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Resumen

Las células B-1 son una poblacion de linfocitos B que muestran una frecuente
especificidad hacia la fosfatidil colina (PtC). Sin embargo, a pesar de que los liposomas
gue contienen PtC se han empleado como adyuvantes, su efecto inmunomodulador se
ha atribuido a la capacidad de interactuar con las células dendriticas y los macrofagos.

El impacto cientifico de este trabajo radica en que por primera vez se demostré la
contribucion de las células B-1 a las propiedades adyuvantes de liposomas que
contienen PtC, siendo este el elemento relevante que condiciona esta participacion.
Las células B-1 potencian la respuesta inmune humoral inducida por la ovoalbumina
(OVA) encapsulada en los liposomas de dipalmitoil PtC colina y colesterol (DPPC:Col)
(Lp DPPC/OVA). Al mismo tiempo, estas vesiculas inducen en las células B-1 un
fenotipo presentador de antigenos y menos supresor.

Ademas, los anticuerpos anti-fosfocolina, inducidos por los Lp DPPC/OVA, favorecen la
Internalizacion de las vesiculas por los macréfagos, lo que pudiera contribuir al
incremento de la respuesta humoral antigeno-especifica inducido por las células B-1.
Se demostro que Lp DPPC/OVA induce en los macrofagos peritoneales un fenotipo M2
reprogramable a un patron M1 tras la estimulacion in vitro con LPS, proceso en el cual
las células B-1 juegan un papel importante, particularmente en la potencialidad de
reprogramacion al fenotipo pro-inflamatorio. Esta funcién para la poblacion de linfocitos
B-1 no habia sido anteriormente descrita, por lo que estas evidencias aportan nuevos
elementos al conocimiento acerca del papel regulador de estas células sobre otras del
sistema inmune.

Comunicacion corta

La capacidad de los liposomas de potenciar la respuesta inmune humoral y mediada
por células contra un espectro amplio de enfermedades infecciosas y el cancer ha sido
ampliamente demostrada.

Actualmente, existen diferentes formulaciones liposomales disponibles comercialmente
0 en estudios clinicos, ya sea como adyuvantes o como sistemas de liberacion de
farmacos. Aunque la mayoria de las formulaciones liposomales desarrolladas contienen
PtC , la influencia de este fosfolipido en las propiedades adyuvantes de los liposomas
es poco conocida. La mayoria de los estudios realizados con el objetivo de profundizar
en los mecanismos de inmunoadyuvancia de los liposomas, han centrado su atencion
en la interaccion de estas vesiculas con las células del sistema inmune, principalmente
las células dendriticas y los macréfagos. Sin embargo, a pesar de que las células B son
consideradas células presentadoras de antigenos profesionales (APCs), su influencia
en la respuesta inmune inducida por antigenos encapsulados en liposomas no ha sido
abordada.

Los linfocitos B-1 se consideran elementos relevantes en la respuesta inmune humoral
temprana contra patdogenos, como resultado de su elevada capacidad para producir
anticuerpos naturales. En comparacién con los linfocitos B-2, las células B-1 tienen
mayor capacidad de presentar antigenos a las células T e inducir una potente



proliferacion y diferenciacion de estos linfocitos. Adicionalmente, la secrecion
espontanea de interleucina (IL) 10 por las células B-1 , les confiere un papel
inmunomodulador . En este sentido, se ha descrito que estas células inhiben las
funciones pro-inflamatoria y fagocitica de los macrofagos , por lo que favorecen en
estos un fenotipo similar al M2 . A pesar de que las células B-1 muestran una frecuente
especificidad hacia PtC y el grupo fosfocolina, hasta este momento, no se habia
establecido una conexion entre estas células y las propiedades adyuvantes de
vesiculas constituidas por este fosfolipido.

En el presente trabajo se estudio la participacion de las células B-1 en la
adyuvanticidad de los

liposomas que contienen PtC. En una etapa inicial, al evaluar la capacidad adyuvante
de estas vesiculas para diferentes dosis del antigeno modelo OVA administradas por la
ruta intraperitoneal, se demostré la superioridad de la formulacion liposomal Lp
DPPC/OVA, en cuanto al isotipo y la calidad de los anticuerpos antigeno-especifico
inducidos. Ademas, se demostr6 que las células B-1 peritoneales contribuyen al
incremento de la respuesta inmune humoral que se logra mediante la encapsulaciéon
del antigeno en estos liposomas, con respecto a la respuesta generada por el antigeno
en su forma soluble.

Esta contribucion se sustenta, ademas, por: i) la capacidad de las células B-1 de
internalizar estas particulas, efecto que es potenciado por su especificidad por la PtC
liposomal; ii) los anticuerpos anti-fosfocolina producidos por estas células contribuyen a
la opsonizacion de las vesiculas y favorecen su internalizacion por otras APCs, por
ejemplo los macréfagos peritoneales, iii) la importancia de la PtC en el efecto de las
células B-1 sobre la inmunoadyuvanticidad de los liposomas.

Liposomas que no contienen PtC fueron menos eficientes en potenciar la respuesta de
anticuerpos OVA-especificos en comparacion con la formulacion Lp DPPC/OVA. Estos
resultados constituyen uno de los principales aportes tedricos del trabajo, al demostrar
la importancia de la especificidad de las células B-1 por la PtC en la contribucion a las
propiedades inmunopotenciadoras de un adyuvante liposomal constituido por este
lipido. La profundizacion en los mecanismos mediante los cuales los liposomas
constituidos por PtC manifiestan sus propiedades inmunopotenciadoras, posibilitaria el
desarrollo de formulaciones dirigidas a la estimulacion de las células B-1, lo que
constituiria un aporte practico del presente trabajo. Ademas, el sistema células B-
1/liposomas de PtC constituye un modelo que pudiera permitir el estudio del posible
papel de las células B-1 en la inmunidad contra determinadas enfermedades. Estos
resultados se encuentran incluidos en la publicacion Cruz-Leal et al (2014a) y en la
tesis de doctorado Cruz-Leal (2014).

Los liposomas de DPPC que encapsulan OVA también ejercen una influencia directa
sobre las células B-1. Esta formulacién promovio la migracion de las células B-1 hacia
los organos linfoides secundarios. Ademas, en estas células estimulo la expresion de
MHC-II y la molécula coestimuladora CD86 e indujo una disminucion de la secrecién de
IL-10. Esta citocina ejerce un papel supresor sobre el patrén Thl, de manera que la



disminucién de su secrecion por las células B-1 como consecuencia del tratamiento con
Lp DPPC/OVA, pudiera favorecer este tipo de respuesta. Las células B-1 ejercen un
efecto supresor sobre las funciones de los macrofagos mediante la IL-10, al favorecer
la polarizacion a un fenotipo M2. Frecuentemente, la estimulacion de las células B-1
provoca un incremento en la secrecion de los niveles de IL-10 por estas células. Sin
embargo, los liposomas que contienen PtC tuvieron un efecto contrario sobre las
células B-1. Estos hallazgos permiten concluir que la formulacion liposomal que
contiene PtC favorece en las células B-1 un fenotipo presentador de antigenos y menos
supresor. Estos resultados se encuentran incluidos en la publicacion Cruz-Leal et al
(2014a) y en la tesis de doctorado Cruz-Leal (2014).

Los liposomas de DPPC indujeron en los macrofagos peritoneales un fenotipo similar al
M2, reprogramable a un patron similar al M1 tras la estimulacion in vitro con LPS. Se
demostré que las células B-1 tienen un papel importante en la polarizacion de los
macroéfagos, especificamente en la potencialidad de reprogramarse al fenotipo M1. Las
evidencias experimentales derivadas del presente trabajo, demuestran la relevancia de
las células B-1 en la reprogramacion de los macrofagos peritoneales hacia un patron
pro-inflamatorio inducido por la preparacién liposomal, lo cual contrasta con la
demostrada capacidad de estas células de polarizar macréfagos hacia el fenotipo anti-
inflamatorio M2. Por tanto, estos resultados aportan nuevos elementos al conocimiento
acerca del papel regulador de las células B-1 sobre otras células del sistema inmune.
Estos resultados se encuentran contenidos en la publicacion Cruz-Leal et al (2014b) y
en la tesis de doctorado Cruz-Leal (2014).
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