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...La ciencia moderna ha partido a la humanidad en un 10% que tiene
ciencia (el Primer Mundo) y un 90% restante (el Tercer Mundo)
donde la gente produce, viaja, se comunica, se cura y se mata con
aparatos, vehiculos, teléfonos, redes computacionales, medicamentos
y armas que inventaron los del primero... y por supuesto, se hunde en
dependencias, deudas, desocupaciones, miserias, hambre, y se anega
en el mas desesperante “analfabetismo cientifico”. Pero un pais no es
necesariamente dependiente y miserable cuando carece de dinero,
sino cuando hay otros que lo interpretan mejor. Si quienes mejor
interpretan la realidad japonesa no fueran los japoneses, Japon seria
un pais subdesarrollado.

Hay paises que tienen una cultura compatible con la ciencia, y en
caso de problemas de salud, energia, transporte, comunicacion,
bélicos o econdmicos, encomiendan su solucion a sus cientificos,
institutos y universidades. Otros no lo logran o, mas comunmente, ni

se les pasé por la cabeza intentarlo. ¢Y la Argentina? .....Y Uruguay?

Prologo modificado del libro Darwin 2.0 por Marcelino Cereijido
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RESUMEN




Resumen

El uso de saponinas (glicdsidos triterpénicos y esteroideos) como adyuvantes
potenciales de vacunacién ha sido motivo de estudio desde hace muchos afios, tanto
para la profilaxis de enfermedades infecciosas, asi como también para tratamientos
inmuno terapéuticos. En general, las saponinas de Quillaja saponaria y en particular la
fraccion de Quil A, al ser co-administradas con una gran variedad de antigenos han
demostrado ser muy eficaces para desencadenar potentes respuestas inmunoldgicas
de tipo humoral con la participacion de células T CD4+ de fenotipo Th1l y celular con
activacion de linfocitos T CD8+. Sin embargo, su uso clinico en humanos se ha visto
restringido debido a la gran actividad hemolitica que las caracteriza. Es asi que el
adyuvante utilizado en la mayoria de las vacunas de uso humano es el fosfato o
hidréxido de aluminio conocido genéricamente como alimina. Este promueve una
buena respuesta inmune humoral (alta produccién de anticuerpos) con la participacién
de células T CD4+ de fenotipo Th2, pero carece de la capacidad para estimular la
diferenciacién de células T CD8+ (fundamentales para el combate de enfermedades
producidas por patdgenos intracelulares y el cancer). En las ultimas décadas se han
desarrollado estudios que han logrado identificar saponinas de diversos origenes que
ya sea solas o formuladas como micelas mixtas, a la vez que presentan una baja o nula

actividad hemolitica, son capaces de desencadenar potentes respuestas inmunes.

En esta tesis se estudia la actividad adyuvante, por una parte de saponinas
pertenecientes a la flora sudamericana y por otra, de formulaciones micelares binarias
de saponinas y esteroles. En el primer aspecto se presentan los resultados de estudios
de la citotoxicidad in vitro y capacidad adyuvante de saponinas de llex spp., Passiflora

alata y Quillaja brasiliensis. Se analizd la respuesta inmune generada por las saponinas
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cuando fueron co-administradas a ratones con diferentes antigenos proteicos (Toxoide
tetanico o una suspension de herpes virus bovino tipo-5 inactivado). Estos estudios
mostraron que las saponinas de llex y Passiflora tienen un comportamiento similar a la
alimina, mientras que el de las saponinas de Quillaja brasiliensis es similar al que
presenta Quil A. En el segundo aspecto, se describe la preparacidon de formulaciones
micelares binarias en base a saponinas de Quillaja saponaria y esteroles, que
demostraron poseer una baja actividad hemolitica junto con una intensa actividad
adyuvante, al ser administradas con un antigeno proteico tanto a ratones como a

ovinos.
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1.1. Inmunizacion

La induccidn deliberada de una respuesta inmunitaria se conoce como inmunizacion.
Este proceso se caracteriza por su capacidad de desencadenar una respuesta
protectora frente a un patdgeno y de generar memoria. La exposicidon a un patégeno,
posterior a una inmunizacién protectora, lleva a la eliminacién del mismo o previene
las enfermedades mediadas por sus productos. Las infecciones naturales con
determinados microorganismos dan lugar a una inmunizacién protectora, lo que
también se conoce como desarrollo de inmunidad. Este proceso es el que se busca
reproducir mediante la administracion de vacunas: el objetivo de la vacunacion es la
induccion de una respuesta inmune especifica contra el antigeno utilizado en el
proceso de inmunizacién, que dé como consecuencia la proteccidon del individuo
contra la infecciéon y/o enfermedad causada por el patégeno [1]. La utilizacion de
vacunas ha demostrado ser una herramienta eficaz en la prevencién de enfermedades
infecciosas: tanto la mortalidad como la morbilidad de las enfermedades para las
cuales han sido desarrolladas vacunas adecuadas se han reducido sistematicamente [2,

3].

Tradicionalmente, las tecnologias de produccién de vacunas utilizaron tres tipos de
productos como inmundgenos: microorganismos vivos atenuados, microorganismos
muertos y las llamadas subunidades vacunales como los toxoides purificados. Con
cualquiera de estas preparaciones ha sido posible obtener muy buena protecciéon
basada, principalmente, en la generacién de anticuerpos [2, 4]. En los ultimos afios, la

investigacion en vacunas se ha orientado a utilizar antigenos definidos y productos
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purificados como proteinas [5, 6] y péptidos recombinantes [1]. De esta forma, se
pretende generar inmunidad utilizando preparaciones que no produzcan las
reacciones adversas (dolor, ardor, eritema) desencadenadas por los antigenos crudos;
y que no tengan la capacidad de revertir a formas virulentas en los individuos
vacunados [1]. La pureza de los antigenos a menudo trae como consecuencia la
reduccion en su capacidad de inducir respuestas inmunes efectivas [7]. Por este

era

motivo, desde la 1°° mitad del siglo pasado, se ha agregado a las preparaciones
utilizadas para inmunizar “sustancias” capaces de mejorar la respuesta inmune, a las
que se conocen con el nombre de adyuvantes. Los adyuvantes, descriptos
primariamente por Ramon (en 1924) [8], pueden ser definidos como un conjunto de
aditivos sumamente heterogéneo, que aumentan la inmunogenicidad de los antigenos
(moléculas reconocidas por anticuerpos y/o por el receptor de la célula T), y modulan
la repuesta inducida por la inmunizacion [4, 9, 10]. El uso de adyuvantes se remonta a
los primeros reportes de Freund (en 1942), quien utilizé preparaciones que aumentan

la persistencia del antigeno y demostré el efecto potenciador de la respuesta inmune

de extractos crudos de micobacterias [4, 11].

Como veremos mas adelante, existe una gran variedad de adyuvantes (ver Tabla 1). En
términos generales, el uso de adyuvantes ha permitido obtener formulaciones
vacunales efectivas en cuanto a la generacion de una respuesta de anticuerpos
(inmunidad humoral) [7, 12, 13]. El desafio actual es formular adyuvantes capaces de
generar proteccion mediante la activacion de células T CD8" (linfocitos T citotdxicos,
CTLs, del inglés cytotoxic T lymphocytes), efectivas contra enfermedades por

patdgenos intracelulares asi como también contra células tumorales [12, 14].



Tabla 1. Adyuvantes probados en vacunas para uso humano

Nombre Laboratorio Tipo de preparacion Ejemplos de uso Estado
Adyuvantes de primera generacion

Alumina Varios Sales de aluminio Varias Licencia
MF59 Novartis Emulsion O/W Gripe Licencia (EU)
Liposomas Crucell Vesiculas lipidicas HAV/gripe Licencia (EU)
Montanide Varios Emulsiéon W/O Malaria/céncer Fase Il

PLG Novartis Microparticulas poliméricas Vacunas DNA (HIV) Fase |
Flagelina Vaxinnate Agonista de TLR Gripe Fase |

QSs21 Antigenics Saponina Varias Fase |
Adyuvantes de segunda generacion (combinacién de adyuvantes)

ASO1 GSK MPL+ liposomas + QS21 Malaria, TB Fase Il

ASO2 GSK MPL+ emulsién O/W + QS21 Malaria Fase Il

ASO3 GSK Emulsion O/W + a tocopherol Pandemia de gripe Licencia (EU)
ASO4 GSK MPL + Alimina HBV, HPV Licencia (EU)
RC-259 Dynavax MPL sintético + Alimina HBV Fase Il
ISCOMs CSL, Isconova Saponinas + colesterol + fosfolipidos Varios Fase |

IC31 Intercell Péptidos + oligonucledtidos B Fase |

CpG 7909 Coley/Pfizer Novartis Oligonucledtidos + Alimina + MF59 HBV,malaria, HCV

ISS Dynavax Oligonucledtidos + Alumina HBV Fase Il
MF59+MTP-PE Chiron/Novartis MDP + emulsion O/W HIV, gripe Fase |

MDP (muramil di-péptido); MPL (monofosforil lipido A), HAV, HBV, HCV: virus de hepatitis A, B, y C respectivamente

Modificado de O'Hagan DT y De Gregorio E .(2009) [7].
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1.2. Desarrollo de nuevas vacunas: antigenos y adyuvantes

El desarrollo de nuevas vacunas esta relacionado fundamentalmente con la capacidad
de identificar antigenos capaces de estimular una respuesta inmune protectora. A su
vez, el éxito en el desarrollo de vacunas depende en gran medida del adyuvante
utilizado en la formulacion, que debe asegurar la estabilidad e inmunogenicidad del
antigeno [2, 3, 15]. Puede decirse que se buscan dos tipos de efectos al incorporar un
adyuvante a una vacuna. El primero estd asociado con su uso clinico ya que, los
adyuvantes permiten la magnitud de la respuesta en poblaciones que presentan mayor
susceptibilidad a las infecciones (adultos mayores y ninos pequenos), disminuir la dosis
del antigeno y reducir el nimero de dosis vacunales. El segundo se relaciona con la
capacidad de estas preparaciones de modular y dirigir la respuesta hacia el tipo de
inmunidad deseado (ver 1.7) [4, 12, 16]. Por tanto, la seleccion de un adyuvante
adecuado requiere conocer tanto la naturaleza del/los antigeno/s protector/es como
la respuesta inmune que se quiere desencadenar (produccidén de anticuerpos y/o
CTLs). No obstante, es frecuente que en las investigaciones tendientes al desarrollo de

nuevas vacunas no se conozca en profundidad ninguno de estos aspectos [2, 17].

En general, los adyuvantes combinan dos propiedades: por un lado, aseguran una
liberacion lenta del antigeno, evitando su degradacién; por otro lado, promueven el
desarrollo de una respuesta inflamatoria en el sitio de inoculacion a fin de estimular
adecuadamente los mecanismos de la inmunidad innata que, en ultimo término, son

los responsables del tipo de respuesta adaptativa generada [10, 12, 18].
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Los aspectos vinculados con la primera propiedad son esencialmente tecnoldgicos y se
han nutrido de avances en areas como la tecnologia farmacéutica y la fisicoquimica de
complejos macromoleculares auto ensamblables. Los aspectos vinculados con la
segunda propiedad son esencialmente inmunoldgicos; en los Ultimos afios, la
comprensidon de los mecanismos involucrados ha tenido avances importantes tras
haberse jerarquizado el papel crucial que desempeiia la inmunidad innata en la
generaciéon de la respuesta adaptativa [18]. De hecho, el conocimiento de la base
molecular de estos mecanismos ha permitido entender “el efecto adyuvante” de
numerosas preparaciones (Ver 1.7). No obstante, alin es necesario conocer con mayor
profundidad qué receptores de la respuesta innata son activados por los diferentes
adyuvantes, y conocer qué seiiales convierten a las células dendriticas (DC, del inglés,
dendritic cell) y monocitos en células presentadoras de antigeno (APC, del inglés,
antigen presenting cells) para lograr un disefio racional de estas preparaciones [4, 16].
El desafio es lograr una “mezcla perfecta”, es decir una formulacién de diferentes
componentes que actlen sinérgicamente y conduzcan a la respuesta inmune deseada

[19, 20].

Tanto para uso humano como veterinario, es deseable que los adyuvantes sean: poco
toxicos, rapidamente metabolizados, que promuevan respuestas humoral y/o celular
fuertes y duraderas y que sean estables, faciles de fabricar, de bajo costo, y aplicables

a una amplia gama de antigenos y vias de inoculacién [4, 21-23].



Introduccion

1.3. Relacidén entre la inmunidad innata, la adquirida y el adyuvante

Los componentes de la inmunidad innata [24, 25] reconocen especificamente patrones
moleculares conservados que son productos esenciales de la fisiologia de los
microorganismos, a los que se conoce como PAMPs (del inglés, pathogen associated
molecular patterns) [18], y patrones asociados al dafio celular o DAMPs (del inglés,
damage-associated molecular patterns) [26]. Los PAMPs y DAMPs constituyen “sefiales
de peligro” que, en principio, desencadenan una respuesta innata que puede generar
un proceso inflamatorio [25], algunos de cuyos principales mediadores son el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a) y la interleuquina 12 (IL-12) secretados, entre otras células,
por los macroéfagos y las células dendriticas [27-29]. Los PAMPs incluyen componentes
bacterianos como: lipopolisacdridos (LPS), lipoproteinas, peptidoglicanos, flagelina,
acido micélico, dinucleétidos no metilados (CpG), etc., y componentes de otros
microoganismos como virus y levaduras. Tanto los PAMPs como los DAMPs
interactian con receptores de reconocimiento especificos que, colectivamente, se
denominan PRRs (del inglés, pattern recognition receptors) [25]. Los PRRs se agrupan
en familias muy diversas como: lectinas tipo C (del inglés, C-type lectins), receptores
citosélicos tipo NOD (del inglés, nucleotide oligomerization domain based-I-like
receptors), receptores inducibles por acido retinoico, y receptores tipo Toll o TLRs (del
inglés, Toll-like receptors) que son los mas estudiados [17, 27, 29, 30]. La expresiéon de
TLRs en la superficie de las APC como las DC juega un rol fundamental en la iniciacién

de la respuesta innata [12, 31].
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Los PAMPs y los DAMPs inducen la maduracion de las DC, lo que se manifiesta por un
aumento en la expresion de moléculas tipo 1l del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, del inglés, major histocompatibility complex) y de
moléculas de co-estimulacién, asi como también por la induccién de varias citoquinas
gue promueven la transformacion de los linfocitos T virgenes en linfocitos T efectores
y de memoria. El conocimiento de los mecanismos moleculares desencadenados por
los PAMPs (y DAMPs) ha permitido comprender por qué las vacunas que se fabricaban
en el pasado con microorganismos enteros inactivados o sus productos (toxoides), eran
capaces de inducir respuestas inmunoldgicas potentes y prolongadas, sin que fuera
necesaria la adicién de adyuvantes [4, 20, 32]. Asimismo, también han permitido
comprender por qué los antigenos purificados no son buenos inductores del
reclutamiento y activacion de las APC, y por qué la incorporacion de adyuvantes en la
formulacién de vacunas con este tipo de antigenos es esencial para lograr una
estimulacion eficiente de la produccion de anticuerpos y/o CTLs. Las vacunas
formuladas con ADN, virus atenuados y proteinas recombinantes son ejemplos de
preparaciones que requieren adyuvantes para producir respuestas inmunes potentes

[3,5,33].
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1.4. Poblaciones de células T: expresion de citoquinas y estimulacién de la produccién

de anticuerpos

La induccion de una repuesta inmune adaptativa contra antigenos proteicos necesita la
activacion de las células T (CD4+ y/o CD8+). A su vez, la activacién de las células T por
las APC requiere por lo menos dos sefales. La primera sefal (sefal 1), esta ligada al
reconocimiento por parte de la célula T del complejo MHC/péptido en la superficie de
la APC. La segunda seial (sefial 2) estd asociada con la participacion de moléculas de
co-estimulacién (como CD28 en la superficie de la célula T y CD80 y CD86 en la
superficie de la APC) y de citoquinas producidas por la APC u otras células presentes en
el sitio de activacién [34] (a la sefial de las citoquinas actualmente se la denomina

sefial 3).

De acuerdo con el “concepto geografico” de induccion de inmunidad [35, 36], las DC
son activadas a nivel de los érganos linfoides secundarios, en particular en los ganglios,
hacia donde la mayoria de los antigenos son drenados desde su sitio de entrada. Las
células T virgenes recirculan entre los ganglios y es en ellos que ocurre el
reconocimiento del complejo MHC-péptido (en la DC) por el receptor de la célula T
(TCR, del inglés T-cell receptor) y, en presencia de una seiial 2, la activacidn, expansién
clonal y diferenciacidn en células T efectoras y de memoria [37]. La estimulacion de las
células T a través del TCR en ausencia de sefales de co-estimulacién lleva a su
inactivacion funcional y no a su activacidn. La Figura 1 incluye un esquema simplificado
de la activaciéon de células TCD4+, cuyo TCR reconoce complejos MHC Il-péptido.

Ademas de la activacion de las células T CD4+ y dependiendo del antigeno y/o el

12
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adyuvante se puede inducir también la activacion de linfocitos T CD8+ citotdxicos o

CTLs, cuyo TCR reconoce complejos MHC |-péptido [4, 30, 38].

Th2:IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, Thl:IL-2, INF-y y CD4OL para la
IL-13 y CD4O0L para la estimulacién de células By
estimulacion de TCDS8

células B

Seiial 1 MHC ll-péptido:
complejo-TCR

Seiial 2 CD80/86: CD28 y
citoquinas

Patégeno (PAMPs)
Estrés, daino o muerte célular (DAMPs)

TRENDS in Immunology

Figura 1. Principales sefiales de activacién de células T CD4+ virgenes

Las células dendriticas (DC) en reposo presentes en los tejidos reconocen y procesan
los antigenos del medio ambiente local mediante diferentes receptores. El encuentro
con sefiales de peligro, PAMPs y/o DAMPs, induce la activacién de las DC y su
migracion a los ganglios linfaticos y posterior maduracidon caracterizada por un
aumento en las presentacién de los antigenos peptidicos en complejos con moléculas
del MHC | y MHC 1l (que proveen la sefal 1 de activacién al interaccionar con el
complejo TCR) y la expresién de moléculas de coestimulacion CD80/CD86 y CD40 (que
proveen la sefal 2 de activacién al interaccionar con CD28 y CD40L, respectivamente).
Modificado de Reed et al. (2008) [4].

Luego de su activacion, las células T CD4+ se diferencian en al menos cuatro linajes,

denominados: Thl, Th2, Th17 y T reguladoras (Treg) que se diferencian por el perfil de
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citoquinas que secretan el que, a su vez, determina que posean propiedades bioldgicas
distintas [39, 40]. Las primeras en ser caracterizadas, y por lo tanto las mas estudiadas,
fueron las poblaciones Thl y Th2 [41], que modulan la respuesta de las células By T
CD8" [19] (ver Figura 1). La diferenciacidon de las distintas poblaciones de células T
CD4+ depende de las sefiales suministradas por la DC que, a su vez, dependen del tipo
de antigeno (o patdégeno) que induce su activacién y del ambiente en el que ella
ocurre. El mismo depende de la via de entrada del antigeno (o patdgeno) y de eventos
tempranos, tales como las citoquinas secretadas por otras células de la inmunidad

innata presentes en el ambiente donde las DCs son activadas [40, 42].

También se ha propuesto que la dosis de antigeno (alta o baja) influyen en la

polarizacién son factores que desencadenan la polarizacidn de la respuesta hacia Thl o

Th2 (Figura 2) [40].

14
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F 3
Thi  Th2
Th1 Th2
Intensidad en al sefializacidn através del TCR
(dosis antigénica)
baja media alta

(Rango A)
(Rango B)

Figura 2. Modelo bifasico de diferenciacién celular a Th2

Luego del reconocimiento del antigeno por el TCR, la célula T CD4 + virgen puede
comenzar un proceso de diferenciacion hacia Thl o Th2. Esta diferenciacion estd
controlada al menos en parte por la intensidad de la sefial recibida a través del TCR, de
tal manera que tanto dosis bajas (rango A) o altas (rango B) inducen una diferenciacién
a Th2. Modificado de Nakayama y Yamashita. (2010) [40].

Las células Thl, producen las citoquinas INF-y e IL-2 e inducen la secrecidon de
inmunoglobulinas de isotipos 1gG2a, I1gG2b e 1gG3 por los linfocitos B de ratén [19, 42].
Se conocen como células T CD4+ inflamatorias porque estan involucradas en
particular, en la activacién de macréfagos; ademas promueven la activacién de CTLs
[41, 43]. Debido a estas propiedades participan en la erradicacién de patégenos

intracelulares [42]. Su diferenciacidn es dependiente de IL-12 y también de INF-y,

citoquina que esta poblacion secreta (Figura 3).
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Las células Th2 se caracterizan por la produccién de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
13 e inducen la produccion de IgG1, Igk e IgA por los linfocitos B de ratén [19, 34, 44].
En humanos, las citoquinas IL-4 e IL-13 regulan también el cambio de clase a IgE e IgG4
[19, 45, 46]. Ademas, la respuesta Th2 lleva a la activacién de mastocitos y eosinéfilos
gue, sumada a la presencia de altos niveles de IgE circulante, tiene importancia en las
alergias. La diferenciacion para este linaje, a partir de células T CD4+ virgenes,
depende, al igual que la del linaje anterior, de una de sus citoquinas efectoras la IL-4
[41, 45] (Figura 3), sin embargo, existen evidencias de que la diferenciacion a Th2 se

puede producir en ausencia de esta citoquina [47].

Las citoquinas producidas por cada una de las poblaciones Thl y Th2 regulan a la otra
poblaciéon [48, 49]. Asi, la produccién de INF-y (por células de Th1) inhibe Ila
proliferacion de células Th2, de la misma forma que la produccién de IL-10 (por células
Th2) inhibe la diferenciacién hacia células Th1 [42]. No obstante, esta polarizacién no
es absoluta: es frecuente observar, en el curso de una respuesta, elementos de ambos

tipos de respuesta (Th1/Th2) [15, 50].

En las ultimas décadas, se han descripto dos nuevos linajes de células T cooperadoras
denominadas Th17 y Treg [39, 40]. Las Th17, se caracterizan por la secrecion de IL-17 y
otras citoquinas pro-inflamatorias (Figura 3). Esta poblacién favorece la eliminacién de
patdgenos extracelulares [51], junto a otros tipos celulares presentes en el sitio de
infeccion que secretan quemoquinas y metaloproteasas que inducen el reclutamiento

de neutrdfilos a la zona, llevando a la erradicaciéon de los patégenos [18].
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Inmunidad humoral y

' mediada por células
Q ® — " — e

|L—12/ Células Thi
p N 4 - \ I L_4 £ \L I L-4 . )
. )% . \ —_— . } —_> LS « _ Inmunidad humoral (*)
J ’ IL-10 -
IL-6

IL-13
3 Células Th2
Células T CD4 Células T CD4 \
Virgenes Activadas p \ IL-17
& \ —_> 17 —> Potenciacién de la
TGFB . / IL-21 respuesta inflamatoria

IL-22

INF-y Células Th17
IL-4

(*) También activacién de esosindfilos y
mastocitos

Figura 3. Esquema general de diferenciacién de células T cooperadoras.

Las células T CD4 virgenes luego de su activacién por la sefializacion a través de su TCR
y moléculas de coestimulacién como CD28 pueden diferenciarse en los linajes de
células T cooperadoras efectoras (Th): Thl, Th2 Thl7 en presencia de diferentes
citoquinas. Estas células producen, a su vez, diferentes citoquinas que median sus
funciones efectoras. Modificado de Dong (2010) [39].

A diferencia de las poblaciones Thl y Th2 que dependen para su diferenciacion de sus
citoquinas efectoras (INF-y e IL-4 respectivamente) la poblacion Th17 no depende de la
IL-17 sino de IL-6 (citoquina pro-inflamatoria) y de TGF-f (citoquina anti-inflamatoria),
dos citoquinas con efectos opuestos actuando juntas [52]. El TGF-f3 induce también la
diferenciacién de células Treg con la participacién de otras citoquinas como la IL-12
[40]. Existiria por lo tanto un tipo de relacién reciproca entre las poblaciones Th17 y

Treg en la que otras citoquinas (como la IL-6) cumplirian un rol dictando el balance

entre ellas [52].
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1.5. Clasificacion de adyuvantes

Durante décadas se ha evaluado la actividad adyuvante de componentes naturales
(como las saponinas) y sintéticos [53, 54]. En los parrafos siguientes veremos dos de
las muchas clasificaciones propuestas para agrupar y/o categorizar a los adyuvantes
segln su composicién, mecanismo de accién, asi como también la respuesta que

promueven.

1.5.1. Clasificacién |: adyuvantes que promueven una liberacién controlada de

antigeno e inmunoestimuladores

Propone dividir a los adyuvantes en: inmunoestimuladores y los que poseen un
mecanismo de liberacion controlada del antigeno [7, 22, 55]. Entre los
inmunoestimuladores, encontramos agonistas de TLRs y NODs y también citoquinas,
guemogquinas, moléculas co-estimuladoras y compuestos naturales como las saponinas
[25, 56]. Por otro lado, los que producen una liberacion controlada del antigeno o
adyuvantes particulados, incluyen alimina, emulsiones, microparticulas, liposomas, e
ISCOMS (del inglés, immunostimulating complexes), a los que se incorpora o se asocia

el antigeno; las saponinas también forman parte de este grupo [57].

1.5.2. Clasificacidn II: adyuvantes de primera y segunda generacion

Se ha reconocido que el sistema de clasificacion dicotdomico presentado en 1.5.1
(inmunoestimuladores y adyuvantes que promueven una liberacién controlada del

antigeno) ha sido ampliamente superado por observaciones que ponen de manifiesto
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gue los adyuvantes que permiten una liberacion controlada del antigeno son también
inmunoestimuladores. En virtud de esto, O’Hagan y De Gregorio (2009) [7],
propusieron una clasificaciéon que considera el numero de adyuvantes utilizados en la
formulacion, y distingue: adyuvantes de primera (1 adyuvante) y de segunda

generacion (mas de un adyuvante).

Los adyuvantes de primera generacion incluyen la alimina y las emulsiones de tipo
agua en aceite (W/0) que han sido los mas exitosos de la generacion. Ambos basan su
accion en la dispersion de particulas a las que se asocian los antigenos y producen un
efecto persistente del mismo en el sitio de inyeccidon (efecto depdsito) [58]. Las

particulas poliméricas y los liposomas [59] también integran este grupo.

La formulacion de adyuvantes de segunda generacion (también conocidos como
sistemas de adyuvantes [60]), fue iniciada en los afios 70 con el agregado de otros
componentes a los adyuvantes de primera generacion a fin de aumentar su potencia.
El desarrollo de esta generacién, fue favorecido por el uso de componentes
“sintéticos” que activan el sistema innato como el muramil di-péptido (MDP), que estd
constituido por componentes solubles en agua de las paredes de micobacterias [61].
En los afios 60 y con la finalidad de mejorar la potencia de una vacuna contra la gripe,
se habia agregado ARN de doble cadena a una emulsién [62]. Es decir que las
formulaciones con 2 o mds adyuvantes [56, 60] se han desarrollado durante mas de 40
afnos. Recientemente, se autorizd su utilizaciéon en la formulacién de vacunas (Ver
Tabla 1 y 2) [7]. En los sistemas adyuvantes se busca combinar las propiedades y

efectos de los diferentes tipos involucrados en la preparacién [1, 55].
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Tabla 2. Activacion de la repuesta inmune innata y adaptativa por la accién de diferentes adyuvantes

Adyuvante Componentes activos Receptores o vias de activacion Principales respuestas inmunes
activadas

Adyuvantes con licencia

Alimina Sales de aluminio Inflamasoma NLRP3 (?) Ac, Th2 (+ Thl en humanos)
MF59 y ASO3 Emulsion de escualeno en agua Inflamacion (sin receptores definidos) Ac, Thl + Th2
ASO4 MPL mas alimina TLR4 e inflamasoma (?) Ac, Thl
Adyuvantes de uso experimental o en desarrollo para uso clinico
Poly-IC Derivado sintético de dsRNA TLR3 Ac, Thl, células T CD8"
MPL y formulaciones (ASO1, ASO2) MPLy QS-21 TLR4 (MPL), ? (QS-21) Ac, Thl
Flagelina Flagelina de S. typhimurium TLR5 Ac, Th1+Th2
Imigquimod Derivados de imidazoquinoles TLR7, TLR8 0 ambos Ac, Th1, células T CD8" ( cuando estan conjugados)
Oligonucledtidos CpG y DNA unido a fosforotiotato y TLR9 Ac, Thl, células T CD8+ ( cuando estan conjugados)
formulaciones (IC31, QB10) oligonucleétidos con motivos CpG

optimizados
CAFO1 Dimicolato de trealosa Mincle (receptor tipo lectina presente en Ac, Thl, Thl7

macrofagos)

ISCOMS and ISCOMATRIX Saponinas Mecanismo no definido Ac, Th1+Th2, células T CD8"
IFA (y formulacion de montanide) Aceite mineral + surfactante Mecanismo no definido Ac, Th1+Th2
CFA IFA + peptidoglicanos, dimicolato de NLR, inflamasoma, mincle, TLR? Ac, Thl, Th17

trealosa

Principales respuestas inmunoldgicas obtenidas en humanos y ratones. Dimicolato de trealosa, es una molécula producida por Mycobacterium
tuberculosis y otras micobacterias, CFA (adyuvante completo de Freund), IFA (adyuvante incompleto de Freund) Modificado de Coffman et al. (2010)
[12]
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1.6. Adyuvantes utilizados en la preparacion de vacunas

En esta seccidn, se discutiran los adyuvantes utilizados en la preparaciéon de vacunas
(ver en Tabla 1 las preparaciones ensayadas en humanos) y sus combinaciones

(sistemas adyuvantes).

1.6.1. Sales minerales

Identificada originalmente en 1920 [63], la alimina es el adyuvante mas utilizado en la
formulacién de vacunas para humanos [15, 58, 64-66], pese a lo cual su mecanismo de
accion no se conoce completamente [66-68]. Posee propiedades fisicas que favorecen
la unién de los antigenos mediante interacciones electrostdaticas estables, formando
suspensiones macroscopicas [34]. Tradicionalmente, se propuso que los antigenos
adsorbidos en alimina son facilmente internalizados por las APC y que este proceso

depende del tamafio del agregado [69](ver 1.7.1.).

La alimina es de bajo costo, probada seguridad y aplicable a una gran variedad de
antigenos. Sus limitaciones estan asociadas a su baja capacidad de estimular una
inmunidad mediada por células [4, 22], y a que induce la produccién de IgkE
(relacionada con reacciones alérgicas en humanos) [70-73], y la formacién de
granulomas en el sitio de inyeccidn. Ademas, su uso como adyuvante presenta algunos
inconvenientes ya que las preparaciones de alumina son heterogéneas y las vacunas
pueden volverse inefectivas cuando son congeladas, lo que es un problema en paises

en vias de desarrollo [4, 74].
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1.6.2. Particulas lipidicas

Entre los adyuvantes mas exitosos (especialmente en animales) se encuentran los
adyuvantes de Freund, conocidos tanto por su potencia como por su toxicidad. Son
formulaciones a base de aceite mineral y un tensoactivo que, al ser mezcladas con el
antigeno en soluciéon acuosa, forman emulsiones de agua en aceite. El adyuvante
completo de Freund (CFA) (a diferencia del incompleto IFA), contiene, una suspension
de micobacterias muertas. A partir de estos adyuvantes, se han desarrollado féormulas

alternativas en base a aceites biodegradables (como el escualeno).

Las emulsiones del tipo W/O son formulaciones constituidas por gotas de agua que
contienen el antigeno (fase interna) atrapadas en una fase externa o continua oleosa.
Este tipo de emulsion retiene el antigeno en el sitio de inoculacidon permitiendo su
liberacion gradual [75]; debido a su alta viscosidad son dificiles de inyectar. En cambio
las emulsiones del tipo O/W se caracterizan por su baja viscosidad y buena
tolerabilidad; no obstante, inducen respuestas inmunes poco duraderas [76]. Las gotas
de aceite de estas emulsiones O/W pueden asociarse minimamente o no hacerlo con

el antigeno localizado en la fase acuosa [77, 78].

El MF59™, uno de los adyuvantes utilizado en modelos animales con gran éxito y
aprobado en mas de 20 paises para su uso en humanos (Tablas 1y 2), es una emulsion
O/W [12, 79-81]. Ha sido utilizado en Europa en vacunas contra la gripe [81, 82] y en
formulaciones que contienen otros antigenos virales (HSV [83], HBV [84] y HIV [85]). En
general, este adyuvante presenta pocos efectos secundarios y promueve una

respuesta de anticuerpos mas potente que la generada por la alimina.
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Los aceites utilizados en estas formulaciones tienen que ser biodegradables y los
tenso-activos de calidad probada para su uso en humanos. En general se busca reducir
la cantidad de aceite utilizado. En una emulsién W/O esto puede llevar una inversion
en las fases dando una emulsion O/W. Estas emulsiones se caracterizan por su
reducida viscosidad lo que facilita su preparacién y administracion en relacion a las del
tipo W/O [7]. El proceso utilizado en la preparacién de las emulsiones modifica la
calidad, estabilidad y el tamafio de las particulas de la fase dispersa. Esto tiene un
efecto directo sobre la inmunogenicidad del antigeno, de aqui la necesidad de
estandarizar el proceso de fabricacion de las formulaciones para asegurar su
reproducibilidad [86]. Las emulsiones se han utilizado también como sistemas de

liberacion para adyuvantes inmunoestimuladores como MPL y la saponina QS-21 [22].

1.6.3. Liposomas

Son vesiculas fosfolipidicas (particulas con estructura de bicapa fosfolipidica) que han
sido evaluadas como sistemas de liberacién tanto para antigenos como para antigenos
y adyuvantes. Poseen un gran espacio interior en donde se pueden incorporar
antigenos hidrofilicos. Ademas, pueden llevar asociados en su membrana antigenos
anfifilicos. Sus propiedades fisicas son altamente variables (su tamafio puede variar
desde 50 nm a pocas micras) y dependen tanto de su composicién como también del

método de produccién [87].

Es relativamente sencillo producir liposomas con el espacio interior vacio; sin embargo,

la incorporacion eficiente del antigeno puede requerir extensos protocolos de
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optimizacion, por ejemplo para asociarlo a la membrana lipidica [10]. Se considera que

tienen un efecto adyuvante de modesto a bajo [88, 89].

1.6.4. Agonistas de TLRs

1.6.4.1. Monofosforil Lipido A (MPL)

El lipopolisacarido (LPS) es un derivado de la pared celular de las bacterias Gram
negativa que activa al TLR4. Con fines comerciales generalmente se extrae de
Salmonella minnesota y de S. typhimurium [90, 91]. Con la finalidad de reducir su
toxicidad manteniendo sus propiedades inmunomoduladoras se desarrollé el
Monofosforil lipido A (MPL) que estimula la produccién de IL-1, TNF-a por macréfagos
y DCs con la subsecuente activacion del factor de transcripcion NF-kB [92]. Induce
también la produccion de IL-12 por macréfagos y DC, que juega un rol protagdnico en

la polarizacién de la respuesta hacia Th1 [93, 94].

1.6.4.2. Oligonucledtidos: Dinucleétidos no metilados (CpG)

El DNA bacteriano contiene oligonucledtidos no metilados CpG que difieren de los
encontrados en vertebrados (metilados) y son reconocidos a través de TLRs por lo que
son buenos activadores de macréfagos y DCs, promoviendo la secrecién de citoquinas
pro inflamatorias. Al igual que el MPL, los motivos CpG inducen respuestas de tipo Thl

y CTLs [54].
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1.6.5. Saponinas

Las saponinas son compuestos glicosidicos de origen natural, constituidos por una
porcién oligosacaridica (hidrofilica) ligada a través de un grupo hidroxilo, carboxilo o
ambos, a una estructura triterpénica o esteroidal denominada aglicona (hidrofébica)

[95, 96], de acuerdo a la cual se las clasifica en: triterpénicas y esteroidales [96-99].

De acuerdo al niumero de oligosacaridos unidos a la aglicona, las saponinas pueden ser
clasificadas como monodesmédsidos (un oligosacdrido) o bidesmdsidos (dos
oligosacaridos). En las primeras, el oligosacarido estd tipicamente unido por un enlace
glicosidico al C-3 de la aglicona. Las saponinas bidesmosidias, en general, presentan un
segundo oligosacarido unido al C-28 (saponinas triterpénicas) o en el C-26 (saponinas

esteroidales) de la aglicona mediante un enlace glicosil-ester.

Los oligosacdridos (glicésidos) son hidrofilicos e interactian fuertemente con
moléculas del solvente en soluciones acuosas. Por su parte, las agliconas son lipofilicas
y al asociarse con otras agliconas forman micelas. Por su naturaleza anfipatica, las
saponinas son tensoactivas (forman espuma y son emulsionantes) [100].El caracter
anfipdtico de las saponinas también determina su capacidad de generar micelas de
tamafio variable en medio acuoso [101, 102]. Por otro lado, se ha reportado que las
saponinas pueden asociarse con esteroles dando lugar a la formacidén de soluciones

coloidales de micelas mixtas o incluso la formacién de precipitados [103-105].

Se ha atribuido a las saponinas numerosos efectos biolégicos y farmacolégicos, entre

ellos propiedades inmunomoduladoras, antifungicas, antitumurales, anti-inflamatorias,
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antivirales, hipocolesterolémicas [106, 107]; sabor dulce o salado [108, 109] y efectos
téxicos, en particular propiedades hemoliticas [106, 110, 111], como se resume a

continuacion.

1.6.5.1. Propiedades inmunomoduladoras

En la década de 1930 se describid que los extractos de saponinas de Quillaja saponaria
Molina (saponinas triterpénicas extraidas de la corteza del arbol Chileno Quillay)
poseian actividad adyuvante. En los afios 70, Dalsgaard, obtuvo una mezcla
enriquecida de saponinas a partir de extractos de Q. saponaria que denomind Quil A,
la cual estimulaba tanto la inmunidad humoral como la celular. Quil A es
comercializada actualmente para uso veterinario, y es empleada por ejemplo en la
vacuna contra la fiebre aftosa [112-114]. En humanos, los resultados utilizando Quil A
como adyuvante vacunal han sido menos satisfactorios que en los modelos animales
debido a reacciones locales de dolor, inflamacion e induracion en el sitio de
inoculacidn. Este hecho ha llevado a que una gran diversidad de saponinas extraidas de
otras plantas [14, 115] hayan sido estudiadas y comparadas con las de Quil A buscando
moléculas capaces de inducir respuestas inmunes potentes pero sin sus efectos
secundarios. En la Tabla 3, se incluyen algunos ejemplos de saponinas estudiadas como

adyuvantes.

El analisis cromatografico (HPLC-RP) de Quil A muestra que es una mezcla compleja de

saponinas. Se han aislado varias fracciones de esta mezcla, en las que predominan

distintas saponinas, entre otras, las denominadas: QS-7, QS -17, QS -18 y QS -21 (Figura
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4). Estas poseen de 7 a 9 residuos de monosacaridos incluyendo ramnosa, xilosa,
galactosa, glucosa y acido 2,3 D glucurdnico distribuidos en dos cadenas

oligisacaridicas y una cadena lateral lipofilica [116, 117].

" 4 COOH

Figura 4 Estructura de la saponina QS-21 aislada de Quillaja saponaria

Estudios recientes de la toxicidad de Quil A en ratones muestran que es letal a
concentraciones de aproximadamente 100 pg/dosis [118]. Si bien las propiedades
fisicas de las saponinas de Quil A son similares, su toxicidad varia considerablemente,
siendo la dosis toxica en ratones de 25 pg para QS-18 y de 500 pg para QS-21. Por sus
propiedades adyuvantes y su baja toxicidad QS-21 ha sido utilizada para la formulacién

de vacunas contra numerosos patégenos (ver Tabla 1).

Varios estudios han reportado que las saponinas de Q. saponaria polarizan la
respuesta hacia un perfil tipo Thl con produccion de IL-2 e INF-y, estimulando la
diferenciacién de CTLs y la produccion de anticuerpos del isotipo IgG2a [119-122]. Por
este motivo se han ensayado en numerosos modelos experimentales y con gran

variedad de antigenos, con la intencidn de investigar su eficacia en la generacion de
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vacunas contra patégenos intracelulares y en el disefio de vacunas terapéuticas contra

el cancer [115] (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Saponinas con actividad adyuvante aisladas en los ultimos afos

Tipo de saponina*  Actividad hemolitica Caracteristicas de la respuesta ensayada Ref.
y citotoxica
Saponinas de Achyranthes 3-MD, 3-28-BD Poco hemolitica Promueve la proliferacion de esplenocitos y titulos de IgG, IgGl e IgG2b [123]
bidentata contra OVA.
Saponinas de Anemone raddeana  3-MD, 3,28-BD [124]
Saponinas de 3-MD, 3,6(25)-BD, Poco hemolitica Aumenta la proliferacion de esplenocitos y titulos de IgG, IgG1 e IgG2b contra  [125-
Astragalus membranaceus 3,6,25-TD OVA,; activa macréfagos. 127]
Saponinas de Chenopodium 3-MD, 3,28-BD Adyuvante de mucosas; potencia los titulos de IgG e IgA contra toxina colérica [128]
quinoa y OVA.
Escinas 3-MD Baja toxicidad Anticuerpos contra OVA (menores titulos que QS-21) [110]
Saponinas de Glycyrrhiza 3-MD Poco hemolitica Promueve la proliferacion especifica de esplenocitos y titulos de IgG, IgGl e [129,
1gG2b contra OVA; promueve la produccion de IL-12 por macréfagos. 130]
Gypendsidos 3-MD, 3,21-BD Poco hemolitica Promueve la proliferacion de esplenocitos y titulos de IgG, 1gG1 e IgG2b [131,
contra OVA; promueve la produccion de IL-12 por esplenocitos y de IL-1 por 132]
macrofagos.
Jujubdsidos 3-MD No hemolitica Aumenta la respuesta de anticuerpos contra OVA [133]
Kinmondsidos 3,28-BD Activa células Ty B; aumenta titulos de IgG, IgG1, I1gG2a e IgG2b contra OVA. [134,
135]
Lablabdsidos 3,28-BD Induce la produccidn de grandes cantidades de IgG1 ( poca IgG2a) [136]
Periandradulcins 3-MD Poco hemolitica Aumenta titulos de IgG, IgG1, 1gG2a e IgG2b contra un antigeno de Leishmania [137]
donovani (FML).
Saponinas de 3,28-BD Induce potente DTH, altos titulos de IgG2b; y menores de IgG, 1gG2a e IgG3 en [138]
Pulcherrima (CPO5) comparacion con QS-21.
Saponinas de Quillaja brasiliensis ~ 3-MD Baja toxicidad Aumenta titulos de 1gG, 1gG1 e IgG2a contra BoHV-1 (virus de herpes bovino [139]
tipo 1).
Saikosaponinas 3-MD Poco hemolitica Promueve la proliferacion de esplenocitos y titulos de 1gG, 1gG1 y IgG2b contra  [140,
OVA; aumenta niveles de IL-1. 141]
Saponinas de soja 3-MD, 3,22-BD Poco hemolitica Mayor respuesta de anticuerpos que QS-21 contra OVA; fundamentalmente [142,
IgG1 (poco a IgG2a). 143]
Taurdsidos 3-MD Fuerte respuesta humoral contra las glicoproteinas rgp 160 y rgp 120 de la  [144]

envoltura del HIV.

* Descripcién en base al nUmero y la posicidn de los oligosacaridos. MD: monodesmdsido; BM: bisdesmodsido; TD: tridesmdsido.

Modificado de Sun et al. (2009) [115]
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1.6.5.2. Efectos toxicos

Como se ha mencionado, si bien las saponinas de Quillaja saponaria muestran gran
actividad adyuvante, también presentan efectos toéxicos y reacciones adversas en el

sitio de inoculacién [118].

Muchas saponinas causan hemodlisis in vitro [145]. Se ha sugerido que la actividad
hemolitica estaria relacionada con la afinidad de la aglicona por el colesterol de las
membranas celulares [111, 145]. Debido a su caracter hidrofébico, se postula que la
aglicona puede intercalarse con el colesterol de las membranas; lo que generaria poros
de unos 80 A, que provocarian la lisis celular. El grado de actividad (o afinidad por el
colesterol) puede depender de la propia aglicona [146, 147], y/o de los residuos unidos
a ésta (oligosacaridos, y/o grupos acilo) [110, 148-151]. Takechi y Tanaka (1995) al
analizar un total de 27 saponinas observaron que la actividad hemolitica de las
saponinas esteroidales es mayor que la de triterpénicas y que la hemdlisis ocurre mas
rapidamente [146]. Resultados similares se han encontrado analizando otras saponinas

esteroidales [137].

Es importante mencionar que las propiedades hemoliticas y de citotoxidad no siempre
coinciden [152]. En este sentido, Gauthier y col. estudiando saponinas triterpénicas
concluyeron que existen saponinas hemoliticas con actividad citotdxica, mientras que
otras pese a presentar baja o nula actividad hemolitica, sin embargo presentan
actividad citotdxica [111]. Por su parte las saponinas de Quil A, y en particular QS-21,

son triterpénicas y presentan una intensa actividad hemolitica [110, 116, 118, 153-
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155]. Esta actividad hemolitica ha sido relacionada con las cadenas laterales
(oligosacaridos) unidas a la aglicona [137] y a los residuos acilos [100]. La presencia del
acido graso (ver Figura 4) podria favorecer la interacciéon entre la saponina y el
colesterol de las membranas promoviendo la hemolisis [156] ya que la remocion del

grupo acilo elimina la actividad hemolitica [153].

1.6.6. Formulaciones micelares de saponinas

Se ha demostrado que si las saponinas son administradas formando micelas mixtas
complejos con diferentes esteroles se evita que la aglicona interactue con los esteroles
de membrana, evitando la lisis celular [143, 157]. Con esta finalidad, se han utilizado
ampliamente saponinas de Q. saponaria bajo la forma de complejos micelares,

conocidos como ISCOMs y otras estructuras micelares.

Los ISCOMs e ISCOMATRIX son estructuras coloidales o ensamblajes micelares
constituidos por Quil A, colesterol, fosfolipidos y antigeno [158] con un tamaifio micelar
aproximado de 40 nm [87, 159] (Figura 5). La diferencia entre ellos consiste en que los
ISCOMs se ensamblan en presencia del antigeno, en tanto que los ISCOMATRIX son

particulas a las que se une posteriormente el antigeno
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Figura 5. Microfotografia electrénica de trasmision (TEM) de ISCOMs [158]

Existen otras formulaciones en base a saponinas de Gysophila [143], tomatina
(glicoalcaloide esteroidal) [160, 161] vy Quillaja brasiliensis (Quirici y Verza,
comunicacion personal), las que también forman estructuras con actividad adyuvante.
La tomatina, al ser mezclada con colesterol y fosfatidilcolina forma complejos
moleculares conocidos como RAM1 que promueven altos titulos de 1gG1 e IgG2a [160].
Ademads de las cldsicas particulas tipo ISCOMs, se han obtenido otras estructuras
coloidales variando la composicion de sus componentes (colesterol, fosfolipidos,
saponinas). Por microscopia electrdnica se han visualizado distinto tipo de particulas
gue se diferencian por su forma. Asi se han descrito estructuras tipo: hélices, “worm-
like” (tipo gusano), “ring-like” (tipo anillo) y lamelares como también otras formas de

tamano variable [158, 162, 163].

A diferencia del colesterol y los fosfolipidos que son “bipolares”, las saponinas de Quil

A se caracterizan por poseer tres regiones de diferente polaridad: hidrofilica-
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hidrofobica-hidrofilica. La parte hidrofilica esta representada por los residuos
oligosacaridicos y la hidrofébica la aglicona de acido quilldjico. Se postula que la
formacién tipo caja de los ISCOMs e ISCOMATRIX es debida a la estructura de las
saponinas de Quil A [164, 165] que se une al colesterol dentro de estas particulas,
reduciéndo considerablemente su efecto hemolitico, pero manteniéndose su actividad
inmunomoduladora. De esta forma, los ISCOMs combinan las propiedades tanto de
adyuvantes particulados e inmunoestimuladores y producen una mayor respuesta que

sus componentes aislados en solucién [166].

El paso crucial en la elaboracion de los ISCOMs es la asociacién del antigeno a las nano-
estructuras. Técnicamente esta operacion es compleja, y puede requerir introducir
modificaciones en el antigeno, que pueden llevar a una disminucion en su
inmunogenicidad. Se han utilizado muchas estrategias para lograr un buen anclaje de
los antigenos a estas estructuras [158] como la cationizacidn de antigenos para
incrementar la interaccion electrostatica con las particulas que poseen carga neta
negativa debido a la presencia del acido glucurdnico en las saponinas y grupos

fosfodiéster en los fosfolipidos [167].

Se ha estudiado el uso de ISCOMs e ISCOMATRIX para generar proteccién contra un
gran numero de patégenos tanto en modelos animales como en humanos [159]. Entre
otros, se ha empleado, contra el virus de influenza HIN1 [168, 169], virus de hepatitis
C en primates no humanos [170], de HIV [171, 172], de sarampidn [173, 174], el virus
respiratorio sincicial [175, 176] y contra clamidias [177, 178]. Ademas, por su

capacidad de generar respuestas de anticuerpos asociados al fenotipo Th1 y de activar
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CTLs (ver 1.7.3), se han utilizado en la produccion de vacunas terapéuticas contra
cancer, por ejemplo con antigenos del virus del papiloma humano [179, 180] y otros

antigenos tumorales [181, 182].
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1.7. Mecanismos propuestos para explicar la actividad adyuvante

Como hemos mencionado (ver 1.3) los adyuvantes activan la inmunidad innata
desencadenando un proceso inflamatorio que conduce a la activacion de las DC.
Algunos (MPL, CpG, flagelina) actian sobre los TLRs activando directamente a las DC,
mientras que otros (alumina, MF59, Quil A) pueden activarlas directa o indirectamente
actuando sobre otras células de la inmunidad innata (monocitos, granulocitos,

macréfagos) que a su vez contribuyen a la activacion de las DC (ver Figura 6)[56, 58].
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Figura 6. La activacion de las DC puede ocurrir por multiples mecanismos

Los adyuvantes que estan en color negro actian sobre los TLRs activando
directamente a las DC. Por otro lado, se propone que los adyuvantes en color rojo
pueden activar indirectamente las DCs actuando sobre células accesorias. La Aliminay
el MF59, actlan sobre células como monocitos, macréfagos y granulocitos induciendo
inflamacién y la secrecién por estas células de citoquinas que generan un ambiente
inmuno estimulatorio que eventualmente lleva a la activacién de las DC. El MF59
también puede actuar sobre las células musculares en el sitio de inyeccion estimulando
la secrecidn de citoquinas. Se ha propuesto, que la alimina causa necrosis llevando a la
liberacion de acido Urico que es una sefal endégena de peligro y activa el
inflamasoma. La Alimina y la Quil-A activan el inflamasoma a través NLRP3.
Modificado de De Gregorio et al. (2009) [56].
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La mayoria de los adyuvantes aprobados para uso humano promueven fuertes
respuestas de anticuerpos (ver 1.1). En efecto, los utilizados en las vacunas disponibles
comercialmente (sales de aluminio y emulsiones) estimulan respuestas del tipo Th2,
poco eficaces contra patdgenos intracelulares. Por su parte, adyuvantes como el MPLy
sus derivados promueven respuestas tipo Thl, pero no estimulan la produccion de
CTLs (ver Tabla 2). En cambio, se ha reportado que la inmunizacion de animales
utilizando saponinas (Q. saponaria, Crocus sativus) como adyuvante estimula
respuestas tipo Thl con la produccién de CTLs especificos [14, 57] (ver mas ejemplos

en Tabla 3).

En los parrafos siguientes y para centrarnos en los objetivos de esta tesis, se resumen
los mecanismos propuestos para explicar la actividad adyuvante de la alimina,
saponinas (en particular Quil A) y formulaciones micelares en base a saponinas de Q.
saponaria. Nos referiremos a las saponinas y formulaciones micelares porque son el
centro de nuestro estudio y a la alimina porque fue incluida en nuestros disefios
experimentales. Esto se debid, por un lado, a que es un adyuvante de referencia en
tanto es el mas utilizado en las vacunas para uso humano; y, por otro lado, a que sus
efectos son marcadamente diferentes a los de Quil A. Como veremos en los resultados
gue en esta tesis se presentan, existen saponinas de la flora sudamericana que
generan respuestas inmunes parecidas a la aliumina mientras que otras se comportan

como las saponinas de Quil A.
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1.7.1. Alimina

Aunque no se conoce exactamente el mecanismo de accidn de la alimina, se ha visto
que permite la captacidon de los antigenos por las DC y promueve su activacion y la
secrecién de IL-4, es decir una polarizacién de la respuesta T hacia un fenotipo Th2 [65,

183].

Tradicionalmente, el efecto adyuvante de la alumina se explicaba en base a su
capacidad para: a) formar un depdsito del antigeno en el sitio de inoculacion,
permitiendo su liberacidn lenta por periodos prolongados, b) convertir un antigeno
soluble en material particulado, facilitando su endocitosis por las DC, c) inducir
inflamacion por algin mecanismo independiente de TLR favoreciendo tanto el

reclutamiento como la activacién de las DC [58, 183].

Recientemente, se ha propuesto que la capacidad adyuvante de la alimina estaria
relacionada con la activacién de un receptor citoplasmatico tipo NOD llamado NLRP3
[56]. La activacion NLRP3 lleva a la formacién de un complejo proteico denominado
inflamasoma que induce la expresidn de varias citoquinas proinflamatorias como IL-
1P, IL-18, e IL-33 [66-68, 184]. Este mecanismo no esta restringido a la alimina; se ha
demostrado que otros adyuvantes particulados como las saponinas de Quil-A inducen
IL-1B de manera similar [185]. Se cree que la activacion del inflamasoma es debida a la
generaciéon de DAMPs; en este sentido, se ha propuesto la participacién de acido urico,

ATP [183, 184] y DNA [186] como sefiales de peligro (ver Figura 6).
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1.7.2. Saponinas con especial énfasis en Quil A

Como hemos mencionado, las saponinas de Quil A han sido utilizados desde la década
de los 70 [112] y es por eso que sobre ellas existen numerosos estudios tendientes a
dilucidar el mecanismo de su actividad adyuvante. Pese a ello, aln no es claro como

actuan.

Si bien, recientemente, se ha visto que activarian el inflamasoma (ver Figura 6) en los
parrafos que siguen, se resume la informacion disponible acerca de estudios realizados
con la finalidad de identificar los elementos estructurales responsables de la actividad

adyuvante de las saponinas de Quil A.

1.7.2.1. Participacion de los grupos funcionales de la aglicona en la actividad adyuvante

Se ha relacionado la actividad adyuvante de las saponinas de Q. saponaria con el grupo
aldehido presente en la aglicona (ver Figura 4) [53, 117]. En efecto, derivados de QS-21
con modificaciones a nivel del grupo aldehido, no inducen la produccién de
anticuerpos ni de CTLs [117]. Para explicar el efecto del grupo aldehido en la actividad
adyuvante, se ha propuesto que se formaria una base de Schiff entre un grupo amino
libre sobre la superficie de una APC y/o una célula T y el aldehido del triterpeno. Se ha
sugerido que la formacién de este tipo de uniones covalentes entre grupos carbonilos
y aminos expresados sobre la APCy la célula T ocurriria habitualmente y actuaria como

una sefial de coestimulacion [187, 188].
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La actividad adyuvante también estaria relacionada con el residuo acilo unido a la
aglicona [189]. QS-17, -18 y -21 (ver Figura 4) estan aciladas en el grupo hidroxilo de la
posicién 4 de la fucosa. Se ha propuesto que el caracter lipofilico de esta cadena lateral
se relaciona con su capacidad de estimular la produccién de CTLs [53]. Por otro lado,
en estudios con saponinas de Q. saponaria desaciladas, se verificd6 ademds que estas

moléculas poseen menos actividad hemolitica y citotdxica [153, 190]

Si bien existe consenso en que los grupos aldehido y acilo presentes en las estructuras
de las saponinas de Q. saponaria juegan un rol central en su adyuvanticidad, existen
saponinas como las de la soya que carecen de estos grupos funcionales y tienen
actividad adyuvante. Reciprocamente, la mayoria de las escinas que poseen residuos
acilados no muestran actividad adyuvante. De forma tal que por si solos, estos grupos

no son esenciales para la actividad adyuvante [191].

1.7.2.2. Participacion de los residuos oligosacaridicos en la actividad adyuvante

Existen varios estudios que indican que los oligasacdridos de las saponinas serian
esenciales para su actividad adyuvante [192]. En particular la actividad de las
saponinas de soya aumenta con la cantidad de residuos oligosacdaridos presentes en la
cadena lateral [191]. Algo similar ocurre en el caso de las saponinas triterpénicas de
Calliandria pulcherrima [138]. Asimismo, estudios con saponinas de Panax notoginseng
mostraron que el nimero de oligosacaridos, el largo y la posicién de las cadenas
laterales oligosacaridicas asi como el enlace de la porcidn glicosidica afectan la

naturaleza de la respuesta inmune inducida [154, 193].
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Otra evidencia fue aportada por los estudios de Rénnberg y colb., que con la intencién
de disminuir la toxicidad de las saponinas de Q. saponaria utilizaron periodato de sodio
para oxidar preferentemente los monosacaridos terminales de la molécula (apiosa,
galactosa y xilosa). Esto redujo su toxicidad pero también disminuyé su actividad

adyuvante [194].

1.7.3. Formulaciones micelares

Se ha demostrado que la inyeccion de ISCOMs sin antigeno induce una intensa
inflamacién [195, 196]. Por ser un material particulado, los ISCOMs son endocitadas
eficientemente y procesadas por las DC (y también por macréfagos) [197, 198] y por lo
tanto, los antigenos pueden ser presentados a las células TCD4+ en complejos con
MHC de clase Il. Por otro lado, una de las caracteristicas mas relevantes de los ISCOMs,
es su capacidad de activar CTLs lo cual requiere que los antigenos sean procesados en
el citosol para generar péptidos que posteriormente son presentados en la superficie
de las APC en asociacion con moléculas MHC de clase I. Inicialmente, se propuso que
los ISCOMs se fusionaban con la membrana plasmatica de la APC liberando el antigeno
al citosol. Recientemente, se ha visto que antigenos que ingresan a la célula por
endocitosis también pueden acceder al citosol. A este procesamiento se lo conoce con
el nombre de presentacion cruzada: los antigenos endocitados, que habitualmente son
presentados en el contexto del MHC-II, pueden ser presentados por moléculas del
MHC-1 [199-201]. De esta manera, el antigeno puede ser liberado en el citosol luego de
ingresar a la célula tanto por este mecanismo como el propuesto inicialmente. Ambos

dependen de las caracteristicas de las saponinas de Quillaja spp., las cuales tienen la
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propiedad de intercalarse con el colesterol presente en las membranas celulares y
formar poros a través de los cuales las saponinas y el antigeno ingresarian al
citoplasma. [202]. También, se ha reportado que las saponinas actlan directamente
sobre DEC-205 (receptor de la familia de lectinas tipo C) en la superficie de las DC
promoviendo un mejor procesamiento del antigeno y presentacion a las células T [203,

204].

Utilizando varios antigenos se ha visto que los ISCOMs inducen la diferenciacion de
células T productoras de IL-2 e INF-y por lo que actualmente puede afirmarse que estas
nano-particulas promueven respuestas polarizadas hacia Thl [122] con produccién de
IgG2a dependiente del IFN-y [205]. Sin embargo, es pertinente mencionar tambien
que, en otros estudios con ISCOMS, se ha verificado la produccién de IL-4 e IL-5 [206-
208], asi como también una fuerte respuesta humoral caracterizada por los isotipos

IgG1 e IgG2a [209, 210].
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1.8. Evaluacion experimental de la actividad adyuvante

En esta seccidn se describen los ensayos bioldgicos in vitro e in vivo utilizados en este
trabajo para evaluar la actividad de diferentes saponinas de llex spp., Passiflora alata y
Q. brasiliensis y formulaciones de saponinas Q. saponaria y lipidos como adyuvantes

de vacunacion.

1.8.1. Ensayos de citotoxicidad (hemdlisis y viabilidad celular)

Como se describid en las secciones anteriores, los adyuvantes de vacunacidon deben
poseer baja o nula toxicidad para poder ser utilizados tanto en medicina veterinaria
como humana. Como también se menciond, las saponinas y fundamentalmente las de
Quillaja saponaria se caracterizan por presentar toxicidad elevada (en particular, son
hemoliticas y citotdxicas) lo que, hasta el momento, ha impedido su uso en vacunas

para humanos.

Con la finalidad de testear la toxicidad de las saponinas y sus formulaciones se
utilizaron dos ensayos in vitro: medida de la actividad hemolitica y medida de la
actividad citotdxica sobre células VERO. Mediante la primera técnica, se determiné el
poder hemolitico sobre una suspensién de glébulos rojos de diferentes
concentraciones de cada preparacion y se cuantificé la hemdlisis producida por
espectrofotometria. Con la segunda se determind la viabilidad de células VERO
tratadas con diferentes concentraciones de las preparaciones ensayadas, y se

caracterizaron las saponinas en funcién de la concentracién a partir de la cual
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comienza a observarse muerte celular, utilizando el ensayo colorimétrico de las sales

de tetrazolio (MTT).

1.8.2. Evaluacion de la respuesta inmune humoral (IgG total e isotipos de IgG y ensayo

de sero-neutralizacion)

La evaluacién de la respuesta humoral mediante la determinacion del titulo de
anticuerpos en el suero de los individuos inmunizados ha sido la herramienta mds
utilizada para probar la eficacia de una vacuna. En este trabajo se inmunizaron ratones
y ovejas y se determinaron los titulos de IgG total y de subclases de IgG a fin de tener
una indicacién acerca de la poblacién de células T cooperadoras implicadas en la

respuesta obtenida.

Ademas, en un estudio realizado con antigenos virales, se evalué la capacidad de las
preparaciones utilizadas como adyuvantes de inducir la produccién de anticuerpos
neutralizantes, es decir aquellos que se unen a regiones del virus que son reconocidas
por los receptores de la célula blanco evitando la entrada del virus a la misma vy, por

tanto, su efecto citopatico.

1.8.3. Evaluacién de la respuesta inmune celular (DTH y expresidn de citoquinas)

Ademas de analizar la respuesta humoral inducida por las preparaciones ensayadas
utilizamos diferentes técnicas para analizar las respuestas celulares inducidas.
Por un lado, se buscd definir si las preparaciones polarizan la respuesta hacia un

fenotipo tipo Thl o Th2, para ello, se analizé por RT-gPCR la presencia de mRNA de
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citoquinas de interés en cultivos de esplenocitos de los ratones inmunizados con las

diferentes preparaciones.

Ademas, se analizé6 en los ratones inmunizados la respuesta de hipersensibilidad
retardada (DTH) al antigeno usado en las inmunizaciones. Esta reaccion revela la
presencia de células T de memoria (CD4+ y CD8+) especificas para el antigeno [38]; por
tanto, el ensayo se realiza al menos 2 a 4 semanas post-inmunizacién [211].

Tradicionalmente, se consideraba que sdlo las poblaciones Th1, mediante la induccién
de INF-y, generaban una reaccion de DTH positiva. En las uUltimas décadas, se ha visto
en poblaciones de fenotipo Th2 que también serian promotoras de esta respuesta
[211, 212]. La activacion de las células T promueve un influjo de monocitos y linfocitos
al sitio de inoculacion dando como consecuencia endurecimiento y eritema en la zona

del inéculo, evidente 24 a 48 h luego de la inyeccion.
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1.9. Planteamiento del problema

La vacunacion como proceso de inmunizaciéon activa sigue siendo el mecanismo
fundamental para prevenir eficazmente muchas enfermedades infecciosas. Como
hemos mencionado, el desarrollo de formulaciones adyuvantes es un componente
esencial en el disefio de vacunas, y los adyuvantes actualmente disponibles poseen
limitaciones. Por esta razoén, el desarrollo de nuevos adyuvantes es en este momento

un area de investigaciéon muy activa.

Existe un gran grupo de saponinas pertenecientes a la flora nativa sudamericana, que
aun no han sido estudiadas en profundidad desde el punto de vista de su actividad
adyuvante. Estas saponinas, de origenes taxondmicos diversos, podrian desencadenar

respuestas inmunes potentes.

Como también hemos mencionado, la asociacion de saponinas y esteroles en
soluciones acuosas da lugar a la formacién de micelas de tamafio y forma variable. Los
grupos hidrofébicos de estos componentes se intercalan formando agrupaciones tipo

micelas mixtas que denominaremos Complejos Supramoleculares de Saponinas (CSS).

Los esteroles utilizados en las formulaciones como ISCOMs, liposomas, RAM1, se

asocian a la aglicona de las saponinas por medio de enlaces débiles reversibles,

inhibiendo su unidn al colesterol de la membrana celular, e impidiendo su efecto litico.
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Los CSS, que también son poco hemoliticos, aun no han sido estudiados como
adyuvantes. Al igual que las preparaciones de ISCOMs, podrian facilitar la captura del
antigeno por las DC e inducir CTL, ya sea por fusion de la micela con la membrana de la

APC, o por endocitosis/pinocitosis seguida de presentacién cruzada.

La utilizacion de saponinas con efectos como los de las Q. saponaria en los CSS

permitiria que actuaran como adyuvantes potentes capaces de inducir respuestas de

tipo Th1/Th2 y de CTL.
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1.10. Hipdtesis

a_

La diversidad de saponinas existente en la flora nativa Sudamericana permite
suponer la existencia de saponinas con buena actividad adyuvante y reducidos

efectos secundarios aun no estudiados.

Las saponinas y los esteroles en soluciones acuosas forman variados tipos de
micelas mixtas mediante fendmenos de auto ensamblaje mediados por
interacciones hidrofébicas. Estas micelas poseen menores efectos secundarios
gue las saponinas que las constituyen, debido a que su asociacién con esteroles

inhibe su interaccién con la membrana celular.

Los CSS, formados por saponinas y esteroles en soluciéon acuosa, son capaces
de formar estructuras micelares por auto ensamblaje que presentan una baja

actividad hemolitica.

Los CSS son mas efectivos como inductores de la respuesta inmune y son
menos todxicos que las saponinas que los componen, ya que integran la
capacidad inmunoestimulante de éstas con una estructura micelar que les

otorga un caracter particulado favoreciendo su internalizacién por las APC.
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1.11. Objetivos

a_

Estudiar la actividad hemolitica y citotéxica de saponinas de las especies
americanas llex spp., Passiflora alata y Quillaja brasiliensis.

Determinar el potencial adyuvante de saponinas de llex spp., Passiflora alata y
Quillaja brasiliensis y caracterizar la respuesta inmune generada.

Optimizar las condiciones de formacion de CSS empleando fundamentalmente
medidas de actividad hemolitica.

Analizar la cinética de formacion de los CSS.

Estudiar la actividad adyuvante de los CSS en animales de laboratorio y de

produccién.
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Materiales y Métodos

2.1. Materiales

La solucion stock A de TT (3 mg/mL, equivalente a 450 Lf/mL [213]) fue producida en el
Departamento de Desarrollo Biotecnoldgico (Instituto de Higiene, Facultad de
Medicina, UdelaR). Esta fue utilizada para los ensayos de inmunizacién que se
describen en el punto 2.6.1, aqui el TT fue diluido en soluciéon salina a una
concentracién de 16 pg/mL. La solucion stock B de TT empleada para los ensayos de
inmunizacion del punto 2.6.3 fue obtenida del laboratorio Santa Elena. La aliumina fue
obtenida de proveedores comerciales: Omega Produtos Quimicos Ltda. (Sao Paulo,
Brasil) o Sigma Chemical Co (St. Louis, EUA). El bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), la concanavalina A (Con A), y los esteroles (E) fueron

adquiridos en Sigma y el Trizol en Invitrogen (USA).

2.2. Materiales de origen vegetal

Las especies de Illex son originarias de la cuenca de los rios Parana, Paraguay y Uruguay
donde crecen en estado silvestre (Figura 7), y pertenecen a la familia Aquifoliaceae.
Particularmente, llex paraguariensis, es utilizada con fines comerciales: sus hojas y

frutos son procesados para ser consumidos en la infusién conocida como mate [214].
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Photocopyright Henriette kres;s
4 http//Www heénriettesherbal.com

Figure 7 Arbol y flor de llex paraguariensis
(fotografia, http://www.henriettesherbal.com)

Passiflora alata es una especie nativa de las regiones tropicales y subtropicales de
América del Sur y pertenece a la familia Passifloraceae. Se caracteriza por ser una
planta de porte mediano (Figura 8), y es utilizada cominmente con fines ornamentales

y en medicina popular [215].

& Jurdd N

Figura 8. Planta y flor de Passiflora alata
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Las saponinas de llex spp. y Passiflora alata (Figura 9) ensayadas fueron purificadas y
su identidad confirmada utilizando procedimientos descritos previamente. Las
saponinas 1y 2 fueron aisladas de hojas de llex dumosa [216]; las saponinas 3y 4 de /.
argentina [217] e I. paraguariensis [218] respectivamente, mientras que la saponina 5

fue aislada de P. alata [219].

Para la formulacién de los complejos supramoleculares de saponinas (CSS) se empled
una preparaciéon de saponinas de Q. saponaria que denominamos SQS, preparada
dializando contra agua destilada el producto comercial QP-1000 (Natural Responses,

Chile). Quil A fue adquirida a BRENNTAG (Dinamarca).
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Figura 9. Origen y estructura quimica de las saponinas de llex y Passiflora spp. ensayadas.

Cp, cédigo del compuesto. Ref, referencia
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La especie Quillaja brasiliensis (Figura 10) esta ampliamente distribuida en Brasil,
Argentina y Uruguay. Recientemente, ha sido incluida en la familia Quillajaceae

(antiguamente se la clasificaba en la familia de las Rosaceae).

Figura 10 Arbol, fruto y distribucién en Uruguay de Quillaja brasiliensis.
(http://floradeluruguay.blogspot.com/2010/02/palo-del-jabon.html)

Se colectaron hojas de Quillaja brasiliensis (A. St.-Hil. et Tul.) Mart. en el Parque Batlle
(Montevideo, Uruguay) fueron identificadas por el Prof. Eduardo Alonso (Facultad de
Quimica) y se depositd una muestra “voucher” en el herbario (MVFQ 4321) de la
Catedra de Botdnica, Facultad de Quimica. Para la obtencién del extracto de hojas y de
las saponinas de Quillaja brasiliensis (QB-90U) se utilizd un procedimiento similar al
descrito en otros trabajos [139, 220]. Brevemente, las hojas de Q. brasiliensis fueron
secadas al aire, pulverizadas y las saponinas extraidas con agua (1:10, w/v) bajo

agitacion constante a temperatura ambiente durante 8 horas. Luego, se filtrd y liofilizé
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el extracto. El extracto liofilizado fue disuelto en agua y fraccionado utilizando una
columna de silica-gel (Lichroprep); eluyendo con un gradiente escalonado de metanol
y agua (0-100%). Posteriormente, se analizd la identidad de las fracciones por
cromatografia en capa fina; las que contenian saponinas similares se reunieron
rotaevaporaron y liofilizaron para conformar la fraccién QB-90U. QB-90U se disolvid en
solucidn salina, se filtré a través de una membrana de 0.22 um y se almacené a 4 2C

hasta su utilizacion.

2.3. Formulacion de los CSS

Los CSS son formulaciones micelares binarias constituidos por mezclas de SQS y E. Con
la finalidad de obtener CSS con reducida actividad hemolitica, se ensayaron varias
relaciones de sus componentes y se modificaron distintas variables fisicoquimicas
(temperatura, agitacién, pH y tiempo de maduracion) durante el proceso de
formulaciéon. La relacion de esterol a saponinas en la formulacién (E)/(SQS)

denominada g, fue ensayada en el rango de 0 a 15.

Las formulaciones fueron almacenadas a 4 2C y su actividad hemolitica fue evaluada
seglin el ensayo que se describe a continuacién (ver 2.4.1.1). Una vez comprobada la
disminucion de la actividad hemolitica, las formulaciones fueron analizadas por
microscopia electrénica y posteriormente empleadas para formular la preparacién

antigénica utilizada para inmunizar ratones y ovejas.
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2.4. Ensayos de toxicidad

2.4.1. Ensayos de actividad hemolitica

2.4.1.1. Ensayo de la actividad hemolitica de saponinas de llex spp. y Passiflora alata

Se prepararon GR de oveja por centrifugacion (1500 rpm, 5 min) de sangre citratada
(obtenida del Bioterio del Instituto de Higiene) y se lavaron tres veces con solucién
salina estéril. La actividad hemolitica se midié empleando una suspensién de GR al 5%
en solucién salina. Brevemente, en microplacas de fondo curvo, se colocé un volumen
fijo de la suspensién (180 uL) y del producto a testear en solucién salina (20 pL). Para
el ensayo de las saponinas 1-5, se determiné la actividad hemolitica de soluciones en
un rango de concentraciones de 30 a 1250 ug/mL (30, 40, 50, 62.5, 125, 250, 500, 1000
and 1250 pg/mL) (ver Tabla 5 en 3.1.1.1). Como controles negativo y positivo se
incluyeron, respectivamente, solucion salina y SQS en solucion salina (100 pug/mL). Las
microplacas se incubaron durante 30 min a 37 °C y posteriormente fueron
centrifugadas 5 min a 1500 rpm; se transfirieron alicuotas de los sobrenadantes (75 L)
a placas de fondo plano y se midié la DO a una longitud de onda de 540 nm [111] en un

lector de placas de ELISA.

Se calculé el porcentaje de hemolisis de cada muestra, tomando como 0% y 100% los
valores de DO a 540 de la solucidén salina y SQS respectivamente. Cada determinacién
fue realizada por triplicado y los resultados de cada saponina se expresaron como
concentracion hemolitica 50% (CH50), que se calculd empleando una interpolacién

sigmoidea de los datos.
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2.4.1.2. Ensayo de la actividad hemolitica de saponinas de Quillaja brasiliensis (QB-

90U)

La actividad hemolitica de las saponinas de la fraccion QB-90U fue estudiada utilizando
sangre citratada de cobayo (obtenida en el bioterio del Instituto de Pesquisa Desiderio
Finamor, Porto Alegre, Brasil), con un ensayo similar al descrito en 2.4.1.1, con algunas
diferencias. Se usaron suspensiones de GR al 1% y las saponinas de QB-90U fueron
ensayadas en un rango de concentraciones de 500 a 50 pg/mL (500, 250, 230, 200,
180, 160, 150, 130, 110, 100, 70 and 50 pg/mL). Luego de la incubacion, las
microplacas fueron centrifugadas a 700 g x por 5 min. La lectura se realizé a 415 nmy
la CH50 se definié como la concentracién minima de muestra que produjo un 50% de

hemélisis tomando como 100 % la hemdlisis producida por la solucién de SQS.

2.4.1.3. Ensayo de la actividad hemolitica de los CSS

Se midié la actividad hemolitica de formulaciones de CSS preparadas empleando
diferentes relaciones de g siguiendo un procedimiento andlogo al descrito en 2.4.1.1.
Para los ensayos in vitro, se utilizaron formulaciones con 60, 120 y 240 pg/mL de
saponinas de SQS. Las formulaciones utilizadas para inmunizar ratones contenian 50 y

25 pg/mL, y para los ensayos en ovinos 600, 1200 y 2400 ug/mL.

2.4.2. Ensayo de toxicidad utilizando células VERO

Se utilizd el ensayo colorimétrico del MTT [221] para determinar la viabilidad celular y
de esta forma evaluar la citotoxicidad de las saponinas de QB-90U. Brevemente, se

cultivaron células VERO en E-MEM suplementado con 10% de FBS (GIBCO) y
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antibioticos (penicilina 100 Ul/mL; estreptomicina 100 pg/mL) (E-MEM/FBS).
Posteriormente, se sembraron 4.0 x 10 células/pocillo en microplacas de 96 pocillos y
se incubaron a 37 2C en atmdsfera humeda en presencia de 5% de CO,. Luego de 24 h,
se retird cuidadosamente el medio y se agregaron 100 pl/pocillo de QB-90U a
diferentes concentraciones (100, 150, 200 y 300 pg/mL en E-MEM/FBS) por triplicado.
Se incluyd Quil A como control positivo y solucién salina como control negativo. Las
placas se incubaron en las condiciones descritas durante 48 h, luego se agregaron 50
uL/pocillo de una solucién de MTT (2 mg/mL; Sigma Chemical Co.) y se incubé otras 4
h. Cumplido el tiempo de incubacién, se descarté el sobrenadante y se agregaron 100
uL de etanol por pocillo, se incubd 15 minutos a 37 2C y se midié la DO a 550 nm en un
lector de ELISA. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células viables
empleando la relacion de la DO de cada muestra problema con respecto a la del

control.

2.5. Preparacion antigénica de BoHV-5

El virus se replicd en células MDBK (ATCC CCL-22) cultivadas en E-MEM/FBS [222]. Se
infectaron mono capas de células crecidas durante toda la noche en frascos de 150
cm? con la cepa A663 de BoHV-5, a una multiplicidad de infeccion de 0.1 [223, 224].
Cuando se observo un efecto citopatico en el 90-100% de las monocapas, los frascos se
congelaron a -70 29C; posteriormente, se descongelaron, se centrifugd el medio a baja
velocidad y se inactivo la suspension viral [225]. Se utilizé como antigeno (“BoHV-5") la
suspension resultante de este proceso, cuyo titulo previo a la inactivacion era 10”2

TCIDso/mL.
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2.6. Protocolos de inmunizacion

Los procedimientos experimentales que involucraron animales fueron disefiados segun
la legislacion vigente y siguiendo las normas éticas recomendadas para el uso y
cuidado de animales de laboratorio. Para el disefio de los protocolos, se considerd el
numero minimo estadistico de animales necesarios para obtener resultados confiables.
Los protocolos empleados en los experimentos realizados en Uruguay (que
involucraron ratones y ovejas) fueron previamente estudiados y aprobados por la
Comisién Honoraria de Experimentaciéon Animal de la UdelaR (CHEA), mientras que los
protocolos utilizados en Brasil (que involucraron ratones) fueron aprobados por el

Comité de Etica de la Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Para los experimentos descritos en las secciones 2.6.1 y 2.6.3.1 se utilizaron ratones
adultos (30 g) machos de la cepa Balb/c que fueron adquiridos en DILAVE (Ministerio
de Ganaderia, Agricultura y Pesca, Uruguay). Los animales fueron alojados en el
bioterio del Instituto de Higiene y se aclimataron por un periodo de 30 dias previo a los
ensayos de inmunizacion, con un ciclo dia/noche de 12/12 horas, bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura. El agua y el alimento granulado fueron
provistos ad libitum.

En el experimento descrito en la seccién 2.6.2, se utilizaron ratones hembras
Rockefeller (5-6 semanas de edad) de la cepa CF-1 obtenidas de la Fundacgdo Estadual
de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS, Porto Alegre, RS, Brasil). Los animales
fueron aclimatados por 72 horas antes de iniciar los ensayos de inmunizacién. El aguay

el alimento granulado fueron provistos ad libitum.
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En el experimento descrito en la seccidn 2.6.3.2, se utilizaron ovejas Corriedale de 6 a
8 meses de edad mantenidas a campo en la estacidn experimental del laboratorio

Santa Elena (Florida, Uruguay).

2.6.1. Protocolo para el estudio de saponinas de llex spp. y Passiflora alata

Se inmunizaron grupos de 5 ratones por via subcutanea (s/c) con TT (100 pL de una
solucién de 16 pug/mL de proteina en solucién salina, equivalente a 0,25 Lf) formulado
con las saponinas 1-5 (100 pg/dosis), alimina (200 pg/dosis) o SQS (10 ug/dosis), en el
dia 0. Los grupos control recibieron TT solo (0,25 Lf) o solucién salina. El refuerzo
(“booster”) se realizé en el dia 28 del protocolo, con las preparaciones utilizadas en la
primo-inmunizacién. Los animales fueron sangrados en los dias: 0, 14, 28 y 131 y los

sueros guardados a -20 2C hasta su procesamiento.

2.6.2. Protocolo para el estudio de saponinas de Quillaja brasiliensis (QB-90U)

Los ratones fueron divididos en grupos de 6 animales. Las formulaciones fueron
preparadas bajo condiciones asépticas, filtradas a través de una membrana (0.22 um) y
conservadas a 4 2C hasta su utilizacion. Los animales recibieron dos inmunizaciones
por via s/c; la primera en el dia 1 y el refuerzo en el dia 14 del protocolo de
inmunizacién. Los animales fueron inmunizados con: 150 uL de BoHV-5 y 50 ulL de
adyuvante; segun el grupo, recibieron: alimina (200 pg) o Quil A (50 pg) o QB-90U
(100 pg). El grupo control fue inmunizado con antigeno solo. Los animales fueron
sangrados en los dias 1, 14 y 28 y los sueros congelados a -20 2C hasta su

procesamiento.
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2.6.3. Protocolo para el estudio de CSS

2.6.3.1 Inmunizacidn de ratones

Los ratones (grupos de 5 animales) recibieron dos inmunizaciones de TT por via s/c: la
primera, en el dia 1y la segunda en el dia 45. La primo-inmunizacién se realizé con 1.6
Mg (100 pL) de TT salvo en el caso de los animales del grupo CSS50 que fueron
inmunizados con 3.2 pg. Los diferentes grupos recibieron como adyuvante: SQS (25 pug)
o ADYUVAC50 (Laboratorios Santa Elena) o CSS25 (CSS conteniendo 25 pg de SQS) o
CSS50 (CSS conteniendo 50 pg de SQS) en un volumen final de 100 L. El grupo control
recibié sélo TT. La segunda dosis (dia 45) fue formulada con la mitad de antigeno (0.8
ug) y de adyuvante, con la excepcién del grupo de ADYUVACS0 en el que el antigeno se
redujo a la mitad (0.8 pg), pero el adyuvante se mantuvo. Los animales fueron
sangrados en los dias 1, 45, 66, 107, 147 y 167 luego de la primera inmunizacién y los

sueros congelados a -20 9C hasta su procesamiento.

2.6.3.2 Inmunizacidén de ovejas

Las ovejas fueron divididas en 5 grupos de 10 animales; recibieron dos inmunizaciones
por via s/c, en los dias 1 y 28. Fueron inmunizadas con TT (5 Lf, [213]) formulado con
ADYUVAC50 o con CSS600 o CSS1200 o CSS2400 (en cada caso, el numero indica el
contenido en pg/mL de SQS en la formulacién del CSS). El grupo control recibié sélo TT
en solucion salina. Los animales fueron sangrados en los dias 1, 28, 76 y 195 luego de

la primera inmunizacion y los sueros congelados a -20 2C hasta su procesamiento.
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2.7. Determinacién de anticuerpos especificos

2.7.1. Anticuerpos anti-TT

Los titulos de IgG total e isotipos de IgG contra TT en sueros de ratones y ovejas fueron
evaluados por ELISA. Brevemente, se sensibilizaron las placas (Greiner Bio-One) con TT
(100 pg/mL) en PBS (100 pL/pocillo) toda la noche a 4 2C. Después de la sensibilizacion,
se lavaron tres veces con PBS conteniendo 0.05 % (v/v) de Tween 20 (PBS/T) y se
bloguearon incubando 1 hora a 37 2C con una solucién al 5% (w/v) de leche bovina en
polvo en PBS (200 pL/pocillo). Luego, se lavaron nuevamente como se describid y se
incubaron durante 1 hora a 37 2C con los sueros diluidos en PBS/T conteniendo 0.1%
de BSA (w/v) (PBS/T/BSA), sembrados por duplicado (100 pL/pocillo). Luego de lavar
otra vez, se incubaron 1 hora a 37 °C. con diluciones apropiadas en PBS/T/BSA del
conjugado a peroxidasa correspondiente: anti-lgG (H+L) (Jackson Immuno Research
Laboratories, USA), IgG1l (Caltag Laboratories, USA), 1gG2a o 1gG2b (Zymed
Laboratories, USA) de raton (100 uL/pocillo). En el caso de los sueros de ovejas, este
paso se realizo en dos etapas: se incubd primero con un anticuerpo monoclonal de
ratén anti IgG1 o 1gG2 de oveja (obtenidos en la Universidad de Sydney, [226]) durante
toda la noche a 4 9C, luego se lavd de la forma habitual y se agregd un conjugado anti
ratdn como en el ensayo con sueros de ratdn. Finalmente, las placas se lavaron y se
agregd (100 pL/pocillo) de una solucién conteniendo sustrato y cromégeno (H,0;, +
ABTS); 15 minutos después se leyé la DO a 405 nm. En cada placa, se incluyeron

diluciones seriadas de un pool de sueros (del experimento correspondiente) para la
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confeccién de una curva de calibracion, que fue utilizada para expresar el titulo de

anticuerpos en unidades arbitrarias/mL (UA/mL).

2.7.2. Anticuerpos anti-BoHV-5

Los titulos de 1gG e isotipos (lgG1l, 1gG2a, 1gG2b e IgG3) contra BoHV-5 fueron
determinados por ELISA, utilizando un protocolo andlogo al que se describié en 2.7.1,
salvo en lo que se indica a continuacidn. Las placas se sensibilizaron con una dilucién
1:100 (v/v) de BoHV-5 (el antigeno utilizado en la inmunizacién, ver 2.5) en buffer
bicarbonato (pH 9.6); luego, se lavaron y se bloquearon con BSA (1% en PBS) durante 1
hora a 37 2C. A continuacidn, se incubaron con una diluciéon apropiada de cada suero
de ratéon (v/v en PBS-T-BSA) se lavaron y se incubaron con el correspondiente
conjugado: anti-lgG (Sigma Chemical Co.) (1:10000 en PBS-T), IgGl (Caltag
Laboratories) (1:5000 en PBS-T), IgG2a, 1gG2b 6 1gG3 (Zymed Laboratories) (1:5000 en
PBS-T) de ratdn. Finalmente, se agregd cromoégeno OPD (ortho-fenilenediamina, Sigma
Chemical Co.) y H,0, como sustrato. La placa se incubd a 15 min. a 37 2C. y se detuvo la
reaccidon con el agregado de HCI 1 N. Se midi6 la DO a 492 nm. En cada placa se
incluyeron diluciones seriadas de un pool de sueros para la confeccion de una curva de
calibracion como se describiéo en 2.7.1. En el caso de los titulos de 1gG3, los de los
problemas fueron mucho mds bajos que los del pool de sueros con el que se
confecciond la curva estandar; por este motivo, se los expresé con el valor de la DO.

Para cuantificar esta subclase, los sueros fueron diluidos 1/100.
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2.8. Ensayo de Sero-Neutralizacion (SN)

Se utilizaron 100 dosis infectivas medias de cultivo (TCIDsp, cantidad capaz de producir
cambios patoldgicos en el 50% de las células de un cultivo) de la cepa A663 de BoHV-5

En placas de 96 pocillos, se mezcld la suspensidn viral con diluciones de los sueros de
los ratones inmunizados (1/5 hasta 1/640) y se incubd 24 horas a 37 2C, siguiendo un
protocolo descrito previamente [227]. Cumplido el tiempo para la neutralizacion, se
agregaron 4 x 10* células MDBK por pocillo. Las placas se incubaron a 37 2C con
atmodsfera de 5% de CO, por 120 horas, luego de lo cual se analizaron para detectar la

presencia o ausencia de efecto citopatico.

2.9. Reaccidn de Hipersensibilidad retardada (DTH)

2.9.1. Respuesta de DTH luego de la inmunizacion con TT

El ensayo de DTH fue realizado en tres ratones de cada grupo, 146 dias después de la
primo-inmunizacion. Los animales fueron inyectados por via s/c en la almohadilla
plantar posterior con TT (10 uL de una solucidn 1.6 pg/mL en PBS). Luego de 24 horas,
se midid la hinchazén del plantar posterior con un calibre. Para evitar molestias
innecesarias a los animales, la hinchazén del grupo control (producida por la
inoculacidn de solucién salina) fue considerada como control del procedimiento de
puncidn (hinchazoén basal). Se tomd como respuesta de DTH contra TT de cada animal

a la hinchazon del plantar posterior menos la media de la hinchazén basal.
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2.9.2. Respuesta de DTH luego de la inmunizacién con BoHV-5

La respuesta de DTH fue ensayada en tres animales de cada grupo 28 dias después de
la primo-inmunizacién. Los animales fueron inyectados (s/c) en la almohadilla plantar
posterior con BoHV-5 (10 uL). Se midié con un calibre la hinchazén de la almohadilla
plantar 24 horas después y la DTH se calculé siguiendo el procedimiento descrito en

2.9.1.

2.10. Ensayo de proliferacion de esplenocitos

Los bazos fueron colectados en RPMI 1640 en condiciones asépticas, 120 dias después
de la segunda inmunizacién, y disociados mecanicamente empleando pinzas y tijeras
con la finalidad de obtener una suspensién homogénea. Los eritrocitos presentes en la
suspension fueron lisados con cloruro de amonio estéril (0.8%, w/v); las células se
separaron por centrifugacién (380 x g 4 2C por 10 min), se lavaron tres veces con RPMI
y se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con 2-mercaptoetanol 0.05 mM, 100
Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y 10% de SBF
(RPMI completo) Luego se contaron utilizando azul de tripan, y se comprobé que la
viabilidad excedia el 95%. Para el ensayo de proliferacién, se sembraron 100 yL de una
suspension de 2.5x10° células/mL en medio completo en placas de fondo plano de 96
pocillos. Se incluyeron concavalina A (Con A, concentracién final 5 ug/mL) como
control de estimulacién, BoHV-5 inactivado como control de estimulacidn especifica, y
medio. Cada muestra fue incubada por triplicado en un volumen final de 200 uL/
pocillo, a 37 2C en atmdsfera humeda con 5% de CO,. Luego de 44 horas, se retird

cuidadosamente el medio de cultivo se afiadié 50 pL de MTT (2mg/mL), y las placas se
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incubaron nuevamente por 4 horas. Finalmente, se centrifugaron (1400 x g por 5 min)
y se retiré el MTT no trasformado. Los cristales formados en el interior de las células
por la metabolizacién del MTT se disolvieron en dimetil sulfoxido (192 uL DMSO; 8 pL
HClI 1N por pocillo), y luego de 15 minutos se midié la DO en un lector de ELISA a 550
nm. El indice de estimulacidn (SI) fue calculado segun: Sl= DO del cultivo estimulado

con mitégeno o antigeno/DO del cultivo no estimulado.

2.11. Evaluacién de la expresidon de genes de citoquinas

Los esplenocitos, preparados como se describe en 2.10, se sembraron en micro-tubos
a una concentracién de 5x10° células/mL en 100 puL de RPMI completo. Trabajando por
triplicado, se estimularon las células con Con A (concentracion final de 5 ug/mL) o con
BoHV-5 inactivado en RPMI hasta un volumen final de 200 pL. Los tubos fueron
incubados a 37 2C en atmdsfera himeda con 5% CO,; luego de 16 horas se agregd a
cada tubo 0.5 mL de Trizol (Invitrogen) y se los almacend a -80 2C hasta su
procesamiento. El ARN se extrajo de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se
controlé por medidas a 260/280 nm (Nanodrop). Una alicuota de RNA total (1 ug) fue
tratada con DNAsa-I (Invitrogen); inmediatamente, se realizd la sintesis del ADNc con
“primers” aleatorios (Invitrogen) y transcriptsa reversa M-MLV (Invitrogen). El ensayo
de gPCR se realizé utilizando un QuantiTect” SYBR™ Green PCR Kit (Qiagen) en un
Rotor-Gene 6000 (Corbett). Los primers cuya secuencia se describe en la Tabla 4,
fueron utilizados a una concentracién final de 0.9 uM. Las condiciones de ciclado
fueron de 15 min a 95 2C seguido por 40 ciclos a 95 2C por 15 segundos y 60 2C por un

minuto. Los niveles de expresidn de los genes de interés fueron normalizados usando
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como gen de expresion constitutiva el de la B-actina. La cantidad relativa de ARNm en
cada muestra fue calculada usando el método 2-"*“" [228] donde ACt= Ctgen de interés -
Ctgact, ¥ €Xpresada como niveles relativos de ARNm en el grupo inmunizado comparado

con el grupo control.

Tabla 4. Secuencia de los “primers” utilizados para la RT-qPCR.

Gen Forward primer 5’-3’ Reverse primer 5’-3’ Prod.
nombre tamafo
B-actin GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG 68

IL-2 CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA CTTTCAATTCTGTGGCCTGCTTGGG 92

INFy TCAGCAACAGCAAGGCGAAA CCGCTTCCTGAGGCTGGAT 143

IL-4 ACAGGAGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 95

IL-5 AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT TCCAATGCATAGCTGGTGATT 117

IL-13 GGAGCTGAGCAACATCACACA GGTCCTGTAGATGGCATTGCA 142

IL-10 CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA TGCTCCACTGCCTTGCTCTT 101

2.12. Técnica de microscopia eléctrica de trasmision (TEM) por tincidn negativa

Para visualizar tanto la forma como el tamafio de los CSS, se utilizd la técnica de
microscopia electrénica de trasmisidén (TEM) por tincidon negativa. Para la preparacién
de las muestras se colocé una gota de la suspension de CSS sobre una grilla de
Formvar-carbon y se dejé reposar por 60 s. Luego, se retiré el exceso de fluido con
papel de filtro evitando cualquier contacto con los dedos y la grilla. A continuacidn se
depositd una gota de acido fosfotugstico al 2% y pH 7,2 sobre la misma grilla,
dejandola actuar por 60 s, luego de lo cual se secé el exceso de liquido. Para la TEM se
empled un equipo de microscopia electrénica Jeol (JEM 10.10) (Facultad de Ciencias-

UdelaR).
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2.13. Andlisis estadisticos

Los datos fueron expresados en base a la media * el error estandar (S.E.) o el desvio
estandar (S.D.). Para examinar el nivel de significacion estadistica se utilizé el test t de

Student’s. Los valores de P < 0.05 fueron considerados de significacién estadistica.
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Resultados y Discusion

3.1. Saponinas de la flora nativa como adyuvantes de vacunacion

3.1.1. Saponinas purificadas de Illex spp. y Passiflora alata

3.1.1.1. Las saponinas de llex spp y Passiflora alata son poco hemoliticas

En la Tabla 5, se muestra la actividad hemolitica de las saponinas de llex spp. (1-4) y de
P. alata (5) junto con la de SQS como control positivo. Se observa que, con excepcidn
de la saponina 4 que produjo una leve hemolisis (6.0 %) a la mayor concentracion
ensayada (1250 pg/mL), las saponinas no mostraron actividad hemolitica detectable en
el rango de concentraciones analizado. Estos resultados contrastan fuertemente con la
actividad hemolitica reportada para SQS [106, 116] (y confirmada en este estudio). Es
importante resaltar que la concentracién de SQS que produce un 100% de hemdlisis
(100 pg/mL) es la que se usé en la inmunizacién. En cambio, salvo por la saponina 4
gue resultd levemente hemolitica, las saponinas 1-5 no presentan actividad hemolitica
a la concentracion usada en la inmunizacién (1000 pg/mL), por lo que es de esperar
gue generen menores efectos secundarios (toxicos) que SQS al ser administradas por

via s/c.
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Tabla 5. Actividad hemolitica de saponinas de llex y Passiflora spp. 1 — 5.

Los valores corresponden a la media £ SD (n=3). Solucién salina y SQS fueron tomados
como referencia de 0% y 100% de actividad, respectivamente. SQS: Mezcla de
saponinas de Q. saponaria. Ass: absorbancia a 540 nm. ND: no detectado. * Se
considerd un peso molecular promedio de 1600 Da.

Muestra Concentracién Asso Actividad
(ver Figura 9) (ug/mL) (mM) hemolitica (%)
Sol. salina -- 0.074+£0.01 0
sQs* 100 1.845+0.01 100
Saponina 1 500 0.55 0.016+0.01 ND
1000 1.09 0.019+0.01 ND
1250 1.37 0.071x0.04 ND
Saponina 2 500 0.53 0.02810.01 ND
1000 1.06 0.02410.01 ND
1250 1.33 0.021+0.01 ND
Saponina 3 500 0.77 0.019+0.01 ND
1000 1.54 0.015+0.00 ND
1250 1.92 0.020+0.01 ND
Saponina 4 500 0.53 0.07310.01 ND
1000 1.06 0.14810.03 4.0£1.3
1250 1.33 0.18710.04 6.0£2.3
Saponina 5 500 0.44 <0.010 ND
1000 0.88 <0.010 ND
1250 1.09 <0.010 ND

3.1.1.2. Algunas saponinas de llex spp. y Passiflora alata poseen una actividad

adyuvante similar a la de la alimina.

Inicialmente, se analizd la evolucidn de los titulos de IgG contra TT en el suero de
ratones inmunizados en los dias 0 y 28 del protocolo empleando las saponinas 1-5
como adyuvante (Figura 11). Se observa que, a los 14 y 28 dias post-inmunizacién, los
animales pertenecientes a los grupos controles (TT con SQS o alumina) mostraron
titulos significativamente superiores a los de los grupos que fueron inmunizados con

TT sin adyuvante o con las saponinas 1-5 (p < 0.05).
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Figura 11. Evolucidn de los titulos de 1gG contra TT.

Los ratones fueron inmunizados en los dias 0 y 28 con TT sélo o adyuvantizado con las
saponinas 1-5, alimina o SQS. Los animales fueron sangrados en los dias 0, 7, 14, 28, 42
y 131. Los datos estan representados como la media + SD (n=5). (*) Indica que el titulo
de IgG en los ratones inmunizados con TT y SQS fue > 30000.

En el dia 42 (dos semanas luego de la segunda inmunizacion), se detectaron niveles
elevados de 1gG anti-TT en todos los animales, siendo los inmunizados con SQSy TT los
gue mostraron los niveles mas altos (p < 0.05). Por su parte, los grupos inmunizados
con TT y las saponinas 1, 2, 3 y 5 no difirieron significativamente del grupo inmunizado
con alumina (p > 0.05), mientras que los titulos del grupo inmunizado con la saponina

4 fueron significativamente menores que los del grupo inmunizado con alimina (p <

0.05).

En el dia 131, los titulos de IgG permanecieron elevados en todos los grupos: los

animales inmunizados con las saponinas 1-5 no mostraron diferencias significativas
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entre ellos ni tampoco con los grupos inmunizados con aliumina y con TT sin
adyuvante, en tanto que el grupo inmunizado con SQS siguié mostrando los titulos mas
altos (p < 0.05). Es decir que, luego de la segunda inmunizacién, los niveles de IgG de
los animales inmunizados con las saponinas 1-5 fueron equivalentes a los del grupo
inmunizado con alimina o con TT solo. Los altos titulos alcanzados utilizando TT sin
adyuvante son compatibles con la informacion bibliografica, ya que es conocido que

este toxoide es un buen inmundgeno [229].

Luego, se procedié a analizar si existian diferencias entre los grupos en las sub-clases
de IgG anti-TT. En la Figura 12, se muestran los niveles de 1gG1, 1gG2a e I1gG2b anti-TT
en los dias 42 y 131 del protocolo de inmunizacion. En todos los grupos, los titulos
observados en el dia 42 se mantuvieron al dia 131. Los animales inmunizados con las
saponinas 1-5 mostraron un perfil de anticuerpos con predominio de IgG1l y escasa
produccién de IgG2a (IgG1>IgG2b>>IgG2a), similar al observado para los animales

inmunizados con TT sin adyuvante o con alumina [229].
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Figura 12. Titulos de anticuerpos de las subclases I1gG1, IgG2a e IgG2b anti-TT.

Los ratones fueron inmunizados en los dias 0 y 28 con TT sin adyuvante o con TT y las
saponinas 1-5, alimina o SQS. Los datos se expresan como la media + SD (n=5).

Los animales inmunizados con SQS presentaron altos titulos de todos los isotipos
analizados y un perfil diferente entre las sub-clases (IgG2b>IgG2a>IgG1). Tomando en
cuenta los resultados de IgG total y el perfil de sub-clases, se puede afirmar que, en las

condiciones de nuestro ensayo, no se observaron diferencias significativas entre los

grupos inmunizados con TT ya sea con las saponinas 1-5, alimina o sin adyuvante.

Finalmente, se analizd la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) a TT, como

una primera aproximacion al estudio de la induccién de inmunidad celular (Figura 13).
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En la figura se observa que se obtuvo una respuesta significativa en todos los animales
inmunizados, excepto en los que recibieron TT sin adyuvante o TT con la saponina 2.
Mas aun, los grupos inmunizados con TT y las saponinas 3 y 5, asi como también con
SQS y alumina no mostraron diferencias entre si (p > 0.05), indicando que estas

saponinas potencian la respuesta mediada por células frente al TT.
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Figura 13. Respuesta de DTH en los ratones inmunizados con TT.
El ensayo fue llevado a cabo en el dia 146 del protocolo de inmunizacién. Los datos

corresponden a la media + SD (n=3). (*) Diferencia significativa (p < 0.05) respecto al
grupo control. (#) En dos de los tres ratones analizados se obtuvo un valor mas alto
gue la media del grupo inmunizado con TT sin adyuvante.

3.1.1.3. Comentarios finales

En términos generales, nuestros resultados muestran que las saponinas de llex spp. y
P. alata ensayadas inducen una respuesta inmune similar a la que promueve la
alumina, incluida, en algunos casos, la generacién de una reaccion de DTH positiva
(saponinas 3 y 5). Por otro lado, estos compuestos carecen de actividad hemolitica,
aun a altas concentraciones, son solubles en agua y, por tanto, forman soluciones

acuosas homogéneas cuando son mezclados con el antigeno. Estas caracteristicas
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pueden representar ventajas frente a la aliumina, cuyas formulaciones son
suspensiones que pueden inactivarse por congelacion. En estudios futuros, se deberia
profundizar en las propiedades de las saponinas 3 y 5, a fin de confirmar su potencial

capacidad adyuvante como alternativas a la alimina.
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3.1.2. Saponinas de Quillaja brasiliensis (QB-90U)

3.1.2.1. Las saponinas de QB-90U son significativamente menos tdxicas que las

saponinas de Quil A

La actividad hemolitica de la fraccion QB-90U de saponinas de Q. brasiliensis se
muestra en la Figura 14a. A una concentracién de 200 pg/mL, QB-90U produjo un
93.8% de hemodlisis, en tanto que a 100 pg/mL, la concentracion utilizada en la
inmunizacion, el porcentaje de hemdlisis fue de solo 14.4%. Es de destacar que a esa
concentracién Quil A produce un 100 % de hemdlisis, en tanto que a 50 pg/mL, la
concentracion usada en la inmunizacién, produce 55% de hemdlisis. La menor
actividad hemolitica de QB-90U respecto a Quil A queda evidenciada por valores de
CH50, los cuales son de 132.2+3.1 pg/mLy 52.1+1.8 pug/mL, respectivamente. En varios
estudios se ha reportado la elevada actividad hemolitica y toxicidad de las saponinas
QS-21 y Quil A de Q. saponaria [116, 118, 155], por lo que es importante destacar la
relativamente baja actividad hemolitica de QB-90U, obtenida de una especie del

mismo género.
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Figura 14. Toxicidad in vitro de QB-90U y Quil A.

a) Actividad hemolitica expresada en porcentaje de hemolisis referida a solucién salina
y SQS (250 pg/mL) que mostraron 0% y 100% de hemdlisis, respectivamente. b) Ensayo
de citotoxicidad sobre células VERO, la viabilidad celular fue medida luego de 48 horas
del tratamiento con las diferentes concentraciones de saponinas de QB-90U o Quil A.
Los resultados en a y b corresponden a la media £ S.D. (n = 3).

Se observé un comportamiento similar en el ensayo de toxicidad sobre células VERO,
cuyos resultados se muestran en la Figura 14b. Para ambas preparaciones, se observo

un efecto dosis dependiente. A la concentracion utilizada para inmunizar, 100 pg/mL
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para QB-90U y 50 pg/mL para Quil A, se observaron porcentajes de viabilidad celular

muy diferentes: mayor al 80%. y 29 %, respectivamente.

La actividad hemolitica y citotoxicidad se han relacionado con caracteristicas
estructurales de las saponinas. Entre los factores que se han asociado a estos
fendmenos se encuentran el nimero de monosacdridos, la complejidad de las
fracciones glicosidicas [155] y/o la presencia de residuos acilos [110], que actuarian por
mecanismos distintos [111]. También se ha reportado que algunas saponinas
triterpénicas con gran actividad hemolitica poseen baja citotoxicidad, mientras que
otras tienen reducida o nula actividad hemolitica y sin embargo presentan actividad
citotoxica [111, 115]. En definitiva, aun no estan claras las relaciones entre la
estructura y la toxicidad de las saponinas, y mas aun, todavia no se ha elucidado si se

encuentran subyacentes uno o mas mecanismos diferentes [230-232].

Estos resultados de actividad hemolitica y citotoxicidad, junto con los resultados de
toxicidad in vivo aportados por Fleck y colb. [139], para QB-90, la fracciéon andloga
obtenida de una muestra vegetal colectada en Brasil, permiten afirmar que estas
extraidas de Quillaja brasiliensis presentan menos efectos secundarios que las
saponinas de Quillaja saponaria [116, 118] usadas tradicionalmente como adyuvantes

de vacunacion.
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3.1.2.2. Las saponinas de QB-90U inducen altos niveles de 1gG anti-BoHV-5 que

contiene anticuerpos neutralizantes

Los niveles de IgG total e isotipos (IgG1l, 1gG2a e IgG2b) en el suero de ratones
inmunizados con BoHV-5 utilizando QB-90U (100 ug), alimina (200 pug) o Quil A (50 ug)
como adyuvantes se muestran en la Figura 15a. En todos los casos, se observaron
aumentos significativos respecto al grupo control (P < 0.01, P < 0.001 6 P < 0.001,
respectivamente). También se observaron niveles significativamente superiores
respecto al grupo control para las subclases 1gG1 (P < 0.05, P < 0.01 6 P <0.001), IgG2a
(P<0.001, P<0.016P<0.05)elgG2b (P<0.001, P <0.01 6 P<0.05). En particular, QB-
90U y Quil A promovieron titulos mas altos de 1gG2a, sin diferencias significativas entre
si (P > 0.05); en tanto que se encontraron diferencias significativas en los niveles de

esta subclase entre QB-90U y alumina (P < 0.05)

Los titulos de IgG3 fueron inferiores a los de las otras subclases y se representan por
separado en la Figura 15b, por mayor claridad. Para esta subclase, los grupos QB-90U y
Quil A mostraron niveles significativamente mds elevados que el grupo control (P <

0.01y P <0.05, respectivamente).

80



Discusion general

a
1000000 - BIgGt OigG1 B1gG2a B1gG2b
10000 4 S . -
E
<
o)
=4
|
BoHV-5 QB-90U Quil A Alimina
0.50 - b
**'#
0.40 -
:
~ 0.30 -
=)
<
(=]
o 0.20 - .|_
0.10 - T
0.00 T T 1

BoHV-5 QB-90U QuilA Alimina

Figura 15. Respuesta de titulos de anticuerpos de ratones inmunizados con BoHV-5.

a) Titulos de IgG total, 1gG1, 1gG2a e IgG2b. b) Titulo de 1gG3. Los ratones fueron
inmunizados utilizando solamente BoHV-5 (sin adyuvante) o formulado con QB-90U,
alimina, o Quil A en los dias 0 y 14. Los titulos de anticuerpos se cuantificaron en los
sueros extraidos el dia 28. Los valores estan expresados en unidades arbitrarias (a) o
densidad dptica (b) en base a la media + S.E. (n=6). Las diferencias significativas entre
los grupos inmunizados con adyuvante y el control estan indicadas como *(P < 0.05),
**(P < 0.01), ***(P < 0.001). #: indica que se observod una diferencia significativa con el
grupo inmunizado con alumina (P < 0.05).
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Es decir que las saponinas de QB-90U indujeron un aumento de los titulos de las IgG y
estimularon significativamente la produccién de 1gG1, IgG2a, I1gG2b e 1gG3 anti-BoHV-
5. Los titulos de IgG total y subclases no presentaron diferencias significativas entre los
grupos inmunizados con QB-90U y Quil A. En lo relativo a la produccién de IgG total,
IgG1 e IgG2a, estos resultados son consistentes con los que obtuvieron Fleck y colb.
Inmunizando ratones con BoHV-1 y QB-90 como adyuvante [139]. Ademas, revelan
diferencias en el perfil de isotipos entre los animales inmunizados con alimina y con
las preparaciones de saponinas (QB-90U y Quil A). En efecto: por un lado, la
produccién de 1gG2a fue significativamente mayor en los grupos QB-90U y Quil A,
ademas, sélo las preparaciones de saponinas indujeron un aumento significativo de los

niveles de IgG3.

Los resultados obtenidos con Quil A son concordantes con los de estudios previos que
han establecido que las saponinas de Quil A y QS-21 inducen altos titulos de IgG1,
lgG2a, IgG2b e 1gG3 [19, 50, 115, 120, 121], como producto de la participacidon tanto de
células Thl (que, en ratén, favorecen la produccién de IgG2a e 1gG3) como Th2 (que
promueven el cambio de clase a 1gG1). Considerados globalmente, los resultados
indican que las saponinas de Quillaja saponaria y brasiliensis poseen un efecto
adyuvante similar, diferente del de la alimina, y que inducirian respuestas mixtas, con

la participacién de células Thly Th2 (Th1/Th2).

En la Figura 16, se muestran los titulos de anticuerpos neutralizantes en los distintos
grupos. En los animales inmunizados con QB-90U y Quil A como adyuvantes se observd

un marcado incremento con respecto a los inmunizados sin adyuvante o con alimina
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(estos ultimos no mostraron diferencia entre si). Estos resultados indican que la
inmunizacién con el antigeno viral formulado con QB-90U o Quil A induce altos titulos

de anticuerpos neutralizantes y en consecuencia, que generaria inmunoproteccién.
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Figura 16. Titulos de anticuerpos neutralizantes en sueros de ratones inmunizados.
con BoHV-5 sin adyuvante o formulado con QB-90U, alumina o Quil A . Los anticuerpos
neutralizantes fueron determinados en sueros obtenidos el dia 28.

3.1.2.3. Al igual que las de Quil A, las saponinas de QB-90U inducen la generacién de

células T CD4" con fenotipo Thl

La Figura 17 muestra los resultados del ensayo de DTH en los diferentes grupos. Se
observé una respuesta significativa en los grupos inmunizados con BoHV-5 formulado
con QB-90U, alumina y Quil A con respecto al grupo control (P <0.0001, P<0.01, y P<
0.001, respectivamente), aunque la respuesta fue algo mejor en el caso de la alimina.
La respuesta del grupo QB-90U fue significativamente superior a la del grupo alimina
(P < 0.004) y no mostré diferencias significativas con la del grupo Quil A. Considerando

gue una respuesta positiva a la prueba de DTH esta gobernada por la presencia de
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células T de memoria CD4" y/o CD8" (dependiendo del antigeno) [212, 233] el
resultado indica que las saponinas de QB-90U inducirian una respuesta celular contra

el antigeno similar a la desencadenada por las de Quil A.

4.0 -

*kkk

*k*k

w
o
I

N
o
I

=
o
I

Espesor de la almohadilla plantar (mm)

IS
o

Salina BoHV-5 QB-90U Alimina Quil A

Figura 17. Reaccién de DTH en ratones inmunizados con BoHV-5.

El ensayo se llevo a cabo dos semanas luego de la segunda inmunizacion con BoHV-5
sin adyuvante o formulado con QB-90U, alimina o Quil A. Un grupo de animales fue
inoculado con solucion salina (sin antigeno) como control. Los valores corresponden a
la media + S.D. (n=3). Las diferencias significativas con el grupo control estan
indicadas con: “(P < 0.05), "(P < 0.01), " (P < 0.001) y (P < 0.0001); y entre el
grupo QB-90U vy el grupo alimina con # (P < 0.001).

La Figura 18 muestra el resultado de los ensayos de proliferaciéon de esplenocitos de
los ratones inmunizados. No se observaron diferencias significativas entre los grupos,
si bien los animales inoculados con BoHV-5 presentaron mayores niveles de

proliferacion en respuesta al antigeno.
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Figura 18. Ensayos de proliferacion de esplenocitos de ratones inmunizados

El ensayo se llevd a cabo dos semanas luego de la segunda inmunizacién con BoHV-5
sin adyuvante o formulado con QB-90U, alumina o Quil A. Se muestra el indice de
estimulacion (SI) de los esplenocitos tratados con concavalina A (Con-A) o BoHV-5. Los
valores corresponden a la media = S.D. (n=3).

Con la finalidad de conocer el tipo de células T CD4" inducido por las saponinas de QB-
90U, se analizé por PCR en tiempo real (RT-qPCR) la expresién de citoquinas que
definen a las poblaciones Thly Th2 en esplenocitos de los ratones inmunizados . Para
la poblacidn tipo 1, se analizé la expresidn de IFN-y e IL-2, y para la tipo 2, de IL-4, IL-5,

IL-13 e IL-10.

La Figura 19 muestra los resultados obtenidos en el andlisis de las citoquinas tipo 1. En
términos generales se observaron niveles mas altos de ARNm de IFN-y e IL-2 en los
grupos inmunizados empleando QB-90U y Quil A como adyuvantes. En el caso del IFN-
v, las diferencias fueron estadisticamente significativas en esplenocitos no estimulados
con el antigeno de los ratones del grupo QB-90U (P < 0.05) y en esplenocitos
estimulados con el antigeno de los animales inmunizados con Quil A (P < 0.05) (Figura

19a). En el caso de la IL-2, se observaron diferencias significativas en todas las
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muestras analizadas, esto es en esplenocitos estimulados y no estimulados con el
antigeno de ratones inmunizados con QB-90U (P < 0.01 y P < 0.05, respectivamente) y
Quil A (P<0.01y P<0.05, respectivamente) (Figura 19b). No se observaron diferencias
significativas en la expresiéon de IFN-y ni de IL-2 en los ratones del grupo inmunizado

con alumina.

En el caso de las citoquinas tipo 2, el experimento no arrojd resultados, por lo que no

se consideran en esta discusidon. Este aspecto deberia ser revisado porque, como

hemos comentado, se sabe que la alumina induce una respuesta tipo Th2 (ver1.7.1).
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Figura 19. Expresion de citoquinas tipo Th1 (IFN-y e IL-2).

Niveles de mRNA de a) IFN-y y b) IL-2, en esplenocitos de ratones inmunizados
utilizando BoHV-5 solo (sin adyuvante) o formulado con QB-90U, alumina, o Quil A,
120 dias luego de la segunda dosis del antigeno. Los valores corresponden a la media +
S.E (n = 3) de los niveles de ARNm relativos a los de los esplenocitos no estimulados del
grupo control (sin adyuvante). Las diferencias significativas con respecto al grupo
control se indican como * (P < 0.05) y ** (P < 0.01).

Los resultados de la expresion de INF-y e IL-2 en los animales inmunizados empleando
QB-90U y Quil A como adyuvantes son corcordantes con reportes previos, en el

sentido que las saponinas de Quillaja se caracterizan por estimular la secrecidon de
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estas citoquinas, que definen a las células Th1 [50]. En efecto, se ha descrito en varios
trabajos que las saponinas de Quillaja, co-administradas con un variado nimero de
antigenos (o formuladas en ISCOMs), promueven la produccién de INF-y e IL-2 por las
células T, un aumento en la secrecion de anticuerpos IgG2a, lgG2b, 1gG3 y una
respuesta celular evidenciada por una reaccidn positiva a la DTH [42, 43, 50, 207, 208].
Nuestros resultados muestran que las saponinas QB-90U de Quillaja brasiliensis no
solo poseen una capacidad de estimulacién y modulacion de la respuesta inmune
contra un antigeno viral similar a las saponinas Quil A, sino que también presentan
menores efectos secundarios que éstas. En términos generales, estos resultados
sugieren por tanto que la inmunizacién con saponinas de Quillaja (QS-21) o ISCOMs
genera una respuesta inmune potente que involucra la generacién tanto de células T

CD4" tipo Th1 como tipo Th2 [50, 94].

3.1.2.4. Comentarios finales

Considerados globalmente, los resultados obtenidos en los ensayos de inmunizacion
empleando la fraccion QB-90U de saponinas de Q. brasiliensis muestran que son
menos toéxicas que las saponinas de Quil A e igualmente efectivas como adyuvantes
cuando son co-administradas con un antigeno viral. Tanto Quil A como QB-90U
estimularon la produccién de altos titulos de anticuerpos totales y neutralizantes asi
como una robusta respuesta DTH. Los perfiles de las subclases de IgG inducidos
sugieren la activacién de células T CD4+ del tipo Th2 (altos niveles de 1gG1), asi como
Th1 (altos niveles de 1gG2a e 1gG3). La participacion de esta ultima poblacién celular

(Th1) fue confirmada por el incremento en la expresion de mRNA de IL-2 e INF-y en
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esplenocitos procedentes de ratones inmunizados con estas saponinas. La baja
toxicidad in vitro (nuestros resultados) e in vivo ([139]) de las saponinas de QB-90U,
junto a su capacidad para promover fuertes respuestas humoral y celular al ser co-
administradas con un antigeno viral, nos lleva a proponerlas como una interesante

alternativa al adyuvante comercial Quil A.
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3.2. Micelas mixtas de saponinas de Q. saponaria como adyuvantes de vacunacion

En esta seccion se discute la puesta a punto y evaluacion como adyuvante de una
formulacion micelar binaria basada en saponinas (SQS) y esteroles (E). Se reporta el
ajuste de la formulacién en base a la reduccién de la actividad hemolitica, y se
presenta su evaluacion como adyuvante en modelos murino y ovino empleando

toxoide tetanico como antigeno.

3.2.1. La inclusién de saponinas de Q. saponaria en estructuras micelares mixtas

reduce su actividad hemolitica

Actividad hemolitica de las saponinas de Q. saponaria

En la Figura 20 se muestran las curvas de hemodlisis obtenidas para saponinas de Q.
saponaria (SQS) y de Gypsophila saponaria (SG). SQS y SG presentan concentraciones
hemoliticas 50% (CH50) de de 3.0 y 48.1 ug/mL, respectivamente, lo que muestra la
mayor actividad de la primera. La intensa actividad hemolitica de las saponinas de Q.
saponaria se atribuye a su afinidad por el colesterol de las membranas bioldgicas , lo
que lleva a su asociaciéon, formacién de poros y la subsecuente lisis celular [111, 145].
Esta capacidad litica origina efectos locales en el sitio de inyeccién, lo que ha limitado
su uso en medicina humana [116, 118]. Sin embargo, la interesante actividad
adyuvante que presentan algunas saponinas, ha estimulado la busqueda de nuevas
saponinas con actividad adyuvante y menor actividad hemolitica, o como estrategia
alternativa, el desarrollo de nuevas formulaciones que las contengan y que presentan

menores efectos secundarios.
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® Q. saponaria (CH50 3,0 pg/mL)
® Gypsophila (CH50 48,1 ug/mL)
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Figura 20. Actividad hemolitica de Q. saponaria (SQS) y Gypsophila sp. (SG).

Puesta a punto de la formulacion en base a la disminucion de la actividad hemolitica

En la Figura 21 se observa la actividad hemolitica de preparaciones de CSS variando la
relacion esterol/saponina (factor q), y evaluadas 7 dias después de su formulacion.
Cada curva representa formulaciones en las cuales se mantiene constante la
concentraciéon de SQS (60, 120, 240 y 600 pg/mL) y se varia la relacién q. Para
cualquier formulacién, un valor de g = 0 corresponde a una solucion de SQS pura a la
concentracion correspondiente a cada curva. Para todas las curvas se observa un 100%
de hemolisis para g = 0, aun para la concentracién de saponinas mas baja ensayada (60

ug/mL) (ver Figura 20y 21).

En la Figura 21 se observa que la actividad hemolitica de las distintas formulaciones
depende tanto de la concentracién de SQS, asi como de la relaciéon g. En todas las
curvas, excepto a la correspondiente a una concentracién de SQS de 600 pg/mL, se

observa una marcada disminucién de la actividad hemolitica para ciertos rangos de
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valores de g segun la formulacién especifica que se trate. En particular, para las
formulaciones conteniendo de 60 a 240 pug/mL de SQS y para un valor de g en un rango
aproximado de 3 a 5 se observo practicamente ausencia de actividad hemolitica. Es de
notar que la concentracién de saponinas en todas estas formulaciones es mas de 20

veces superiores a la CH50 de SQS (3.0 pg/mL, Figura 20).

120 - —e— 60 pg/mL
—=— 120 pg/mL

100 240 pg/mL
—— 600 pg/mL

80

60

% de hemolisis

40

20

Figura 21. Actividad hemolitica de diferentes formulaciones CSS para distintas
concentraciones de SQS y relaciones esterol/saponina (parametro q)

De acuerdo a los resultados anteriores, las formulaciones micelares ensayadas en este
trabajo, que denominamos CSS, fueron formuladas para una relacién de composicidon
g=3. Estas formulaciones, poseen una reducida actividad hemolitica en comparacién
con la que presentarian las saponinas de Q. saponaria a la misma concentracién en la

cual estan incluidas en la formulacion.
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Se han reportado hallazgos similares de disminucion de la actividad hemolitica en
formulaciones preparadas en base a lipidos y saponinas derivadas de Q. saponaria
denominadas por estos autores como Quil A y Quadri A [234]. La actividad de estas
formulaciones depende de su composicion especifica, y del tipo de lipidos empleados,
ya que a modo de ejemplo, en el trabajo mencionado se reporta que el nivel mas bajo
en la actividad hemolitica en sus formulaciones se presenta en una relacién de
lipido/saponina = 0.25, en tanto que en la formulacién CSS, el minimo de actividad

hemolitica ocurre para una relacion lipido/saponina (q) de 3 a 5 (ver Figura 21).

3.2.2. La formacion de las micelas mixtas CSS es un proceso lento

En la Figura 22 se presenta la actividad hemolitica de preparaciones de CSS
(conteniendo 120 y 240 pg/mL de SQS) 24, 48 y 72 horas luego de su formulacion.
Como se observa en la figura, la actividad hemolitica es funcidn de g y del tiempo de
formulacidn (o maduracidn). Estos resultados indican que la cinética de formacién de
las micelas de CSS es lenta, ya que la disminucién de la actividad hemolitica puede
interpretarse como una consecuencia de la disminucion de SQS libre a medida que
ésta se asocia con esteroles para formar micelas mixtas. La caida en la actividad
hemolitica observada es muy marcada, ya que en las mismas condiciones, una solucién
de SQS de 20 pg/mL producen un 100% de la hemdlisis (ver Figura 20), mientras que
en una solucion coloidal de CSS conteniendo una concentraciéon de SQS diez veces
mayor (240 pg/mL) produce solo un 5% de hemodlisis. Esta observacién es similar a lo
reportado para las formulaciones tipo ISCOMs e ISCOMATRIX, las cuales contienen Quil

A [117, 165, 198, 235, 236].
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Figura 22. Actividad hemolitica de las formulaciones CSS en funcién del tiempo y de la

composicion (qg).

La actividad hemolitica fue evaluada a 24, 48 y 72 horas luego de la preparacién de la
formulacidn. Las concentraciones de SQS en las formulaciones son: (a) 120 ug/mL, y (b)

240 pg/mL
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3.2.3. Las micelas mixtas CSS poseen estructuras filiformes

En la Figura 23 se muestran microfotografias electrénicas de preparados por tincién
negativa de micelas de CSS a una concentracidon de 120 ug/mL. Las micelas presentan
una estructura filiforme de 100 a 500 nm de largo y de 10 a 15 nm de ancho.
Estructuras micelares filiformes similares han sido reportadas en la bibliografia en
preparados en base a Quil A, fosfolipidos y colesterol en diferentes proporciones [158,
236, 237] y recientemente se han reportado estructuras micelares filiformes en

soluciones de saponinas de llex paraguarienses [162].
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Figura 23. Microfotografia electrénica de trasmisidon (TEM) de micelas de CSS con
tincidn negativa.
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Considerando nuestros hallazgos, en conjunto con las referencias bibliograficas se
puede concluir que el tipo de micelas formadas depende tanto de la estructura de las

saponinas empleadas como de la composicidn especifica de la formulacién.

3.2.4. La formulacién CSS induce una fuerte respuesta humoral

Inmunizacion de ratones

Los titulos de IgG total contra TT empleando CSS o ADYUVAC50 como adyuvante en un
modelo murino se muestran en la Figura 24. Los titulos de IgG total de los grupos
CSS50 (50 pg/dosis de SQS) y CSS25 (25 pg/dosis de SQS) mostraron un aumento
significativo (P < 0.05) en relacién al grupo control (sélo TT) a partir del dia 45y a lo
largo de todo el ensayo. Sin embargo, los titulos de IgG total del grupo ADYUVAC50
s6lo mostraron diferencias significativas (P < 0.05) con el grupo control al dia 45.

Al considerar los titulos de IgG anti-TT de los grupos en los cuales se incluyd adyuvante
se observd, que los grupos CSS50 y CSS25 presentaron valores significativamente
mayores (P < 0.05) con los grupos con SQS y ADYUVACS50, excepto en un caso (CSS25 al
dia 45). Es de destacar que, el grupo SQS no mostrd diferencias con el grupo control (P

> 0.05).
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Figura 24. Evolucién de los titulos de anticuerpos de IgG total contra TT en ratones.

Los animales fueron inmunizados los dias O (primo-inmunizacién) y 45 (refuerzo) con
TT, sélo o adyuvantizado con SQS, ADYUVAC50, CSS50 o (CSS25. Los datos son
presentados como la media + SE (n=5). * Diferencias significativas (P < 0.05) con
respecto al grupo control (Sélo TT); # diferencias significativas con respecto al grupo
ADJUVACS0; 6 diferencias significativas con respecto al grupo SQS.

En la Figura 25 se muestran los titulos de las subclases de inmunoglobulinas 1gG1,
IgG2a e IgG2b en suero de los distintos grupos de animales de experimentacién
inmunizados contra TT. Para la subclase IgG1 los grupos CSS50 y CSS25 mostraron
diferencias significativas (P < 0.05) con los grupos control y SQS los dias 107, 147 y 167.
Al dia 147 el grupo CSS25 también mostré diferencias significativas (P < 0.05) con el
grupo ADYUVAC50. Los grupos ADYUVAC50 o SQS, mientras tanto, no mostraron
diferencias significativas (P > 0.05) en los titulos de éste isotipo con respecto al grupo
control. Los grupos CSS50 y CSS25 mostraron diferencias significativas (P > 0.05) en los
titulos de los isotipos 1gG2a e IgG2b con los de los grupos control y SQS a los dias 107,
147 y 167 del ensayo. Los titulos de los isotipos 1gG2a e I1gG2b del grupo CSS25 fueron

significativamente diferentes de los del grupo ADJUVAC50 a los dias 107, 147 y 167 del

ensayo.
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Figura 25. Titulos de anticuerpos de las subclase de IgG1, 1gG2a and IgG2b contra TT en
ratones.

Los titulos fueron evaluados los dias 107, 147 y 167 luego de la primo-inmunizacién.
Los ratones fueron inmunizados los dias O (primo-inmunizacidon) y 45 (refuerzo) con TT
so6lo o adyuvantizado con SQS, ADYUVACS50, CSS50 o CSS25. Los datos son presentados
como la media £ SE (n=5). * Diferencias significativas (P < 0.05) con respecto al grupo
control (Sélo TT); & diferencias significativas con respecto al grupo SQS., # diferencias
significativas con respecto al grupo ADYUVAC50.
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Los titulos del isotipo 1gG2a del grupo ADYUVAC50 mostré diferencias significativas (P <
0.05) con el grupos control a los dias 107, 147 y 167, pero solo mostro diferencias
significativas con el grupo SQS al dia 147 del ensayo. Para el isotipo IgG2b no se
observaron diferencias significativas entre los grupos SQS o ADYUVACS50 con el grupo

control.

Como ya se ha reportado en la bibliografia el TT es por si mismo un buen inmundgeno
[229, 238]. En base a ello en el esquema de inmunizacidon se emplearon dosis de
antigeno bajas, a fin de evitar la saturacidn de la respuesta humoral por administraciéon
de dosis excesivas de antigeno que dificultaran la expresion del posible efecto
adyuvante de los productos ensayados. Por esta razén, y en base experimentos previos
realizados por integrantes del grupo, se empled en los ensayos de inmunizaciéon una
dosis de TT equivalentes a 0.25 Lf, equivalente a 1/40 ava parte de la dosis empleada

en humanos.

El incremento inducido en la repuesta humoral por el adyuvante CSS fue
significativamente superior al generado por los adyuvantes SQS y oleoso (ADYUVAC50)
utilizados como controles positivos en este modelo murino. A nivel general, podemos
observar que la produccion de IgG total y de los isotipos analizados (IgG1, 1gG2a e
IgG2b) contra TT al emplear las formulaciones CSS50 vy CSS25 tuvieron
comportamientos similares. Los titulos de IgG total en el grupo CSS25 fueron audn
superiores a los que presentaron el grupo CSS50 a pesar que no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre si (P > 0.05). El adyuvante CSS estimuld la

produccién de titulos mas elevados de las subclases 1gG1, IgG2a e 1gG2b. Este perfil de
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estimulacion de la secrecion de estos tres isotipos de inmunoglobulinas ha sido
descrito para las formulaciones tipo ISCOMs en modelo murino [50].

La formulacién CSS también incremento la duracién de la respuesta humoral ya que los
titulos de IgG total e isotipos se mantuvieron elevados aun casi 6 meses después de la

primo-inmunizacion.

En resumen, la formulacidon CSS basadas en las saponinas SQS demostré ser menos
hemolitica y mds efectiva en la estimulacion de la respuesta humoral anti-TT que SQS o
el adyuvante oleoso comercial ADYUVAC50. Los resultados obtenidos para estas
formulaciones son similares a los descritos para otras formulaciones micelares de
saponinas, como las denominadas ISCOMs, ISCOMATRIXTM, RAM y “Worm-like”, las
cuales también han resultado ser menos téxicas y mas efectivas para la promocion de
una respuesta inmune humoral que las saponinas que las constituyen [143, 159, 160,

165, 198, 239].

Inmunizacion en ovejas

En la Figura 26 se muestran los titulos de IgG totales anti-TT en ovejas inmunizadas con
TT solo, o con el agregado del adyuvante oleoso ADYUVAC50, o de la formulacion CSS a
diferentes concentraciones (600, 1200 y 2400 pg/mL). Todos los animales fueron
inmunizados con 1 Lf de TT en un volumen total de 1 mL.

Todos los grupos inmunizados con formulacion que incluian algun tipo de adyuvante
mostraron diferencias significativas (P < 0.05) con el grupo control a lo largo de todo el
experimento, excepto para el grupo ADYUVAC50 y CSS1200 al dia 194. Con la primo-

inmunizacién se observaron titulos mas elevados de anticuerpos en el grupo
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ADYUVACS50 que en los grupos CSS, pero sin embargo estas diferencias sélo fueron

estadisticamente significativas (P < 0.05) entre los grupos con ADYUVAC50 y CS51200.
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Figura 26. Evolucion de los titulos de IgG total contra TT en ovejas.

Las ovejas fueron inmunizados los dias 0 (primo-inmunizacién) y 28 (refuerzo) con TT
solo o adyuvantizado con ADYUVAC50 o CSS a distintas concentraciones. Los animales
fueron sangrados los dias 0, 28, 76 y 194. Los datos son presentados como la media
SE. * diferencias significativas con respecto al grupo control (sélo TT); # diferencias
significativas entre el grupo inmunizado con ADYUVAC50 y CSS1200.

Los titulos de IgG luego de la segunda inmunizacion en todos los grupos que recibieron
adyuvante aumentaron de manera marcada y estadisticamente diferentes del grupo
control, no presentando diferencias estadisticas entre si. Al dia 194 soélo las
formulaciones CSS600 y CSS2400 presentaron diferencias significativas con el grupo
control (P < 0.05).

Si bien el grupo de ADYUVACS50 presento los titulos de IgG totales mas altos luego de la

primo-inmunizacién, los adyuvantes oleosos en general presentan la desventaja de
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producir efectos secundarios importantes (granuloma, eritema, absceso e inflamacidn)
en el sitio de inoculacién [240-243]. En contraste, los adyuvantes micelares
desarrollados en el presente trabajo a la vez que promovieron una intensa respuesta
humoral, no presentaron ningln efecto secundario apreciable. Este aspecto es de gran
importancia econdmica, ya que los efectos secundarios locales asociados al proceso de
inmunizacién no solo producen dolor y molestias al animal, sino que también afectan

negativamente la calidad de la carne y las pieles [240].

Los titulos de las subclases de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2 se muestran en la Figura
27. Todos los grupos inmunizados con TT y que incluian adyuvantes en la formulaciéon
dieron titulos cuantificables para ambas subclases de inmunoglobulinas. Sin embargo,
sélo las formulaciones con CSS mostraron diferencias significativas con el grupo control
(P < 0.05), dando los titulos mas elevados de IgGl e IgG2 al dia 76 los cuales
disminuyeron al dia 194, pero siempre manteniendo diferencias significativas con el

grupo control para ambas subclases (P < 0.05 6 P < 0.01).

A los dias 28, 76 y 194 del ensayo de inmunizacidon, ADYUVAC50 presentd niveles mas
altos de anticuerpos para ambas subclases que los demdas grupos, pero estas
diferencias no fueron significativas con respecto al grupo control (sin adyuvante), lo
gue seguramente estd relacionado con la elevada dispersiéon en los valores de los

titulos dentro de éste grupo.

Existen pocas referencias de trabajos previos sobre el efecto adyuvante de

formulaciones micelares de saponinas en ovinos. Son de particular interés ensayos
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donde este tipo de adyuvantes co-administrados con antigenos proteicos o proteinas
recombinantes [244, 245] generaron titulos de anticuerpos mas elevados contra el
antigeno que en grupos inmunizados empleando adyuvante oleoso o saponinas. En
estos estudios [245] se utilizaron saponinas como adyuvantes para inmunizar ovinos
contra una proteina recombinante de Taenia ovis, logrando una excelente proteccion
gue se evidencid por una reduccidon del 99% en el grado de infectacion en un ensayo
de desafio realizado un mes después de la inmunizacion. Es de resaltar que las dosis de
saponinas utilizadas por animal en este estudio fueron de 5 a 50 mg/dosis, mientras
que las formulaciones CSS empleadas en nuestro estudio contienen 0.6, 1.2 y 2.4
mg/dosis, es decir cantidades de saponinas un orden de magnitud inferior. Sin
perjuicio de ello, se logrd la generacion de una intensa respuesta inmune humoral, con

titulos de anticuerpos similares a los obtenidos con el adyuvante oleoso (ADYUVAC50).

Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Harrison et al. [245] en el

sentido que tanto los adyuvantes oleosos como los basados en saponinas estimularon

la produccién de ambas subclases de inmunoglobulinas.
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Figura 27. Titulos de anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG2 contra TT en ovejas.

para los dias 28, 76 y 194 del ensayo. Las ovejas fueron inmunizadas los dias O (primo-
inmunizacion) y 45 (refuerzo) con TT solo o incorporando los adyuvantes ADYUVAC50 o
CSS (600, 1200 o 2400 pg/mL). Los datos son presentados como la media + SE (n=5). *y
# representan diferencias significativas con respecto al grupo control (P < 0.05 0 P <
0.01, respectivamente).
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3.2.5. Comentarios finales

Las micelas mixtas de esteroles y saponinas, y que hemos denominado CSS, han
mostrado ser menos téxicas y mas efectivas en la induccién de una intensa respuesta
humoral que las saponinas que las componen, tanto en animales de laboratorio como
de produccién. Estas micelas filiformes, de lenta formacién en la solucién coloidal,
resultaron tanto o mas efectivas que un adyuvante oleoso comercial, a la vez que
resultaron menos toxicas, no detectandose ningun efecto secundario. Los perfiles de
isotipos generados en ambos modelos animales mostraron la induccién balanceada de
los distintos isotipos, sugiriendo, en principio, la estimulacién tanto de una respuesta

tipo Th1 (altos niveles de 1gG2) como tipo Th2 (altos niveles de IgG1).
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En esta tesis se analizaron la toxicidad y la actividad adyuvante de diferentes saponinas
triterpénicas de origen natural pertenecientes a la flora sudamericana. Se estudiaron
saponinas puras de llex spp. y Passiflora alata, mezcla de saponinas de Quillaja
brasiliensis (QB-90U) y formulaciones micelares mixtas (CSS) obtenidas a partir de
saponinas de Quillaja saponaria (SQS).

Las saponinas ensayadas (puras, mezclas y formulaciones) demostraron ser menos
toxicas que las saponinas de Quillaja saponaria (SQS o Quil A) las cuales fueron
utilizadas como control. En particular, la actividad hemolitica de QB-90U como su
actividad citotdxica sobre células VERO demostré ser menor que la de las saponinas de
Quil A, lo cual podria sugerir menores efectos secundarios al ser co-administradas
junto al antigeno en el proceso de inmunizacion. Si bien no estd claro cudles son las
caracteristicas que confieren mayor o menor toxicidad a las saponinas, el mecanismo
propuesto para las de Q. saponaria (las mas estudiadas) estd relacionado con las
interacciones que estas moléculas forman con el colesterol de las membranas
celulares. En este sentido, tanto el tipo de aglicona como las cadenas lipofilicas
laterales presentes en las saponinas formarian interacciones estables con el colesterol
de las membranas provocando la lisis de la célula. Sin embargo aun no esta claro la

relacion entre estructura y actividad que presentan las saponinas con las células.

Las saponinas de llex spp. y Passiflora alata demostraron ser muy poco hemoliticas y
en lo que se refiere al titulo de anticuerpos y DTH promovieron en algunos casos una
respuesta inmune similar a la que produjo la aliumina. Es de resaltar que el nivel de los
titulos de anticuerpos en los sueros de los animales inmunizados con estas saponinas,

no se diferenciaron significativamente de los titulos del grupo control (solo TT). Sin
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embargo, la respuesta celular (medida por DTH) promovida por las saponinas
ensayadas mostré ser mas potente que la inducida por el grupo control. El uso de TT
como antigeno pudo enmascarar el efecto adyuvante que estas saponinas podrian
haber promovido. En este caso, la utilizacién de un antigeno menos inmunogénico

como por ejemplo OVA podria haber sido recomendable.

Por otro lado, las saponinas de QB-90U mostraron una actividad adyuvante similar a la
gue presentaron las saponinas de Quil A siendo estos resultados concordantes con
reportes previos sobre la actividad adyuvante de saponinas de Q. brasiliensis (QB-90).
Las saponinas de QB-90U promovieron elevados titulos de IgG los cuales contenian
también, anticuerpos neutralizantes. Asi mismo estimularon significativamente la
produccién de isotipos 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3 anti-BoHV-5 e indujeron una robusta
DTH con la proliferacién de células TCD4" con perfil Th1 evidenciado por la produccién
de INF-y e IL-2. Las saponinas de QB-90U a la vez que mostraron ser muy efectivas en
la induccién de la respuesta inmune humoral y celular contra el antigeno viral se
caracterizaron también por ser menos toxicas tanto en modelo in vivo como in vitro
por lo cual podrian ser utilizadas como alternativa a las saponinas de Quil A. Los
resultados reportados en esta tesis sobre anticuerpos neutralizantes contra BoHV-5,
junto a una respuesta positiva a la DTH asi como también la determinacién de
citoquinas relacionadas con un perfil Th1l aportan nuevos datos sobre el potencial que
las saponinas de QB-90U promueven en el contexto de la inmunizacién en animales de

experimentacion cuando son co-administradas con un antigeno viral.

Finalmente, se desarrollaron micelas mixtas en base a esteroles y SQS que

denominamos CSS. Los CSS se caracterizaron por tener una cinética lenta de
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Discusién general

formacion, con estructuras filiformes de tamano variable. Estas nuevas formulaciones
al igual que otras ya descritas en la literatura (ISCOMs) demostraron ser menos toxicas
qgue las saponinas que las constituyen. Se postula que las saponinas formarian
asociaciones estables con los esteroles evitando su interaccidon con el colesterol de las
membranas y de esta forma evitar la lisis celular. Los CSS promovieron mayores titulos
de anticuerpos (IgG total e isotipos) en relacién a los controles utilizados (adyuvante
oleoso y solo SQS) en los modelos murino como ovino. Estas nuevas formulaciones
micelares evidenciaron tanto por su simple disefio, su bajo costo, asi como también
por la gran actividad inmuno-estimulante que promueven, que podrian ser utilizadas

como un adyuvante alternativo en animales de produccion.
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