Lipidos liposomales como inmunoadyuvantes del factor
de crecimiento epidérmico humano recombinante y de los
alergenos principales del acaro Dermatophagoides siboney
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RESUMEN

vesiculas liposomales. Para ello se emplearon liposomas de fosfatidilcolina (PC), de diferente naturaleza, y colesterol,
como adyuvantes del factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (EGFhr), conjugado o no a la proteina
transportadora P64k de Neisseria meningitidis, y liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que contenian o
no colesterol para encapsular alergenos (maDer s) y sticholisina Il (Stll), una proteina formadora de poros de
Stichodactyla helianthus. Al estudiar la respuesta inmune anti-EGFhr, se evidencié la induccién de titulos de anticuerpos
elevados, la promociéon de IgG2a e IgG2b, las respuestas de hipersensibilidad retardada y la linfoproliferacién, asi
como un incremento en la supervivencia frente al tumor ascitico de Ehrlich de los ratones inmunizados, aun en
ausencia de la P64k. Esta respuesta fue superior para los liposomas constituidos por fosfatidilcolinas saturadas, en
comparacion con una insaturada (soya: sPC) y con la alomina. También se demostré que la respuesta humoral
alergeno-especifica dependié de la composicién lipidica liposomal y de la presencia de Stll. En los ratones inmunizados
con los liposomas que contenian colesterol no se observé respuesta alérgica. Estas preparaciones indujeron elevadas
relaciones 1gG2a/lgG1, lo que sugiere un patrén Thl. Esta constituye la primera evidencia del efecto

inmunomodulador de Stll.

Introducciéon

La capacidad inmunopotenciadora de |os liposomas fue
descubierta por Allison y Gregoriadis en 1974, y
posteriormente ha sido confirmada para una amplia
variedad de antigenos de bacterias, virus, protozoos,
tumores y otras fuentes [1]. Sin embargo, no existe un
consenso en cuanto a la formulacion liposomal con
“capacidad adyuvante optima’, debido a que ella esta
influida por las caracteristicas fisico-quimicas de la
vesicula (composicion lipidica, tamafio, presencia o
ausencia de carga superficid), € empleo de adyuvantes
adiciondes o moléculas coestimuladoras e, incluso, por
el esquema de inmunizacion empleado [2]. Como
resultado, se ha sugerido la necesidad del estudio del
potencia delosliposomascomo adyuvanteinmunol 6gico
paracadaantigenoen particular. Enrelacion conlafuncion
deloslipidos liposomales en la capacidad adyuvante de
estas vesiculas poco se ha informado en la literatura
especiaizada hasta este momento, y los resultados son
contradictorios, de manera que constituye un aspecto
muy interesante que se debe estudiar.

El factor de crecimiento epidérmico humano
recombinante (EGFhr) es un polipéptido que
presenta una elevada homologia estructural (70%)
con la molécula homologa murina, por lo que resulta
un débil inmundgeno parael ratén. Como antecedente
deestainvestigacion [3-6], se detectaron anticuerpos
anti-EGFhr en diferentes modelos animales y en
humanos, mediante la inmunizacion con el EGFhr
conjugado con toxoide tetanico o con P64k de
Neisseria meningitidis. Los resultados de estos
investigadores permitieron disponer de una amplia
caracterizacion de la respuesta inmune contra este
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antigeno, y el disefio de una vacuna terapéutica para
el tratamiento de tumores que dependen del sistema
EGF/R-EGF. Esta formulacion contiene EGFhr
conjugado a P64k y montanide ISA 51 o AlI(OH);
(alimina) como adyuvante [7]. Las vesiculas
liposomales pueden constituir una variante muy
favorable para la presentacion de antigenos poco
inmunogénicos o “propios” al sistema inmune.
Utilizar un antigeno con estas caracteristicas, del que
ademas, se haestudiado larespuestainmune inducida
por él bajo diversas condiciones experimentales,
permitié profundizar en la capacidad adyuvante de
las vesiculas liposo-males. En esta direccion, el
EGFhr resulté un antigeno modelo atractivo para
estudiar las propiedades inmunoestimuladoras de los
liposomas, lo cual no se habia investigado antes.

El incremento progresivo de las enfermedades
alérgicas en lapoblacién mundial y principalmente en
los paises desarrollados, constituye un punto de
atencion de la comunidad cientifica. Los acaros son
los principales agentes causales de las enfermedades
aérgicasy los del género Dermatophagoides son la
fuente principa de alergenos del polvo doméstico. El
acaro D. siboney, endémico del Caribe, se encontré en
el 85% de las muestras de polvo colectadas en las
casas de paci entes asméti cos cubanos. Adicionalmente,
los alergenos principal es de este &caro (maDer s) son
reconocidos por € 80 al 90% delos sueros de pacientes
aérgicos sensiblesaé [8].

A iniciosdelos afos 90 del siglo XX, serealizaron
los primeros estudios de encapsulacion de alergenos
envesiculasliposomales, con €l propdsito de potenciar
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lainmunoterapiaal ergeno-especifica, lacud constituye
el tratamiento més efectivo contra las enfermedades
alérgicas. Estas afecciones se caracterizan por una
superproduccion de citoquinas tipicas de larespuesta
mediada por linfocitos T CD4+ cooperadores tipo 2
(Th2). Las estrategias inmunoterapéuticas que
favorecen las respuestas mediadas por linfocitos Thl
(adyuvantes promotores de respuesta Th1 junto alos
alergenos) resultan las més beneficiosas para el
tratamiento de estas enfermedades[9]. L os liposomas
son vehiculos seguros y eficaces para este tipo de
terapia, ya que posibilitan la incorporacion, junto al
antigeno, de otrasmol écul asinmunomodul adoras como
algunas citolisinas de microorganismos parael desvio
delarespuestainmune aun patrén Thl o mediada por
células [10]. La Sticholisina Il (Stll) es una citolisina
aidada de laanémona de mar Sichodactyla helianthus,
la cual se ha estudiado en nuestro laboratorio, y
presentaunagran homologiafuncional con lasproteinas
formadoras de poros de bacterias. De manera que
resulta interesante su inclusion en liposomas de
conjunto con los aergenos (maDer s) para estudiar la
posible capacidad moduladora de las vesiculas que la
contienen.

Tomando en consideracion estos antecedentes, se
propusieron como objetivos:

1. Evaluar laencapsulaciony laretencion del EGFhr
conjugado o no ala proteina transportadora P64k, en
liposomas constituidos por fosfatidilcolina de
diferente naturaleza y obtenidos a partir de varios
procedimientos, asi como estudiar larespuestainmune
anti-EGFhr inducida en ratones, comparandolacon la
obtenida con el adyuvante convenciona Al(OH)s.

2. Estudiar la capacidad inmunomoduladora de
liposomas que contienen o no colesterol y Stll, y
encapsulan los aergenos principales (maDer s) de
D. siboney.

Materiales y métodos

El EGFhr y laproteinarecombinante P64k deNeisseria
meningitidis se obtuvieron en e Centro de Ingenieria
Genéticay Biotecnologia (CIGB) [11, 12]. El extracto
del 4caro D. siboney (referenciainterna DSB 7031) y
los alergenos (maDer s) parcialmente purificados a
partir de su extracto, se produjeron en €l Departamento
de Alergenos, del Centro Nacional de Biopreparados
(BIOCEN). La concentracion de Der s 1 en ambos
preparados alergénicos, se determind mediante un
ELISA cuantitativo tipo sdndwich, usando anticuerpos
monoclonales anti-Der s 1 [13]. Sticholisina |l (Stll)
se aislo y purificé a partir de la anémona de mar
Sichodactyla helianthus en el Centro de Estudios de
Proteinas (CEP), de la Facultad de Biologia[14].

Obtencién de los liposomas

Mediante el procedimiento de deshidratacion-
rehidratacion (DRV's) [15], se prepararon liposomas de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dipamitoilfos-
fatidilcolina(DPPC), diestearoilfosfatidil colina(DSPC),
fosfatidilcolinade soya (sPC) o fosfetidil-colinadeyema
de huevo (ePC) y colesterol (Cho) (relacién molar
fosfolipido:Cho de 1:1). Las proteinas se adicionaron
en las siguientes proporciones: fosfolipido: EGFhr de
32 pmol: 300 ug (para los liposomas que contenian
EGFhr o EGFhr-P64k), fosfolipido: P64k de 32 umol:
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30 pg, fosfolipido: maDer s de 16 pmol: 36 pg (para
liposomas de DPPC) o de 16 pmol: 80 ug (para
liposomas de DPPC y DPPC:Cho). Las vesiculas de
DPPC y DPPC:Cho que contenian Stl1, se prepararon
segun larelacion fosfolipido: maDer s: Stll de 16 umol:
80 ug: 10 pg. Para obtener las vesiculas unilaminares
grandes(LUV), losDRV de DPPC:Cho sin purificar se
extruyeron 5 veces por membranas de policarbonato de
400 nm amas de 45 °C.

También se prepararon MLV con 16 nmoles de
ePCy de Choy 0.025 nmolesde EGFhr. A lasvesiculas
sonicadas en bafio ultrasonico con intervalos de 2
minutos de sonicacion y 1 minuto de descanso, seles
anadio trealosa, sacarosa, maltosa o glucosa en una
relacion masa masa azlcar: fosfolipido de 0.5:1, y
luego se deshidrataron a vacio por 24 horas. Su
hidratacion se realiz6 con PBS.

Se obtuvieron también liposomas FATMLV de
DPPC:Cho (relacion molar 1:1) mediante congelacion-
descongelacion [16], con el empleo de 5 ciclos de
congelacion en nitrégeno liquido y descongel acion amés
de 45°C. Loslipidossehidrataron durante 1 horaaT > 45
°C con EGFhr, P64k, 0 EGFhr-P64k en PBS. El material
no encapsulado en los liposomas se separ6 mediante
ultracentrifugacion. Seredlizaron doslavadosadicionaes
con PBS, y findmente, seresuspendieron en esamisma
solucion tampon.

Marcaje de las proteinas con '»I

Por el método de la cloramina T, se yodaron EGFhr,
P64k, maDer sy StIl [17].

Conjugacién del EGFhr a la proteina P64k

Se empled glutaraldehido (concentracién final de
0.05% en una relacion vol/vol) [3]. La mezcla de
reaccion se purifico mediante filtracion en gel de
Sephadex G-50 medio, a12 mL/h, en unacolumnade
60 x 1 cm, equilibrada con PBS. Paralos estudios se
escogieron las fracciones de mayor radiactividad del
primer pico. Paralos experimentos de inmunizacion,
¢l conjugado se preparé en ausenciadel radiotrazador
Yy, una vez concluida la reaccién, se dializé contra
PBS durante 24 horas.

Determinacién de la eficiencia de
encapsulacién de las proteinas en liposomas

Para determinar el porcentaje de encapsulacion en
DRV, FATMLV y LUV se utilizaron como radio-
trazadores: EGFhr-*l, P64k-'*|, EGFhr'®|-P64k,
maDer s-*°l y StI1-**l, en una dosis de 100 000
cpm, segun correspondia. La radiactividad de las
vesiculas se registré antes y después de su
separacion por centrifugacién. El porcentaje o
rendimiento de encapsul acion se determind a partir
de laradiactividad total de los sobrenadantesy del
precipitado final.

Determinacién de la capacidad de retencién
del contenido de los liposomas
Lasvesiculas se dmacenaron a4 °C, y alas 24 horaso
semanal mente durante un mes se evalué lacantidad de
proteinaretenida. En cadaocasion setomaron alicuotas
delassuspensiones pararegistrar laradiactividad total
y luego se ultracentrifugaron para €l registro de la
radiactividad de |os sobrenadantes.
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Liberacién del EGFhr encapsulado en
liposomas en presencia de plasma

Se encapsularon 80 mM de carboxifluoresceina (CF)
en DRV de ePC:Cho (26 nmoles de lipidos totales,
relacién molar 1:1) que contenian o no 0.02 mmolesde
EGFhr. A los liposomas se | es adiciond plasma fresco
de ratdn o PBS (control) en una relacién liposoma:
plasma/lPBS de 1.5 (vol/val). En un espectrofluorimetro
Schimadzu RF-540 (I e = 490 NM, | e = 520 nm), se
estim6 la liberacion de CF.

Determinacion del tamafo de los liposomas

L as preparaciones liposomal es se analizaron mediante
espectroscopia de correlacion fotonica, con el empleo
de un equipo Malvern Autosizer 2C, con un laser de
helio/nedn de 5 mw.

Andlisis de la transicion de fase de los
liposomas mediante calorimetria diferencial
de barrido de elevada sensibilidad

Se prepararon DRV de DPPC y DSPC con EGFhr
encapsulado. Se utilizaron vesiculas iguales que no
contenian EGFhr como control. Se pesaron 100 mg de
cada preparacion y se determind la Tc y la variacion
de entalpia OH) de la transicion de fase, con un
microcalorimetro diferencial de barrido de elevada
sensibilidad Micro-DSC 111 SETARAM.

Evaluacion de las respuestas inmunes anti-
EGFhr y anti-alergeno inducidas con el
empleo de liposomas como adyuvantes

Se emplearon preparaciones liposomales recién
obtenidas. Se inmunizaron ratones Balb/c y NMRI
hembras, obtenidosen e CENPALAB, de 6 a8 semanas
denacidosy con un peso promedio entre 18y 20 g, por
las viasintramuscular (i.m.) o intraperitoneal (i.p.), en
un esquemade dosdosis: 0y 28 diascon el EGFhr,y 0
y 14 diascon maDer s. Lasangre seextrgjo del plexo de
lacavidad retrorbital o por puncién cardiaca.

Influencia del esquema de inmunizacién en
la respuesta inmune anti-EGFhr

Se emplearon ratones Balb/c (6 animales/grupo). Se
prepararon liposomas DRV de DPPC:Cho, que
encapsulaban EGFhr o EGFhr-P64k. En los animales
inmunizados con Al(OH); se utilizaron 2 mg de este
adyuvante por dosis. Para la preparacion del
inmunoégeno se mezclaron, mediante agitacion continua
durante 30 minutos, 533 L de AI(OH); 30 mg/mL
con 0.013 mmoles de EGFhr (Al(OH);/EGFhr) o un
volumen de conjugado equivalente a0.013 nmolesde
EGFhr (Al(OH):/EGFhr-P64K). Se determinaron los
titulos de anti cuerpos anti-EGFhr (1gG) en losplasmas
delosanimalesalos 14, 40 y 90 diasy las subclases
de 1gG alos 40 dias.

Respuesta inmune anti-EGFhr inducida con
liposomas DRV de distinta composicién
fosfolipidica

Se inmunizaron ratones NMRI (7 animales/grupo)
con 10 ng de EGFhr-P64k en DRV de DPPC:Cho,
DSPC:Cho y sPC:Cho. Como control se utilizé
AI(OH)J/EGFhr-P64k, y para su preparacion se
mezclaron 933 niL de Al(OH); 30 mg/mL con un
volumen de conjugado equivalente a 0.023 mmoles
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de EGFhr. A los40 dias se determinaron | as subclases
de 1gG. Ademas, se estudi6 la capacidad de los
anticuerpos de inhibir la union del EGFhr a su
receptor (R-EGF) en membranas de placenta humana,
alos 90 dias.

Respuesta inmune anti-maDer s inducida
con liposomas de DPPC que contienen o
no colesterol y Stll

Se inmunizaron ratones Balb/c (6 animales/grupo) por
viai.p., con una cantidad de maDer s que contenia 5y
de Der s 1, adsorbida en Al(OH); (600 ng/dosis) o
encapsulada en liposomas de DPPC o de DPPC:Cho.
Sedeterminaron losnivelesde IgG totd, 1gG1, IgG2ae
IgE maDer s-especificosalos0, 14y 28 dias.

En otro experimento, ratones Balb/c (4 animales/
grupo), inmunizados de forma similar, se sometieron
a desafios alergénicos repetidos, durante 21 dias
despuésdelaprimeradosis. Paraello, losanimales se
colocaron en unacamara (18 x 12 x 21 cm) y expuestos
30 minutos durante 6 dias, aaerosoles de unasolucion
de extracto aergénico de D. siboney de concentracion
deDer s1de 100 pg/mL. Veinticuatro horas posteriores
al ultimo reto, los animales se desangraron para la
estimacién del nimero de eosindfilos en sangre
periférica y extraidos sus pulmones para andlisis
histopatol 6gico.

Para la evaluacion de la respuesta humoral anti-
maDer s en presenciade Stll, seinmunizaron ratones
Balb/c (6 animales/grupo) de formasimilar con maDer
sque contenia5 ng de Der s 1, encapsuladajunto ala
Stll en liposomas de DPPC y DPPC:Cho. Ladosisde
St querecibieron fuede 1.4y 1.3ng, respectivamente.
A los 28 dias de la primera inmunizacion, se
desangraron los animales y se obtuvieron los sueros
para la determinacion de 1gG total, 1gG1 e 1gG2a
alergeno-especificas.

Ensayo de hipersensibilidad retardada (HR)

Parael ensayo de hipersensibilidad retardada (HR), se
utilizaron tres grupos de ratones NMRI (n = 10), que
se inmunizaron con 10 ng de EGFhr o de EGFhr-
P64k en DRV's de DPPC:Cho o en Al(OH).. Para
estudiar larespuestade HR, seretaronlosanimalesen
el cojinete dela pataizquierda, con 5 g de EGFhr en
PBS (vol =50 nl), alos 7 dias de la segunda dosis.
Cuatro animales de cada grupo (control) se retaron
con 5 ng de albdmina de suero bovino (BSA) en PBS.
Lainflamacion se midio a0y 48 h después del reto,
con un pletismémetro 7150 UGO BASILE, y se
calculé como la diferencia entre ambas lecturas. Para
el andlisishistopatol 6gico seempled latécnicadedoble
tincién con hematoxilina-eosina.

Ensayo de proliferacién celular in vitro de
linfocitos aislados de ratén

Para el ensayo de proliferacion celular in vitro de
linfocitos aislados de rat6n se inmunizaron ratones
Balb/c, con 10 ng de EGFhr o de EGFhr-P64k, en
Al(OH);(2 mg/dosis) o en DRV de DPPC:Cho (1:1).
Las preparaciones que contenian Al(OH); se
obtuvieron con 0.015 nmol de EGFhr o de EGFhr-
P64k y 900 nL de Al(OH); (30 mg/mL). A los12 dias
de la segunda inmunizacién, se extrajeron y
perfundieron los ganglios inguinales de tres ratones
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de cadagrupo. En pozostriplicados de placas Costar
de 96 pozos de fondo plano, se afadieron 3 x 10°
células/pozo (100 nl) en medio de cultivo RPMI
1640 suplementado con suero fetal deternera (SFT)
10% (Gibco). Las células se estimularon con 9, 18,
37y 75my/mL de EGFhry se cultivaron 96 ha37°C
en atmosfera de CO, al 5%. Se afiadio 1 mCi de
timidina->H (Amersham), 18 horas antes de finalizar
el cultivo. Como control del crecimiento celular basal,
se determind la proliferacion inducida por el medio
de cultivo en ausencia de antigeno y mitdgeno.

Ensayo de actividad antitumoral

Semanalmente, durante un mes, seinmunizaron ratones
Balb/c (12 animales/grupo) con 50 g de EGFhr en
Al(OH); o con 5 ng de EGFhr en DRV de DPPC:Cho
por la via intraperitoneal (i.p.). Los grupos control
recibieron lo el adyuvante correspondiente. El reto
seredizd con 2 x 10° céulas detumor ascitico de Ehrlich,
3 dias después de la Ultima dosis. Se determiné el
incremento de la extension de vida como larelacion del
tiempo de supervivencia de los animales inmunizados
con respecto a de los animales control.

Ensayo de inhibicién de la unién EGF/R-EGF
por los anticuerpos del suero de ratones
inmunizados

A unasuspensi6n de membranade placenta humanaque
contenia400 g de proteinas, seleadicion6 100 000 cpm
de EGFhr-I. Luegodeincubar durante 1 hatemperatura
ambiente con sueros de animales inmunizados o sueros
de ratones no inmunizados (contral), diluidos 1.5, la
reaccion se detuvo con 1 mL de PBS 'y se centrifugo a
3 000 g durante 15 min. Como control positivo se
considerd la inhibicién de la unién provocada por un
exceso de EGFhr no radiactivo (1 ng/mL).

Estimacién del numero de eosinéfilos en
sangre periférica y andlisis histopatolégico de
los pulmones

Veinticuatro horas después del Ultimo tratamiento, a
los animal es desafiados con aerosoles del extracto deD.

siboney, se les extrgjo 10 uL de sangre por € plexo

retrorbital, y se mezclaron con 200 pL de eosinaa 1%

(Quimefa). Luego se contaron los eosinéfilosen camara
deNeubauer. A losanimal es sacrificados por didocacion

cervical, se les extrgjo sus pulmones para evaluar la
existenciao no deinflamacion peribronquiovascular. Se
utiliz6 latincion de hematoxilina-eosina

Ensayo de anafilaxia cutdnea pasiva

Los niveles de IgE maDer s-especificos se evaluaron
mediante un ensayo de anafilaxia cutanea pasiva (PCA)
[18]. Se utilizaron ratas machos Wistar (entre 180 y
200 g de peso corporal) provenientes de CENPALAB.
Cada muestra de suero se evalud en tres ratas que se
consideraron como réplicas. A cadarata seleinocul 6,
por vias.c., en laregion dorsal previamente rasurada,
100 L de los pools de sueros (semana 4) de los
animales inmunizados y diluidos 1:5 en una solucion
tampon PBS. Pasadas 48 horas, selesinyectd por via
intravenosa a través de la vena del pene, 1 mL de
extracto aergénico de D. siboney (concentracion de
Der s1.500mg/mL) y azul de Evansal 1%, diluidosen
PBS. Se promediaron y analizaron los diametros de
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las manchas de lapiel delaregion dorsal, en cada una
de las ratas, como criterio de los niveles de IgE
especifica existentes en los sueros.

Determinacién del titulo de anticuerpos
EGFhr y alergeno-especificos por ELISA

Los nivelesde IgG total en los sueros de los animales
inmunizados seevaluaron al utilizar un ELISA indirecto
no competitivo con el antigeno fijado alafase solida.
Las placas Costar high binding de 96 pozos, se
recubrieron todalanoche a4 °C con 50 L de EGFhr
10 mg/mL o con 100 pL de extracto de D. siboney
diluido a una concentracion de Der s 1 de 0,7 pg/mL,
en solucién tampén NaCOy/NaHCO; 0.1 M, pH 9.6.
Para detectar |os nivel es de anticuerpos anti-EGFhr y
anti-maDer s, se utilizé un conjugado anti-1gG raton-
peroxidasa (Sigma), en una dilucién 1:1 000. La
absorbancia se midié a 492 nm en un lector de placa
Multiskan EX. Como valor de corte se utilizd una
absorbancia mayor o igual que 0.2. Para determinar
lostitulosde IgG1, IgG2aegG2b se utilizé un ELISA
similar, pero a diferencia de este, se empled un
conjugado anti-subclase de | gG-biotina (PharMingen)
1:5 000. Para la deteccion se utilizd un conjugado
estreptavidina-peroxidasa (PharMingen) 1:2 000.

Determinacién de los niveles de IgE total
en suero

La cuantificacion se realizd6 mediante un equipo de
ELISA tipo sandwich, siguiendo las recomendaciones
del proveedor (PharMingen). Los niveles de IgE se
expresaron en microgramos por mililitros. Las placas
se recubrieron con 100 mL de una solucion del
anticuerpo monoclonal anti-IgE total de ratén R35-
72, cuya concentracion fue de 2 ng/mL, diluidos en
solucion tampén de recubrimiento, durante toda la
noche a4 °C. Los sueros se adicionaron diluidos 1:20
en solucion de bloqueo y se depositaron 100 L. por
pozo, por duplicado. Luego se afiadieron diluciones
dobles seriadas de un anticuerpo monoclonal IgE de
ratén patrény seincubaronlasplacasdurante 1ha37°C.
Seguidamente, después de los lavados, se adicionaron
100 . deunasolucion del anticuerpo monoclonal anti-
IgE deraton-biotinilado R35-95 aunaconcentracion de

2 my/mL.

Determinacién de la concentracién de
proteinas

Se empled el método de Lowry [19], modificado en

nuestro laboratorio. A lasmuestrasy patronesdiluidos
enNaOH 1 N seles adicioné desoxicolato de sodio a

5%. Se utiliz6 BSA 1 mg/mL para la curva de
calibracion.

Andlisis estadistico

Parael andlisis estadistico de los resultados se empled
el paquete de programas Statistica, version 6.0
(StatSoft, Inc., 2001). Con lafinalidad de comprobar

si los datos cumplian una distribucién normal, se
realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov y, a
continuacién, las pruebas de Bartlett 0 Levene para
determinar lahomogeneidad de varianza. Serealizaron

andlissdevarianzas (ANOVA) declasificacion smple,

modelo de efectos fijos para probar diferencias
significativas entrelas medias de distintos grupos. Para
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las comparaciones multiples se emplearon las pruebas
derangos multiples de Duncan y de Student-Newman-
Keuls. Paraprobar laigualdad entre las medias de dos
muestras independientes se utiliz6 la pruebat; cuando
los datos no cumplian con la homogeneidad de
varianzas, se empled la prueba U de Mann-Whitney.
En el ensayo de actividad antitumoral se utilizo el
estimador de la funcién de supervivencia de Kaplan-
Meier. Las comparaciones de los tiempos de
supervivencia entre los diferentes tratamientos se
realizaron mediante la pruebalog-rank con € empleo
del paquete estadistico SPSS, version 10.05/1999
(Copyright SPSSInc.). Todas|as pruebas serealizaron
con p <0.05.

Resultados y discusién

Resultados a partir del empleo de EGFhr

El empleo delasvesiculasliposomal es como adyuvante
requiere el estudio previo delas caracteristicas de estos
sistemas paracadaantigeno. Parael EGFhr fue necesario
definir lametodol ogia, asi como lacomposicion lipidica
que se debiaemplear en laobtencion de los preparados
liposomal es por cuanto no se disponiade antecedentes.
De los procedimientos tecnol 6gicos empleados parala
encapsulacion de EGFhr, los mejores resultados se
obtuvieron con la tecnologia de deshidratacion-
rehidratacion (DRV), en cuanto ala cantidad de EGFhr
atrapado y ala capacidad de las vesiculas para retener
este antigeno durante su a macenamiento [20, 21].

La encapsulacion de EGFhr en vesiculas DRV,
constituidas por fosfatidilcolinas saturadas o
insaturadasy colesterol en proporciones equimolares,
demostré que la naturaleza de este fosfolipido es un
factor que determina la encapsulacién y la capacidad
de retencion por las vesiculas. Las vesiculas DRV,
constituidas por dipalmitoil fosfatidilcolina y
colesterol (DPPC:Cho), exhibieron un rendimiento
superior enlaencapsulacion y capacidad de retencion
del EGFhr, en comparacion con otras preparaciones
constituidas por fosfatidilcolinas de diferente
naturaleza[20, 21].

Lasalida de EGFhr de las vesiculas DRV durante
su almacenamiento, sin que se apreciaran cambios en
el tamafio de las particulas, sugirié que la causa de
estaliberacion podiaser el resultado delainteraccion
de esta proteina con las bicapas lipidicas, mas que la
fusién o agregacion de los liposomas. La mayor
liberacién de carboxifluoresceina de las vesicul as que
contenian el EGFhr coencapsulado, asi como la
disminucion significativadel DH de la transicion de
fase en las membranas de DPPC y DSPC que
contenian EGFhr, son evidencias de la interaccion
selectiva de este polipéptido con los fosfol ipidos de
las membranas liposomales, lo cual provoca,
probablemente, |a separacion de los grupos polares
delazonainterfacia delabicapay unadisminucion
en las interacciones electrostaticas entre los grupos
fosforilcolina de las moléculas fosfolipidicas
adyacentes [20, 21]. Esta liberacion del EGFhr se
redujo con laadicion delos azlicares sacarosa, treal osa,
maltosa y glucosa a las preparaciones liposomales
[20, 22]. Este efecto protector ha sido atribuido a
que los azlicares reemplazan €l agua de hidratacion
de los grupos polares de los fosfolipidos, y se
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establecen enlaces de hidrdgeno entre sus grupos
fosfato y los hidroxilos de los azUcares [23].

En una segunda etapa del trabajo, se estudio la
respuestainmune anti-EGFhr en ratones con el EGFhr,
conjugado o no ala proteina transportadora P64k, y
encapsulado en vesiculas DRV, en comparacion con la
obtenida con el adyuvante convencional Al(OH)s. La
inmunizacion de ratones Balb/c y NMRI con EGFhr,
conjugado o no a P64k y encapsulado en vesiculas
DRV de DPPC:Cho, indujo una respuesta de titulos
elevados de anticuerpos anti-EGFhr (I1gG), lamayoria
delasubclase|gG1, pero con elevadosnivelesde1gG2a
elgG2b [24, 25].

Larespuestainmune obtenidacontrael EGFhr solo
envesiculasDRV de DPPC:Cho, resultd méseficiente
que con el empleo de Al(OH)s como adyuvante. En
los animales que recibieron liposoma/EGFhr se
detectaron niveles superiores de anticuerpos (1gG total
asi como 1gG1, IgG2ae 1gG2b), unamayor respuesta
de proliferacién de linfocitos y mayor supervivencia
al ser retados con células de tumor ascitico de Ehrlich,
en comparacion con los animales que recibieron
Al(OH)/EGFhr. Ademés, la encapsul acion de EGFhr
en liposomas DRV de DPPC:Cho, en ausencia de la
proteina transportadora P64k, produjo un efecto
similar al obtenido con EGFhr-P64k en liposomas o
en Al(OH)s, tanto enlos nivelesde |gG total, como en
la respuesta de hipersensibilidad retardada y de
linfoproliferacion. Estos resultados sugieren que la
proteina transportadora P64k no es necesaria para
inducir unarespuestainmune anti-EGFhr, cuando este
antigeno se administra encapsulado en vesiculas
liposomal es [24-26].

El empleo defosfatidil colinasde diferente naturaleza
en lapreparacion delosliposomas que encapsul aban €
conjugado EGFhr-P64k, influy6 en la potenciacion de
larespuestainmune contrael EGFhr, fundamentalmente
en la calidad de la respuesta humoral. Los liposomas
constituidos por fosfatidilcolinas saturadas (DPPC y
DSPC) indujeron niveles superiores de |gG2a e 1gG2b,
y estos anti cuerpos mostraron unamayor capacidad de
inhibicién de la unién del EGFhr a su receptor, en
comparacion con los liposomas de sPC (insaturada) y
con el AI(OH)s, (Figural) [21, 25].

Resultados a partir del empleo de maDers

En una primera etapa se estudid la eficiencia de
encapsulacion demaDer sy de St envesiculas (DRV)
de DPPC y DPPC:Cho (relacion molar 1:1). Se
ensayaron, ademas, dos relaciones lipido:alergenos, y
se encontr6 que el rendimiento de encapsulacién de
maDer s dependid de la relacion lipido:alergenos
empleada. La incorporacion de colesterol en las
vesiculas mejoro la encapsulacion de maDer sy Stil.

Al analizar la capacidad de retencion de maDer s
por las vesiculas en suspension a4°C durante un mes,
se observé unadisminucién de esta propiedad cuando
estaba presente en las vesiculas Stll, lo que se hizo
mas significativo si lapreparacion liposomal contenia
colesterol. Por €l contrario, Stll se retuvo de manera
maés eficiente en los liposomas de DPPC:Cho, lo cual
sugiere que hay unamayor proporcién de estaproteina
asociada a estas membranas.

El estudio delarespuestainmune humoral enratones
Balb/c se centré en la comparacion de la respuesta
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70 7 periféricay lainflamacion peribronquiovascular en los
: ratones inmunizados y luego desafiados con aerosoles
S 60 del extracto de D. shoney. La mayor produccién de
L b IgG2a maDers-especifica, subclase indicadora de
] 50 - respuestas de tipo Thl, se obtuvo con € empleo de
S vesiculas de DPPC:Cho que contenian adicionalmente
g2 4 lastll (Figura2B). Esteresultado constituyelaprimera
g evidenciadel efectoinmunomodulador de esta proteina
5 >0 encapsul adaen liposomas, cuyamanifestacion, ademés,

P ¢ dependio6 de la composicion lipidica liposomal.
P g Diversos aspectos destacan la novedad cientifica
G 20 de los resultados de este trabgjo. Se demuestra por

=z c primeravez:
< 104 1. Las vesiculas DRV de DPPC:Cho muestran la
mayor eficiencia de encapsulacion y capacidad para
0 - retener el EGFhr durante su conservacion.

DPPC:Cho sPC:Cho DSPC:Cho  Al(OH),
Figura 1. Inhibicién de la interaccién entre el EGF y su receptor
por el suero de los animales inmunizados con EGFhr-P64k
encapsulado en DRV o adsorbido en Al(OH);. La ordenada
representa el porcentaje de inhibicién de la interaccién EGFhr/
R-EGF, derivado de los anticuerpos anti-EGFhr presentes en el
suero de los animales inmunizados. Como fuente de
receptores se utilizaron membranas de placenta humana.
Ratones NMRI se inmunizaron a los 0 y 28 dias por via
intramuscular, con 10 mg de EGFhr conjugado a Pé64k. Para el
ensayo se extrajo el suero de los animales (n = 7) a los 90
dias (dilucién 1:5). Como control y para el célculo del
porcentaje de inhibicion se utilizaron sueros de animales no
inmunizados y un exceso de EGFhr no radiactivo (control de
maximo bloqueo o inhibicién de la interaccién EGFhr-1'2%/R-
EGF). Letras desiguales indican diferencias significativas, segun
la prueba de Rangos Mdltiples de Duncan (p < 0.05).

inducida con | os alergenos encapsul ados en liposomas
(LP/maDer s), adyuvados en alimina(Al/maDer s) o
disueltos en PBS (PBS/maDer s). Tanto la almina
como losliposomasindujeron respuestas de | gG total

alergeno-especifica elevadas. Sin embargo, los niveles
delgE total en los sueros delos animal esinmunizados
con LP/maDers fueron similares alos encontrados en
el grupo control quesélorecibié PBS, y muy inferiores
a los presentes en los sueros de los animales que
recibieron los alergenos adyuvados en alUmina. La
evaluacion de larespuesta de IgE especifica mediante
anafilaxia cuténea pasiva, nuevamente demostré que
la alimina favorece las respuestas de IgE. El estudio
histopatol6gico de los pulmones de los ratones
previamente sometidos a un reto alergénico, mostro
en el grupo LP/maDer sun reducido infiltrado celular,
similar a control PBS y muy diferente al grupo Al/
maDer s, donde se evidencio inflamacion. Estos
resultados avalan, de manerapreliminar, laeficaciadel

empleo de |os liposomas en la inmunoterapia contra
las enfermedades a érgicas [27].

Paraprofundizar en el estudio delarespuestainmune
alergeno-especifica inducida, se utilizaron vesiculas
liposomalesde DPPC y DPPC:Cho que contenian o no
la proteina potencialmente imunomoduladora Stil. La
presencia de colesterol o la ausencia determiné las
caracteristicas de la respuesta inmune humoral maDer
s-especifica, en términos de 1gG1, 1gG2a e IgE. Las
vesiculas de DPPC:Cho fueron mas efectivas en la
induccién de un patron de respuestadetipo no alérgico
(Figura 2A). Sin embargo, independientemente de la
composicion lipidica liposomal, la inmunizacion con
lasvesiculasprevino @ desarrollo deeosinofiliaen sangre
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2. Lainteraccion del EGFhr con los fosfolipidos
gue componen las vesiculas liposomales.

3. Esposibleinducir respuestainmune en ratones
inmunizados con EGFhr encapsulado en liposomas,
aun en ausencia de la proteina transportadora P64k.

4. Losliposomas constituidos por fosfatidilcolinas
saturadas inducen una respuesta humoral contra un
antigeno soluble como el EGFhr més eficiente que
las vesiculas de fosfatidilcolina insaturada o el
Al(OH)s.

5. Lasvesiculas liposomal es potencian larespuesta
inmune especifica paralos a ergenos principales deD.
siboney.

6. Es posible inducir una respuesta inmune no
alérgica alergeno-especifica mas eficiente con la
inclusién de colesterol avesiculas de DPPC.

7. Lapresenciade lacitolisina Stll encapsulada en
los liposomas junto a los alergenos potencia la
capacidad inmunomoduladora de las vesiculas
liposomales de DPPC:Cho.

Desde el punto devistatedrico, laimportanciade
estetrabajo estaen sus aportesal conocimiento dela
influencia de factores como la composicion lipidica
liposomal y la adicion de otros solutos (azlcares,
citolisinas) ala preparacion de los liposomas sobre

27. Calderén L, Facenda E, Machado L,
Uyema K, Rodriguez D, Gémez E, et al.
Modulation of the specific allergic response
by mite allergens encapsulated into
liposomes. Vaccine2006;24(Suppl2):S2-
38-9.
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Figura 2. Niveles de IgG1 (A) e IgG2a (B) anti-alergeno (28 dias) en ratones Balb/c inmunizados con maDer s
encapsulado, junto a Stll, en DRV de DPPC y DPPC:Cho o adsorbido en Al(OH)3. Los animales se inmunizaron
a los 0y 14 dias por via intraperitoneal, con una cantidad de maDer s que contenia 5 mg de Der s 1. Para el
ensayo (ELISA), se emplearon sueros diluidos 1:100. Se muestran los valores promedio y las desviaciones
estandar (n = 6). Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos experimentales, de acuerdo con la prueba de Student-Newman-Keuls (p < 0.05).
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la eficiencia de encapsulacion y retencion de los
antigenos en estos sistemas, asi como sus propiedades
inmunomoduladoras. Desde el punto de vista
préctico, laimportanciaradicaen lamedidaquevalida
las potencialidades de los liposomas como inmuno-
potenciadores para un antigeno poco inmunogénico
como el EGFhr, y en la factibilidad de su empleo
para potenciar respuestas inmunes alergeno-
especificas. Se demostrd el efecto adyuvante de
liposomas de fosfatidil colinas saturadasy colesterol,
preparados mediante latecnol ogia de deshidratacion-
rehidratacién, al encapsular una proteina de baja
inmunogenicidad, obtenida por viarecombinante, sin
la necesidad de su conjugacion a un transportador
proteico. Estos resultados pudieran contribuir al
desarrollo de la vacuna-EGFhr terapéutica desarro-
Ilada en nuestro pais por el Centro de Inmunologia
Molecular, a brindar una alternativa atractiva y
promisoria para presentar este antigeno a sistema
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inmune, sin limitaciones para su aplicacion en seres
humanos.

Agradecimientos

Se agradece a nuestros colaboradores del Centro de
Estudios de Proteinas*; del Centro de Inmunologia
Molecular’, de la Universidad de Buenos Aires,
Argentina®; de la Universidad de Sao Paulo, Brazil’, y
de The School of Pharmacy, University of London,
Reino Unido®; Dr. Anselmo Otero*, Téc. Eric Fdicd',
Téc. Liem Canet?, Dra. Gisdla Gonzélez’, MSc. Irene
Beausoleil?, Dr. Edgardo Anibal Disalvo®, Dra. Dunia
Rodriguez*, Dr. Momtchilo Russc’, Dr. Gregory
Gregoriadis®. También se agradece ala Universidad de
La Habana, €l Ministerio de Ciencia, Tecnologia 'y
Medio Ambiente (CITMA), ala Royal Society y al
Instituto de Cooperacion Iberoamericana, por el
financiamiento de becasy proyectospararealizar estas
investigaciones.

Biotecnologia Aplicada 2006; Vol.23, No.4



	BIOTECNOLOGÍA APLICADA Vol23 No4
	CONTENIDO / CONTENT
	ARTÍCULOS DE REVISIÓN / REVIEW ARTICLES
	Zebrafish as a Genetic Model organism
	La glándula mamaria: biofábrica para la producción de proteínas recombinantes
	The mammary gland: bioreactor for the production of recombinant proteins

	ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN / RESEARCH ARTICLES
	Acuabio 1 estimula el metabolismo anaerobio y el sistema inmune innato de las larvas de goldfish y tilapia 
	Acuabio 1 is able to stimulate the anaerobic metabolism and immune system in goldfish and tilapia larvae
	N-terminal peptide (1-92) of Sticholysin II generated by the cleavage with cyanogen bromide interacts with lipid bilayer but does not promote pore formation
	Validación del termociclador TEMPER en ensayos basados en la amplificación de ácidos nucleicos por reacción en cadena de la polimerasa
	Validation of the TEMPER thermocycler in nucleic acid amplification by polymerase chain reaction

	ENFOQUE / FOCUS
	Biosensores Cantilever
	Cantilever Biosensors

	REPORTES / REPORTS
	An overview of pneumococcal infection and vaccine development discussed at the 5th International Symposium on Pneumococci and Pneumococcal Diseases (ISPPD)
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2005 / Awards of the Academy of Sciences of Cuba 2005
	Lípidos liposomales como inmunoadyuvantes del factor de crecimiento epidérmico humano recombinante y de los alergenos principales del ácaro Dermatophagoides siboney
	Liposomal lipids as immunoadjuvants for recombinant human Epidermal Growth Factor (rhEGF) and the main allergens (maDer s) of the Dermatophagoides siboney dust mite
	Metodología para la crioconservación de callos con estructuras embriogénicas en el cultivo de la caña de azúcar
	Methodology for the cryopreservation of calli with embryogenic structures for the culture of sugarcane
	Patrones de síntesis intratecal de inmunoglobulinas en meningoencefalitis infecciosas pediátricas
	Pattern of intrathecal immunoglobulin synthesis in pediatric patients with infectious meningoencephalitis


	PRÓXIMOS EVENTOS / FUTURE EVENTS
	INSTRUCCIONES A LOS AUTORES
	INSTRUCTIONS TO AUTHORS





