
en el genoma de los linfocitos B contiene sitios de unién para factores de
transcripcion que son inducidos por la unién de diferentes citoquinas en su
superficie. Estas sefales en la superficie de la célula permiten que la cromatina del
locus IgH este mas accesible, favoreciendo la iniciacion de la transcripcion de
pequefias secuencias nucleotidicas conocidas como transcritos de switch o
transcritos de linea germinal (GLT). En la nomenclatura de los GLTs: Cy, Cy3, Cy1,
Cy2c, Cy2b, Ce y Ca corresponden a IgM, 1gG3, 1gG1, 1gG2c, 1gG2b, IgE e IgA,
respectivamente (Tabla 2). En ratones, las citoquinas (particularmente TGF, IL-4

and IFNy) pueden promover o inhibir la iniciacion de la transcripcion de los GLTs.

Mouse Isotypes

YA Y \%‘é

IgG1 18G2b 18G2c 18G3

TH-2 response TH-1 response

Figura 3. Isotipos producidos por la activacion de linfocitos B murinos. Los linfocitos
B, dependiendo de las citoquinas y del érgano linfoide donde se encuentran, pueden
producir distintos tipos de anticuerpos. Al ser activados, producen inicialmente una rapida
produccion de IgM para opsonizar y activar el complemento. Los isotipos IgG1 e IgE son
principalmente inducidos por linfocitos Twz y citoquinas como IL-4 para responder contra
helmintos o alérgenos, respectivamente Por otro lado, los isotipos I1gG2b, IgG2c e IgG3
son promovidos principalmente por linfocitos Twiy la produccion de IFNy para favorecer la
fagocitosis. El isotipo IgA se encuentra mayormente restringido a una respuesta humoral
de mucosa respiratoria e intestinal en ayuda de TGF@ para regular la microbiota y
patdégenos intestinales.
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Cuando los linfocitos B son activados por una ayuda TD, los estimulos primarios y
secundarios actian en conjunto. Los factores de transcripcion dependientes de
citoquinas actian como enhancers rio arriba del promotor de AID, una enzima
inducida basalmente por los estimulos primarios, que se encarga de introducir, en
ayuda de los transcritos de switch, deleciones especificas en el locus IgH. Estas
deleciones llevan al quiebre del genoma en dos regiones de la doble hebra, la
eliminacion del material intracromosomal involucrado y, finalmente, la reparacion
del locus para dar paso a la formacién de los nuevos isotipos (Park., 2012; Wesley
& cols., 2011). De esta forma, la ayuda dada por los linfocitos T entrega todas las
sefales necesarias para que el linfocito B produzca los distintos tipos de anticuerpos
gue participaran de la respuesta (Figura 3).

6.4 Linfocitos T: activacion y subtipos de linfocitos TH

Cuando los linfocitos T maduros reconocen un antigeno presentado en el contexto
MHC-II, estos se activan y diferencian a linfocitos Tn. Dentro de los linfocitos T, hay
varios subtipos (THi, THz, TH17, Treg, TrH, €tC.) que Se caracterizan por tener distintos
programas transcripcionales y producir diferentes tipos de citoquinas dependiendo
de las sefiales que reciba de la DC para su activacion (Tabla 3). El subtipo que
interacciona en mayor medida con los linfocitos B son los linfocitos T helper
foliculares (TrH), ya que estos promueven la formacion de linfocitos B de memoria 'y
células plasméticas de larga vida.
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Tabla 3. Distintos subtipos de linfocito TH son producidos por las sefiales de las APC.
Los distintos subtipos de T son inducidos por las moléculas co-estimuladoras de las APCs
como de las citoquinas que estas liberan. Los linfocitos Twi son inducidos por IL-12 e IL-18,
su factor de transcripcion maestro es T-bet y producen principalmente IFNy,TNF-a e IL-2;
Los linfocitos Twz son inducidos por IL-4, su regulador maestro es GATA-3 y producen
principalmente IL-4, IL5 e IL-13; los linfocitos Twi7 son inducidos por TGF-B e IL-6, su factor
de transcripcion es RORyT y producen IL-17, IL-21 e IL-22; los linfocitos Trg Son inducidos
por TGF-B, su factor regulador maestro es FoxP3 y producen IL-10 y TGF-B; los linfocitos
Ten son inducidos por IL-21 e IL-4, su factor de transcripcidbn maestro es Bcl-6 y producen
IL-21 e IL-10 (Wan, 2010; Corripio-Miyar & cols., 2022; Gracie & cols., 1996; Hai & cols.,
2016).

Subtipo Inductor Fact. Citoquinas
Transc.
Th1 IL-12, I1L-18 T-bet IFNy, TNFa, IL-2
Th2 IL-4 GATA-3 IL-4, IL-5, IL-13
Th7 TGF-B, IL-6 RORyT IL-17, IL-21, IL-22
TEn IL-21 e IL-4 Bcl-6 IL-21, IFNy, IL-4
Treg TGF-B FoxP3 IL-10, TGF-B

Las citoquinas producidas por los linfocitos T influirdn en el tipo de activacién que
tendran otros linfocitos o células inmunes con los que interacciona demostrando su
funcién de célula colaboradora (Luckheeram & cols., 2012). Los linfocitos Tx
participan sustancialmente en la CSR a través de los estimulos secundarios que les
entregan a los linfocitos B fuera y dentro de los foliculos y poseen el potencial de
convertirse en Tru. Se ha correlacionado un mayor porcentaje de switch de clase
hacia IgG1 con un mayor numero de linfocitos Tw productores de IL-4 (Reinhardt &
cols., 2009; Gaya & cols., 2018). De la misma forma, un mayor nimero de transcritos
de 1IgG2c se ha vinculado con la aparicion de linfocitos T IFNy* (Reinhardt & cols.,
2009; lee & cols., 2019), pero no necesariamente con la expresion de T-bet, el factor
de transcripcién Thl (Gerth & cols., 2003). Asi, los linfocitos T tienen la habilidad
intrinseca de modular la CSR a través de las citoquinas, como potenciar la

activacion de los linfocitos B.
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6.5 Células Natural Killer T invariantes y subtipos

Hay un tipo de linfocito T no convencional de la inmunidad innata que puede ayudar
a los linfocitos B, conocido Natural Killer T invariantes (iNKT) (Vinuesa & Chang.,
2013). Estas células representan el 1-2% de los linfocitos T en el bazo de modelos
murinos y el 0.1-0.2% de células T en la sangre periférica de humanos (Crosby &
Kronenberg, 2018). Al ser activadas, estas células secretan rapidamente grandes
cantidades de citoquinas por la transcripcion constitutiva de su mRNA (Stetson &
cols, 2003), ademés de poseer moléculas co-estimuladoras (CD40L, CD28, ICOS)

que potencian la funcion de otras.

La activacion de las iINKT promueve su expansion y funcion efectora dentro de las
primeras 72 h y luego se contrae dentro de 7 dias (Wilson & cols., 2003). En este
periodo, las iNKT pueden promover la actividad citotdxica de células Natural Killer
(NK), como la activacién de linfocitos T por medio del licenciamiento DCs (Shissler
& Webb., 2019; Hayakawa & cols., 2001). Importantemente, cuando estas células
son activadas pueden adquirir un fenotipo helper folicular, denominado iINKTrH, que
interacciona con los linfocitos B mediante las moléculas co-estimuladoras CD28,
necesaria para expresar el factor de transcripcion Bcl6, CD40 requerido para la
CSR, y la liberacion de IL-4 e IL-21 para la induccion de centros germinales (Chang
& cols., 2011). De esta forma, dependiendo de la sefial de activacion, los linfocitos
B pueden recibir ayuda innata de las iINKT al presentarle glicolipidos o pueden
recibir una ayuda mas adaptativa, licenciando DCs y activando células Th. La
capacidad de apoyar con estimulos primarios y secundarios implican a las células

iINKT directa e indirectamente como una célula helper de la respuesta humoral.

La especificidad que tienen las células iNKT para activar DCs y linfocitos B, se debe
a que estas poseen un TCR capaz de reconocer glicolipidos presentados en CD1d,
una molécula tipo MHC-I (Carrefio & cols., 2016). Esta molécula presentadora es
ensamblada en el reticulo endoplasmico y permite un eficiente intercambio y
cargado de antigenos dentro de endosomas antes de llegar a la superficie. Por otro
lado, CD1d también puede unir ligandos directamente en la superficie de la célula

sin una maquinaria accesoria para cargar lipidos (Girardi & Zajonc, 2012).
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A pesar de que aun no se tiene claridad sobre cuéales son los ligandos enddgenos
de CD1d (Kain & cols., 2015), el descubrimiento de a-Galactosilceramida (aGC) en
esponjas marinas como el primer ligando sintético de célula iNKT, posibilito el
aislamiento y caracterizacion de estas células por medio del disefio de dimeros o
tetrAmeros de CD1d cargados con este ligando (Nyambayar & cols., 2007; Matsuda
& cols., 2000). Dado que las células INKT murinas se encuentran en bajo porcentaje
(>1%), su obtencion para ensayos funcionales dificulta significativamente su
estudio. Las primeras caracterizaciones para determinar la eficiencia de
presentacion por CD1d a células iNKT se basaron en i) el co-cultivo de hibridomas
de célula INKT con extractos de 6rgano murino previamente tratadas con los
glicolipidos, vy ii) co-incubando directamente los hibridomas con complejos CD1d-
ligando fijados a placas. Ambas estrategias gatillan la produccién y secrecion de IL-
2, IL-4 e IFNy al sobrenadante, siendo un pardmetro ampliamente utilizado y
aceptado para definir la eficiencia con que los glicolipidos son presentados por
CD1d (Yu & cols., 2005; Matsuda & cols., 2000).

Las células iINKT, naturalmente presentes en los tejidos, tienen distintos estadios y
subtipos durante su desarrollo en el timo en ausencia de activacion, siendo las
NKT1, NKT2 y NKT17 los principales. En presencia de activacion, también se
inducen los subtipos NKTr4 ¥y NKT10 en los tejidos periféricos (Tabla 4), en
analogia a los linfocitos Thl, Th2 y Th17,y alos Truy Treg, respectivamente (Engel
& cols., 2016; Crosby & Kronenberg, 2018). Estas células posteriormente migran a
distintos 6rganos donde ejercen su funcion de célula innata como residente del
tejido. (Slauenwhite & Brent Johnston, 2015)
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Tabla 4. Caracteristicas principales de los subtipos de célula iINKT descritos.
Caracteristicas principales de los subtipos de célula iINKT descritos. Modificado de Crosby
& Kronenberg, 2018.

iNKT cell subset trans. factors Cell surface markers cytokines secreted
CD49a", CD122%,

NKT1 PLZF", T-Bet+ : IFNy, IL-4, TNFa
CXCR3*,CD4"

NKT2 PLZFN ICOS*, CD4* IL-4, IL-5, IL-13

ICOS*, Syndecan 1°,
IL-17, IL-22, GM-CSF,

NKT17 PLZF™, RORyT* CD4, CCR6', CD103f,
TNFa
NRP1*
NKTFH Bcl6 CXCR5*, PD1M, CD4* IL-21
NKT10 PLZF, EABP4* CD49d*, PD1, NRP1* IL-10, IL-2

Interesantemente, las células iINKT presentes en los tejidos periféricos tienen un
repertorio de TCRs distinto al que presentan en el timo. Esto sugiere que este
repertorio es formado después de llegar a la periferia afectando el nivel basal de
activacion, proliferacion y expansion clonal de estas células dependiendo el 6rgano
donde se encuentren (Jimeno & cols., 2020). De la misma forma, la localizacion u
organo donde estan las células INKT impacta directamente en la respuesta de
citoquinas que puede liberar (Lee & cols., 2015). En un estudio realizado con
ratones C57BL/6 y BALB/c, se observa que las células iNKT presentes en la médula
de timo son del subtipo NKT2 y liberan IL-4. En 6rganos linfoides, las iNKT tienen
localizaciones Unicas que determinan la respuesta de citoquinas en presencia de un
antigeno (Kwon & Lee, 2017). En el caso de las iINKT de bazo, el subtipo NKT1 se
concentra en la pulpa roja y liberan a la circulacién IFNy e IL-4. En el caso de las
NKT2 de bazo, estan en la zona T y la IL-4 que liberan condiciona a los otros
linfocitos (Lee & cols., 2015).
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6.6 Células iNKT y fenotipos inducidos por ligandos glicolipidicos

Los primeros estudios realizados en modelos murinos demostraron que la activacion
de células iINKT por aGalCer produce un perfil de citoquinas tipo-THO (IFNy, TNFa,
IL-2, IL-4, IL13), es decir, que no discrimina entre un perfil tipo-TH1 de un tipo-TH2
(Laurent & cols., 2014; Carrefio & cols., 2016). La generacion de nuevos analogos
derivados de a-GalCer ha permitido identificar modificaciones quimicas que
polarizan o inclinan la produccion de citoquinas hacia perfiles definidos. Por ejemplo,
a-C-GalCer, 7DW8-5, AH10-7 inclinan el perfil de citoquinas hacia una respuesta
tipo-Thly, por otro lado, OCH y C20:2 lo promueven hacia una respuesta tipo-TH2
(Chennamadhavuni & cols., 2018; Van Kaer & Wu., 2018; Sag & cols., 2014; Chang
& cols., 2011).

El mecanismo que explica esta inclinacion o polarizacion en la produccion de
citoquinas hacia distintos perfiles ha sido argumentado con distintas teorias.
aGalCer es un glicoenfigolipido que se adapta 6ptimamente al bolsillo F’, una
hendidura de CD1d, donde ingresa la cadena alquilada mas larga del glicolipido, lo
gue estabiliza la interaccion de cargas entre la molécula presentadora y el ligando
(Tyznik & cols., 2011). Esta mayor estabilidad promueve que mas complejos CD1d-
ligando se localicen preferencialmente en balsas lipidicas, lo que facilita una
activacion mas fuerte y sostenida (Arora & cols., 2016). El disefio de analogos de
aGC, con la adicién de anillos arométicos en la galactosa, han demostrado tener
una mejor interaccion con los bolsillos de CD1d, actuando como una “tercera ancla”
ademas de las dos cadenas alquiladas clasicas que ingresan a los bolsillos de la
molécula (Aspeslagh & cols., 2011).

En el caso de los lipidos con perfil tipo-TH2, al tener cadenas polinsaturadas o ser
moléculas mas pequefias no pueden estabilizarse en los bolsillos de CD1d donde
se alojan las cadenas alquiladas de los ligandos, por lo que sufren una inmediata
disociacion o desplazamiento por otro ligando de forma dependiente de pH (Bai &
cols., 2009; Arora & cols., 2016). Otros estudios de simulaciones moleculares han

identificado que estados conformacionales especificos de las cabezas polares del
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azucar en CD1d les dan la propiedad a los glicolipidos tipo-TH2 de generar

activaciones mas moderadas (Laurent & cols., 2014) .

Cuando las células iNKT son activadas por glicolipidos, estas pueden cambiar su
localizacion para favorecer la interaccion con los linfocitos B. En el caso de las
células iINKT de bazo, sus subtipos estan ampliamente distribuidos en todo el
organo, y cuando son activadas por glicolipidos, estas son arrestradas dentro de las
primeras horas en la zona marginal y al dia 7 ya se localizan dentro de centros
germinales (Vomhof-DeKrey & cols., 2014). Las células iNKT pueden inducir por si
solas la formacion de centros germinales y promover la maduracion de afinidad, no
obstante, esta respuesta es transitoria, decayendo al dia 28 post inmunizacién
(Chang & cols., 2011). Importantemente, las células iNKT activadas por aGalCer
también promueven el licenciamiento de DCs capaces de activar linfocitos T CD8 y
CD4 (Fujii & cols., 2003), siendo estos ultimos los que activaran a los linfocitos B.
De esta forma, las células iINKT participan en la activacion de los linfocitos B como

iniciadoras y complementarias a los linfocitos Th convencionales.

La administracion de antigenos proteicos, utilizando a-GalCer como adyuvante,
inducen una mejor respuesta humoral. Estos adyuvantes incrementan los titulos y
afinidad de los anticuerpos, lo que evidencié una contribucion de las células INKT
en el tipo de respuesta de los linfocitos B (Galli & cols., 2007; Barral & cols., 2008).
Sin embargo, administrar los ligandos de forma libre o soluble presenta importantes
desventajas como la anergia de las células INKT después de una sola dosis (Parekh
& cols., 2005; Lyoda & cols., 2010). La utilizacién de vehiculos, como nanoparticulas
(NPs) para la entrega de glicolipidos, permitié evadir la anergia y profundizar méas

en el estudio sobre la modulacién de la respuesta humoral por células iINKT.

6.7 Liposomas como vehiculo para la activacion de linfocitos B

Los mecanismos de activacion que tienen los linfocitos B frente a nanoparticulas
(NPs), como liposomas, han sido dilucidados a partir de distintos modelos. La

modificacion de las NPs para contener epitopos repetitivos o multivalentes en su
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superficie la han convertido en una herramienta util para la activacion de linfocitos
B incrementando la avidez de union a las células blanco o tejidos (Hong & cols.,
2018). Adicionalmente, estos epitopos presentes en la superficie de las NPs
favorecen la activacion del complemento mejorando la opsonizacion de estos,
reduciendo el umbral necesario para activar el BCR de los linfocitos B (Carroll &

Isenman, 2012).

En el caso de las particulas tipo-virus (VLPs, virus-like particles) que llegan a la
circulacién, se ha descrito que estas pueden ser captadas directamente por
linfocitos B antigeno-especificos presentes en la zona marginal del bazo. Luego,
estos linfocitos migran al area folicular para facilitar el transporte de las VLPs hasta
las DCs foliculares (FDCs) in situ (Cinamon & cols., 2008). Finalmente, las FDCs
activaran directamente a los linfocitos T CD4+ naive que posteriormente
reconoceran de forma antigeno-especifica los péptidos presentados por los
linfocitos B, dando paso a la formacién de centros germinales (Hong & cols., 2018).
Esta caracteristica permite inferir que liposomas de similar tamafio a una VLP y con
proteinas repetidas en su superficie, pueden ser captados por el BCR antigeno-
especifico de los linfocitos B, para luego ser endocitados, procesados y presentados

por MHC-II a células residentes del bazo, como los linfocitos Th.

Un tipo de activacion llamativa que presentan los linfocitos B frente a antigenos
unidos a membranas lipidicas es la trogocitosis. Este fenbmeno, conocido como
cell gnawing o “mordisqueo” celular, refiere a extraer e internalizar trozos completos
de membrana plasmaética junto a antigenos conjugados de las APCs mediante la
union del BCR (Hudrisier & cols., 2007). Mas recientemente, también se ha descrito
qgue los linfocitos B de zona marginal pueden extraer la membrana plasmatica
asociada a complejos MHC-ll/péptido de DCs mediante receptores del
complemento (Zhao & cols., 2022). Estos mecanismos permiten sugerir que los
antigenos conjugados a la superficie de liposomas que se fusionen o sean
reciclados a la superficie de sus células blanco (KolaSinac & cols., 2018) podrian
ser captados directamente por el BCR o receptores de complemento de linfocitos B

para una presentacion mas rapida por MHC-II a linfocitos Th.
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La localizacion de la proteina o antigeno modelo en los liposomas influye
directamente en la calidad de la respuesta humoral. Esto se ha demostrado
utilizando un potente péptido activador de linfocitos Th denominado LACK, que al
estar anclado en la superficie de liposomas genera anticuerpos de mayor afinidad
que al encapsularlo. En este trabajo describen que las NPs podrian estabilizar la
interaccién con los linfocitos T-B (Elbahnasawy & cols., 2018), favoreciendo el

reconocimiento inmediato del antigeno al estar el superficie.

Cuando las NPs miden menos de 500 nm, son preferiblemente captados por DCs
CD11c* para llegar al tejido linfatico donde estan presentes los linfocitos T (Chang
& cols., 2017; Thapa & cols., 2009). La administracién intravenosa de liposomas
mas pequefios (<200 nm) con antigenos anclados de linfocito B puede ser una de
las maneras mas eficientes de modular la activacion de estas células. Esto es
debido a que pueden ser captados por DCs y posteriormente activar células T
presentes en el 6rgano linfoide; o llegar directamente a la zona marginal del bazo,
donde seran captados por linfocitos B extrafoliculares para iniciar la respuesta

humoral

6.8 Consideraciones para el uso de liposomas en la modulacion de la
respuesta humoral

El desarrollo y caracterizacion de los liposomas considera una serie de técnicas que
permiten conocer parametros como el tamafio, concentracion, forma, potencial
eléctrico ademas de determinar la cantidad de antigeno conjugado o contenido en
las nanoparticulas. Un Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) obtenido con
NanoSight permite un rapido analisis de la distribucion de tamafos y concentracion
de todas las nanoparticulas entre 0.01 — 1 um de diametro presentes en la muestra.
Las vacunas particuladas pueden ser capaces de difundir sistémicamente y tener
distintos tiempos de circulacién dependiendo el tamafio (Awatshi & cols., 2003). Se
ha observado que las nanoparticulas que miden entre 150-200 nm son los que estan

mayor tiempo en circulaciéon y, de hecho, las moléculas que miden entre 20-200 nm
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entran de forma eficiente en el sistema linfatico, pudiendo llegar directamente a los

linfocitos B foliculares (Oussoren & cols., 1997).

En contraste, las nanoparticulas que mas de 500 nm no entran libres en los
capilares linfaticos por lo que requieren de células especializadas como las DCs
(Manolova & cols., 2008; Jiang & cols., 2015). Respecto a la forma de las
nanoparticulas, una de las formas méas confiables de determinarla es mediante
microscopia electronica de barrido y transmision (STEM). Este instrumento fusiona
la capacidad de un microscopio de barrido (SEM) de ver la forma y tamafio
aproximado de las particulas a través de su superficie, y la capacidad del
microscopio de transmision (TEM) de una mayor resolucion y conocer la

complejidad interior de la particula.

Otra propiedad importante obtenida por dispersion de luz dinamica (DLS, Dynamic
light scattering), es el indice de polidispersidad (PDI, polidispersity index). El PDI se
utiliza para describir el grado de heterogeneidad o distribucion de los tamafios mas
representados en la suspension. Este parametro es adimensional y escalado de
manera que para preparaciones liposomales, valores hasta 0.3 son aceptables
como monodispersas (Chen & cols., 2011). Por otro lado, valores de PDI mayores
a 0.7 indican muestras que tienen un amplio rango de tamafios y no son adecuados
para ser analizados por dispersion de luz dinamica (DLS, Dynamic light scattering)
(Danaei & cols., 2018). Otro parametro que entrega el DLS es el potencial eléctrico
o potencial Z (ZP) presente la superficie de la nanoparticulas. Liposomas con una
carga neta positiva, o catiénicos, son ampliamente descritos por su capacidad de
atraccion por la membrana celular de carga negativa (Ma & cols., 2011; Bernfield &
cols., 1999). No obstante, liposomas con carga negativa o anionicos, también han
demostrado ser inmunogénicos pudiendo unirse a las células mediante sitios
cationicos en forma de clusters (Patil & cols., 2007), induciendo linfocitos T CD8*, T
CD4* y aumentando la expresion de moléculas relacionadas a la activacion y
maduracién de APCs, facilitando el ingreso de los antigenos (Yanasarn & cols.,
2011).
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Para evitar el agregado de las nanoparticulas o el reconocimiento por las células
fagociticas presentes en el sistema reticuloendotelial, se puede utilizar
polietilenglicol (PEG) en la formulacion ya que los liposomas PEGilados se vuelven
mas hidrofilicos y aumenta su barrera estérica contra proteinas plasméaticas como
opsoninas y macrofagos (Litzinger & cols., 1994). Ademas, la incorporaciéon de
colesterol en los liposomas es utilizada con frecuencia para condensar y estabilizar
las bicapas lipidicas favoreciendo el tiempo en circulacion y la respuesta humoral
(van Houte & cols., 1981).

La via de administracion de los liposomas también es un factor critico. Por ejemplo,
la inmunizacion oral promueve la produccion de IgA en el intestino delgado y colon
ascendente (Tana & cols., 2011). Por otro lado, la inmunizacién nasal promueve la
secrecion de IgA en el tracto respiratorio y tracto genital femenino sin una respuesta
en el intestino (Boyaka, 2017). Otros estudios comparando la via intradermal (id)
con la via intraperitoneal (ip), han mostrado que ratones inmunizados via ip
promueven mayores titulos de IgG2a e IgG1 en suero, como mayor proliferacién de
linfocitos en T (Thatte & cols., 1995). Sin embargo, los inmundgenos inyectados via
ip son absorbidos con baja eficiencia ya que, al igual que la administracién oral,
deben pasar primero por los vasos mesentéricos que son drenados al higados
sufriendo metabolismo hepatico antes de alcanzar la circulacién (Turner & cols.,
2011). La inmunizacion intravenosa (iv) es la via mas directa y eficiente, ya que el
antigeno sufre minimas modificaciones y no requiere de absorcion, pudiendo
estimular directamente a las células de bazo y promover la produccién de los
subtipos IgG por los linfocitos B de la zona marginal (Chorny & cols., 2016) y B
foliculares (Ddlen & cols., 2020; Turner & cols., 2011). Como los subtipos de 1gG
son los mas abundantes en circulaciéon en condiciones basales y después de una
inmunizacion (Klein-Schneegans & cols., 1989; Lopez-Saucedo & cols., 2015; Honjo
& cols., 2012; Castigli & cols., 2004), pueden seguirse a través del tiempo sin la
necesidad de sacrificar al animal. Otra ventaja es que la proporcion entre los
distintos subtipos son facilmente medibles en suero y en los linfocitos B de bazo,
por lo que la inmunizacion iv representa la via mas efectiva para estudiar el cambio

de clase entre los distintos isotipos.

32



6.9 Uso deliposomas para modular larespuesta humoral a través de células
INKT

Se ha demostrado que la propiedad de autoensamblaje que presentan los lipidos
en solventes polares ha permitido la eficiente incorporacion de ligandos de célula
iINKT en la membrana de liposomas permitiendo una notable activacion de estas
células sin inducirles anergia (Deng & cols., 2014; Thapa & cols., 2009).
Adicionalmente, la union covalente de proteinas en la superficie de estas
nanoparticulas potencia significativamente la co-activacion de células iNKT y de
linfocitos B (Chang & cols., 2011; Guan & cols., 1998; Chen & cols., 2018).
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Figura 4. Activacion de linfocitos B mediante liposomas que contienen glicolipidos y
proteinas ancladas. La administracion intravenosa de liposomas asegura su llegada a las
distintas células del bazo. 1.) los liposomas son reconocidos por el BCR de los linfocitos B.
2.) Estos pueden ser endocitados mediante el BCR antigeno-especifico. 3.) Una vez dentro,
los distintos componentes del liposoma, como glicolipidos y péptidos, son cargados
endosomalmente en moléculas CD1d y MHC-II, respectivamente. En paralelo, 4.) los
liposomas también son reconocidos por las DCs, que migraran a los linfonodos 5.) donde
participaran como DCs licenciadas que activaran células iNKT como linfocitos Ty mediante
glicolipidos y péptidos. Finalmente, 6.) los linfocitos Tw previamente activados se encontraran
con linfocitos B para reconocer los antigenos capturados en los liposomas.

33



El desarrollo de liposomas con glicolipidos embebidos en su membrana y proteinas
en su superficie proporciona una herramienta eficaz para evaluar la contribucion de
las células INKT en la respuesta humoral (Figura 4). En un estudio realizado en el
laboratorio de la Dra. Vinuesa y colaboradores utilizando liposomas, pudieron
identificar que algunos glicolipidos como a-C-GalCer, inducen un mayor nimero de
NKTr1 que aGalCer, y que el glicolipido OCH induce un menor numero de estas
células (Chang & cols., 2011). Otras investigaciones demostraron que este tipo de
preparaciones liposomales pueden inducir todos los subtipos de 1gG circulantes
incluso en modelos murinos knock-out para MHC-Il, (Chen & cols., 2018), sin
embargo, los titulos son mucho menores que en C57BL/6 nativos (Tonti & cols.,
2012; Rampuria & cols., 2017).

Estos antecedentes en conjunto indican que es posible, a través de este tipo de
liposomas, evaluar la contribucion de las células iNKT en la respuesta humoral o si
la activacion por distintos ligandos podria modificar los isotipos producidos por el
linfocito B. Seria interesante poder evaluar si la administracion exégena de
glicolipidos que inducen un perfil tipo-TH1 o tipo-TH2 en las células iNKT, es
suficiente para modular el tipo de activacion del linfocito B y la CSR hacia isotipos
como 1gG2c o IgGl (Figura 5), respectivamente, en analogia a lo visto en los

estudios in vitro al administrar IFNy o IL-4 a cultivos de linfocitos B.
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Figura 5. Modelo propuesto para la modulacion de la CSR mediante células iNKT.
Cuando las APCs (DCs, linfocitos B, etc) capturan y presentan glicolipidos se produciran
distintos perfiles de citoquinas. Cuando se utiliza aGC, se producira un perfil mixto de
citoquinas que promovera la produccion de todos los isotipos por los linfocitos B. El uso
de AH10-7 promovera mayores niveles de IFNy, lo que aumentara los niveles de 1gG2c,
IgG2b e IgG3 producidos por los linfocitos B. La administracion de OCH inducira mayores
niveles de IL-4, lo que incrementara la expansion de linfocitos B productores de IgG1 e
IgE
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7 Hipotesis

La activacion diferencial de células iINKT hacia un perfil tipo-TH1 o tipo-TH2 a través
de glicolipidos, promueve la recombinacién por cambio de clase hacia los isotipos
1gG2c/1gG2b/IgG3 o IgG1/IgE, respectivamente.

8 Objetivos

1. Evaluar las propiedades fisicoquimicas y bioactivas de los LPs-OVA

cargados con diferentes ligandos de células iNKT.

2. Definir los isotipos, magnitud y avidez relativa de diferentes anticuerpos anti-
OVA en respuesta a una activacion tipo-TH1 o tipo-TH2 por células iNKT.

3. Correlacionar la induccion de células iINKT/Th con la expansion de linfocitos
B productores de diferentes isotipos en respuesta a una activacion tipo-TH1

0 tipo-TH2 por células iNKT.
4. Caracterizar a nivel transcripcional el locus de la cadena pesadas obtenido

por la Recombinacién por cambio de Clase en linfocitos B en una activacion
tipo-TH1 o tipo-TH2 por células iINKT.
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9 Metodologia
9.1 Ratones

Ratones silvestres C57BL/6 fueron requeridos en el Instituto de Salud Publica de
Chile (ISP). Los ratones C57BL/6-Tg (Tcra Tcr)1100Mjb/J (OT-1) fueron obtenidos
del Bioterio Central de la Universidad de Chile. Ratones entre 2-3 meses de edad
con un peso promedio de 25 g fueron utilizados para los experimentos. Todos los
procedimientos realizados con animales se hicieron de acuerdo con las normas
institucionales de bioética y bioseguridad establecidas por el ICBM y ANID. El uso
de los animales considerados en esta tesis se enmarca en Oel protocolo aprobado
del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile codigo
CICUA (CBA 1185 FMUCH).

9.2 Medios de cultivo.

9.2.1 Medio de cultivo para BMDCs y células de bazo.
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 solucion tampon HEPES 100X (Gibco, USA), 1% de solucién de piruvato
100X (Gibco, USA), 0,5% de solucion de aminoacidos no esenciales 100X (Gibco,
USA), y 0,1% de B-mercaptoetanol (Gibco, USA)

9.2.2 Medio de cultivo para células INKT.

DMEM fue suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Gibco, USA), 1% de
solucion de antibioticos penicilina/estreptomicina 100X (Gibco, USA), 1% de
solucion tampén HEPES 100X (Gibco, USA), 0,5% de solucién de aminoacidos.
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9.3 Inmunizaciones

Cada raton fue inmunizado via intravenosa (i.v) por la vena lateral de la cola con
200 pL de suspension liposomal que contienen 5-10 pg de OVA y 4 nmoles de
glicolipido (Tabla 5). Se utilizaron 5 ratones por condicion experimental (Tabla 6).
En los ensayos que se requirio refuerzo se administraron las mismas preparaciones
21 dias después de la primera inmunizacibn. Como control positivo, se
administraron i.v. 20 pg del adyuvante Monofosforil lipido A (MPLA) mezclado con
5-10 ug de OVA.

9.4 Preparaciones liposomales

Los lipidos fosfatidil colina de huevo (EPC), Colesterol (Chol), DSPE-PEG 2000, N-
cap biotinyl-phosphatidylethanolamine (PE-biotina), a-GalCer (KRN7000) y OCH
fueron obtenidos desde Avanti Polar Lipids, USA. El glicolipido AH10-7 fue obtenido
gracias a la colaboraciéon con el laboratorio del Dr. Steven A. Porcelli del Albert

Einstein College of Medicine.

El stock liofiizado de EPC, Chol y DSPE-PEG 2000 y PE-biotina fueron
resuspendidos en una solucién de metanol/cloroformo 1:1 frio. En el caso de los
glicolipidos, estos se resuspendieron en una mezcla metanol/cloroformo 2:1. Todos
los lipidos fueron traspasados a tubos de vidrio de borosilicato (Fischerbrand, USA)
y almacenados a -20°C hasta su uso. Los distintos componentes de los liposomas
(LPs) fueron mezclados en relaciones molares predefinidas (Tabla 5) y
homogenizados mediante vortex durante 1 min. Posteriormente, el solvente se
evaporé en bomba de vacio (Vacuubrand, MZ 2C) durante 4 h a temperatura
ambiente (TA) o sin vacio durante toda la noche a TA. Una vez evaporado el
solvente, el film lipidico obtenido se hidratd con 200 pL de PBS estéril (137mM NacCl,
2.7mM KCI, 8mM Na2HPO4 and 2mM KH2PO4, PBS pH 7.4), se homogeniz6
mediante vortex durante 1 min y luego se sonicé (LC30H Ultrasonic, CIENTEC)
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durante 5 min a TA. Finalmente, las preparaciones se dejaron a temperatura

ambiente durante 30 min antes de extruir.

La sistema de extrusion utilizado estd compuesto de un mini extruder (Avanti Polar
Lipids, USA), una membrana de policarbonato con poros de 800 nm de diametro
(Nucleopore, USA), dos membranas de soporte (Avanti Polar Lipids, USA) y 2
jeringas herméticas de precisién (Hamilton Company, USA). El sistema fue montado
sobre un soporte termorregulado a 55°C. Los LPs fueron colectados en una de las
jeringas y a continuacion se ingresaron al extruder realizando 11 pasajes a través
de la membrana con cada preparacion liposomal (Tabla 5) a modo de generar
particulas unilaminares de un tamafio homogéneo. En el Ultimo pasaje la
suspensiéon de particulas se colectd en una de las jeringas y se transfirio un

microtubo de 1.7 mL estéril para almacenarlo a 4°C hasta su uso.

9.5 Cuantificacion de fosfolipidos que componen los liposomas

A partir del kit de cuantificacion de fosfolipidos MAK122 (Sigma Aldrich) se procedio
segun recomendacion del fabricante. Se calculé la concentracion de fosfatidilcolina

en las muestras segun la ecuacion:

UM = ((Absmuestra_AbSbIanco)/pendiente) x N

Siendo “Abs” la absorbancia de la muestra y del blanco, y “N” el factor de dilucién
ocupado. El valor obtenido fue utilizado de referencia para estimar los moles de

glicolipido contenido en los liposomas.
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Tabla 5. Composicion de las preparaciones liposomales. Cada preparacién contiene 4
nmoles de glicolipido. Se utilizaron 3,43 ug de aGalCer (mostrado en la tabla), 3,9 ug para
AH10-7 (PM: 974.48 g/mol) y 2,82 ug para OCH (PM: 704 g/mol) que corresponden a 4
nmoles cada uno. Los liposomas sin glicolipido mantienen la misma composicion de los
otros lipidos.

Componente EPC Chol DSPE-PEG2000 PE- a-GC Total
biotina
Porcentaje molar 54,14 22,56 4,512 1,975 17,798 100
(%)
nmoles 12,16 5,07 1,01 0,22 4 22,47
PM (g/mol) 851 387 2791 1105 858,32
Masa (ug) 10,35 1,96 2,83 0,24 343 18,82

9.6 Conjugacién de Ovalbumina (OVA) en la superficie de los liposomas

OVA libre de endotoxinas (Endofit, InvivoGen) fue utilizada como antigeno modelo
para garantizar una administracion segura en los animales. La OVA fue biotinilada
con el reactivo sulfo-NHS-LC-LC-biotina (Thermo Fisher Scientific) segun
recomendaciones del fabricante. Brevemente, un stock de OVA endofit (10 mg) fue
resuspendido en 1 mL de PBS, y a continuacion 5.5 mg fueron mezclados e
incubados con 10 mM del reactivo de biotinilacion durante 2 h a TA en agitacion y

finalmente dejado a 4 °C O.N.

La proteina biotinilada fue separada de los componentes no-conjugados utilizando
una columna de exclusién molecular (Sephadex G-250) segun recomendaciones
del fabricante. Brevemente, la columna previamente hidratada fue utilizada para
colectar la proteina eluida en fracciones de 0.5 mL. La cantidad de proteina presente
en cada fraccion fue determinada mediante el método de cuantificacion con acido
bicinconinico (BCA) (Pierce, ThermoScientific) y el grado de biotinilacion de OVA
obtenido se determiné con el kit de cuantificacion de biotina (Pierce,

ThermoScientific) segun recomendacion del fabricante.
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La OVA biotinilada (10 pg equivalente a 0.22 nmoles) fue mezclada con la
suspension de LPs preparado previamente (0.22 nmol de CAP-PE biotina), luego,
estos dos componentes fueron mezclados poco a poco con estreptavidina (Sigma)
(6.66 ug equivalente a 0.11 nmoles) en una relacién 2:1:2 (0.22 nmol OVA/0.11 nmol
Strep/0.22 nmol LP), durante 2 h a temperatura ambiente. Los liposomas con OVA
anclada (LP/OVA/ligandos) fueron colectados mediante ultracentrifugacion (Sorvall
Wx100, Thermo) a 80.000 x g durante 30 min a 4°C. Finalmente, el sobrenadante
fue descartado y el pellet liposomal fue resuspendido en 100 uL de PBS y
almacenando a 4°C hasta su uso.

9.7 Detecciony cuantificaciéon de OVA en la superficie de las preparaciones

liposomales

La cantidad de OVA anclada fue cuantificada mediante ELISA directo anti-OVA.
Brevemente, diluciones 1:100 y 1:200 de los liposomas fueron sembradas por
triplicado en placas ELISA (Maxisorp®) junto a una curva estandar de OVA (rango
12.5-125 ng/mL) e incubadas toda la noche a 4 °C. A continuacion, la placa se lavo
y bloque6é con PBS BSA al 1% durante 1 h a 37 °C vy, luego, se incubd con
anticuerpos anti-OVA de conejo diluido (Abcam, ab181688) durante 1 h a
temperatura ambiente. Se repiti6 el lavado y se agreg6 el anticuerpo secundario de
asno anti-conejo conjugado a HRP durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente,
las placas se revelaron con TMB (Tetramethylbenzidine, ThermoFisher) y para
detener la reaccion colorimétrica se utilizo H2SO4 2N. La absorbancia fue
cuantificada mediante un espectrofotdmetro a 450/540 nm (Synergy HT, Bio-Tek,
USA). Los valores de absorbancia fueron interpolados en la curva para determinar

la cantidad de OVA presente en cada preparacion.

Para corroborar si toda la poblacion de liposomas contiene OVA en su superficie,
entre 10-15 pyL de cada preparacion liposomal se incub6 con anticuerpos anti-OVA
acoplado a FITC (Rockland) para determinar la presencia de la proteina mediante

citometria de flujo empleando anticuerpos anti-OVA (FITC) (Rockland) durante 1 h
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a 4 °C. Posteriormente, la mezcla se llevd a 250 uL con buffer FACS y se
ultracentrifugd una vez a 80.000 x g durante 30 min a 4 °C para descartar el
sobrenadante y resuspender el pellet en 300 yL de PBS. Adicionalmente se analizd
la autofluorescencia de todas las preparaciones. Los datos obtenidos de las
citometrias (BD LSRFortessa X-20) fueron analizados utilizando el programa
FlowJo X 10.0.7 (FlowJo LLC).

9.8 Caracterizacion fisicoquimica de las preparaciones liposomales

9.8.1 Determinacion del tamafio mediante Nanotracking Analysis (NTA).

Los tamafios se obtuvieron utilizando el equipo Malvern Nanosight NS300 (Malvern,
USA). Brevemente, las preparaciones fueron diluidas 1:200 en PBS y luego fueron
incorporadas al sistema con una jeringa de 1 mL. Los parametros para el analisis
se fijaron de la siguiente forma: Captura: [Camera level = 10; Screen = 3]. [Process:
Screen = 9; Threshold = 5]. Cada preparacién se midié en triplicado haciendo
registros de 30 s y los datos colectados fueron graficados mediante Graphpad Prism
8.

9.8.2 Determinacion del potencial Z e indice de Polidispersidad (Pdl) mediante
Dispersion Dindmica de Luz (DLS).
Las mediciones fueron realizadas con un Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
UK). Para esto, 5 pL de LPs se diluyeron en 1 mL de agua ultrapura (Corning®) y
se incorporaron en cubetas para la medicion. Los valores son entregados en
milivoltios (mV). Adicionalmente, se obtuvo el indice de Polidispersidad (Pdl) de las
preparaciones. Se considerdé que valores de Pdl entre 0-0.1 indican muestras
monodispersas; entre 0.1-0.4 son polidispersas y >0.4 son altamente polidispersas.

Los datos colectados fueron graficados mediante Graphpad Prism 8.
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9.8.3 Determinacion de la morfologia mediante Microscopia electronica de
transmision de barrido (STEM).
Se utilizé el equipo de STEM (FEI Inspect 50-USA). Para esto, 10 uL de liposoma
se diluyeron en 500 pL de PBS, y 10 pL de la dilucion fueron depositados en grillas
de cobre (200 mesh cubiertas con Formvar) por 2 min, luego la gota es removida
con papel filtro evitando que el papel toque la grilla, luego la grilla se lava dos veces
con gotas de agua miliQ por 1 min. Finalmente, la muestra es tefiida con una
solucién del acido fosfotungstico al 1% agregando de esta solucion a la grilla por 2
min y a continuacién removiendo la gota con papel filtro. Finalmente, la grilla es
secada durante 24 h antes del analisis y las imagenes fueron capturadas con una

amplificacion de 2 y 5 micrémetros.

9.9 Evaluacion de la bioactividad dada por las preparaciones liposomales

in vitro

9.9.1 Activacion de linfocitos B in vitro mediante la co-incubacion con hibridomas
de células iINKT.
Ratones C57BL/6 fueron inmunizados con preparaciones liposomales y posterior a
7 dias, sus linfocitos B fueron purificados como se describe previamente. Estos
linfocitos fueron incubados con células iINKT provenientes de hibridomas durante 48
h a 37 °C. Posteriormente, estas células fueron centrifugadas y el sobrenadante fue
utilizado para i) detectar los isotipos secretados como parametro de activacion de
linfocitos B mediante el protocolo de ELISA anti-OVA vy ii) detectar IL-2 como

parametro de activacion de células iINKT mediante el protocolo de ELISA sandwich.

9.9.2 Activacion de linfocitos T OVA-especificos a partir de ratones OT-1 con las
preparaciones liposomales.

El bazo de ratones C57BL/6-Tg (TcraTcrb)1100Mjb/Crl (OT1) fue colectado y

procesado para la eliminacion de eritrocitos y ajustar su concentraciéon a 1x10°

células/mL hasta su uso. En paralelo, se generaron DCs como se indica en la
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seccién 4.18.4.1. para ser incubadas con preparaciones liposomales ajustadas a 5
pHg de OVA durante 24 h a 37°C. Luego, las DCs son ajustadas a la misma
concentracion que las células OT-1 para ser incubadas en misma proporcion 1:1
durante 24 h a 37°C. Se utiliza como control positivo 20 nM del péptido SIINFEKL
(Genscript), que es reconocido de manera restringida por el TCR de linfocitos OT-
1, ademas de 50 ug/mL de Ovalbumina purificada. Finalmente, las células son
centrifugadas y el sobrenadante colectado es almacenado a 4°C o0 a -80°C hasta su

uso. La cuantificacion de IL-2 en el sobrenadante se hace segun la seccion 4.18.4.4.

9.9.3 Activacion de células iINKT mediante DCs pulsadas con mLPs.

9.9.3.1 Obtencién de DCs a partir de ratones C57BL/6.

Se obtuvo la médula 6sea segun la seccion 4.18. A partir de estas células, se
incubaron 3x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos con 10 ng/mL de GM-CSF
murino (Prepotech) en incubador de cultivo celular (MCO-15A, Sanyo, Japdn) a
37°C, con atmésfera 5% CO2y 100% humedad. Al dia 2 y 4 se agregd nuevamente
GM-CSF fresco a la misma concentracion; y al quinto dia, las células fueron
cosechadas con un cell scraper para ser utilizadas como células presentadoras de

glicolipidos ante células iINKT.

9.9.3.2 Expansién de hibridomas de célula iNKT.

Hibridomas de células iINKT (denominadas K2C10) generadas en el laboratorio
fueron utilizadas para ensayos de activacion mediante DCs. Brevemente, células
INKT fueron cultivadas en medio DMEM suplementado y se incubaron en incubador
de cultivo celular (MCO-15A, Sanyo, Japén) a 37°C, con atmdsfera 5% CO2y 100%

humedad manteniendo una confluencia al 70%.

9.9.3.3 Ensayos de co-cultivo DCs-iNKT.
Preparaciones liposomales con AH10-7 (LP/AH10-7) 6 AH10-7 y OVA
(LP/OVA/AH10-7) fueron diluidas hasta concentraciones de 1, 10 y 100 nM de
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AH10-7 para estimular 1x10° DCs/pocillo. Se agreg6 el estimulo con el glicolipido
libre en las mismas concentraciones y liposomas sin glicolipido. Estas condiciones
fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, las DCs activadas fueron
centrifugadas a 1600 g durante 5 min a 4°C y resuspendidas en DMEM
suplementado fresco ajustando su densidad a 1 x10° cell/mL. En paralelo, las
células INKT fueron centrifugadas de la misma forma ajustando a la misma densidad
celular. Un co-cultivo de células 1:1 fue sembrada en placas de 96 pocillos de fondo
U (Corning) durante 24 h a 37 °C. Finalmente, la placa fue centrifugada para colectar
y almacenar el sobrenadante a 4°C o a -80°C hasta su uso.

9.9.3.4 Cuantificacion de IL-2 mediante ELISA sandwich.

Se cuantifico IL-2 como parametro de activacion de células iNKT. Para esto, se
sensibilizaron placas de 96 pocillos para inmunoensayo (Nunc, USA) con 100
ML/pocillo de anticuerpo monoclonal anti IL-2 de ratén purificado (clon JES6-1A12;
BD Pharmingen), durante 12 h a 4°C. Posteriormente, los pocillos fueron
bloqueados con una solucién PBS BSA 1% por 1 h a 37 °C. Después, las placas
fueron lavadas con PBS-Tween 20 al 0,05% en un lavador de placas de ELISA
(HydroFlex, Tecan, Austria). Enseguida, se agregd 10 uL del sobrenadante de los
co-cultivos y se completd hasta 100 uL/pocillo con PBS-BSA 1%. Adicionalmente
se incorpord una curva estandar en duplicado de la proteina IL-2 recombinante
(Peprotech, USA), incubandose durante 24 h, a 4°C.

Luego, las placas fueron lavadas e incubadas con 100 ulL/pocillo de anticuerpo
monoclonal anti IL-2 de ratdn conjugado a biotina (clon JES6-1A12; BD
Pharmingen) por 1 h a 37°C. A continuacion, los pocillos fueron lavados e incubados
con 100 uL/pocillo de estreptavidina-HRP (BD Pharmingen), por una hora a 37°C.
Finalmente, la placa es lavada e incubada con 50 uL/pocillo de TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbencidina; LifeTechnologies). La reaccion se llevé a cabo a temperatura
ambiente, por 5 min, y se detuvo con 50 uL/pocillo de H2SO4 2N. El resultado
colorimétrico fue leido en un lector para placas de ELISA (Synergy HT, Bio-Tek,
USA) a absorbancias tanto de 450 nm como 540 nm.
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9.10 Coleccion de sueros a partir de ratones inmunizados

Para colectar la sangre, los distintos grupos experimentales fueron introducidos
consecutivamente en una camara calefaccionada a 30 °C para aumentar la
irrigacion sanguinea durante 3 min. Luego, los ratones se sujetaron manualmente
para hacer un corte superficial en la vena de la cola y colectar la sangre dentro de
microtubos de 1.7 mL. El sangrado de la cola fue detenido mediante la presién
manual con algodon estéril. Luego, la sangre se dejé coagular durante 1 h a
temperatura ambiente y se centrifug6 a 1600 g durante 10 min. El suero recolectado

se almacend a -80°C hasta su uso.

9.11 Procesamiento del bazo para la deteccién de poblaciones celulares

Los bazos fueron disgregados y homogenizados con los extremos esmerilados de
dos portaobjetos dentro de 2 mL de RPMI suplementado que fueron filtrados con
cell strainer de 70 um (Falcon, USA), luego se agreg6 2 mL adicionales del medio
para lavar el filtrado. Los esplenocitos filtrados fueron tratados con una buffer ACK
(Gibco) para la lisis de eritrocitos mediante lisis hipotonica durante 5 min en hielo.
Luego, la lisis es detenida diluyendo 10 veces con PBS frio y las células son
centrifugadas y resuspendidas en 5 mL de RPMI suplementado para su
cuantificacion con un contador de células automatizado TC20 (Bio-Rad).
Finalmente, las células fueron ajustadas a la concentracion de trabajo y mantenidas

en hielo hasta su uso.

9.12 Obtencion de médula 6sea para la generacion de BMDCs y ensayos de
ELISPOT

Se colectaron asépticamente fémures y tibias, y se mantuvieron en medio RPMI

(HyClone) frio. Los huesos fueron sumergidos durante 5 s en etanol 70% y luego
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transferidos a RPMI suplementado donde se extrajo la médula 6sea mediante
jeringas de 1 mL con aguja 25G (Nipro, USA). La médula fue tratada con una
solucion hipotonica (ACK) para la lisis de eritrocitos de la misma forma que con las
células de bazo. La densidad células de ajust6 a 1 x10° células vivas/mL y se dejan
en hielo hasta su posterior dilucion y uso.

9.13 Evaluacion de la bioactividad dada por las preparaciones liposomales
in vivo

9.13.1 Expansion de células iNKT.

Después de inmunizar con cada tratamiento (Tabla 2), estos fueron sacrificados al
tercer dia para evaluar la expansion de células iINKT en bazo y produccién de
citoquinas. Para esto, los distintos bazos fueron colectados en medio RPMI-1640 y
los esplenocitos totales fueron depletados de eritrocitos mediante lisis hipotonica.
Posteriormente, se cuantificaron y se ajustaron a una concentracion de 3 x 106
células/mL y se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo “v’ (Thermo
Scientific™) La viabilidad fue determinada mediante el marcador Live/Dead
(Invitrogen®) y se utilizaron los anticuerpos de raton anti-B220 (PE-Cy5), anti-CD4
(APC-Cy7), anti-TCRp (FITC) y tetramero de CD1d cargado con aGalCer (PE) para
la identificacion de células INKT mediante citometria de flujo. Después de la tincién
de superficie, las células fueron permeabilizadas y fijadas con buffer Foxp3
(Invitrogen ™) y finalmente incubadas con los anticuerpos anti-IFNy (Alexa Fluor
700) y anti-IL-4 (PE-Cy7). Las células fueron lavadas nuevamente y resuspendidas
en buffer FACS. Los datos fueron analizados en FlowJo y graficados con GraphPad
Prism 8.
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Tabla 6. Grupos experimentales evaluados en este trabajo. Ratones C57BL/6 de 2-4
meses de edad, se dispusieron grupos de cinco ejemplares por condicion experimental. Se
administraron 4 nmoles de glicolipido y 5-10 ug de OVA por ratén. PBS fue utilizado como
control vehiculo. *20 pg de Monofosforil lipido A (MPLA) fue utilizado como adyuvante i.v.

Grupo Tratamiento n2 de Glicolipido OVA
Experimental ratones  (nmoles) (ng) —
1 LP/OVA/aGC 5 4 5a10
2 LP/OVA/AH10-7 5 4 5a10
3 LP/OVA/OCH 5 4 5a10
4 LP/OVA 5 4 5a10
5 MPLA* + OVA 5 4 5a10
6 PBS 5 4 5a10

9.13.2 Deteccion de linfocitos B que hacen cambio de clase mediante citometria de
flujo.
Después de 7 dias de la inmunizacién, se detectaron los linfocitos B de bazo que
hicieron cambio de clase por la administracion de los tratamientos. Para esto, las
células del bazo recibieron lisis hipotdnica y posteriormente se marcaron con sonda
de viabilidad Live/Dead (V500) y se bloquearon con FC-Block (BD Biosciences). Se
utilizaron los anticuerpos de raton anti-B220 (Alexa Fluor 700, Clon: RA3-6B2), anti-
IgM (PE, Clon: RMM-1), anti-lgD (PE-Cy7, Clon: 11-26c.2a), anti-lgGl (BV421,
Clon: RMG1-1), anti-lgG2b (APC, Clon: RMG2b-1), anti-lgG3 (BV786, Clon: RMG3-
1), anti-lgG2c (biotina, Clon: RMG2a-62) y Streptavidina (APC-Cy7). Después de la
tincion, las células fueron lavadas y fijadas con PFA al 2%. Finalmente, las células
fueron lavadas nuevamente y resuspendidas en buffer FACS. Los datos fueron

analizados en FlowJo y graficados con GraphPad Prism 8.
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9.13.3 Identificacion de linfocitos B de Centro Germinal (GC B) y linfocitos T helper
foliculares (TFH) mediante citometria de flujo.
Después de 7 dias de la inmunizacion, se detectaron los linfocitos GC B y linfocitos
TFH que participan de la respuesta de centro germinal. Para esto, las células del
bazo recibieron el tratamiento de lisis hipotonica y posteriormente se marcaron con
sonda de viabilidad Live/Dead (V500) y se bloquearon con FC-Block (BD
Biosciences). Para el panel de linfocitos GC B se utilizaron los anticuerpos de raton
anti-B220 (AF 700, Clon: RA3-6B2), anti-FAS (PerCP-Cy5.5, Clon: SA367H8) y anti-
GL7 (APC, Clon: GL7). Panel TFH se utilizaron los anticuerpos anti-B220 (PE-Cy5,
Clon: RA3-6B2), anti-CD4 (APC-Cy7, Clon: RM4-5), anti-CXCR5 (BV605, Clon:
L138D7), anti-PD-1 (BV421, Clon: 29F.1A12). Después de la tincion, las células
fueron lavadas y fijadas con PFA al 2%. Finalmente, las células fueron lavadas
nuevamente y resuspendidas en buffer FACS. Los datos fueron analizados en

FlowJo y graficados con GraphPad Prism 8.

9.14 Ensayos de memoriay seguimiento de los isotipos en circulacion.

9.14.1 Estrategia experimental.
Para los experimentos mas prolongados donde se evaluo la cinética de isotipos y la
poblacion de linfocitos B de memoria, se administrd un refuerzo al dia 21 post

primera inmunizacion (Figura 6).

LP/Ligand/OVA
Or Vehicle
C57BL/6 ] |
Q: 0 21
o Day 1 1
14 28 35 42 Serum collection

Figura 6. Esquema experimental utilizado en este trabajo. Se utilizaron ratones
C57BL/6. Se administraron los tratamientos al dia 0 y un refuerzo al dia 21. Después
de 14, 28, 35, 42 y 60 dias post primera inmunizacion se les extrajo sangre a los
ratones para la deteccion de los distintos isotipos circulantes y al dia 60 se sacrificaron
para el analisis de las poblaciones de linfocitos B de memoria en bazo o en médula
Osea.
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9.14.2 Determinacion de los titulos de anticuerpo OVA-especificos mediante ELISA.
Placas de 96 pocillos (MaxiSorp®) fueron cubiertas con OVA en PBS (1 pg/pocillo)
e incubadas toda la noche a 4 °C. Luego, fueron bloqueadas por 2 h a temperatura
ambiente con PBS BSA al 1%. El suero fue inicialmente diluido 1:1000 y
posteriormente se realiz6 una dilucion seriada 1:2 en PBS BSA 1% desde la
columna 1 hasta la columna 11 para ser incubadas durante 1 h a 37°C. La columna
12 se dej6é con PBS BSA 1% como blanco. Después de lavar, las placas fueron
incubadas con anticuerpos anti-lgG1, -lgG2c, -IgG2b, -IgG3 conjugados a HRP. Las
placas fueron leidas a 450/540 nm con lector de placas (Synergy HT, Bio-Tek, USA).

9.14.3 Valores de Avidez Relativa (RAV) de los anticuerpos anti-OVA mediante
ELISA por desplazamiento con NH4SCN.

Para evaluar la afinidad o avidez relativa de los anticuerpos se utilizaron gradientes
de NH4SCN (Chang & cols., 2018). Brevemente, placas previamente activadas con
OVA (1 pg/well) durante toda la noche a 4 °C fueron incubadas con suero (1:1000)
durante 2 h a 37°C. Después de lavar las placas, los anticuerpos unidos fueron
tratados con una solucién fresca de NH4SCN a las concentraciones indicadas (0,
0.1,0.2,0.4,0.8,1, 2, 3,4y 5 M) durante 15 min a temperatura ambiente. Después
de un lavado extensivo las placas fueron procesadas siguiendo el protocolo de
ELISA estandar. La densidad éptica (OD) en los pocillos tratados con NH4SCN
fueron normalizados por la OD del pocillo no tratado. Luego, los RAVs fueron
calculados (Chang & cols., 2018). Brevemente, a diferencia entre la OD del pocillo
no tratado y el pocillo tratado con 0.1 M de NH4SCN fue multiplicado por 0.1, la
diferencia entre el pocillo tratado con 0.1 M de NH4SCN vy el pocillo tratado con 0.2
M de NH4SCN fue multiplicado por 0.2, y asi, hasta la fraccion tratada con 5 M

donde fue multiplicado por 6. La suma de todas las diferencias es RAV.
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9.14.4 Deteccion de linfocitos B de memoria (Bmem) Y Células plasméticas de larga

vida.

Al dia 60, el bazo de los distintos ratones fue procesado para la identificacion de
linfocitos Bmem. Para esto se utilizo el siguiente panel de anticuerpos de raton Anti-
B220 (Pacific Blue, Clon: RA3-6B2), anti-GL7 (FITC, Clon: GL7), anti-IgM (PE, Clon:
RMM-1), anti-lgD (PE-Cy7, Clon: 11-26c¢.2a), anti-CD138 (PE/Dazzle, Clon: 281-2),
anti-CD38 (Alexa Fluor 700, Clon: 90), anti-CD73 (BV605, Clon: TY/11.8), anti-CD80
(BV650, Clon: 16-10A1) (Barnett & cols., 2016; McHeyzer-Williams & cols., 2015;
Taylor & cols., 2012). y tetrdmeros de OVA (APC-Cy7). La utilizacion del tetrdmero
de OVA permite la identificacion de linfocitos B OVA-especificos con mayor
sensibilidad (Brooks & cols., 2018). Para prepararlo se utilizaron 10 pg de
streptavidina (0.0285 nmoles). Como una molécula de streptavidina contiene 4 sitios
de uniodn, se utilizdé una cuatro veces la cantidad de OVA biotinilada (0.114 nmoles)
equivalente a 5.142 ug de la proteina. Los volumenes de ambos componentes
fueron mezclados e incubados durante 2 h a RT en agitacién. Posteriormente,

fueron almacenados a 4°C hasta su uso.

9.14.5 Deteccion de Células Secretoras de Anticuerpos (ASCs) antigeno
especificas mediante ELISPOT.
La placa de ELISPOT (MAIPS4510, Merck Multiscreen™) es activada con 35
uL/pocillo de etanol al 75% durante 1 min. Luego, el etanol es removido, la placa
lavada 5 veces con PBS y bloqueada con RPMI suplementado durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente se siembran 2x104, 2x10° y 2x10 células/pocillo de
cada meédula 6sea colectadas al dia 60. por pocillo. Luego las células son lavadas
manualmente con PBS Tween 20 al 0.1% durante 10 min. A continuacion, las placas
se incuban con los anticuerpos anti-lgG1 HRP o anti-IgG2c biotina en PBS BSA al
1% durante 2 h a RT. Se lava nuevamente 3 veces y se agrega el anticuerpo
streptavidina-HRP en PBS BSA al 1% a las células previamente incubadas con anti-
IgG2c biotina. Se lava la membrana 4 veces con PBS Tween 20 AL 0.1% y

posteriormente se remueve la tapa plastica del fondo para lavar por ambas caras
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con agua destilada. Se coloca la base nuevamente, se elimina el excedente de agua
contra un papel absorbente y se agregan 100 pl de TMB para ELISPOT (Mabtech).
Se incuba el TMB hasta que se observe la aparicion de spots y detenga la reaccion
lavando suavemente con PBS Tween 20 al 0.1%. (Shah & cols., 2015). Finalmente,
remueva la base plastica para lavar 20 veces con agua corriente. Finalmente, seque
las placas dejandolas boca abajo sobre un papel a 4°C para favorecer la definicion

de los spots, hasta su cuantificacion manual o automatica.

9.15 Cuantificacién de los transcritos germinales (GLTs, Germ-line
transcripts) mediante qRT-PCR

9.15.1 Extraccion de RNA:

A partir de los mismos esplenocitos obtenidos el dia 7 post inmunizacion, se extrajo
RNA mediante extraccion organica con TRIzol® (Invitrogen™) segun
recomendaciones del fabricante. Brevemente, 50 millones de esplenocitos fueron
centrifugados en microtubos de 2 mL a 1600 g x 10 min a 4°C y resuspendidos en
PBS frio para lavar las células. Luego, en un 1 mL de TRIzol se disgregaron las
células con homogeneizador de rotor y estator (marca X), se agregaron 200 uL de
cloroformo en cada muestra y se centrifugaron a 12.500 rpm x 15 min a 4 °C. La
fase acuosa fue separada cuidadosamente y transferida a un tubo con isopropanol
frio donde se mezclé y se dej6 a temperatura ambiente durante 30 min. Las
muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm x 10 min a 4 °C y el sobrenadante fue
descartado dejando un volumen residual. Los pellet fueron lavados con etanol 70%
y centrifugados a 7600 rpm x 5 min a 4°C. Finalmente, los pellets se dejaron secar
durante 15 min a temperatura ambiente, se resuspendieron con 50 pL de agua libre
de nucleasas y fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

9.15.2 Sintesis de cDNA:

Los RNAs fueron tratados con DNAasa | (Promega®) segun recomendacion del
fabricante. Brevemente, 100 ng de RNA fue tratado con 200 u/uL de DNasa I
durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, la reaccion fue detenida con 1 uL de solucion

stop incubando a 65 °C durante 10 min. EI RNA libre de nucleasas fue utilizado de
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templado para la sintesis de cDNA con random primers (Invitrogen®) segun
recomendaciones del fabricante. Brevemente, el RNA tratado fue incubado con 100
ng de random primers (Invitrogen®), 200 U/uL M-MLV y DTT durante 50 min a 37
°C. Para detener la reaccion el cDNA fue incubado durante 15 min a 70 °C y
almacenado a -20°C hasta su uso.

9.15.3gPCR:

se utilizé el kit SYBR Green Master Mix 2X (Bioline XX) segun recomendacion del
fabricante. Brevemente, 12.5 uL de SYBR green master mix, 1L de partidor forward
(200 nmoles), 1 yL de partidor reverse (200 nmoles) y agua libre de nucleasas hasta
completar 25 pL de volumen de reaccion. La secuencia nucleotidica de los
partidores se seleccioné considerando el transcrito de linea germinal (GLT) de cada
isotipo (Tabla 7). Los valores de Cqg (cycle quantitative) obtenidos fueron
normalizados con los Cg de la condicion control y relativos a Ubiquitina C (Ubc)
mediante la ecuacién de Pfaff (Pfaff, 2000). Los analisis estadisticos fueron
realizados mediante GraphPad Prism.

Tabla 7. Secuencias de partidores utilizada para la amplificacién de los distintos
transcritos de linea germinal (GLT) que codifican para cada isotipo.

Name nucleotide sequence 5' > 3'
GLT-IgG1 Fw CGA GAAGCCTGA GGAATG TGT
GLT-IgG1 Rv GGA GTTAGTTTG GGCAGCAGAT

GLT-IgG2c Fw GGA CCA CTA AAG CTG CTG ACA CAT
GLT-1gG2c Rv AAC CCT TGA CCA GGCATCCT
GLT-IgG3 Fw GAC CAAATT CGCTGA GTCATCA
GLT-1gG3 Rv ACC GAG GAT CCA GAT GTG TCA
GLT-mu Fw TCT GGA CCT CTC CGA AACCA
GLT-mu Rv ATG GCCACCAGATTCTTATCA GA
GLT 1gG2b Fw CGC ACA CCT ACA GAC AAC CAG
GLT IgG2b Rv GTC ACA GAG GAACCAGTT GTATC
Act B Fw CGT GAA AAG ATG ACCCAG ATCA
Act B Rv TGG TAC GAC CAG AGG CATACAG
Ubc Fw GCC CAG TGT TACCACCAAGA
Ubc Rv CCCATCACACCCAAGAACA
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10 Resultados

10.1 Las preparaciones liposomales contienen ligandos de célula iNKT y
Ovalbumina (OVA) anclada en su superficie.

El uso de liposomas (LPs), para una eficiente entrega de aGC, ha permitido evaluar
de forma precisa la contribucion de las células iNKT en la respuesta humoral (Chang
& cols., 2011; Chen & cols., 2018). Para evaluar cémo la activacion diferencial de
estas células por distintos ligandos impacta en la respuesta de linfocitos B,
desarrollamos LPs que presentan Ovalbumina (OVA) en su superficie (LP/OVA) y
un ligando de INKT embebido en su membrana (LP/OVA/ligando). Las
preparaciones liposomales analizadas mediante Nanotracking Analysis (NTA)
determinaron que todas las preparaciones evaluadas de LP/OVA/ligando miden
alrededor de 130-250 nm (Fig.7A-B). La concentracion promedio de cada
preparacion esta entorno a las 1x108-1x10° particulas/mL. Si se considera que cada
dosis contiene 4 nmoles de glicolipido y se resuspende una cantidad equimolar para
10 dosis (40 nmoles) en 0.1 mL, hay 4 nmoles ligando por cada 1x108-1x10’
particulas liposomales (dato no mostrado).

El andlisis mediante STEM confirmd que las preparaciones presentan una forma
esférica (Fig. 7C). Las imagenes obtenidas por esta técnica, los analisis por NTA
(Fig. 7B) y los indices de polidispersidad (Pdl) (Fig. 7D) confirman que las
preparaciones son heterogéneas. Los andlisis de potencial Z muestran que los
liposomas per se contienen una carga negativa que disminuye cuando se conjuga
OVA en su superficie (Fig. 7E). Este comportamiento en las cargas de la membrana
sugiere que la reaccion de anclaje mediante biotina-estreptavidina de OVA podria

estar favoreciendo la uniéon entre liposomas.

La cantidad de OVA presente en cada LP/OVA fue determinada mediante ELISA
sembrando distintas diluciones de las suspensiones liposomales comparando con
una curva de OVA de concentracion conocida y LPs sin OVA (Fig. 7F). En adicién,
fue posible detectar la presencia de OVA en la superficie de las preparaciones

liposomales mediante citometria de flujo, utilizando anticuerpos anti-OVA
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conjugados a Fluoresceina (FITC) e histogramas para identificar si hubo un anclaje
parcial o total de OVA en los LPs. Siempre que se utilizaron preparaciones frescas
de OVA biotinilada en relaciones 2:1:2 con estreptavidina y LPs biotinilados,
respectivamente, se logra el desplazamiento completo de fluorescencia. A modo de
ejemplo, se muestran los histogramas para las preparaciones con aGC y AH10-7
(Fig. 7G). para este ultimo ensayo se utilizaron como control, preparaciones de
LP/OVA sin anti-OVA FITC y LPs sin OVA.

10.2 Los LP/OVA pueden ser presentados por DCs y linfocitos B a través de
CD1d in vitro.

Para evaluar si las APCs son capaces de capturar estos LPs y presentar los
glicolipidos a células iNKT in vitro, generamos DCs a partir de médula 6sea. Estas
células fueron co-incubadas durante 24 h, en misma proporcion, con hibridomas de
célula iINKT y se cuantificé IL-2 en el cultivo como parametro de activaciéon. Las DCs
estimuladas con LP/OVAlligando activaron células iNKT in vitro (Fig. 8A),
demostrando que las preparaciones pueden ser incorporadas y el glicolipido
presentado por CD1d. Los LPs con AH10-7 también activaron a los hibridomas de
célula iINKT, sin embargo, su activacion fue ligeramente menor (Fig. 8A). Hubiera
sido interesante evaluar en este mismo ensayo el efecto de administrar LPs con
OVA sin ligandos para confirmar que la activacion de las células iNKT es
independiente de OVA.

Adicionalmente, evaluamos si la OVA conjugada en los LPs puede ser capturado,
procesado y presentado a linfocitos T. Para esto, esplenocitos derivados de ratones

OT-1 fueron pre-incubados con las preparaciones durante 24 h (Fig. 8B).
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Figura 7. Propiedades fisicoquimicas de los LP/OVA/ligando. A.) Distribucién de tamafios
de los LPs por Nanotracking Analysis (NTA) y B.) Tamafio promedio y moda de los LPs. El
decil 10y el decil 50 son mostrados en A. C.) Morfologia representativa de los LPs por STEM.
D.) indice de polidispersidad (Pdl) de los liposomas, indicando los rangos de muestra
monodispersa (>0.1), polidispersa (>0.3) y altamente polidispersas (>0.7) y E.) Potencial Z de
las preparaciones. F.) Cantidad de OVA anclado en los LPs determinado por ELISA utilizando
una curva estandar de OVA de concentracion conocida. G.) Deteccion de OVA en la superficie
de los LPs con aGC y AH10-7 a modo de ejemplo por citometria de flujo. Se utilizaron
anticuerpos anti-OVA acoplados a FITC para su deteccion. Se muestran por duplicado las
muestras positivas para OVA (celeste y anaranjado) en cada preparacion analizada y una de
las preparaciones sin el anticuerpo anti-OVA (rojo).
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Observamos que los linfocitos T de ratones OT1 incubados con LP/OVA/AH10-7
secretan IL-2 al cultivo, indicando que las APCs contenidas en el bazo captan la de
las preparaciones y los presentan a los linfocitos T residentes. En este ensayo, la
incorporacion de un control utilizando LPs s6lo con OVA nos hubiera permitido
definir si la presencia del glicolipido per se puede favorecer la magnitud con la que

se activan los linfocitos T o el nivel de incorporacion por parte de las APCs.

Para demostrar que los linfocitos B son capaces de presentar los glicolipidos
provenientes de los LP/OVA/ligando a células iNKT, administramos los LPs in vivo
y 7 dias después los linfocitos B fueron purificadas mediante seleccién negativa y
co-incubados con hibridomas de célula INKT. Después de 48 h, fue posible detectar
anticuerpos anti-OVA del isotipo IgG2c en el cultivo (Fig. 8C), ademas de
anticuerpos del isotipo IgGl e IgM en similares niveles (dato no mostrado).
Interesantemente, los valores de absorbancia se redujeron casi a la mitad cuando
la misma cantidad de linfocitos B es incubado en ausencia de células iINKT (Fig.
8C), indicando que, en parte, la secrecion observada es dependiente de contacto
con estas células. Los linfocitos B derivados de ratones tratados con el adyuvante
MPLA y OVA, liberaron una cantidad similar de anticuerpo tanto en presencia como
en ausencia de células iINKT, sugiriendo un mecanismo de activacion T-

independiente por TLRs que reconocen MPLA.

Adicionalmente, la IL-2 liberada al cultivo fue cuantificada para evaluar si este
incremento en la secrecidon de anticuerpos podria ser dependiente de células INKT
(Fig. 8D). La co-incubacion de células B-iINKT mostré un mayor incremento en los
niveles de IL-2 cuando los LP/OVA administrados contienen aGC, en relaciéon con
los LP/OVA sin glicolipido o en el tratamiento con MPLA/OVA. Cuando esta
presente un proporcion mucho mayor de células iINKT en el co-cultivo, se libera IL-
2 incluso en el co-cultivo con linfocitos B proveniente de ratones inmunizados con
PBS, sugiriendo un mecanismo inespecifico de auto-activacion cuando estan en
mayor densidad. El tratamiento con MPLA y OVA no produjo un incremento de IL-
2, reforzando la idea que la secrecién de anticuerpos observada con este adyuvante

es dada por un mecanismo independiente de CD1d.
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Figura 8. Evaluacion de la bioactividad de los LPs in vitro. A.) Activacion de células iINKT
por DCs cargadas con glicolipidos. 10 nM de AH10-7 fue utilizado. B.) Activacién de linfocitos
Th derivados de ratones OT-1 por LP/OVA. 50 ug/mL de OVA'y 20 nM del péptido SIINFEKL
fueron utilizados. C.) Secrecién de anticuerpos anti-OVA IgG2c por la co-incubacion entre
células INKT-B. D.) Liberacion de IL-2 por la co-incubacion entre células iNKT-B. Los
ensayos para medir IL-2 (Figuras A, B y D) fueron determinados utilizando anticuerpos de
captura anti-IL2 por ELISA sandwich. Los ensayos para medir 1IgG2c (Figura C) fueron
determinados usando anticuerpos anti-OVA y luego anti-lgG2c por ELISA indirecto. La
significancia estadistica fue determinada utilizando T-student no paramétrico Mann-

Withnney two-ways comparando entre pares. * p>0.05 (n=3).
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Estos datos en conjunto demuestran que fue posible generar LPs esféricos que
miden entre 150-250 nm cuando OVA esta anclada y presenta glicolipidos capaces
de activar células iNKT a través de DCs. Interesantemente, cuando linfocito B
derivados de ratones previamente inmunizados son co-incubados con hibridomas
de célula iINKT, se detecta una mayor secrecion de anticuerpos a cultivo, pudiendo

ser debido a una ayuda mediada por CD1d.

10.3 Los LP/OVA/ligando promueven distinta expansion de células iNKT
dependiendo del ligando en los primeros dias, pudiendo generar células
secretoras de IFNy e IL-4.

Para determinar la capacidad de los LP/OVA/ligando de activar células iNKT in vivo,
se prepararon distintas versiones con aGC, AH10-7, OCH o sin glicolipidos, y
después de la inmunizacion intravenosa se evaluo la expansion de células iNKT de
bazo al tercer dia (Fig. 9). Se determiné que cada ligando induce en distinta
proporcion la expansion de estas células siendo de mayor a menor AH10-7>
aGC>0CH (Fig. 9A).

Las células iINKT pueden ayudar en la activacion de linfocitos B de manera directa
a través de interacciones célula-célula, y de manera indirecta induciendo la
aparicion de linfocitos Th (Th) a través del licenciamiento de DCs. Para evaluar esto,
medimos primero la produccién intracelular de IFN-y e IL-4 por células Th (Fig. 9C).
Los LP/OVA con OCH (y LP/OVA sin glicolipido), como se esperaba, indujeron la
mayor expansion de linfocitos Th productores de IL-4, en comparacion a los
tratamientos con aGC y AH10-7 (Fig. 9D, izq). Interesantemente, los LP/OVA con
AH10-7 promovieron la mayor expansion de linfocitos Th doble positivos, es decir,
que producen IFNy e IL-4 (Fig. 9D, der). Cuando se evalu6 la produccion de
citoquinas por iNKT (Fig. 9E) se observo que los LP/OVA con OCH también inducen
la mayor expansion de células IL-4* (Fig. 9F izqg.). Mas de un 80% de las células
iINKT produjo IFNy cuando fueron activadas con aGC, AH10-7, y en menor
extension, OCH (Fig. 9E, cen.), sugiriendo que el IFNy liberado en el bazo es
producido principalmente por estas células al tercer dia. Una poblacién doble

positiva (IFNy* IL-4*) fue nuevamente detectada y significativamente inducida por
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Figura 9. Deteccion de células iNKT y linfocitos Th productores de IFNy e IL-4
obtenidos por los LP/OVA/ligando al dia 3 post inmunizacién. A.) Dotplot y porcentaje de
células INKT de bazo inducidas por los LP/OVA con OCH, aGC, AH10-7 y LP/OVA sin
glicolipido. PBS es mostrado como control negativo. B.) Dotplot y porcentaje de linfocitos Th
IFNy*, IL-4" o doble positivas (IFNy*IL-4") inducidos por los distintos LPs. D.) Dotplot y E.)
porcentajde de células iNKT IFNy*, IL-4*o doble positivas (IFNy* IL-4") activadas por distintos
LPs. La significancia estadistica fue determinada utilizando ANOVA one-way con test post-
hoc Tukey * p>0.05. (5 ratones por condicién, n=2).
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los LP/OVA con AH10-7 en comparacion con los otros ligandos (Fig. 9E der.).

Estos datos juntos indican que las células iINKT, al igual que las Th, incrementan la
produccion de IL-4 cuando OCH es administrado y, por otro lado, presentan una
fuerte produccion de IFNy, principalmente por aGC y AH10-7, siendo este ultimo

también capaz de expandir una poblacion doble positiva.

10.4 La administraciéon de LP/OVA con AH10-7 y OCH promueven la
produccion preferencial de IgG2c e IgG2b, respectivamente, a tiempos
tempranos.

Ya que los LP/OVA/ligando inducen una produccion temprana y diferencial de
citoquinas por iNKT, evaluamos si estas diferencias en el perfil de citoquinas pueden
influir en la magnitud y en los tipos de anticuerpos circulantes al dia 7, tiempo en el
que se alcanza el peak de anticuerpos (Pape & cols., 2003). Para esto,
determinamos mediante titulacion inversa la cantidad de anticuerpos OVA-
especificos del isotipo IgM, IgA, IgE y de los subtipos de IgG: 1gG1, IgG2c, IgG2b e
IgG3 por ELISA (Fig. 10). Encontramos que el isotipo IgM alcanzé un titulo similar
por los distintos glicolipidos, sélo destacandose de los LP/OVA sin ligando (Fig.
10E). No fue posible detectar anticuerpos anti-OVA del isotipo IgE ni IgA en suero

(Fig. 10F), por lo que no se hicieron mediciones posteriores de estos.

Cuando se midieron las subclases de IgG, se encontré que IgG3, el isotipo que
participa como potente activador del complemento, fue producido mayoritariamente
por aGC y AH10-7 (Fig.10B). IgG2c, que potencia la actividad fagocitica de las
células, fue generado principalmente por AH10-7 seguido de aGC (Fig.10A). 1gG1,
el isotipo que activa receptores FCy inhibidores, es inducido por todos los
tratamientos sin diferencias significativas (Fig. 10C). Interesantemente, IgG2b, el
isotipo con afinidad intermedia por los receptores FC activadores, fue el Unico
subtipo de IgG inducido por OCH que alcanzé niveles comparables de titulos con
los otros glicolipidos (Fig. 10D), a pesar de inducir una expansion mucho menor de
células INKT (Fig. 9B). Un resumen de todos los isotipos producidos por cada

tratamiento es mostrado (Fig. 10G)

61



OVa-specific IgG2c serum level

OVA-specific IgG3 serum level

OVA-specific IgG1 serum level

 1x107
& 1x107 g 0 o)
= o 6] b=
g 1x106 g 1x10 . o
8 2 | — 3
2 1x105 g X105 — g
- - -
& 1x10¢ 3 1x104 =
) Q 0]
<) k=4 =
< 1x10° < 1x1034 <
> > >
B 1x102 0 1x102 Q
& 1x101 8 1x101- ©
I SR\ o
& & & F o
9 o W o5 M
VR RN
v A% Q\ 2
N
D. E. OVA-specific IgM level
OVA-specific IgG2b serum level -Specilic IgM serum leve
& 1x107 5 1x107
@ 1x106 5 1x106
o 2] **
g2 1x10°% * 2 1x10° =
8 , S 1x104 A
4 X
S 1x10 ED
2 3 < 1x1083
< 1x10 8 1x10
& 1x102 L 1x10?
‘L_‘ =
§ 1x10! ® 1x101
T R\ SERNNG Ay
& & F o v\& & O ©
SF S G
¥ % ° NSRS
Yty 3
F. G
. OVA-specific isotypes per treatment
anti-OVA IgE serum level anti-OVA IgA serum level 1x107
1x10°4 1x105+ 1x106
I IgGl
P . 5.
8 1x104 5 1x10* B 1x10 = (gG2c
é 2 o 1x10%+ = IgM
12l 12
o 1x10° g 1x10° 5 1x103- = 1gG2o
= £ g - (gG3
Y P = 1x102-
S 1x1021 2 1x102 .
<1:)0 <1Eo <100 <1000 <100 <100 <100 <(1)00 110
1x101 1x101 1x100-
& F & F & & & g o & &
\AV"@ \\Yy& 04‘7\0 &° oﬁw V\vg'N OAV\O & \O\\V\Qy Yy?‘b OA‘?\ g
& o & o SN
a2

Figura 10. Niveles de anticuerpos anti-OVA circulantes producidos por

la

administracion de los LP/OVAl/ligandos al dia 7. Titulo inverso de los anticuerpos anti-
OVA del isotipo A.) 1gG2c B.) IgG3 C.) IgG1 D.) IgG2b E.) IgM e F.) IgE y IgA. G.) Un
resumen de todos los isotipos detectados es mostrado apilado por tratamiento. Los niveles
de isotipos fueron determinados utilizando ELISA indirecto OVA-especifico. Las
significancias estadisticas fueron determinadas utilizando ANOVA One-way con test post-
hoc Tukey* p>0.05. (5 ratones por condicion, n=2).
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10.5 La activacion de células iNKT por AH10-7 y aGC generan niveles
sostenidos de IgG2c, y la activacion por OCH prolonga transitoriamente
los niveles de IgG2b.

Ya que la activacion de células iNKT por diferentes ligandos puede incrementar los
titulos de anticuerpos en distinta magnitud (Fig. 10), quisimos evaluar si estas
diferencias se sostienen o pierden en el tiempo. Para hacer esto, administramos un
refuerzo al dia 21 y luego medimos los niveles de anticuerpos circulantes por un
periodo de 60 dias (Fig. 11). Las principales diferencias entre los LP/OVA/ligandos
fueron observadas al dia 28 después de inmunizar. Los LP/OVA con aGC y AH10-
7 promovieron una produccion sostenida de 1IgG2c (Fig. 11A) y transitoria de 1gG3
(Fig. 11B) en comparacion a los otros tratamientos. Los LP/OVA con OCH
levantaron niveles significativos de IgG2b en comparacion a los LP/OVA sin ligando
al dia 28 (Fig. 11C). Cuando comparamos los niveles de IgG1 a través del tiempo,
encontramos que los distintos glicolipidos inducen en similar magnitud este isotipo,
sin embargo, en ausencia de ligandos, los titulos son menores sin el refuerzo (Fig.
11D). Por lo tanto, las diferencias observadas tempranamente en general son
sostenidas por al menos 60 dias.

Adicionalmente, realizamos la misma cinética con ratones knock-out para CD1d con
el fin de evaluar si las diferencias observadas entre los titulos de anticuerpos eran
dependiente de células iINKT (Fig. 11E-H). En el ensayo comparamos los titulos
producidos por el tratamiento con AH10-7 en relacién con el tratamiento sin

glicolipido, y no encontramos diferencias significativas.

10.6 Un refuerzo con LP/OVA/AH10-7 incrementa mas la maduracién de
afinidad de los anticuerpos que los otros ligandos

Ya que la activacion de células INKT por diferentes ligandos incrementa la
transcripcion de AID e induce la formacién de centros germinales, quisimos evaluar
cémo la incorporacion de distintos glicolipidos y la administracién de un refuerzo
influyen en la maduracion de afinidad de los anticuerpos (Fig. 12). Como en el suero
hay anticuerpos policlonales que reconocen OVA, un concepto mas correcto que

afinidad, es hablar de avidez, porque considera la sumatoria de todos los
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Figura 11. Niveles de anticuerpos anti-OVA circulantes producidos por los
LP/OVA/ligandos durante 60 dias por ratones C57BL/6 nativos y Knock-out para
CD1d. Los titulos inversos de los anticuerpos fueron medidos 14-, 28-, 35-, 42- and 60-dias
post inmunizacion. Los ratones recibieron un refuerzo al dia 21. Niveles de A.) IgG2c, B.)
IgG3, C.) IgG2b e D.) IgG1 circulantes de ratones C57BL6 nativos. Niveles de E.) 1gG2c,
F.) 1gG3, G.) IgG2b e H.) IgG1l circulantes de ratones KO-CD1d. Las diferencias
significativas fueron determinadas usando Two-way ANOVA con comparacion maltiple de
Tukey, con varianzas individuales computadas por cada comparacion. * p>0.05. (5 ratones
por condicion, n=3).

64



anticuerpos OVA-especificos en lugar de estudiar la unién entre un solo anticuerpo-
epitopo. Obtuvimos los Valores de Avidez Relativa (RAVS) que tienen los
anticuerpos anti-OVA IgG2c e IgG1 por OVA después de la primera inmunizacion
(dia 14) y los comparamos con el RAVs de los anticuerpos después de un refuerzo
(dia 28) (Fig. 12A). Observamos que los LP/OVA con AH10-7 aumentaron
significativamente la avidez relativa de los isotipos IgG2c e IgG1 desde el dia 14 en
comparacion a los LP/OVA sin ligando (Fig. 12C). Después del refuerzo, los RAVs
de IgG2c incrementaron significativamente en los ratones que recibieron aGC vy
AH10-7.

Notablemente, los anticuerpos IgG1 provenientes de los ratones inmunizados con
LP/OVA/AH10-7 mostraron un mayor aumento en el RAV por OVA, diferenciandose
incluso de los LP/OVA con aGC (Fig. 12D). Estos datos indican que las células iNKT

contribuyen en la maduracion de afinidad incluso después de un refuerzo.

10.7 La activacion de células iINKT por LP/OVA con AH10-7 induce
tempranamente la transcripcion de AID y una mayor expansion de
linfocitos TFH.

La recombinacion por cambio de clase requiere la transcripcion temprana de AID
para participar junto a los transcritos de switch. Al medir los niveles de AID al dia 3
encontramos que todos los LP/OVA con glicolipidos inducen mayores niveles de
AID gue en ausencia de ligandos (Fig. 13A). Cuando medimos la transcripcion de
AID al dia 7, detectamos un aumento exponencial incluso en el tratamiento sin
glicolipidos (Fig. 13A), sugiriendo que AID podria estar siendo reclutada en los
procesos de hipermutacién somatica dentro de nuevos centros germinales. Para
evaluar esto, medimos el porcentaje de linfocitos B de Centro Germinal (GC B) y
linfocitos T helper foliculares (TFH) 7 dias después de la administracion de
LP/OVA/ligandos.

Los LP/OVA/ligandos son capaces de inducir la formacién de centros germinales

(Fig. 13). Los tratamientos con aGC, y mayormente AH10-7, promovieron la mayor
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Figura 12. Maduracion de afinidad de los anticuerpos anti-OVA IgG1 e IgG2c generados
por la administracién de los LP/OVA/ligandos, 14- and 28-dias post inmunizacion. A.)
Esquema de inmunizacién. Las absorbancias obtenidas a cada concentracion de NH4SCN
fueron convertidas a porcentaje para determinar la cantidad de anticuerpo unido a la placa. B.)
Niveles de anticuerpos OVA-especificos de IgG2c e IgG1 unidos a la placa. C.) Valores de
avidez relativa (RAVs) obtenidos al dia 14 y D.) Dia 28 post inmunizacion. Las significancias
estadisticas fueron determinadas utilizando ANOVA one-way con post-hoc Tukey * p>0.05. (5
ratones por condicion, n=3).



expansion de linfocitos TFH (Fig. 13B). Por otro lado, los linfocitos GC B fueron
inducidos en similar magnitud por los distintos LP/OVA con glicolipidos, solo
diferenciandose de los LP/OVA sin ligandos (Fig. 13C). Estos datos indican que los
linfocitos TFH son mas “sensibles” o respondedores que los linfocitos GC B a las
sefiales entregadas por las células iNKT cuando son activadas por distintos

ligandos.

10.8 La activaciéon de células iNKT por AH10-7 y OCH promueven la mayor
expansion de linfocitos B que cambia de clase hacia IgG2b o IgG2b,
respectivamente.

A continuacion, evaluamos como la administracion de distintos LP/OVA/ligando
influyen en la expansion de los linfocitos B que cambia de clase (sw-B) en el bazo
(Fig. 14). El porcentaje de linfocitos sw-B incrementa cuando se incorporan
glicolipidos en los LP/OVA (Fig.14A-B). Es posible identificar todos los subtipos de
IgG en la superficie de estas células (Fig. 14D-H), sugiriendo que estos
plasmoblastos serian los productores de los anticuerpos circulantes detectados
(Fig. 10). En el caso de los linfocitos sw-B IgG2c*, AH10-7 fue el ligando que indujo
la mayor expansién de estas células (Fig. 14E), correlacionandose con los niveles
de IgG2c circulantes (Fig. 14A). Los linfocitos sw-B que expresan IgG3 o IgG1 son
principalmente expandidos por aGC y AH10-7, y en menor magnitud por OCH en
relacion con los LP/OVA sin ligando (Fig. 14F, 14G). OCH, nuevamente, indujo una
y similar y significativa expansion de linfocitos sw-B 1IgG2b* en comparacién con los
otros glicolipidos (Fig. 14H). Como los ensayos de suero mostraron (Fig. 14), los
LP/OVA con OCH inducen similares niveles de IgG2b circulantes que los demas
LP/OVA con ligandos.

Si se clasifica el 100% de los linfocitos sw-B por cada subtipo de 1gG (Fig. 14l), se
observa que todos los tratamientos muestran, como se esperaba, una reduccién de
la poblacion IgM* y una importante expansion de linfocitos B IgG1* (amarillo). Los
LP/OVA sin glicolipido mantienen una importante poblacion IgM™* (gris), exhibiendo
menor capacidad de inducir cambio de clase. Estos datos en conjunto demuestran

gue es posible aumentar la expansion de linfocitos sw-B y cambiar la proporcién de
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los distintos subtipos de IgG producidos dependiendo del glicolipido utilizado para

activar a las células iNKT.

10.9 La activacion de células iNKT por LPs con aGC y AH10-7 promueven el
mayor porcentaje de linfocitos Bmem OVA-especificos y Células
Secretoras de Anticuerpos (ASCs).

Para evaluar si la modulacion de isotipos por células INKT es conservada en
linfocitos Bmem Yy células plasmaticas, se evalué la poblacion IgM1gD- OVA-
especifica 60 dias después inmunizar (sw-Bmem) (Fig. 15). Anteriormente, en el
laboratorio habiamos intentado identificar esta poblacién de linfocitos B OVA-
especifica utilizando OVA AlexaFluor488, sin embargo, esta no nos permitié
diferenciar la poblacidon Bmem tratados de los no tratados. Para abordar esto,
evaluamos dos estrategias: la primera, fue utilizar la OVA fluorescente con mayor
staining index disponible, la OVA AlexaFluor647. La segunda estrategia fue disefiar
y utilizar tetrameros de OVA biotinilada unidos a estreptavidina acoplada a fluoréforo
(Figura 15A).

Lo primero que identificamos es que la estrategia con tetrAmeros de OVA (tetra-
OVA) nos permite identificar un mayor porcentaje de células que con la OVA
fluorescente (Fig. 15D), sin embargo, resulta mas inespecifico ya que aumentan el
porcentaje de células en el tratamiento con PBS (Fig. 15D, abajo). Los ratones que
recibieron los LP/OVA con aGC y AH10-7 presentaron el mayor porcentaje de
linfocitos Bmem que cambiaron de clase (Fig. 15C), sin embargo, no se observaron
diferencias en la poblacion Bmem IgM* entre los tratamientos ni a nivel de células

plasmaticas (Fig. 15B).

Cuando los linfocitos B son activados por antigenos, estos pueden diferenciarse a
Células secretoras de anticuerpos (ASCs) de vida corta a través de una respuesta
extrafolicular. Algunas de estas ASCs, generalmente producidas dentro de centros

germinales, pueden migrar a la médula 0seay llegar a ser células de larga vid
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Figura 13. Respuesta de Centro Germinal producida por los LP/OVA/ligandos al
dia 7. A.) Veces de cambio en la expresion de AID al dia 3 y al dia 7 post inmunizacion
determinado por qPCR. B.) Dotplot (izg.) y porcentaje (der) de linfocitos TFH CXCR5*
PD1* identificadas en el gate B220-CD4* C.) Dotplot (izg.) y porcentaje (der) de linfocitos
GC B FAS*GL7* identificadas en el gate B220*CD4". Las significancias estadisticas
fueron determinadas utilizando ANOVA one-way con post-hoc Tukey * p>0.05. (5
ratones por condicion, n=2).
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Figura 14. Deteccién de linfocitos sw-B obtenidos por la administracion de
LP/OVA/ligandos 7 dias post inmunizacién. A.) Dotplot B220+ IgM- IgD-, B.) Porcentaje
de linfocitos sw-B y C.) linfocitos B IgM+ inducidos por los distintos LPs. D.) Dotplot por
cada subtipo de IgG. Porcentaje de linfocitos sw-B expresando en su superficie los
isotipos E.) 1IgG2c F.) 1gG3, G.) IgG1 e H.) IgG2b. H.) Barra tipo dona con la suma de los
porcentajes de cada subtipo de linfocito B IgG*. Linfocitos B IgG1* (amarillo), lgG2c* (rojo),
IgG2b* (green), 1gG3* (negro) e IgM+ (gris). Las significancias estadisticas fueron
determinadas utilizando ANOVA-one way con post-hoc Tukey * p>0.05. (5 mice per

condition, n=2).
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Figura 14. (Continuaciéon). Deteccién de linfocitos sw-B obtenidos por la
administracion de LP/OVAl/ligandos 7 dias post inmunizacién. A.) Dotplot B220+
IgM- 1gD-, B.) Porcentaje de linfocitos sw-B y C.) linfocitos B IgM+ inducidos por los
distintos LPs. D.) Dotplot por cada subtipo de IgG. Porcentaje de linfocitos sw-B
expresando en su superficie los isotipos E.) IgG2c F.) 1gG3, G.) IgG1 e H.) IgG2b. H.)
Barra tipo dona con la suma de los porcentajes de cada subtipo de linfocito B IgG*.
Linfocitos B 1gG1* (amarillo), IgG2c* (rojo), IgG2b* (green), IgG3* (negro) e IgM+ (gris).
Las significancias estadisticas fueron determinadas utilizando ANOVA-one way con
post-hoc Tukey * p>0.05. (5 mice per condition, n=2).
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Cuando evaluamos la presencia de ASCs mediante ELISPOT OVA-especifico,
encontramos que los ratones que recibieron LP/OVA con glicolipidos tienen un
mayor numero de ASCs del tipo IgG1, en comparacion al tratamiento sin ligando
(Fig. 16A). En el caso de las ASCs que producen IgG2c, no se encontraron
diferencias importantes entre los tratamientos con LP/OVA/ligandos (Fig. 16B).

Al evaluar si estas diferencias en la respuesta de memoria observadas en las ASCs
IgG1+ son dependientes de células iNKT, se compar6 el nivel de activacion de
ratones tratados con LP/OVA/AH10-7 y LP/OVA utilizando ratones KO para CD1d
(Fig. 16C). Se encontr6 que las diferencias en el nUmeros de spot desaparecen

entre ambas condiciones, confirmando que este efecto seria dependiente de CD1d.

10.10 La activacion de células INKT por LP/OVA con AH10-7 induce
tempranamente transcritos de switch, AID y una mayor expansion de
linfocitos TFH.

Dentro de los primeros pasos para iniciar la recombinacion por cambio de clase esta
la generacién de transcritos de switch o transcritos germinales (GLTs). Evaluamos
la transcripcion de los GLTs 3 dias post inmunizacién. Se utilizaron esplenocitos
totales de ratones inmunizados para evaluar los niveles de GLTs al dia 3 y se
contrasté con el dia 7, comparando su expresion relativa por gPCR (Fig. 17). A
primera vista, observamos que los LP/OVA/ligandos generan un aumento en los
niveles de GLTs al dia 3 que incrementa considerablemente al dia 7. El tratamiento
de LP/OVA con AH10-7 genera los mayores niveles de GLT-IgG2c y GLT-IgG1 al
dia 7 en comparacion con los demas tratamientos (Fig. 17A-B).

La transcripcion de GLT-IgG3 fue inducida principalmente por los LP/OVA con
glicolipidos al dia 3, y en mayor magnitud al dia 7, pero no se observaron diferencias
entre tratamientos (Fig. 17C). La expresion de GLT-IgG2b increment6
significativamente con aGC y OCH en comparacion al tratamiento sin glicolipidos al
dia 3 sosteniéndose hasta el dia 7 (Fig. 17D), pudiendo esto relacionarse con el

incremento visto de IgG2b en circulacion (Fig. 10D).
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Figura 15. Identificacién de linfocitos Bmem OVA-especificos que cambiaron de
clase en bazo. Los bazos fueron analizados 60 dias post inmunizacion. Los ratones
recibieron un refuerzo al dia 21. A.) Estrategia de gating mostrada en graficos de
contorno para la identificacion de células plasmaticas y linfocitos Bmem. B.) Porcentaje
de células plasmaticas OVA-especificas. C.) Porcentaje de linfocitos Bmem IgM* OVA-
especificas. D.) Porcentaje de linfocitos Bmem OVA-especificas que cambiaron de clase.
Las significancias estadisticas fueron determinadas usando ANOVA one-way con test
post-hoc Tukey * p>0.05. (5 ratones por condicion, n=2).
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Figura 16. Identificacion de ASCs productoras de IgG1 e IgG2c en médula 6sea. Los
ratones recibieron un refuerzo al dia 21. Las médulas fueron analizadas 60 dias post
inmunizacion. A.) Cantidad de ASCs productoras de IgG1, B.) ASCs productoras de IgG2b.
C.) Cantidad de ASCs IgG1+ derivadas de ratones Knock-Out para CD1d inmunizadas con
el mismo esquema experimental. No se muestran las ASCs IgG2c* de KO-CD1d ya que no
pudieron visualizarse los spots. Las significancias estadisticas fueron determinadas usando
ANOVA one-way con test post-hoc Tukey * p>0.05. (5 ratones por condiciéon, n=2).
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Figura 17. Transcritos de linea germinal (GLT) detectados después de
inmunizar con LP/OVA/ligandos al dia 3 y al dia 7. Valores de las veces de
cambio de A.) 1gG2c-GLT, B.) IgG1-GLT, C.) 1gG3-GLT and D.) 1gG2b-GLT
normalizados por la expresion de ubiquitina C (Ubc) y obtenidos por gPCR. La
significancia estadistica fue determinada utilizando ANOVA one-way con test post-
hoc Tukey * p>0.05. (5 ratones por condicion, n=2).
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11 Discusion

El uso de liposomas (LPs) para la co-activacion de linfocitos B y células iINKT ha

demostrado ser una herramienta util para potenciar la CSR de los anticuerpos. Los

mecanismo de accion tedricos por los que las células iNKT contribuyen a la CSR

con la administracién de nuestros LPs se exponen de forma secuencial en 6 pasos:

5. ®

CSRY

MZ

GC

CSRY 3.

CXCL13 >

-k

>—

S1PT&S1P3 »

1. Una vez administrados via intravenosa los LPs, que miden en promedio 200

nm de diametro, estos llegan directamente a las distintas células del bazo a

través de la arteriola central (CA) (Grivel & cols 1994).

2. Los linfocitos B de zona marginal (MZ B) que presenten mejor afinidad

mediante sus BCR por OVA, endocitaran los LPs y los procesaran para su

presentacion por CD1d. Las células iNKT presentes en la pulpa roja (NKT1)
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migraréan a la zona marginal donde interaccionaran mediante CD1d (Sonoda
& cols., 2002; Chaudry & cols., 2014) y liberaran citoquinas a los linfocitos
MZ B (Lee & cols., 2015), iniciando un primer nicho de CSR hacia IgG3 (Diaz
de Stahl & cols., 2003).

. En paralelo, linfocitos MZ B que uniran liposomas opsonizados por el sistema
del complemento, mediante receptores del complemento CR1/CR2, se
translocaran mediante mecanismos de shuttle entre la MZ y la zona folicular
utilizando gradientes de S1P1/S1P3y la quimioquina CXCL13 secretada por
las DCs foliculares (FDCs) (Ferguson & cols., 2004).

. Otra via de ingreso de los LPs es mediante células altamente “adhesivas”
conocidas como macrofagos CD169*, analogos a los macrofagos del seno
subcapsular presente en los linfonodos, que capturaran mediante CR1/CR2
a los LPs que lleguen opsonizados y se los entregaran a los linfocitos B
presentes en los bordes foliculares para iniciar su activacién (Moran & cols.,
2019; Veninga & cols., 2015).

. Los macrofagos CD169* también fagocitaran parte de estos LPs y
presentaran sus antigenos glicolipidicos a las células NKT1 contribuyendo
en su perfil de activacion (Barral & cols., 2010) y posterior interaccion con
linfocitos B MZ para inducir CSR.

. DCs 33D1*, caracterizadas por inducir la diferenciaciéon de linfocitos T naive
aT CD4*(Calabro & cols., 2016), se localizaran cercana a los foliculos, donde
presentaran los antigenos captados en circulacion a linfocitos T. Los linfocitos
B previamente activados interaccionaran con estos linfocitos T CD4*
activados en los bordes de los foliculos donde ocurrira el tercer y mas clasico
nicho de CSR. Finalmente, se promovera la formacion de Centros
Germinales (CGs), donde ocurrira la maduracion de afinidad y la apariciéon

de linfocitos B de memoria.

Independiente de los mecanismos teoricos que podrian gobernar esta modulacion

de los linfocitos B, nos encontramos con algunas dificultades respecto a la

reproducibilidad de las preparaciones liposomales, en cuanto a su homogeneidad y

agregacion. La heterogeneidad de tamarnos dentro de la muestra puede deberse a

77



que las proteinas conjugadas a los liposomas, en conjunto a la carga propia de la
bicapa, favorecerian una disminuciéon del pH acercando la carga neta de los
liposomas a la neutralidad. Si el pH disminuye en el medio alcanzando el Punto
isoeléctrico (Pi) de los liposomas con OVA, estos agregaran. Ya que OVA es una
proteina con un Pi de 4.5 (Stein & cols., 1990); los componentes lipidicos de los
liposomas (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, colesterol) no tienen carga
(Petelska & cols., 2013; Pasenkiewicz-Gierula & cols., 1999) y las preparaciones
son resuspendidas en PBS (pH 7.0), estos tendran una carga negativa inicial, lo que
se refleja en los resultados de potencial Z (Fig. 7E). De forma relevante, si se
acidifica el medio estas preparaciones precipitaran y agregaran. Se ha reportado
gue el tiempo de almacenado puede aportar acidificacion al medio por la reaccién
de agua con diéxido de carbono del ambiente (Pines & cols., 2016). Este fendmeno
pudo haber contribuido a la agregacion de nuestras muestras (Fig. 7D) ya que los
stock de liposomas se ocuparon en mas de una ocasion, existiendo intercambio

gaseoso con el ambiente.

Un aspecto relevante de nuestras preparaciones es que la conjugacién de proteinas
en la superficie de los LPs puede promover también la agregacion. La presencia de
polietinenglicol (PEG) en la superficie proporciona un método efectivo para inhibir la
interaccion entre las proteinas de distintos liposomas al hacer la conjugacion con
estreptavidina, sin embargo, dependiendo el tamafio y composicién de los LPs, la
eficiencia de anclaje de las proteinas puede disminuir o aumentar en desmedro de
la cantidad de PEG (Harasym & cols., 1995). La otra ventaja es que el uso de PEG
en los liposomas previene la degradacién o fagocitosis por células del sistema
reticuloendotelial una vez realizada la inmunizacion (Li & Huang., 2009).

Los primeros reportes que describieron la recombinacién por cambio de clase se
basaron en el uso de linfocitos B purificados en conjunto a LPS y distintas citoquinas
recombinantes (Stavnezer & cols., 2014; Deenick & cols., 1999; Snapper & Mond.,
1993; Mosmann & Coffman., 1989). Esta fue una de las primeras evidencias que

demostré que la CSR hacia un isotipo preferente esta mas relacionado con las
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sefales que recibe el linfocito B del ambiente que del antigeno inmunizante per se
(Dougan & cols., 2012).

Las citoquinas aportadas por los subtipos de linfocitos Tu a los linfocitos B
usualmente son menos polarizadas de lo que el modelo clasico propone. Por
ejemplo, los linfocitos Thl no solo secretan IFNy, IL-2 y TNFa, sino que también
pueden producir IL-4 (Kelso & cols., 1999). Los linfocitos B son capaces de integrar
estas sefiales, aunque sean antagonistas, pudiendo lograr un mecanismo
“sintonizable/de ajuste” en la respuesta (Hasbold & cols., 1999, Horton & cols.,
2022). Estas sefales de distintas citoquinas pueden provenir netamente de células
iINKT, ya que la administracion de LPs con OVA y aGC en ratones H2-Ab1l”,
transgénicos que no expresan MHC-II, inducen la generacién de IgM y los subtipos
de IgG en una respuesta primaria (Chen & cols., 2018). Asi, la administracion de
LPs con distintos ligandos puede promover la activacion de células iNKT (Fig. 9),
contribuyendo con las primeras sefales para que el linfocito B haga cambio de

clase.

Se ha reportado que las células iINKT por si solas pueden inducir el cambio de clase.
Las iNKT residentes de tejidos, como en placas de Peyer, puede promover el switch
a lgG1l de forma indirecta a través de IL-4 (Clancy-Thompson & cols., 2019).
Adicionalmente, se ha descrito que es necesario el fenotipo NKTr1 para inducir el
cambio de clase a IgG1 contra antigenos polisacaridos como Ficoll, ya que en
modelos knock-out para Bcl6 se pierde este isotipo al administrar aGC (Lang & cols.,
2019). Otros polisacaridos como el polisacarido Il de Clostridioides difficile también
favorecen el switch hacia IgG1 cuando las células iINKT son activadas por aGC
(Lang & cols., 2021)

Las células INKT se encuentran distribuidas en distintos tejidos, y dependiendo su
localizacion puede presentar distintos perfiles transcripcionales (NKT1, NKT2,
NKT17) y de activaciéon (Crosby & Kronenberg, 2018). Las células iNKT que estan
presentes en el bazo son las primeras en responder a una inmunizacién via

intravenosa (Barral & cols., 2012). El subtipo NKT1 esta enriquecido en la zona
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marginal del bazo y las NKT2 en la zona T. La administracion de glicolipidos
“arresta” a las células NKT1 en la pulpa roja del bazo generando una rapida
activacion contra antigenos presentes en circulacion (Lee & cols., 2015). Como la
administracion de AH10-7 promueve un fuerte perfil tipo-TH1 (Chennamadhavuni &
cols., 2018), probablemente las células NKT1, activadas por los LPs con este
glicolipido, estarian modulando inicialmente el cambio de clase de los linfocitos B.
Por otro lado, el subtipo NKT2 presente en la zona T del bazo contribuiria
indirectamente a través del licenciamiento de DCs para iniciar el priming de los
linfocitos Tr especificos de OVA.

En este trabajo reportamos que el uso de distintos ligandos activadores de células
INKT permite modular la magnitud con la que hacen switch de clase los linfocitos B
hacia algunos isotipos. La activacion tipo-TH1 o tipo-TH2 de las células iNKT por
glicolipidos promoveria un efecto de “tuning” en la magnitud de los anticuerpos, mas
gue una produccion polarizada hacia algun isotipo por la ayuda de linfocitos Thl o
Th2 (Reinhardt & cols., 2009). Los ligandos que contribuyen a una mayor liberacién
de citoquinas permiten la activacion de mas receptores de linfocitos B, por lo tanto,
incrementando la transcripcion de sus GLTs (Horton & cols., 2022); y esto se refleja
cuando comparamos los niveles de transcripcién de los mLPs en relacion con el

control de LPs sin glicolipidos. (Fig. 17).

La capacidad de secretar citoquinas con distintos perfiles inflamatorios y en alta
magnitud, como lo observado en las células iINKT activadas por AH10-7 (Fig. 9), se
ha observado con linfocitos T de memoria. Estas células son capaces de secretar
un mayor variedad de citoquinas que los linfocitos T obtenidos de una respuesta
primaria (Westerhof & cols., 2019). En nuestro trabajo, los LPs con AH10-7 inducen
una notable expansién de células INKT doble positivas (IFNy*IL-4*) (Fig. 9E), lo que
explicaria su alta capacidad de inducir IgG1 e IgG2c (Fig. 10). En el caso de los LPs
con OCH, estos son capaces de inducir la expansion de células productoras de IL-
4, demostrando su perfil de activacion tipo-TH2 y una aparente inclinacion a inducir

un mayor cambio de clase hacia IlgG2b (Fig. 10y Fig. 14).
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Hay dos componentes moleculares criticos que son esenciales para el proceso de
CSR: los GLTs y AID, donde ninguno de ellos es expresado en linfocitos B naive, y
ambos son inducidos por estimulos externos durante la activacion del linfocito B
(Zhang et al., 2019). Es importante destacar que para que exista diversidad de
anticuerpos, debe haber distintos patrones de expresiéon de AID y de transcritos
germinales durante la division celular (Horton & cols., 2022). Las células iNKT
aceleran la formacion de los centros germinales, tardando alrededor de 3 dias 'y, por
otro lado, adquieren el fenotipo helper folicular al dia 5, a diferencia de los linfocitos
TFH que tardan alrededor de 7-10 dias (Chang & cols., 2011). Los linfocitos B de
centro germinal (GC B) que interaccionan con estas células colaboradoras se
caracterizan por presentar una temprana y elevada expresion de AID (Mesin & cols.,
2016).

Los LPs evaluados en este trabajo generan un aumento en la transcripcion de AID
al dia 3 que se eleva fuertemente al dia 7 (Fig. 13A), lo que se correlaciona con una
temprana CSR y la posterior maduracién de afinidad dentro del centro germinal
(Roco & cols., 2019). De forma similar a la expansion de células iINKT al dia 3 (Fig.
9A), observamos las mismas tendencias en la expansion de linfocitos Trn al dia 7
(Fig. 13B), sugiriendo que las células INKT podrian estar licenciando de forma
proporcional a las DCs que hacen el priming de las Tru. En el caso de los linfocitos
GC B (Fig. 13C), se observaron en menor grado las diferencias promovidas entre
los glicolipidos, no obstante, se diferencian en mayor porcentaje del tratamiento sin
ligando. Esto sugiere que podrian ser las mismas células iINKT con fenotipo de
helper folicular (NKTer) las que podrian estar activando, en conjunto a los linfocitos
TrH, la expansion de los linfocitos GC B (Chen & cols., 2018).

Uno de los modelos que explica cémo ocurre la recombinacién por cambio de clase
(CSR) en modelos murinos, es el modelo del cuarteto. Este modelo plantea que
todos los subtipos de IgG presentes en los linfocitos B se producen de forma
simultdnea frente a un antigeno, derivando todos de linfocitos B IgM™* (Collins &
cols., 2016). En nuestro modelo, los LPs son capaces de inducir todos los subtipos

de IgG con una inmunizacion (Fig. 10). En el modelo del cuarteto, IgG3 e IgG2b son
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particularmente importantes al inicio de la respuesta, donde la ayuda TD puede ser
limitada y la ayuda TI tener mayor protagonismo (Deenick & cols., 1999). El subtipo
IgG3 se induce por la produccién temprana de IFNy e inicia la inflamacion a través
de la fijacién del complemento, mientras que IlgG2b proporciona funciones efectoras
tempranamente mediante los FcyRs de afinidad intermedia. Cuando administramos
los LPs con aGC y AH10-7, se promueve en mayor magnitud los niveles de IgG3
circulantes (Fig. 10B) como la expansion de linfocitos B IgG3* (Fig. 14F) al dia 7,
sugiriendo una mayor capacidad de activar el complemento y un fenotipo de
activacion tipo-TH1 (Raftery & cols., 2014).

Es interesante notar que OCH genera una expansion de linfocitos B IgG3* y B
IgG2b* cercana a los otros ligandos (Fig. 14F-H). Esto se destaca con IgG2b, donde
este subtipo es producido en la misma magnitud que con los otros glicolipidos a
pesar de inducir una menor expansion de las células iINKT (Fig. 9A). La menor
capacidad de expandir esta poblacion se debe a que OCH genera menores niveles
de CD40L (Oki & cols., 2005). Este menor porcentaje de células ayudando a los
linfocitos B podria estar siendo compensado por mecanismos independientes de
contacto o por otro tipo de células como neutréfilos que pueden interaccionar con
células iINKT (De Santo & cols., 2010) y favorecer el cambio de clase en linfocitos B
de zona marginal por medio de BAFF, APRIL e IL-21 (Li & cols., 2019).

La regulacion de la respuesta humoral por medio de distintos subtipos de IgG
promueve un balance entre los receptores FC activadores e inhibitorios
(Nimmerjahn & Ravetch., 2006). Cuando la ayuda TD se consolida, la secrecion de
lgG2c -0 su analogo IgG2a en BALB/c-, incrementa la participacion de los
receptores FCy activadores de alta afinidad que predominan en la eliminacién de
patdgenos (Fornefett & cols., 2018; Neuberger & cols., 1981). Adicionalmente, la
produccion de IgGl ayuda a limitar la respuesta inflamatoria, inhibiendo el
complemento y los receptores activadores, limitando posibles inmunopatologias
(Lilienthal & cols., 2018; Huda & cols., 2015). Los LPs con aGC y AH10-7 fueron los

gue levantaron los mayores niveles de IgG2c circulantes, destacandose AH10-7 al
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promover el mayor porcentaje de linfocitos B 1gG2c* (Fig. 14E). Este glicolipido
podria estar induciendo de forma indirecta la expresion de MyD88,-una proteina
adaptadora necesaria para que los linfocitos T/INKT produzcan IFNy-, y el switch
hacia IgG2c (Barr & cols., 2009; lweala & cols., 2009). En el caso del isotipo IgG1,
-el isotipo mas prevalente en los linfocitos B después de una inmunizacién- (Riedel
& cols., 2020), este fue inducido por todos los LPs con ligandos sin diferencias
significativas entre tratamientos (Fig. 10C), sugiriendo una rapida autoregulacion a
través de la activacion de receptores inhibidores como el FCyRIIb (Nimmerjahn &
Ravetch., 2006).

Una consideracion importante para evaluar en una vacuna o inmunoterapia es la
duracion de la inmunidad. Cuando evaluamos los titulos a mayores tiempos post
inmunizacién, encontramos que la produccion de IgG1 es sostenida, sugiriendo la
presencia de su rol inmunoregulador por varias semanas (Lilienthal & cols., 2018).
Los isotipos 1gG2c (Fig. 11A), 1gG3 (Fig. 11B) e IgG2b (Fig. 11C) presentaron
tendencias muy similares de induccién por los tres glicolipidos. Se destaca que los
niveles de IgG2c fueron mantenidos en mayor titulo que los demas grupos con aGC
y AH10-7, posiblemente porque es el isotipo que se une mejor a los receptores Fcy

de alta afinidad pudiendo balancear la inhibicién por IgG1 (Falconer & Barb, 2018)

Una mayor magnitud en el titulo de anticuerpos puede relacionarse con un
incremento en el nimero de divisiones celulares y por ende més actividad de AID
(Horton & cols., 2022). Esto favorece un mayor nimero de mutaciones en la
secuencia nucleotidica de los anticuerpos correlacionandose con anticuerpos de
mayor afinidad por su antigeno. Segun el modelo de switching del cuarteto, las
secuencias que codifican para IgG1l presentan mas mutaciones que las de IgG2c
(Collins & cols, 2015). Este hallazgo se condice con nuestros datos de avidez
relativa (Fig. 12), donde los mLPs con AH10-7 promovieron mayores RAVs de 1gG1
que IgG2c. Interesantemente, los RAVs de IgG1 producidos por AH10-7 fueron mas
altos que los valores inducidos por aGC al dia 28 (Fig. 12C), siendo esta una de las

propiedades en las que se diferencian ambos glicolipidos.
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En este trabajo también evaluamos cémo la activacion inicial de las células iINKT
por distintos ligandos contribuye en el porcentaje de linfocitos Bmem Yy en el switch
de clase en bazo y en médula 6sea. Se ha reportado que un factor determinante
para decidir si se formaran linfocitos Bmem 0 células plasmaticas es el cambio de
clase. Los linfocitos B IgM* tienden a diferenciarse en mayor porcentaje a linfocitos
Bmem y l0s que cambian de clase a célula plasmaticas (Palm & Henry, 2019). En
este trabajo observamos que la inmunizacion con aGC o AH10-7 promueve una
expansion significativa de linfocitos Bmem con cambio de clase (Fig. 15D) sin influir
en los niveles de linfocitos Bmem IgM* (Fig. 15C). En este ensayo constatamos que
el uso de tetrameros de OVA permite una mayor deteccién de linfocitos B OVA-
especificos, sin embargo, también detecta una poblacion en la condicidon control
(PBS), indicando que, a la dilucién utilizada, el anticuerpo se une de forma
inespecifica cuando no contiene un target, lo que podria mejorarse al utilizar
diluciones mas altas. En el caso de la OVA AF647, se observan tendencias similares
a las observadas con el tetramero, sin embargo, en menor grado sugiriendo una

menor afinidad por los BCRs de los linfocitos Bmem generados.

En el caso de las células plasmaticas, no se observaron diferencias entre los
tratamientos con glicolipido y el tratamiento sin ligando (Fig. 15B). Las poblaciones
de linfocitos Bmem 1gG2c* mostraron las mismas tendencias que la de los linfocitos
Bmem totales (Fig. 15E, der) y, por otro lado, la expansion de los linfocitos Bmem
lgG1c* mostrd las misma tendencia que las células plasmaticas (Fig. 15E, izq).

Un estudio reciente sobre linfocitos Bmem que cambia de clase report6 que, tanto en
meédula 6sea como en bazo, hay una poblacion discreta de linfocitos Bmem 1gG2b*
mayor a la poblacién IgG1l*, sin embargo, no declaran las poblaciones IgG2c*
(Riedel & cols., 2020). Seria interesante evaluar a futuro como la poblacién IgG2b*

se relaciona con la activacién temprana de las células iINKT por OCH.
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Se ha descrito que el fenotipo de las Células Secretoras de Anticuerpos (ASCs)
gueda definido por las sefiales externas que recibe el linfocito B durante las etapas
tempranas de su activacion, manteniendo el “imprinting” clonal y el fenotipo
ancestral del que provienen (Scharer & cols., 2020). Al evaluar las ASCs
productoras de IgG1 en médula ésea mediante ELISPOT (Fig. 16A) (Shah & cols.,
2015), se observaron poblaciones equivalentes a las detectadas al dia 7 (Fig. 10G),
no obstante, la poblacion de ASCs IgG2c* fue encontrada en niveles muy bajos (Fig.
16B) y en el caso de los ratones KO-CD1d fueron indetectables (Fig. 16C). Esta
evidencia coincide con que los linfocitos sw-Bmem presentan principalmente los
subtipos 1gG1 e IgG2b; siendo los predominantes en estos érganos (Riedel & cols.,
2020).
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12 Conclusiones

La activacion que presentan las células iNKT por distintos ligandos, y por ende el
impacto que tendran en los linfocitos B, se relaciona con el mecanismo celular por
el que CD1d adquiere estos ligandos para su presentacion. Como CD1d es una
proteina transmembrana, esta se recicla en compartimentos endociticos, pudiendo
adquirir lipidos endégenos como exégenos. Como los lipidos libres tienen poca
solubilidad, requieren de proteinas carrier como Apolipoproteina E (ApoE) y otros
componentes como la hidrolasa de amida de acidos grasos (FAAH) para ingresar y
ser cagados en CD1d, respectivamente (van den Elzen & cols., 2005; Freigang &
cols., 2010). Otros receptores como los scavengers SRA, SRB1 y CD36, han sido
involucrados en el ingreso y presentacion de aGC como analogos (Freigang 2012).
Estos distintos receptores podrian explicar en parte las variaciones observadas en

la respuesta inmune al utilizar distintos lipidos (Freigang 2012).

Otro factor que aporta a estas variaciones observadas por cada glicolipido es su
estructura quimica. Los analogos tipo-TH2, como OCH, al tener cadenas de
enfingosina mas cortas o dobles enlaces, se unen débilmente a CD1d, por lo que
son desplazados por saponina B y la proteina activadora de GM2 (GM2A) al
endocitarse (Kawasaki & cols., 2013; Zhou & cols., 2004). Esta cualidad le permite
a OCH unirse directamente a las moléculas de CD1d presentes en la superficie de
la célula. Por otro lado, los analogos tipo-TH1, se asocian establemente a CD1d en
un ambiente endosomal, donde son presentados en clusters dentro de balsas
lipidicas, lo que favorece una mayor activacion (Im & cols., 2009). Importantemente,
la fuerza de una respuesta Thl aumenta la union del lipido a CD1d como resultado
de inducir un mecanismo que adapta las sustituciones aromaticas a la hendidura de

la molécula (Aspeslagh & cols., 2011)

Dentro de las DCs convencionales (cDCs) de bazo que participan principalmente en
la presentacion de estos glicolipidos estan las CD4+ 33D1+ y las CD4- CD8a+

DC205+, usualmente referidas como las CD4+ y CD8a+ DCs (Calabro & cols.,
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2016). Tanto las MZ B y CD8a DCs expresan altos niveles de CD1d. Se ha sugerido
que la presentacion preferencial por estos distintos subtipos puede también
contribuir a las variaciones en las respuestas por los distintos analogos y algunos
datos apoyan esta posibilidad (Bai 2012). Otros estudios han mostrado que la
mayoria y posiblemente todos las formas bien estudiadas de aGC son dependientes
en su presentacion por DCs CD8a+ (Arora & cols., 2014; King & cols., 2013).

La administracion de glicolipidos dentro de liposomas presenta una herramienta
altamente versétil al evadir la anergia (Parekh & cols., 2005), sin embargo, puede
representar un mecanismo diferente para la incorporacion de glicolipidos. De la
misma forma, la exposicion de antigenos proteicos en la superficie de liposomas
permite estimular la produccion de anticuerpos por linfocitos B, mientras que ambos,
proteinas y glicolipidos, requieren de la disrupcion intracelular del liposoma para ser
accesible a la presentacion por MHC-II y CD1d, respectivamente (Nisini & cols.,
2018). Un mecanismo por el que pueden ingresar los LPs a la célula es mediante
macropinocitosis constitutiva (Canton, 2018). Este proceso lo llevan a cabo
principalmente macrofagos y DCs inmaduras, no obstante, linfocitos B, DCs
maduras y macréfagos proinflamatorios captan mayormente por endocitosis
convencional (West & cols, 2000). Como nuestros datos muestran que OCH sigue
promoviendo una menor expansion de células iNKT, a pesar de ingresar mediante
LPs a la via endocitica, no lograria estabilizarse y cargarse en moléculas de CD1d

endocitico para ser presentado en balsas lipidicas.

Cuando se administran moléculas relativamente grande como OVA o dextrano (50-
70 kDa), estas son captadas por macropinocitosis (Singla & cols., 2018). Al igual
gue los glicolipidos solubles, cuando se administra OVA soluble este es captado
principalmente mediante receptores de manosa y cuando se administra asociado a
células puede ser captado y presentado independiente de estos receptores
(Burgdorf & cols., 2006).
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En el modelo de LPs con OVA anclada, posiblemente estos serian captados por
macropinocitosis (DCs inmaduras, macrofagos) y endocitosis convencional
(linfocitos B); luego los glicolipidos endocitados del tipo-TH1 se cargarian
endosomalmente y se presentarian en balsas lipidicas y, por otro lado, los
glicolipidos tipo-TH2 se quedarian en la superficie de la célula cuando se fusionan
las membranas. Asi, dependiendo la ruta de presentacion, esto aportaria distintos
perfiles de citoquinas que modularan el cambio de clase hacia distintos isotipos. En
el caso de OVA, esta proteina podria ser presentada mediante MHC-II a linfocitos
Th o, dependiendo el pH endosomal, ir a presentacion cruzada para activar linfocitos
T citotoxicos (Burgdorf & cols., 2006).

Ya que los LPs presentan una conformacién muy similar a la de las particulas tipo-
virus (VLPs, virus-like particles) se podrian homologar ciertas propiedades. Esta
descrito que las VLPs son capaces de llegar a la circulacion para ser captadas
directamente por linfocitos MZ B antigeno-especificos presentes en la zona marginal
del bazo (Cinamon & cols., 2008; Barral & cols., 2012). Luego, estos linfocitos
migran al &rea folicular para facilitar el transporte de las VLPs hasta las DCs
foliculares (FDCs) sin la necesidad de ser captados por otros subtipos de DCs
(Cinamon & cols., 2008) o ser captados por macrofagos del seno subcapsular
(CD169+), para asi darle los antigenos estructurales a los linfocitos B foliculares
(Barral & cols., 2010). Asi, este podria ser otro mecanismo por el que los linfocitos

B son activados por los LPs con OVA y glicolipidos.
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Proyecciones

Para entender de mejor forma cédmo el uso de glicolipidos, como OCH, impacta en
el cambio de clase de los anticuerpos, estudios adicionales utilizando OCH vy
linfocitos B permitirian dilucidar cuales mecanismos podrian estar promoviendo el
cambio de clase hacia 1gG2b sin una importante expansion de células iINKT. Una
explicacion podria ser que esta activacion mas ineficiente de CD40L en las iNKT
por OCH (Oki & cols., 2005; Forestier & cols., 2007), podria estar promoviendo una
mejor produccion de TGF-8 en el microambiente del linfocito B (Collins, 2016). Otra
explicacion es que la activacion por OCH podria estar aumentando los niveles de
LAG3,-un regulador negativo de la respuesta inmune-, en las células INKT (Juno &
cols., 2015), favoreciendo un fenotipo mas regulatorio a través de la produccion de

la isoforma TGF-B3 (Okamura & cols., 2015), pero hace falta demostrarlo.

En un escenario pato-fisioldgico, postulamos que estas preparaciones utilizando
OCH podrian ayudar a combatir el encefalomielitis autoinmune ya que el aumento
de IL-4 por parte de este ligando, ha demostrado ser neuroprotector (Miyamoto &
cols., 2001), haciendo reversible el dafio. Por otro lado, se ha descrito que el
ambiente tumoral de un cancer de mama triple negativo es inmunosupresor, ya que
su programacién conduce a una alta secrecion de IL-10, lo que favorece el cambio
de clase hacia 1gG4, el analogo a IgG1 murino, caracteristico de una respuesta
inmunosupresiva (Toney & cols., 2022). El uso de LPs con AH10-7, ademas de
favorecer la activacién de linfocitos T citotoxicos (Chennamadhavuni & cols., 2018),
podria favorecer el cambio de clase hacia IgG1, que es el analogo de IgG2c murino,

para eliminar estas células tumorales de mamas.

Se ha reportado que las células iINKT presentes dentro de un tumor pueden sufrir
un cambio en la polarizacién de sus citoquinas afectando la interaccion con las
APCs (Wang & cols., 2018). Ademas, los linfocitos B infiltrantes de tumor pueden
producir grandes cantidades de IgG4, el isotipo inmunosupresor humano (Toney &
cols., 2022), proponiendo una posible relacion entre las células iINKT y los isotipos
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secretados en el tumor. El potencial uso de distintos glicolipidos para modular la
produccion de anticuerpos en el tumor representaria una interesante forma de
modificar el perfil de activacién de las APCs para su eliminacién. La incorporacion
de estos estudios adicionales proveeria de datos mas robustos para dilucidar el
mecanismo de como esta ayuda por células iINKT a los linfocitos B puede orquestar

la activacion de distintas células inmunes involucradas.
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