[ K
Y

\)
¢

s

R

=

UNIVERSITAT be

BARCELONA

Modulacién de la inmunogenicidad de antigenos
glicolipidicos y su papel en terapia oncoloégica

J. Oriol Massé6 Barnadas

OMOM

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicencia Reconeixement 4.0. Espanya de Creative
Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento 4.0. Espafa de Creative
Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0. Spain License.




g e

Universidad de Barcelona ™
G0 eCh
Facultad de Biologia

Departamento de Bioquimica y Fisiologia

Unidad de Fisiologia Animal

MODULACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE ANTIGENOS
GLICOLIPIDICOS Y SU PAPEL EN TERAPIA ONCOLOGICA.

Memoria presentada por J. Oriol Mass6 Barnadas para aspirar al grado de Doctor
en Biologia.

Barcelona Mayo 1993

BIBLIOTECA DE LA UNIVERSITAT DE BARCELON




MERCK

Laboratorio de Bioinvestigacion

Jaime Piulats Xancé, Doctor en Farmacia y Director del Laboratorio de Bioinvestigacion de
MERCK - IGODA S.A. en Barcelona :

CERTIFICA que la tesis realizada por J. Oriol Mass6 Barnadas titulada Modulacién de la
inmunogenicidad de antigenos glicolipidicos y su papel en la terapia oncoldgica, redne las

condiciones requeridas para optar al grado de Doctor en Biologia.

Dr. K Piulats
Barcelona, Mayo 1993

Visto bueno del ponente :

Dr. R. Rama, profesor titular
Departamento de Bioquimica y Fisiologia

Universidad de Barcelona



A la Lina, en Sergi i la Mireia



Agraiments :

Sén moltes les persones que han col.laborat perque aquesta tesi arribi a bon fi, a totes els

hi voldria fer palés el meu agraiment.

En primer lloc al Dr. Jaume Piulats, Director del Laboratori de Bioinvestigacié de MERCK-
IGODA S.A. que m'ha dirigit la tesi i m'ha permés compaginar la realitzaci6 de la mateixa

amb el desenvolupament paral.lel d'altres projectes.

Al Dr. Ramé6n Rama de I'Unitat de Fisiologia Animal del Departament de Fisiologia Animal

i Bioquimica de |'Universitat de Barcelona que ha actuat de ponent de la mateixa.

A la Dra. Maria Kordovitz del Departament de Immunoquimica de E. Merck a Darmstad
(Alemanya) i en Helmut Schroder del Departament de Inmunologia del Institut Municipal
d'Investigacié Médica de Barcelona per el seu ajut en el desenvolupament de totes les

técniques “d'extraccié i analisi dels glicolipids.

Al professor J. Montreuil del Departament de Quimica Biol6gica de I'Universitat de Lille

(Franga) per facilitar-me la neoglicoproteina sintética disialil-lactosa-BSA.

Al Dr. S.F. Alifio del Departament de Farmacologia de la Facultat de Medicina de Valéncia
per tots els seus ensenyaments de la teoria i practica dels liposomes i per el seu

convenciment sobre les utilitats dels mateixos.

Al Dr. P. Livingston del Memorial Sloan Kettering Center de Nova York per iniciar-me en
el camp de I'immunoterapia con a eina valida en la terapia del cancer durant els breus dies

que vaig passar al seu laboratori.

Al Dr. G. Tettamanti del Departament de Bioquimica Clinica de la Facultat de Medecina
de Mila (Italia) per la seva interessant discussié sobre el paper de les ceramides dins

I'immunogenicitat dels liposomes i la dinamica de membranes.



Als Drs. R. Reuss del Departament d'Inmunofarmacologia de E.Merck a Darmstad
(Alemanya) i X.F. Real de I'Institut Municipal d'Investigacié Médica de Barcelona per la

donaci6 de diverses linies cel.lulars empreades a la present tesi.

Al Dr. S. Vilaré de la Unitat de Biologia Cel.lular del Departament de Bioquimica i Fisologia
de |'Universitat de Barcelona per facilitar-me |'Gs del Servei de Microscopia Electronica i
per ensenyar-me les técniques d' immunohistoquimica aplicades a la microscopia

electronica.

A tots el meus companys del Laboratori de Bioinvestigacié de MERCK-IGODA S.A. per el
seu constant recolzament i ajuda, en especial a en Manel Moyano per les seves analisis

de citometria de fluxe i les llarges discussions sobre els resultats.

Finalment no voldria acabar sense esmentar i agrair molt especialment |'ajut prestat per
els meus companys Francesc Blasco, Carmen Recacha i Jordi Grimao amb qui he estat
treballant durant els ultims tres anys i sense els que la present tesi no hauria estat

possible.

Aixi mateix cal fer palés |'agraiment molt especial a la meva esposa, Lina, i als meus fills,

Sergi i Mireia, per la seva paciéncia i ajut durant la realitzacié de la tesi.

Barcelona 23 d'Abril de 1993
Diada de Sant Jordi.



iNDICE

|.- Introduccidén 13
1.- Antigenos tumorales i
1.1.- Caracteristicas bioquimicas de la glicosilacién aberrante. 19
1.1.1.- Cambios a nivel de glicolipido. 19

1.1.2.- Cambios a nivel de glicoproteina. 19

1.1.3.- Bases enzimdticas de la glicosilacién aberrante. 19

1.1.4.- Significado biolégico de la glicosilacién aberrante. 20

1.2.- T.A.A. Glicolipidicos. 21
1.2.1.- Antigenos glicolipidicos en tumores experimentales. 21

1.2.2.- Antigenos tumorales humanos 22

1.2.2.1.- Gangliésidos. 22

1.2.2.2.- Sintesis normal de gangliésidos . 24

1.2.2.3.- Sintesis aberrante de gangliésidos. 24

1.2.2.4.- Globésidos. 26

1.2.2.5.- Sintesis normal de globdsidos. 26

1.2.2.6.- Sintesis aberrante de globésidos. 26

1.2.2.7.- Series lacto y neolacto. 27

1.2.2.8.- Sintesis de cadenas de tipo |. 28

1.2.2.9.- Sintesis de cadenas de tipo Il. 29

1.3.- T.A.A. Glicoproteicos. 31
1.3.1.- Antigenos de la serie lacto expresados en mucinas y glicoproteinas. 31

1.3.2.- Antigenos T, Tn y Sialil-Tn 32

1.3.3.- Otros T.A.A. glicoproteicos. 33

1.4.- Modificacién de antigenos de grupo sanguineo en tumores humanos. 34
1.4.1.- Deleccion de determinantes A y B y acumulacién de precursores. 34

1.4.2.- Antigenos incompatibles. 34

1.4.3.- Antigenos P,P, y P~ 35

2.- Respuesta inmunolégica antitumoral. 36
2.1.- Inmunogenicidad tumoral. 36

2.1.1.- Moléculas relacionadas con el MHS. 36



2.1.2.- Proteinas relacionadas con virus y oncogenes.
2.1.3.- Antigenos de rechazo.

2.1.4.- Antigenos uUnicos.

2.2.- Factores que afectan a la inmunogenicidad de los T.A.A. glucidicos.

2.2.1.- Densidad de las cadenas de carbohidrato.
2.2.2.- Criticidad de los antigenos.
2.2.3.- Composicién de la ceramida.
2.2.4.- Antigenos exclusivos.
2.3.- Respuesta inmune anti-tumoral.
2.3.1.- Presentacion del antigeno.
2.3.2.- Activacion T-independiente.

2.4.- Mecanismos efectores de la respuesta inmune.

3.- Liposomas.

3.1.- Estructura quimica y lipidos empleados.
3.1.1.- Fosfolipidos.
3.1.2.- Acidos grasos.
3.1.3.- Esfingolipidos.
3.1.4.- Glicoesfingolipidos.

3.1.5.- Esteroles.

3.1.6.- Metabolizacién de los lipidos integrados en los liposomas.

3.1.6.1.- Fosfolipidos.
3.1.6.2.- Esteroles
3.1.7.- Precauciones en el manejo de lipidos.
3.2.- Tipos y composicién de liposomas.
3.3.- Propiedades de los liposomas.

3.3.1.- Transicién de fase.

3.3.2.- Disposicion espacial de la membrana.

3.3.3.- Permeabilidad de la membrana.

3.3.4.- Estructura fisica de los liposomas.

3.4.- Interaccién entre liposomas y células.

3.4.1.- Interaccién entre membranas.
3.4.1.1.- Transferencia entre membranas.
3.4.1.2.- Absorcion.
3.4.1.3.- Fusién de membranas.
3.4.1.4.- Consideraciones anatémicas.

3.5.- Dianizacién de liposomas.

37
40
41

41
43
44
44

45
45

47
47

48
52
54
54
54
56
57
57
58
58
59
59
60
61
61
62
65
66
67
68
68

68
69

70
73



3.5.1.- Liposomas temperatura sensibles.
3.5.2.- Liposomas diana sensibles.
3.5.3.- Liposomas pH sensibles.
3.6.- Liposomas y respuesta inmune.
3.6.1.- Presentacion de antigenos.
3.6.1.1.- Estudios in vitro.
3.6.1.2.- Estudios /in vivo.

3.6.2.- Influencia de la composicién quimica.

3.6.3.- Los liposomas como transportadores de adyuvantes.

3.6.3.1.- Lipido A.
3.6.3.2.- Muramildipéptido.
4.- Melanoma
4.1.- Antigenos asociados a melanoma.
4.1.1.- Marcadores oncofetales.
4.1.1.1.- Condroitin sulfato proteoglicano.

4.1.1.2.- Moléculas de adhesién celular.

4.1.1.3.- Antigeno de membrana placentaria.

4.1.2.- Receptores de factores de crecimiento.
4.1.3.- Proteinas de transporte de cationes.
4.1.3.1.- Melanotransferrina.
4.1.3.2.- Proteina S-100.
4.1.4.- Antigenos de histocompatibilidad.
4.1.5.- Antigenos asociados a pigmentacion.
4.1.6.- Proteinas de la matriz extracelular.
4.1.7.- Marcadores de diferenciacion.
4.1.8.- Gangliésidos.

4.2.- Inmunoterapia pasiva con anticuerpos anti-melanoma.

4.3.- Inmunoterapia activa anti-melanoma.

Il.- Obijetivos.

Ill.- Material y Métodos

1.- Preparacion de liposomas.
1.1.- Liposomas multilamelares.

1.2.- Liposomas unilamelares.

73
74
74

5
75

75
76
78
78
78
79
81
82
82
82
82
83
83
83
84
84
84

85
85
85

85

86
88

90

93

94

94
94



2.- Caracterizacion de los liposomas.
2.1.- Estabilidad
2.1.1.-Purificacién de la carboxifluoresceina.
2.1.1.1.- Recristalizacion.
2.1.1.2.- Eliminacién de contaminantes polares.
2.1.2.- Valoracién de la estabilidad.
2.2.- Composicion lipidica de los liposomas.
2.2.1.- Cromatografia en capa fina (TLC).
2.2.2.- Visualizacion.
2.2.3.- Cromatografia liquida (HPLC).
2.2.2.1.- Extraccién de lipidos.
2.2.2.2.- Cuantificacién de gangliésidos.
2.2.2.3.- Cuantificacion de fosfolipidos.
2.2.2.4.- Cuantificacién de colesterol.

2.3.- Caracterizacién inmunoldgica.

2.3.1.- Absorcion de liposomas con anticuerpos anti- GD3.

2.3.2.- Microscopia electrénica.
2.3.2.1.- Marcaje de liposomas.
2.3.2.2.- Contrastado.
2.3.2.3.- Observacion.
2.4 .- Biodistribucién de los liposomas.
3.- Obtencidn y purificacién de los antigenos.
3.1.- Extraccién y purificacion del gangliésido GD3.
3.1.1.- Extraccién de lipidos totales.
3.1.2.- Extraccién de Folch y Pi.
3.1.3.- Separacion de glicolipidos neutros y gangliésidos.
3.1.3.1.- Preparacion de la columna.
3.1.3.2.- Preparacién de la muestra.
3.1.3.3.- Desalting de la muestra.
3.1.4.- Purificacién del GD3 mediante HPLC analitica.
3.1.5.- HPLC preparativa
3.1.6.- Identificacién de los gangliésidos.
3.1.6.1.- HPLC analitica.
3.1.6.2.- TLC.
3.1.6.3.- Inmuno-TLC.

3.1.6.4.- Tratamiento alcalino.

96
96
96
96
96
97
98
98
99
99
99
100
100
101
101
101
101
101
102
102
102
103
103
103
104
104
105
105
105

105
106

107
107
107
108

109



3.1.7.- Cuantificacién del GD3.
3.1.8.- Andlisis de las ceramidas mediante TLC.
3.1.9.- Disialil-lactosa-BSA.
4.- Cultivo de lineas celulares.
4.1.- Lineas celulares empleadas.
4.2.- Expresién de GD3 en la membrana celular.
4 .3.- Implantacién del melanoma humano WM-164 en ratones nu/nu.
4.4 - Protocolo de congelacion.
4.5.- Protocolo de descongelacién.
5.- Pautas de inmunizacion.
5.1.- Animales.
5.2.- Conjugacién Sa/monella minesotta-GD3.
5.3.- Inmunizacién con GD3-Bordetella pertusis.
5.4.- Inmunizacién con adyuvante de Freund.
5.5.- Inmunizacién con células de melanoma.
5.6.- Inmunizacién con liposomas.
5.7.- Inmunizacién con disialil-lactosa-BSA.

5.8.- Pauta de inmunizacién y sangrado de animales.

5.9.- Inmunizacién para determinar la existencia de memoria inmunoldgica.

6.- Modelos de respuesta celular T.
6.1.- Hipersensibilidad retardada.
6.1.1.- Animales.
6.1.2.- Antigenos.
6.1.3.- Pauta de inmunizacioén.
6.1.4.- Medida de la inflamacién.
6.2.- Modelo con ratones atimicos.
7.- Respuesta serolégica.
7.1.- Respuesta anti-gangliésido (ELISA).
7.2.- Reacciones cruzadas entre gangliésidos.
7.3.- Absorcién con ganglidsidos y anélisis mediante HPLC.
7.4.- Caracterizacion de los isotipos.
8.- Respuesta antitumoral.
8.1.- Inmunofluorescencia.
8.2.- Citometria de flujo.
8.3.- Citotoxicidad mediada por complemento.

8.4.- Citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente.

109

110
i10

110
111
111
112
113
113
114
114
114
115
115
115
115

* 215

116

116
116
116

107
117
117
117
118
118
119
119
119

119
120

120
120
121

121



9.- Antigenicidad del GD3 extraido de lineas tumorales.
9.1.- Antigenicidad del GD3 soluble.
9.2.- Antigenicidad del GD3 asociado a liposomas.

1V.- Resultados

1.- Caracterizacion y estabilidad de los liposomas.
1.1.- Composicion lipidica
1.2.- Caracterizacién inmunolégica.
1.3.- Estabilidad de los liposomas.
2.- Biodistribucion de los liposomas.
3.- Caracterizacion de lineas celulares.
4.- Extraccion del gangliésido GD3 de células WM-164.
4.1.- Extracciones analiticas.
4.2 .- Extracciones preparativas.

4.2.1.- Purificacién mediante columnas 250-5.

4.2.2.- Purificacion mediante columnas 250-10.

4.3.- Andlisis y cuantificacion del GD3 obtenido.
4.4.- Estudio de las ceramidas.
5.- Antigenicidad del GD3 tumoral.
5.1.- Antigenicidad del GD3 soluble.
5.2.- Antigenicidad del GD3 asociado a liposomas.
6.- Respuesta serolégica.
6. 1.- Inmunizacién con adyuvante de Freund.
. 2.- Inmunizacién con Bordetella pertusis.
. 3.- Inmunizacién con GD3-Sa/monella.

. 4.- Inmunizacién con disialil-lactosa-BSA.

6
6
6
6. 5.- Inmunizacién con células de melanoma.
6. 6.- Inmunizacion con liposomas unilamelares.
6. 7.- Inmunizacién con liposomas multilamelares.
6. 8.- Inmunizacién con liposomas control.

6. 9.- Muestras preinmunes.

6.10.- Toxicidad y morbilidad de las inmunizaciones.

7.- Respuesta antitumoral.
7.1.- Reconocimiento de lineas celulares humanas.

7.2.- Citotoxicidad mediada por complemento.

124
124

124

126

127
127

127
127
135
137
137
137
143
143
143
144
148
149
149
149
151
151
151
151
152
153
154
154
157
157
159
159
160
160



7.3.- Citoxicidad celular anticuerpo dependiente.
7.4 .- Efecto "cluster".

8.- Liposomas con GD3 tumoral vs. liposomas con GD3 no tumoral.

9.- Andlisis del isotipo.

10.- Cinética de la respuesta y memoria inmunoldgica.
10.1.- Inmunizacién con células de melanoma.
10.2.- Inmunizacién con liposomas.
10.3.- Inmunizacion con disialil-lactosa-BSA.
10.4.- Inmunizacién a largo término.

11.- Modelos de respuesta celular T.
11.1.- Hipersensibilidad retardada.

11.2.- Respuesta en ratones atimicos.

V.- Discusién

VI.- Resumen y Conclusiones.

VII.- Bibliografia.

164
164

=
(=)}
w

[
[=}]
[=3}

=
(o)
~J

168
168
168
168
170
170

170

172

- 184

187



13



INTRODUCCION

El seguimiento del curso clinico de los pacientes oncolégicos o la evolucién del crecimiento
de tumores en animales experimentales permite observar que, aparentemente, los tumores
crecen sin ningun tipo de control por parte del sistema inmune. Sin embargo un estudio
mas detallado nos aporta algunas evidencias de la existencia de mecanismos inmunolégicos

de defensa frente al tumor.

Determinar que antigeno o antigenos tumorales pueden ser reconocidos por el sistema
inmune y cuales son los principales mecanismos efectores del mismo es, quiza, la principal
cuestiéon planteada en el campo de la inmunologia tumoral. La posible existencia de
antigenos tumorales exclusivos ha sido durante décadas un tema muy atractivo para
muchos grupos de trabajo. Desafortunadamente hoy podemos decir que hasta el momento
no ha sido posible detectar ningiin antigeno tumoral exclusivo, y los que se han descrito,
muestran una expresion restringida a unos pocos pacientes y por lo tanto su utilidad como

diana terapéutica es escasa.

Con la progresiva implantacién de la tecnologia de obtencién de anticuerpos monoclonales,
ha sido posible disponer de un considerable panel de anticuerpos especificos de muy
distintos tumores. En su mayor parte estos anticuerpos se han obtenido inmunizando
ratones con células tumorales humanas o con extractos de las mismas . Al estudiar los
epitopos reconocidos por estos anticuerpos no ha pasado desapercibido el hecho de que
una gran mayoria de ellos reconocen estructuras de naturaleza glucidica. En general se
trata de glicolipidos de membrana o bien de glicoproteinas o mucinas de elevado peso

molecular.

Desde el punto de vista inmunolégico los carbohidratos son moléculas poco o nada
inmunogénicas y que en algunos casos incluso poseen actividad inmunosupresora. No deja
de parecer un contrasentido este comportamiento inmunosupresor frente a la gran cantidad

de anticuerpos monoclonales obtenidos.

Las terapias basadas en la inmunizacién activa de pacientes con antigenos tumorales

purificados o bien con derivados sintéticos de los mismos ofrecen un atractivo campo de
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trabajo. Seguramente este tipo de terapias precisa de su asociacién con terapias
complementarias,ya sean de tipo biolégico con anticuerpos monoclonales, quimico con
citostaticos, quirdrgico o radioterapia, pero permiten asegurar determinados parametros

como la especificidad, vigilancia de metéstasis y escasos efectos secundarios.

En nuestro laboratorio nos hemos planteado el desarrollo de diversas estrategias en la
bioterapia del céncer. Estas estrategias se basan en dos objetivos prioritarios. En primer
lugar inhibir el crecimiento de la célula tumoral y en segundo lugar destruir aquellas células
que ya han proliferado. El objetivo final es la eliminacién de la célula tumoral y la

prevencion y vigilancia de la aparicién de nuevos focos celulares.

A lo largo de la presente tesis queremos demostrar, tanto a nivel de respuesta sérica como
a nivel de mecanismos efectores celulares, la capacidad de los antigenos de tipo
glicolipidico para activar la respuesta inmunolégica antitumoral cuando son presentados
adecuadamente al sistema inmune. Asi mismo queremos aportar un mayor conocimiento
al campo de la inmunologia de los antigenos asociados a tumores y desarrollar diversas

aproximaciones que permitan aumentar su escasa inmunogenicidad.

El modelo de trabajo escogido es el melanoma. La principal razén de ello ha sido la facilidad
de cultivo de diversas lineas celulares humanas de melanoma, la existencia de diversos
anticuerpos monoclonales anti-melanoma que nos permitian caracterizar las diversas lineas
celulares mantenidas en cultivo y el hecho de que el melanoma es uno de los tumores
humanos del que se posee mas informacién acerca de su biologia y comportamiento. La
incidencia del melanoma se ha incrementado fuertemente en los Gltimos afios. Se trata de
un tumor con una elevada capacidad de metdstasis, muy refractario a los tratamientos
convencionales con quimioterapia y radioterapia y de mal prondstico, pues se suele
diagnosticar en estadios muy avanzados. Todo ello lo sitia como un buen candidato a la
inmunoterapia.

En la presente memoria hemos desarrollado una introduccién teérica en la que se revisan
los conceptos de los antigenos tumorales, la respuesta inmune anti-tumoral, los liposomas
como transportadores de antigenos y las principales caracteristicas del melanoma. Esta
revision bibliogréfica nos ha permitido escoger al gangliésido GD3 como el antigeno mas

caracteristico de las células de melanoma y plantear como objetivo principal del desarrollo
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experimental el disefio y evaluaciéon de diversas metodologias de inmunizacién que, en un
modelo experimental murino, nos permita evaluar la respuesta sérica anti-GD3 y su

capacidad efectora frente a células de melanoma.
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1.- ANTIGENOS TUMORALES

A lo largo de la década de los 80 se llevaron a cabo muchos estudios con anticuerpos
monoclonales con el objetivo de encontrar e identificar antigenos de membrana especificos
de células tumorales. Los resultados obtenidos fueron, hasta cierto punto, sorprendentes.
Una inmensa mayoria de los anticuerpos obtenidos reconocian antigenos de tipo
carbohidrato y especialmente glicolipidos. Los antigenos definidos por estos anticuerpos
demostraban una reactividad especifica o preferencial con las células tumorales vy
reconocian moléculas que eran expresadas tanto en la célula normal como en la
cancerosa, pero en ésta Ultima su densidad de expresién era mucho mas elevada. Este tipo
de antigenos han recibido el nombre de antigenos asociados a tumores o bien en inglés

"Tumor associated antigen” o T.A.A..

Las células transformadas /in vitro o bien tomadas de biopsias /n vivo exhiben fenotipos
de membrana diferentes de las mismas células normales, estos cambios afectan
especialmente al patrén de glicosilacién de la célula normal. Los cambios del patrén de
glicosilacién son, basicamente, cuantitativos mas que cualitativos, asf, es dificil observar
estructuras sintetizadas de novo pero es fécil detectar importantes aumentos en la
expresion de glicolipidos y glicoproteinas de membrana, un aumento en la cantidad total
de &cido sidlico y en el nimero de carbohidratos fucosilados. Sin embargo, los cambios
son lo suficientemente importantes como para poder ser detectados mediante técnicas
inmunolégicas. El significado biol6gico de estos cambios en los patrones de glicosilacion
es desconocido.

Existen dos aproximaciones posibles para identificar los antigenos asociados a tumores
(TAA) con patrén de glicosilacién aberrante. El primero se basa en una caracterizacién
bioquimica sistematica de la composicién y cantidad de los glicoconjugados detectados,
seguida de la obtencién de anticuerpos monoclonales contra las estructuras aberrantes
detectadas. Estos anticuerpos poseen capacidad citostética y citolitica. Actualmente esta

metodologia se considera clésica, y ha permitido identificar un gran cantidad de
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estructuras con glicosilacién aberrante tanto en tumores experimentales en animales,

como en tumores humanos .

La segunda aproximacién se ha desarrollado a partir de datos obtenidos del estudio de la
reactividad de los anticuerpos especificos de las células tumorales. Estos anticuerpos son,
mayoritariamente, especificos de estructuras glucidicas. Una gran cantidad de antigenos
glicolipidicos o glicoproteicos han podido ser identificados mediante esta metodologia, sin
embargo, y hasta el momento actual, no ha sido posible identificar ninguna estructura

aberrante no presente en menor concentracién en la célula normal.

Desde el punto de vista quimico, salvo rarisimas excepciones que seran descritas mas
adelante, no podemos hablar de la existencia de antigenos especificos de tumores y mas
bien podemos hablar de antigenos asociados a tumores. Estos antigenos se clasifican en

tres grupos segun sus caracteristicas de expresion :

1.- Estructuras relativamente nuevas, expresadas en muy altas concentraciones en la
célula tumoral que si bien estdn ausentes en la célula normal si que estdn expresadas en
otros tejidos normales. Constituyen la gran mayoria de los T.A.A. Por ejemplo el
gangliésido GD3 en el melanoma o bien los antigenos de Lewis en los tumores
gastrointestinales.

2.- Estructuras comunes en la célula normal y la célula tumoral, expresadas en muy altas
concentraciones en la célula tumoral y prédcticamente ausentes en otros tejidos normales.
Como ejemplo podemos citar el GM3 en el melanoma.

3.- Estructuras completamente nuevas y solo detectables en la célula tumoral. Estan
moléculas nuevas pueden serlo por neosintesis, caso de los antigenos sanguineos

incompatibles, o por desencriptacién como en el caso de los antigenos T y Tn.
En este capitulo se revisaran las caracteristicas bioquimicas generales de los patrones de

glicosilacién aberrante, las bases bioquimicas y enzimaticas que hacen posible estos

cambios y aquellos factores que afectan a esta expresion.
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1. 1.- CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LA GLICOSILACION ABERRANTE

Se han detectado dos grandes grupos de carbohidratos aberrantes en la célula tumoral :
a) Carbohidratos unidos a ceramidas e insertados en la bicapa lipidica; y b) carbohidratos
unidos a glicoproteinas de membrana, incluyendo mucinas excretadas por la célula y

proteinas de membrana como la fibronectina.

1.1.1.- Cambios a nivel de glicolipido : Se han observado tres cambios en los glicolipidos
de las células tumorales /n vivo, a) bloqueo de vias metabdlicas de sintesis, con o sin
acumulacién de precursores (1,2); b) neosintesis debida a la activacion de
glicosiltransferasas inactivas en la célula normal (3-7), y c) cambios a nivel de la
organizacion de los glicolipidos de membrana, como por ejemplo la perdida de la cripticidad
(4,8-10). Frecuentemente los glicolipidos detectados muestran, también, una ceramida
aberrante que puede tener implicaciones tanto a nivel de la inmunogenicidad de la célula
como en la disposicion del glicolipido en la superficie celular (10). De este modo las células
tumorales se caracterizan por la acumulacién de precursores glicolipidicos o neoglicolipidos
que al ser expuestos en su membrana pueden ser reconocidas por el sistema inmune como

antigenos no propios (3,4,11).

1.1.2.- Cambios a nivel de glicoproteina : Los cambios a nivel de glicoproteinas se pueden
agrupar en tres categorias, a) La presencia de glicopéptidos con oligosacéridos unidos a
residuos de asparagina y que poseen un peso molecular superior al glicopéptido expresado
por la célula normal (12,13); estos glicopéptidos han sido parcialmente identificados y se
caracterizan por poseer un mayor grado de cadenas con bifurcaciones, sobretodo a nivel
de los grupos manosa internos, por ejemplo grupos Gal1-4GIcNAcR1~4Man y grupos
GIlcNAcR1-~4Man (14-16).; b) el incremento de mucinas O-glicosiladas en general, y en
particular la aparicién de mucinas con glicosilacién muy densa y rica en grupos mono y
disialo (17-19). Finalmente se ha detectado un incremento de glicoproteinas con enlaces
N- u O-glicosidicos dando lugar a moléculas con glicosilacién incompleta o aberrante de
forma similar a la detectada en los glicolipidos (16,20).

1.1.3.- Bases enziméticas de la glicosilacién aberrante : En tumores experimentales

inducidos por carcinogénesis virica o quimica se ha detectado un bloqueo de la actividad

de determinadas glicosiltransferasas (1,2). Por el contrario son muy reducidos los casos
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en que aparecen moléculas de neosintesis no presentes en la célula normal, y en ningin
caso se ha detectado la apariciéon de mecanismos enzimaticos nuevos. Asi, por ejemplo,
en fibroblastos 3T3 murinos transformados mediante Roux Sarcoma virus se ha detectado
la activacién de las glicosiltranferasas responsables de la sintesis del globésido Gb3,
sintesis silente en los fibroblastos normales (5), en hepatocitos de rata transformados se
detecta la sintesis de fucosil-GM1, sintesis inactiva en el hepatocito normal (7). Por otra
parte la presencia de mucinas con un elevado grado de ramificacién puede ser debida a
la activaciébn de una GIcNAc transferasa que puede sintetizar la estructura
GlcNAcR1-4Man.

La regla general es que un enzima activo en la célula normal experimenta un desmesurado
incremento de su actividad y provoca un exceso en la sintesis de producto; sin embargo
en algunos casos se han detectado glicoconjugados aberrantes sin que se haya
identificado el enzima responsable de su sintesis. Por ejemplo, no existe ninguna
correlacién entre la actividad de la 4cido sidlico-CMP sialiltransferasa y el acumulo de
GM3 detectado en fibroblastos de pollo transfectados con Roux Sarcoma virus (21). Es
muy posible que algunos cambios no estén provocados por la actividad de las
glicosiltransferasas citoplasméticas y si estén provocados por la existencia de complejos

de glicosiltranferasas en la membrana .

1.1.4.- Significado biolégico de la glicosilacién aberrante : Se considera a los oncogenes
como responsables del proceso de malignizacién celular y por lo tanto debe existir una
correlacién entre la activacion de uno o mas oncogenes y la aparicién de un fenotipo de
membrana aberrante. Inicialmente los oncogenes fueron descritos a nivel de retrovirus, de
forma silente en células normales y activados en la célula tumoral (22-24). Hakomori
describié en 1977 un correlacién positiva entre la activacién del oncogen src y la sintesis
aberrante de GM3, posteriormente se describié la correlacién entre la activacién de ras y
la sintesis del glob6sido Gb3 en fibroblastos humanos (9).

Por regla general, se trata de datos fragmentarios y restringidos a unos pocos tipos de
tumores, por lo que es dificil establecer una correlacién precisa entre la activacién de los
oncogenes y la glicosilacién aberrante. Si tenemos en cuenta que la transformacién celular
es consecuencia de la activacién de mas de un oncogen, es muy posible que exista una

correlaci6n positiva entre la activacién de varios oncogenes y la glicosilacién aberrante.
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Muchos de las cambios descritos reflejan alteraciones en el desarrollo y diferenciacién
celulares, asi por ejemplo, muchos carbohidratos detectados en la célula cancerosa
también se han detectado en diversas etapas de la diferenciacién celular (10,25,26). La
glicosilacién aberrante puede, también, ser causa directa de los fallos en la comunicacién
y reconocimiento celular responsables de la capacidad invasiva y metastéasica de la célula
tumoral (27,28).

La glicosilacién aberrante afecta especialmente a los glicolipidos, y estos alteran
sustancialmente la fluidez y rigidez de la membrana celular (29-31) y pueden afectar a la
funcién de muchos receptores de membrana (32-34). Sin embargo, no ha sido posible
demostrar ninguna correlacién positiva entre todos estos mecanismos. De la misma forma
los cambios en el patrén de glicosilacién afectan a la conformacién de las proteinas de

membrana, su turnover celular y su antigenicidad (35-37).
1.2.- T.A.A. GLICOLIPIDICOS

1.2.1.- Antigenos glicolipidicos en tumores experimentales : La presencia de
lactoneotetraosilceramida (nLc4) en fibroblastos de hdmster transformados por el virus
polioma y su ausencia total en la célula normal es un buen modelo para el estudio de la
neosintesis de TAA (4). Si se implantan estos fibroblastos transformados en hdmsteres
adultos, no tan solo se magnifica la expresién de nLc4 sino que es posible detectar
anticuerpos anti-nLc4 en suero de los animales trasplantados (11), de forma parecida las
células del linfoma murino L-5178 implantado en ratones DBA/2 muestran una
acumulacién del globésido Gb3, mientras que las células normales no lo expresan en
cantidades detectables, asi mismo se han descrito dos anticuerpos monoclonales anti-Gb3
obtenidos a partir de linfocitos de estos animales. La administracién de uno de estos
anticuerpos inhibe in vivo el crecimiento del tumor (38). Mas recientemente se han
utilizado ratas WKA hiperinmunizadas con el fibrosarcoma singénico KMT-17 para
producir anticuerpos monoclonales anti-Gb3 y anti-«-galactosil-nLc4 (39). Glicolipidos
obtenidos de células infectadas con SV40 y encapsulados mediante liposomas han
demostrado ser inmunogénicos en ratones e inhiben el crecimiento del tumor después de

la inmunizacién con los mismos (40).

Estos datos indican que determinados glicolipidos, no tan solo se acumulan en la
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membrana de la célula transformada, sino que demuestran ser inmunogénicos, es decir
que el sistema inmune del huésped reconoce como no propias este tipo de moléculas y
que por lo tanto pueden ser utilizadas como moléculas diana para la inmunoterapia

oncoldgica.

1.2.2.- Antigenos tumorales humanos : La irrupcién de la metodologfa de obtencién de los
anticuerpos monoclonales ha permitido identificar una gran cantidad de antigenos de
naturaleza glicolipidica asociados a tumores humanos de muy diverso origen. Las
caracteristicas quimicas de estos T.A.A. glicolipidicos se describirdn de acuerdo con las

tres estructuras bésicas : Gangliésidos, globdsidos y la serie lacto y neo-lacto (Tabla 1).

Serie Estructura bésica Localizacion preferente

Gangliésidos NeuSAce(2-n)GalR(1~+4)GIcB(1-1)Cer | Sistema nervioso

Globdsidos Gala(1-4)GalR(1-+4)GlcR(1-+1)Cer Eritrocitos
Lacto GalR(1-3)GIcNAcR(1-+1)Cer Diversa
Neo-lacto GallR(1-4)GIcNAcR(1-1)Cer Desconocida
Tabla | : Caracteristicas bésicas de las series ganglio, globo, lacto y neo-lacto y

localizacién preferente en la célula normal.

1.2.2.1.- Gangliésidos : Uno de los grupos de tumores mas estudiados hasta el momento
es el melanoma y tumores de origen neuroectodérmico muy relacionados con él, como por
ejemplo el neuroblastoma, glioma, astrocitoma, etc. Todos estos tumores poseen un
patron de glicosilacién aberrante caracterizado por un importante incremento en la
concentracién de gangliésidos en la membrana celular (Fig 1). El antigeno definido por los
monoclonales con actividad especifica anti-melanoma R24 (41), 14F9 y 1362A10 (42)
y 4.2 (43) es el gangliésido GD3 (44). El GD3 presente en la célula de melanoma es, junto
con el GD2, los dos gangliésidos mayoritarios en este tipo de tumores y ambos se
caracterizan por poseer ceramidas de mayor longitud que las que poseen los gangliésidos
aislados a partir de cerebro (45). Si bien el gangliésido GD3 se presenta en bajas

concentraciones en la materia gris, es relativamente abundante en la retina (46), y en el
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riidén (47), sin embargo, ninguno de los cuatro monoclonales mencionados reacciona

contra células de retina o renales (43,48).

Se han descrito dos anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra antigenos
oncofetales (OFA-I-1 y OFA-I-2), estos anticuerpos han sido obtenidos mediante
transformacién por el virus de Epstein-Barr de linfocitos de sangre periférica de enfermos
de melanoma (49). El anticuerpo OFA-I-1 reacciona con una amplia serie de tumores
humanos de muy diverso origen, incluyendo melanoma, tumores cerebrales, y tumores de
mama pero no reconoce tejidos normales. La molécula diana es el gangliésido GM2 (50).
El anticuerpo OFA-I-2 define un antigeno presente en tumores neuroectodérmicos y que
ha sido identificado como el gangliésido GD2 (51,52). Tanto GM2 como GD2 se hallan

presentes en las células nerviosas normales.

1.2.2.1.- Sintesis normal de Gangliésidos : La estructura quimica bésica de un gangliésido
se caracteriza por la presencia de, al menos, un residuo de &cido sidlico unido a la lactosil-
ceramida. La sintesis normal de los gangliésidos (Fig 2) se inicia con la adicién de un acido
sidlico a la lactosil-ceramida para producir GM3, en una reaccion catalizada por la GM3
sintetasa, posteriormente el GM3 sirve de base para producir GM2, GM1, GD1, y GT1,
(53,54). Por un proceso diferente el GM3 puede ser convertido en GD2, GD1,, GT1, v
GQ1,. A su vez el GD3 puede convertirseen GT2, GT1,, GQ1,y GP1_(55-56). Existe una
via complementaria de sintesis que también se inicia a partir de lactosil-ceramida para
producir Gg3 (asialo-GM2) y posteriormente GM2 ; el Gg3 puede dar origen a Gg4 (asialo-
GM1) y GM1. Tanto el GM1 como el asialo-GM1 pueden dar origen al Fucosil-GM1 y al
Asialo-fucosil-GM1 (57).

1.2.2.3.- Sintesis aberrante de Gangliésidos : Una gran cantidad de gangliésidos se
hiperexpresan en muchos tumores humanos y ello ha permitido obtener un amplio panel
de anticuerpos monoclonales. La gran mayoria de estos gangliésidos estdn presente a
nivel de trazas en la célula normal o bien se trata de productos intermedios en la sintesis

final de los gangliésidos mas expresados, como son GM3 y GM1.
En 1979 Pourtakalian (48) describié la sintesis aberrante de GD3 en células de melanoma.

La acumulacién de GD2 y GD3 en asociacién con la ausencia de gangliésidos de mayor

tamafo sugieren un bloqueo enzimdtico con acumulacién de precursores, estos
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precursores son eliminados del citoplasma celular y expresados en la membrana (58). Por
otra parte se ha descrito que tanto GD3 como GD2 pueden sufrir una acetilacion aberrante

a nivel del carbono nimero 9 del dcido sidlico dando lugar a 9-O-acetil GD3 (59,60) y 9-0-

Acetil-GD2 (61).
Ceramide
Jf UDP—Glc
Glc Cer
UDP—@Gal
Gal—Glc—Cer
CMP—sSA
Gal—Glc—Cer GM3
I
SA
UDP—GalNac : CMP—SA
GM2 GalNac—Gal—Glc—Cer Gal—Glc—Cer GD3
| |
SA SA—SA
UDP—GalNac
UDP—Gal
GM1 Gal—GalNac—Gal—Glc—Cer GalNac—Gal—Glc—Cer GD2
| |
SA SA—SA UDP—Gal
CMP—SA —e
GD1a Gal—GalNac—Gal—Glc—Cer Gal—GalNac—Gal—Glc—Cer GD1b
| | !
SA SA SA—SA
CMP—SA
CMP—SA
GTia Gal—GaINac—Gal—Glc—Cer Gal—GaINac—nGal—Glc—Cer GTib
| | | |
SA—SA SA SA SA—SA
CMP—SA

Gal—GalNac—Gal—Glc—Cer GQ1b
| I
SA—SA SA—SA

Fig. 2 : Principales vias de sintesis de los gangliésidos.
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1.2.2.4.- Globésidos : El linfoma de Burkitt se caracteriza por expresar el antigeno del
virus de Epstein-Barr y por expresar el globdsido Gb3 (Gale1-4GalB1-4GIc1-1Cer)
identificado por el anticuerpo 38-13 (62,63), el mismo antigeno también ha sido
identificado como el responsable del grupo sanguineo P*. El andlisis quimico de las células
del linfoma de Burkitt revela una importante acumulacion de Gb3 en su membrana.
Aunque los eritrocitos normales lo expresan en concentracion moderada y los eritrocitos
P positivos lo expresan en mayor cantidad, el anticuerpo 38-13 no reacciona con los

eritrocitos normales, ni lo hace con eritrocitos del grupo P* (64).

El antigeno Forssman (IV3¢-GalNAc-Gb4) se halla presente en los eritrocitos de muchos
mamiferos, pero los eritrocitos humanos son Forssman negativos (65), sin embargo cerca
de 30% de la poblacion expresa el glicolipido de Forssman a nivel de trazas. Por otra parte
cerca del 100% de los tumores gastrointestinales son Forssman positivos (66). Se han
descrito varios casos de adenocarcinomas y carcinomas escamosos de pulmén que son

Forssman positivos, mientras que el tejido pulmonar normal es Forssman negativo (67-70).

1.2.2.5.- Sintesis normal de Globésidos : A diferencia de los demas glicolipidos que
poseen una lactosa interna, los globdsidos son los Unicos glicolipidos que poseen un
enlace « 1~4Gal en su estructura bésica. La lactosil-ceramida se convierte en globotrialosil-
ceramida o Gb3 (Gale1-+4GalR1-+4GIcB1-+1Cer) por accién de la Gb3 sintetasa vy
posteriormente pasa a Gb4 por adicién del un grupo «1-4GalNAc (71). Los globésidos
constituyen el glicolipido neutro mas abundante en las células normales humanas, pero
estdn practicamente ausentes del tejido nervioso. La substitucién del grupo « 1-+4GalNAc
del Gb4 por el grupo «1-+3GalNAc da origen al antigeno de Forssman, que es el globésido
mas abundante en todos los mamiferos, excepto en los primates en donde se detecta solo

a nivel de trazas (38).

Durante muchos afios no se describieron mas estructuras de tipo globésido en células
humanas. En 1984 fue descrito el globésido Globo-H extraido a partir de eritrocitos

humanos, el enzima responsable de su sintesis es desconocido.
1.2.2.6.- Sintesis aberrante de Globésidos : Tal y como se ha descrito anteriormente el

linfoma de Burkitt expresa un importante acumulo de Gb3 y se han obtenido diversos

anticuerpos monoclonales inmunizando ratones con linfocitos de pacientes de linfoma de
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Burkitt (62,63), esta acumulacién es debida a la actividad del enzima « 1-+4Gal transferasa

y no a una inhibicién de la degradacién del Gb3 (72).

En teratocarcinomas se ha descrito la substitucién del grupo GalNac terminal del Gb4 por
grupos GalB1-3, Fuca1-2GalR1-3, y NeuAce2-3GalB1-3. Estos globésidos estan
definidos por los anticuerpos monoclonales SSEA-3,MBr1 y SSEA-4 respectivamente (73).
La distribucién de estas moléculas en la célula normal es desconocida y su via de sintesis

también.

1.2.2.7.- Series lacto y neolacto : Mas de la mitad de los glicolipidos de membrana
carecen de acido sidlico y presentan el disacédrido lactosa como base estructural de los
mismos. Estos glicolipidos se clasifican en dos grupos : La serie lacto que posee cadenas
de tipo 1 que se caracteriza por tener un grupo interno Gal31-3GIcNAcR1-+3Gal, y la serie
neo-lacto que posee cadena de tipo 2 con un grupo interno Gal31-+4GIcNAcR1-+3. Ambos
tipos de cadenas son los sillares estructurales de los grupos sanguineos ABH y de los

grupos de Lewis a,b,x e y.

Un elevado nimero de anticuerpos monoclonales especificos de adenocarcinomas de colon
reconocen el glicolipido Lewis ® (Le®) o su derivado sializado Sialil-Le® (74). Uno de estos
anticuerpos, el N-19-9 es también especifico de tumores géstricos y de pancreas. La unién
del anticuerpo con su epitopo es inhibida por el suero de pacientes con adenocarcinoma
de colon, pero no se inhibe con sueros de donantes sanos o con patologias
gastrointestinales no oncolégicas (75). El epitopo del N-19-9 fue identificado por Magnani
como el glicolipido Sialil-Le® (76,77). El mismo antigeno puede encontrarse en el meconio
de los neonatos. El suero de pacientes de adenocarcinoma de colon presenta el mismo

epitopo, pero en forma de glicoproteina (78).

Los anticuerpos monoclonales especificos de tumores géstricos (WGHS 29-1),
adenocarcinoma de colon (ZWG13,ZWG14 y ZWG111) (79) y los monoclonales
especificos de carcinoma de pulmén de célula pequena (55A5,534F8 y 535F12) (80,81),
asi como varios anticuerpos dirigidos contra leucemias promielociticas (82-84) poseen
como epitopo de reconocimiento comun el glicolipido Lewis x también conocido como
hapteno-X (GalR1-~4[Fuca1-3]GIcNAc). Anticuerpos dirigidos contra el antigeno
embriogénico de ratén SSEA-1, también poseen al hapteno-X como epitopo (85,86).
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Todos estos anticuerpos reconocen igualmente el hapteno-X presente en granulocitos
(83), eritrocitos , mucosa de colon normal y hepatocitos normales (87). Sin embargo los
adenocarcinomas de colon y muchos hepatomas se caracterizan por presentar una serie
de derivados del hapteno-X como la lactofucopentaosil-lll-ceramida (88,89), la difucosil-
lacto-nor-hexaosil-ceramida y trifucosil-lacto-nor-octaosil-ceramida (90), derivados que
estan ausentes de la mucosa de colon y del higado normales. Solo los monoclonales FH4
y ACFH12 reaccionan Unicamente con los derivados di y trifucosil y no reaccionan con

el hapteno-X presente en los tejidos normales (91).

1.2.2.8.- Sintesis de cadenas de tipo 1 : En el epitelio gastrointestinal y colorectal del
adulto los glicolipidos con cadena de tipo 1 predominan sobre los que poseen cadenas de
tipo 2, y la mayoria de estos glicolipidos se encuentran fucosilados con un enlace «1-4
a nivel del penultimo residuo GalNAc para formar Le®, o con un enlace &1-2 a nivel de la
galactosa terminal para formar Le®. Este perfil de fucosilacién de las cadenas de tipo 1
se encuentra genéticamente y biogquimicamente bien definido dando lugar a los grupos

sanguineos de Lewis (92).

En muchos tumores, y especialmente en el adenocarcinoma de colon la glicosilacién

aberrante de las cadenas de tipo 1 se caracteriza por las siguientes reacciones :

1.- Aumento de la sializacién a nivel de la galactosa terminal o bien del pendiltimo grupo
GIcNAc, forméandose cadenas con grupos sialo «(2~3) o grupos disialo «(2-3) y «(2-6).
La primera estructura estd reconocida por los anticuerpos K21 (93,94) y CA50 (95)
preparados, respectivamente después de inmunizar ratones con células de teratocarcinoma
y de adenocarcinoma de colon. La segunda estructura est4 definida por el anticuerpo FH9
(96), esta molécula también ha sido detectada en implantes en ratén atimico Balb/c nu/nu

realizados con células del glioma humano A172 y en meconio (97).

2.- Fucosilacién en posicién «(1-+4) de cadenas de tipo 1 sializadas previamente en
posicién «(2-3). El producto de estos dos procesos es el sialil-Le® definido por el
anticuerpo N-19-9 (74) o por el anticuerpo CSLEA-1 (98). El anticuerpo FH7 (99) reconoce
el glicolipido Disialil-Le® (IV®NeuAclll®-NeuAclll4FucLc,). La secuencia de reacciones
enzimaticas que originan la molécula de sialil-Le® se inicia con una sializacién en posicién

«(2-3) de la cadena bésica de tipo 1, es decir Gal31-+3GIcNAcR1~3GalR1-4GIcR1~1 Cer,
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seguida de una fucosilacién en «(1-+4) por medio de la o (1-4)-fucosil-transferasa, la

reaccién inversa nunca tiene lugar (100).

3.- Aumento de la fucosilacién y coexpresion de los antigenos Le® y Le®. Aunque la base
enzimética de este proceso es desconocida, en muchos adenocarcinomas de colon se ha
detectado una fucosilacién aberrante del pendltimo grupo GIcNAc y una coexpresién de
los grupos A y B de Lewis (101,102).

1.2.2.9.- Sintesis de cadenas de tipo 2 : Las cadenas de tipo 2 (GalB1-4GIcNAcR1-3Gal)
son los carriers de los determinantes antigénicos de los grupos sanguineos ABH y Lewis,
pero estdn practicamente ausentes de los demds tejidos normales a excepcién de
determinados epitélios. En los eritrocitos humanos y en el epitelio del adulto las cadenas

de tipo 2 presentan varias alteraciones :

1.- Elongacién de la cadena por repeticion del grupo GalR1-+4GIcNAc con una ramificacién
a nivel de la galactosa y una substitucién por el grupo Gal31-+4GIcNAc31-6 formando el
antigeno | (103-106).

2.- La Galactosa terminal es fucosilada en posicion «(1-~2) dando lugar los determinantes

antigénicos de los grupos sanguineos ABH (104,106).
3.- Sializacién de la galactosa terminal en posicion a y B (2-3) y a y B (2-6).

4.- Formacion de cadenas con sializacién terminal y fucosilacién subterminal a nivel del
grupo GlcNAc (107).

Las bases enziméticas de estas reacciones son préacticamente desconocidas y solo se

poseen algunos datos fragmentarios revisados recientemente (108).

La presencia de estructuras Le* y Le” en células del epitelio renal y en la mucosa géstrica
fue descrita por LLoyd en 1966 (109). Mas recientemente, y mediante el uso de
anticuerpos monoclonales, se ha podido estudiar la distribucién de ambas moléculas en
tejidos normales. Le* se expresa en granulocitos, neutréfilos y el epitelio proximal del

tibulo renal, mientras que Le' se expresa a lo largo de toda la mucosa gastrica.
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La glicosilacién aberrante de la cadenas de tipo 2 constituye el cambio del patrén de

glicosilacién mas importante en muchos tumores humanos. Se han descrito los siguientes

cambios :

1.- Elongacién de la cadena del antigeno | y acumulacién de su forma sializada formando

el antigeno sialil-l (110).

2.- Fucosilacién a nivel del pendltimo grupo GlcNAc por medio de una «(2-3) fucosil-
transferasa, formando dimer y trimer Le* (111). Los glicolipidos neutros mas expresados
por muchos adenocarcinomas humanos son lacto-fucopentaosil-lll-ceramida (I11*FucnLc,)
o di y trimeric-Le* , existiendo una gran cantidad de anticuerpos monoclonales contra estas
estructuras. El primer monoclonal contra Le* fue obtenido inmunizando ratones con células
del teratocarcinoma murino F9 y define el hapteno-X muy expresado en el estadio de
moérula de los embriones murinos, por lo que recibié el nombre de "stage-specific
embryonic antigen-1" o SSEA-1 (112), posteriormente fueron descritos los anticuerpos
SSEA-2, SSEA-3 y SSEA-4 que reconocen derivados del antigeno Le* (113), mas tarde
Hakomori describi6 la existencia de este antigeno en adenocarcinomas de colon humanos
(82). El anticuerpo FH4 reconoce dimer-Le*, no presenta reaccién cruzada con la forma
monomérica y muestra un elevado grado de especificidad para adenocarcinomas de colon
(107,114), mientras que anticuerpos especificos de la forma monomeérica reaccionan

fuertemente con granulocitos y neutréfilos.

Muchos tumores acumulan series de glicolipidos con la molécula de Le¥ como sillar
fundamental. Esta estructura es sintetizada por la accién conjunta de las ¢(1-2) y «(1-3)
fucosiltransferasas sobre la cadena base de tipo 2. Varios anticuerpos especificos de LeY
reaccionan contra adenocarcinomas géastricos (115), de mama (116) y de colon (117).
Uno de estos anticuerpos, el AH6, reconoce tumores de colon, pero también reconoce
debilmente el epitelio del colon ascendente y transverso normales, siendo negativo con
colon descendente y recto (118). Otros anticuerpos reconocen derivados de Le’ que se
expresan en adenocarcinomas de colon . Algunos anticuerpos son especificos de
moléculas con dimer y trimer (extended) Le¥, con o sin grupos fucosil @2-3 internos, por
ejemplo el anticuerpo KH1 reconoce trifucosil-LeY (119) y los anticuerpos CC1y CC2 son
especificos de extended-Le" ; los tres anticuerpos son especificos de adenocarcinoma de

colon y no muestran reaccién cruzada con células de colon normal (120).
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En algunos tumores aparecen formas sializadas de Le*, no habiéndose detectado la forma
sializada de LeY (121). Estas formas sializadas son reconocidas por los anticuerpos FH6
(91) y CSLEX-1 (122). El anticuerpo FH6 es especifico de la forma extended del sialil-Le*,
con o sin fucosilacién interna, mientras que el segundo anticuerpo reconoce cualquier
derivado sializado de Le*. La secuencia de la sintesis enzimética de sialil-Le* es similar a
la descrita para sialil-Le®, es decir la «(2-3) fucosil-transferasa actta solo sobre cadenas
de tipo 2 previamente sializadas y nunca lo hace directamente sobre la moléculas de Le*
(121).

1.3.- T.A.A. GLICOPROTEICOS

Las glicoproteinas presentes en la membrana de la célula tumoral presentan glicosilacion
aberrante en los residuos terminales de las cadenas glucidicas, unidas a residuos de
asparagina por enlaces N-glicosidicos o a residuos de serina o treonina mediante enlaces
O-glicosidicos (12-15).

Muchas de las estructuras son las mismas que las detectadas en glicolipidos, aunque
existen antigenos que estdn expresados Unicamente en glicoproteinas. Los T.A.A.
presentes en glicoproteinas se han clasificado en 4 grupos. El primero consiste en
antigenos de la serie lacto, cuyos epitopos estan presentes tanto en glicoproteinas como
en glicolipidos, aunque quantitativamente su expresién es mas elevada en forma de
glicoproteinas, especialmente en el caso de las mucinas. El segundo grupo de antigenos
esta formado exclusivamente por glicoproteinas tipo mucina que expresan epitopos Uinicos
y no compartidos con glicolipidos. Estos antigenos est4n presentes en tumores de pulmén,
colon, ovario y mama y su epitopo es especialmente rico en 4cido sidlico, aunque muchos
de ellos no han podido ser identificados ni aislados. El tercer grupo esta integrado por
grupos mono y disacéaridos unidos O-glicosidacamente a residuos de serina o treonina; este
grupo esta integrado exclusivamente por los antigenos T, Tn y sialil-Tn. El cuarto y Gltimo
grupo de antigenos se encuentra asociado a fibronectinas, y su epitopo est4 formado por
cadenas peptidicas cuya inmunogenicidad se mantiene por O-glicosilacién de residuos de

treonina de las cadenas peptidicas.

1.3.1.- Antigenos de la serie lacto expresados en mucinas y glicoproteinas : El antigeno

Sialil-Le®, definido por el anticuerpo N-19-9 y presente en el suero de pacientes con
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tumores gastrointestinales, fue detectado inicialmente asociado a una glicoproteina de alto
peso molecular, clasificada inicialmente como una mucina (78). El antigeno Sialil-difucosil-
Le*, definido por el anticuerpo FH6, también se presenta asociado a una glicoproteina de
tipo mucina. Este antigeno es soluble en acido perclérico y se eluye en el volumen vaclo
de una columna de Sepharosa 4B. En individuos sanos el mismo epltopo se encuentra en
concentraciones muy bajas y no es soluble en acido perclérico, es decir que en funcién
de la existencia o ausencia de células transformadas, el mismo epltopo se presenta

asociado a una u otra glicoproteina (72).

Los epltopos Le* o Le* se han detectado unidos al antigeno carcinoembrionario (CEA) en
muchos caso de tumores de colon. En algunos casos el CEA lleva el epltopo Le" definido
por el anticuerpo AH6, y en otros casos lleva el epltopo dimer-Le* definido por el
anticuerpo FH4 (123).

En tumores escamosos de pulmén se presenta un antigeno glicoproteico asociado a una
mucina de alto peso molecular definido por el anticuerpo 43-9F (124). El eplitopo
reconocido por este anticuerpo ha sido identificado como Le®, aunque posiblemente sea

una molécula hibrida Le®*/Le* (125).

1.3.2.- Antigenos T, Tn y Sialil Tn : El antigeno T , o antigeno de Thomsen-Friedenreich,
fue originalmente descrito como un receptor de eritrocitos panaglutinables, es decir
aglutinados por cualquier suero de un donante normal, esta panaglutinacién es debida a
la presencia de anticuerpos anti-T en el suero de mas del 90% de la poblacién adulta
(126). Dado que el antigeno suele presentarse de forma criptica, el tratamiento de
eritrocitos humanos con neuraminidasa pone de manifiesto la presencia de antigeno T
(127). El antfgeno es un disacérido unido a serina o treonina (GalR1~3GalNAca1-0-
Ser/Thr). La expresién del antfgeno T esta desencriptada y aumentada en mas del 90%

de casos de tumores de pancreas, pulmén y mama (128,129).

El antf[geno Tn se obtiene por perdida del grupo Gal terminal del antigeno T y se expresa
preferentemente en tumores escamoso de pulmén y gastricos. En 1985 se obtuvieron dos
anticuerpos monoclonales, NCC-Lu-35 y NCC-Lu-81, especificos de células de carcinoma
escamoso de pulmén. Ambos anticuerpos reconocen el antigeno Tn y reconocen

positivamente el 70% de los tumores de pulmén y mas del 90% de los tumores de
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estémago (130).

La accién de una «(2-6) sialiltransferasa sobre el antigeno Tn, provoca la sintesis del
antigeno sialil-Tn. Se trata de un antigeno con una distribucién muy heterogénea entre
todos los adenocarcinomas humanos, aunque su expresion esta especialmente elevada en
adenocarcinomas de pancreas y colon. La principal fuente de obtencién de Sialil-Tn es la
mucina de las glandulas submaxilares de cordero (OSM) y inmunizando con esta mucina
se han obtenido una gran cantidad de anticuerpos monoclonales contra sialil-Tn, de entre
los que destacan los anticuerpos TKH-1 y TKH-2 que muestra una elevada especificidad

por tumores géstricos, de colon y pancreas y nula reactividad con tejidos normales (131).

1.3.3.- Otros T.A.A. glicoproteicos : Existe una gran cantidad de anticuerpos
monoclonales obtenidos después de inmunizaciones con células tumorales o bien con
membranas de las mismas que son especificos de tumores humanos y especialmente
reactivos con tumores de colon, pulmén y mama. Los epitopos reconocidos por estos
anticuerpos estén asociados a glicoproteinas y mucinas y en muchos el epitopo definido

no se conoce.

La serie de anticuerpos DUPAN,especificos de cancer de péancreas, reconocen
glicoproteinas y mucinas con pesos moleculares superiores al millén. Su reactividad es
sensible al tratamiento con sialidasas y proteasas y los epitopos reconocidos estan unidos

a la cadena peptidica por enlaces O-glicosidicos (132).

Una serie de anticuerpos especificos de cancer de mama han sido obtenidos mediante dos
pautas de inmunizacién distintas, por una parte se ha inmunizado con células provenientes
de biopsias, y por otra parte inmunizando con glicoproteinas obtenidas a partir de la leche
materna. Se trata de anticuerpos que reconocen epitopos glucidicos expresados en
mucinas de alto peso molecular, en muchos caso superior a los 2 millones, y algunos de

ellos reconocen la cadena peptidica de la mucina.

Debida a la extrema heterogeneidad y complejidad de estos antigenos asociados a mucinas
y glicoproteinas, ninguno de los epitopos ha sido identificado, con la excepcién de los
compartidos con glicolipidos y la serie del antigeno T. Recientemente se han identificado

los genes que codifican la secuencia peptidica de estos antigenos y en algunos casos se
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han clonado. Algunas de las proteinas codificadas por estos genes reaccionan con
anticuerpos obtenidos por inmunizacién con células tumorales o con extractos de las
mismas . Muchos de los anticuerpos que definen mucinas asociadas a tumores estan
dirigidos contra el nucleo peptidico de las mismas, sin duda debido a su mayor

inmunogenicidad y a la facilidad de su procesamiento por el macréfago (133-136).

Todos los epitopos glucidicos asociados a mucinas y glicoproteinas muestran una
tendencia a ser liberados al suero y a los espacios extracelulares, por lo que en muchos

casos sus anticuerpos especificos poseen utilidad diagnéstica.

1.4.-MODIFICACION DE ANTIGENOS DE GRUPO SANGUINEO EN TUMORES HUMANOS.

Los antigenos de grupo sanguineo constituyen el mayor grupo de aloantigenos en
humanos y estdn expresados tanto en los eritrocitos como en las células epiteliales. Dado
que la gran mayoria de tumores derivan de células epiteliales, los cambios y aberraciones
producidos en este tipo de antigenos constituyen un importante capitulo en la biologia

tumoral.

1.4.1.- Deleccion de determinantes A y B y acumulacién de precursores : La alteracién
mas frecuente en la expresion de grupos sanguineos en pacientes oncolégicos es la
deleccién de los antigenos A y B (137). Estos cambios también se presentan en las

displasias premalignas con un elevado grado de desorganizacién celular (138,139).

La sintesis incompleta de las cadenas de tipo 2 de los antigenos A y B provoca una
acumulacién del antigeno li (140), sin embargo la inmunogenicidad del antigeno li es
dependiente del caracter secretor o no secretor del tumor (139). La mucosa oral se
caracteriza por una muy buena organizacion de la arquitectura de los carbohidratos
presentes en el espacio extracelular, esta arquitectura se desorganiza como consecuencia
de la perdida de los epitopos terminales del antigeno A y por acumulacién de cadenas H
de tipo 2 (141). La sintesis incompleta de los antigenos de grupo sanguineo ABH, también

puede implicar la acumulacién de cadenas de tipo 1 sin acumulacién del antigeno li (142).

1.4.2.- Antigenos incompatibles : Hace mas de 50 afios se describié un caso de presencia

de antigenos de grupo A en un paciente de adenocarcinoma de colon cuyo grupo
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sanguineo era O (137). Estudios mucho mas recientes (143-144) muestran que dicho
antigeno no es exactamente igual al epitopo A normal, por lo que recibe el nombre de A-
like. A partir de glicolipidos extraidos de hepatomas ha sido posible aislar un hexasacéarido
que reacciona con anticuerpos anti-A, no reacciona con anticuerpos anti-Frossman y migra
con una banda unica en cromatografia de capa fina (TLC). Este glicolipido es degradado
por la «-N-acetilgalactosaminidasa y por espectrometria de masas se le asignado la
secuencia GalNAcwx~Hex~HexN-R, pero carece del residuo de fucosa que se encuentra
en antigeno A normal . Asi mismo en muchos casos de adenocarcinoma se ha descrito la
existencia «-GalNAc transferasa anormal que podria transferir el grupo GalNAc terminal

al esqueleto del antigeno A (144).

Un 15% de pacientes de adenocarcinomas expresan auténticos antigenos del grupo A
cuando en realidad su sangre es de otro grupo. La presencia del antigeno A se ha
demostrado por inmuno-TLC y también se ha demostrado la existencia del enzima «-
GalNAc transferasa. Se da la coincidencia de que la incidencia de adenocarcinomas es mas
elevada en la poblacién del grupo A, que en la de los demds grupos sanguineos. Sin
embargo la base biol6gica de este desequilibrio es desconocida, aunque es posible que en
individuos del grupo O y B cuando expresan antigenos del grupo A, estos antigenos son

reconocidos por el sistema inmune y el tumor es eliminado.

1.4.3.- Antigenos P, P, y P*: Otro caso interesante de la existencia de grupos sanguineos
incompatibles fue descrito por Levine y colaboradores en 1951 . Un paciente de 66 afos
con cancer gastrico con genotipo sanguineo PP, sufrié una regresion completa del tumor
después de recibir por error una transfusién de 25 ml. de eritrocitos P normales
incompatibles con los suyos, el paciente sobrevivié 22 afios sin ninguin signo ni de
recurrencia ni de metdstasis, aunque el titulo de anticuerpos anti-PP,P* aumenté mas de
100 veces, sufri6 una severa reaccion hemolitica y su suero aglutinaba eritrocitos de
cualquier grupo sanguineo, excepto los del suyo propio. Muestras de tejido tumoral
extraido por biopsia fue liofilizado y analizado descrubiéndose la presencia de un glicolipido

que presentaba reaccién cruzada con anticuerpos anti-P (145).
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2.- RESPUESTA INMUNOLOGICA ANTITUMORAL

Tanto en pacientes oncoldégicos como en tumores experimentales inducidos en animales,
los tumores parecen crecer sin ningun tipo de obstaculo ni control por parte del sistema
inmune, sin embargo en ambos modelos es posible detectar reacciones inmunolégicas y
anticuerpos especificos frente a la célula tumoral. Ademdas en modelos experimentales se
han podido aislar linfocitos con capacidad de transferir resistencia al tumor en animales
"naive" y de provocar reacciones de DTH mediante transferencia celular (146-153). A
pesar de estas reacciones inmunoldgicas, en muchos casos el tumor sigue creciendo

debido a la existencia de mecanismos de escape.

Es este capitulo describiremos los mecanismos de inicio de la respuesta antitumoral, las

fases y mecanismos efectores de esta respuesta y el papel de la inmunidad humoral.

2.1.- INMUNOGENICIDAD TUMORAL

Para desencadenar una respuesta inmune, sea del tipo que sea, es preciso la existencia
de un antigeno, y en nuestro caso es preciso que la célula tumoral sea antigénica. Tal y
como se ha comentado en el capitulo anterior la bisqueda de antigenos especificos de
tumores ha frustrado grandes esperanzas en la inmunologia tumoral y hasta el momento
no ha sido posible detectar ningin antigeno que se exprese exclusivamente en la célula
tumoral, a excepcién de los antigenos de rechazo. Los tumores experimentales inducidos
por via virica o mediante carcinogénesis quimica poseen una inmunogenicidad elevada

(154), sin embargo los tumores espontaneos poseen una escasa o nula inmunogenicidad.

Independientemente de los T.A.A. descritos en el capitulo anterior, existen cuatro tipos
de antigenos que pueden estar relacionados con la inmunogenicidad tumoral : a) moléculas
relacionadas con el MHS, b) proteinas relacionadas con virus y oncogenes c) los

antigenos de rechazo y finalmente d) los antigenos unicos.

2.1.1.- Moléculas relacionadas con el MHS : Una gran cantidad de tumores, tanto a nivel

experimental en ratones como a nivel humano, son deficientes en cuanto a su expresién
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de antigenos asociados al MHS (155). A nivel experimental se ha demostrado que la
reexpresion de antigenos de clase | implica un incremento en la inmunogenicidad del tumor

y en la benignidad del prondstico (156).

En ratones C57/BL6 trasplantados con el tumor singénico de pulmén 3LL , negativo para
la expresién del antigeno K®, se ha observado que la transfeccion del gen que codifica para
dicho antigeno provoca la eliminacion de las metastasis y una disminucién en el tamarfio
del tumor primario (157,158). Estudios parecidos se han realizado con el mismo tumor
pero transfectandole el gen del alelo HLA-Cw3 e implantando el tumor en ratones
transgénicos C57/BL6-HLA-Cw3. Los resultados indican que solo el tumor que expresa el

antigeno Cw3 es rechazado (155).

De este tipo de ensayos se deduce que algunos alelos de los antigenos de clase | pueden
mediar la presentacién de péptidos a las células T-citotéxicas y a las células NK, sin
embargo, en ningun caso se ha logrado detectar respuesta humoral frente a estos

péptidos.

En muchos casos la reexpresion de los antigenos de clase | puede inducirse mediante
interferén gamma (157), ello hace pensar que la perdida de expresién de los antigenos del
MHS puede ser debida a la perdida de factores activadores de su transcripcién (159) o
bien a un bloqueo de la sintesis de la R2microglobulina (160). La transfeccién de genes
del sistema murino H-2 provoca la reexpresién del alelo, pero es frecuente la existencia
de incompatibilidades en la reasociacién entre el péptido del H-2 y la molécula de
B2microglobulina, lo que provoca la expresi6on de un antigeno no funcional. Seria
interesante conocer si esta expresién no funcional puede estar relacionada con la

sensibilidad mostrada por estos tumores a las células T citotéxicas y NK (161).

Si la expresién de antigenos de clase | esta muy disminuida en la célula tumoral, la
expresion de antigenos de clase |l es practicamente nula, tanto en tumores primarios como
en metdstasis. Solo el grupo de Koprowski describe un aumento de la expresion de HLA-

DR en algunos melanomas (162).

2.1.1.- Proteinas relacionadas con virus y oncogenes : Una gran parte del conocimiento

actual acerca de la biologia celular y molecular de los mecanismos de transformacién
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neoplésica es el resultado del descubrimiento de los oncogenes a principios de la década
de los 80. Sin embargo la funcién exacta de la activacién del oncogen en el inicio y
mantenimiento de las neoplasias todavia esta en discusién (163). Una gran mayoria de los
oncogenes identificados hasta el momento, codifican para factores de crecimiento o para
receptores de los mismos (164-168), cuya expresion estd notablemente aumentada en la
célula tumoral. Unos pocos oncogenes, como mutaciones puntuales de ras (164) o el
oncogen abl (170), codifican para moléculas que son ligeramente distintas en la célula

neopldsica.

A principios de la década de los 60, dos grupos independientes (171,172) describieron
que ratones inmunizadds con polioma virus o con células transformadas por este virus
podian rechazar la implantaciéon de tumores inducidos por polioma, pero no otros tipos de
tumores. Asi mismo esta rechazo podia ser transferido a animales "naive" mediante
transferencia de células esplénicas o ganglionares. Trabajos sucesivos demostraron que
otros tumores murinos causados por virus-DNA o RNA mostraban comportamientos
semejantes (163). Asi mismo se describié que los antigenos expresados por estas células
transformadas eran diferentes a los antigenos capsulares de los virus responsables de su
transformacién (173). Estudios posteriores identificaron al antigeno causado por la
transformacién mediante SV40, como el antigeno T (174). Este antigeno habia sido
identificado previamente mediante técnicas serolégicas y era necesario, aunque no
suficiente, para mantener el fenotipo maligno de las células transformadas. El antigeno se
localiza preferentemente a nivel de la membrana nuclear mientras que en la membrana
citoplasmética se expresa a bajos niveles (175). En un principio resulta sorprendente que
este antigeno se exprese a nivel de la membrana nuclear, sin embargo en trabajos mas
recientes se ha visto que algunos antigenos nucleares y citoplasmaticos son procesados
en la célula y transportados a la membrana plasmaética para ser expresados asociados a
péptidos codificados por el MHS de forma que pueden constituir dianas para los linfocitos
T-citotéxicos (174).

A nivel de neoplasias humanas existen antigenos homoélogos a los descritos en ratones.
El virus de Epstein-Barr induce la expresién de un antigeno nuclear en el linfoma de Burkitt
(176), asi mismo algunas leucemias T expresan antigenos nucleares codificados por virus
de la familia HTLV (177) . Virus del grupo de los papiloma-virus también codifican

antigenos que se expresan en carcinomas cervicales (178). Asi mismo bastantes
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hepatomas expresan el antigeno de la hepatitis B . Desde el punto de vista terapéutico y
profildctico la escasa incidencia de los tumores viricos y la elevadas tasas de mutacién de
los virus hacen practicamente inviable un uso terapéutico de la respuesta inmune frente

a estos antigenos.

La activacion de un oncogen puede inducir la aparicién de antigenos tumorales de dos
posibles formas. En primer lugar, proteinas codificadas por los oncogenes pueden actuar
como antigenos tumorales. En segundo lugar las proteinas codificadas por oncogenes
pueden inducir la expresiéon de una gran variedad de antigenos, como sucede en el caso
de melanocitos humanos, en los que la transfeccion del oncogen ras provoca el

incremento en la expresion de GD3 (179).

Muchos antigenos codificados por oncogenes estén, directa o indirectamente, relacionados
con los procesos de proliferacién celular o con el mantenimiento del proceso de
malignizacién. En algunos casos la proteina codificada por el oncogen es idéntica a su
homéloga expresada por la célula normal, como por ejemplo el factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF) codificado por el oncogen sis (168).

Frecuentemente las diferencias entre ambas proteinas son suficientes como para ser
reconocidas por el sistema inmune. El oncogen neu codifica para una proteina semejante,
pero no idéntica al "epidermal growth factor” (180), esta proteina codificada por neu esta
presente en células embrionarias y en células del individuo adulto, aunque en una
concentracién mas baja que la del EGF normal (181). Dado que el oncogen neu se halla
activado en gran cantidad de adenocarcinomas humanos, esta proteina codificada por él
podria ser una buena diana para efectos inmunoterapeuticos (182). Se han descrito
anticuerpos monoclonales contra el producto de neu con actividad anti-tumoral, tanto /n
vivo como in vitro (183). Esta actividad anti-tumoral es consecuencia del efecto citotéxico
del anticuerpo sobre la célula tumoral y no por efecto de las células NK ni de macréfagos
citotéxicos. Lainmunizacién de ratones con el producto del oncogen neu de rata provoca
inmunidad frente a tumores de ratén que presentan el oncogen neu activado, sin embargo
no se ha logrado demostrar la inmunidad con el oncogen neu autélogo, desconociéndose

la razén de esta tolerancia (184).

39



Existen datos parecidos a los descritos hasta aqui con los productos de los oncogenes
myc (167), abl (170) y ras (185-186), sin embargo en ninguiin caso ha sido posible obtener
una respuesta inmunolégica intensa frente a estos antigenos y es dificil detectar

anticuerpos séricos frente a los mismos.

2.1.3.- Antigenos de rechazo : Desde hace tiempo se ha descrito la existencia de
antigenos expresados por tumores experimentales inducidos por carcinogénesis quimica
o por radiacion ultravioleta. Estos antigenos son los responsables del rechazo del tumor
cuando se implanta en un huesped singénico y solo son reconocidos en el contexto de su
asociacién con el MHS. Estos antigenos han recibido el nombre de antigenos de rechazo
(187).

El tratamiento mutagénico in vitro de células tumorales genera variantes celulares
altamente inmunogénicas (188). Debido a la falta de capacidad tumorogénica de estas
lineas celulares se las ha llamado tum’, en contrapartida a las células originales
tumorigénicas o tum*. La existencia de estos antigenos tum” fue demostrada in vivo
mediante técnicas inmunolégicas. La transfeccién de células tumorales con los genes que
codifican los antigenos tum resulta en una reversién del fenotipo celular y una perdida de
la capacidad tumorogénica (189). Recientemente ha sido posible identificar dos genes que

codifican para estos antigenos de rechazo (190).

La demostracion de la existencia de antigenos de rechazo en tumores humanos es dificil
por la imposibilidad ética de realizar experimentos de implantacién tumoral. Existen
algunos datos obtenidos por Anichini con melanoma y respuesta aut6loga por medio de

linfocitos T citotéxicos (191).

Diversos estudios con pacientes de melanoma han mostrado que co-cultivando linfocitos
de sangre periférica con células aut6logas de melanoma es posible obtener linfocitos T-
citotéxicos capaces de lisar melanoma aut6logo e incapaces de lisar células B autélogas
transformadas por EBV, fibroblastos o células K562. Clones T con similares caracteristicas
se han aislado a partir de linfocitos infiltrados en tumores (192,193). Sin embargo es
preciso demostrar que estos antigenos estan presentes in vivo en el paciente y no son un
artefacto del co-cultivo. Otro requerimiento para probar la existencia de antigenos de

rechazo en tumores espontdneos humanos, es la demostracién de que estos antigenos
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estdn completamente ausentes de las células sanas del organismo y que no se
corresponden con ningln proceso autoinmune. Esta incégnita puede ser resuelta con el

andlisis genético de los genes que codifican para estos antigenos en humanos.

2.1.4.- Antigenos unicos : El grupo de Old (194,195) en un estudio con 85 pacientes de
melanoma describen la existencia de anticuerpos en el suero de seis pacientes que solo
reconocen las células de melanoma autélogas y no reconocen otros melanomas ni
cualquier otro tipo celular. Cinco de estos anticuerpos son IgG y el sexto es IgM. Estos
anticuerpos reconocen antigenos proteicos con un peso molecular medio de 90.000
daltons. Estos antigenos también se han detectado en tumores experimentales de origen
quimico o bien mediante radiacién ultravioleta y su expresién es debida a la sintesis
errénea de proteinas de membrana cuyos genes han sido mutados como efecto secundario
del proceso de carcinogénesis (196). Su bajo nivel de incidencia y su caracter autélogo

les hace inviables como dianas adecuadas para inmunoterapia.

2.2.- FACTORES QUE AFECTAN A LA INMUNOGENICIDAD DE LOS T.A.A. GLUCIDICOS

La inmunogenicidad de los antigenos de naturaleza glucidica esta definida por su propia
estructura quimica, pero también es funcién de su organizacién y densidad en la superficie
de la membrana de la célula tumoral. Dado que la composicién quimica de este tipo de
antfgenos tumorales no es nueva, y solo en muy pocos casos se han detectado antigenos
con estructuras no existentes en la célula normal, caso de los grupos sanguineos
incompatibles o de los antigenos Tn, el sistema inmune deberia considerarlos como
antigenos propios, y solo pueden ser reconocidos debido a una organizacién y disposicion

espacial distinta a la que adoptan en las células normales.

Los principales factores que afectan a la inmunogenicidad de estos antigenos son la
densidad de expresién, la perdida de cripticidad, el grado de sializacién y fucosilacién, la
posible aparicién de isémeros no presentes en la célula normal y en el caso de los
glicolipidos la existencia de ceramidas aberrantes que puedan presentar al carbohidrato en
una disposicién espacial distinta. Por lo que respecta a los antigenos expresados en
mucinas hay que tener en cuenta la expresién de mucinas con un grado de glicosilacién

incompleto, lo que origina neo-antigenos muy inmunogénicos.
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Podemos agrupar todos estos antigenos en tres grandes grupos en funcién de sus
caracteristicas de expresién y sus posibilidades de reconocimiento por parte del sistema

inmune.

1.- Algunos glicolipidos estan presentes en la célula en cantidades considerables, pero es
dificil detectarlos por métodos inmunolégicos, o bien permanecen ocultos los mismos.
Muchos glicolipidos son inmunolégicamente conspicuos en los eritrocitos fetales y en
células transformadas por oncogenes viricos, sin embargo la cantidad total del globdsido
Gb4 o del gangliésido GM3 en estas células es superior a la expresada por sus
correspondientes células normales. Una situacién parecida se detecta en el linfoma de
Burkkit con el globésido Gb3 (197). Por el momento se desconocen las razones de esta
cripticidad, pues este tipo de antigenos no logran ser reconocidos casi nunca por el

sistema inmune.

2.- Algunos anticuerpos solo son capaces de reconocer a su antigeno, especialmente si
este es un glicolipido, cuando se expresa en la superficie célula con una densidad
determinada, o bien cuando esta unido a una fase solida. El anticuerpo SSEA-1 no
reacciona con el glicolipido Le* si este estd en forma soluble; en un ensayo de lisis de
liposomas, la lisis no se produce si la concentracién de glicolipido es inferior a 10 yumolar

o superior a 15 gmolar (198).

3.- Muchos antigenos glicolipidicos que estdn muy expresados en la célula tumoral,
también estdn expresados a bajas concentraciones en la célula normal. La administracién
de anticuerpos del isotipo y afinidad adecuadas inhibe el crecimiento del tumor sin afectar
la funcién de las células normales que expresan los mismos antigenos. El linfoma murino
L5178, que expresa grandes cantidades del glob6sido Gb3, inhibe completamente su
crecimiento cuando se administra al animal el anticuerpo anti-Gb3, IgG3, D10G11 y los
animales sobreviven normalmente al tratamiento a pesar de que Gb3 se expresa en
muchas células normales y en los eritrocitos (199). De forma parecida, el crecimiento del
melanoma singénico B16 implantado en ratones C57BL6 se inhibe por la administracion
del anticuerpo anti-GM3, IgG3, DH2 y los animales no presentan ningun tipo de efecto

secundario, todo y la elevada expresion de GM3 en el cerebro y diversos érganos (200).

La posible implicacién del primer tipo de antigenos en cualquier respuesta inmunolégica
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anti-tumoral esta descartada debido a la incapacidad del sistema inmune para
reconocerlos. La segunda clase de antigenos representa moléculas altamente expresadas
en la célula tumoral y expresadas en bajisimas concentraciones en la célula normal. Estos
antigenos parecen ser reactivos en funcion de su densidad celular. Entre estos antigenos
cabe destacar dimer y trimer Le*, trifucosil Le, sialil-difucosil-Le¥, monosialil y disialil-Le®,
GD3, GD2 vy los antigenos T y Tn. Finalmente la tercera clase de antigenos se halla
presente tanto en células normales como en células tumorales, y la diferencia radica en
el distinto grado de expresion. Este grupo estéd integrado por los antigenos GM3, la serie

de los globédsidos y los monémeros de los antigenos de Lewis.

El distinta distribucién de estos antigenos en la superficie de la célula tumoral no tan solo
posee implicaciones a nivel de su reconocimiento por anticuerpos monoclonales, sino que
también posee implicaciones a nivel de los mecanismos biolégicos desencadenados por
la reaccién antigeno-anticuerpo. Las células efectoras, macréfagos y red anti-idiotipica son
capaces de reconocer estos cambios en la organizacién de los glicolipidos y glicoproteinas
de membrana. Este reconocimiento inmunolégico es tanto mas importante si tenemos en
cuenta que a excepcion de los polisacaridos bacterianos, todos los carbohidratos poseen
una baja inmunogenicidad y es dificil desencadenar una respuesta inmune efectiva contra

ellos.

El estado actual de los conocimientos no permite dar una razén concreta que explique la

razén de esta inmunogenicidad, aunque existen distintas aproximaciones posibles :

2.2.1.- Densidad de las cadenas de carbohidratos : La estructura espacial de las moléculas
de carbohidrato puede variar si estos estdn expresados en la membrana con una elevada
densidad formando clusters o placas, esta variacién puede ser suficiente para que los
antigenos sean reconocidos como moléculas no propias. El anticuerpo Ca-1 reconoce un
cluster de sialosiloligosacérido presente en una determinada regién del polipéptido Ca
(201). Una estructura parecida se forma cuando los glicolipidos no se distribuyen de
forma homogénea en la membrana celular y forman agrupaciones (202); la proximidad
entre las moléculas crea interacciones estéricas lo que provoca cambios conformacionales,
ello es especialmente manifiesto en el caso de los gangliésidos debido a las repulsiones

existentes entre los distintos residuos de acido sidlico.
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2.2.2.- Cripticidad de los antigenos : En la célula normal muchos glicolipidos que no estan
expresados en gran cantidad quedan enmascarados o por glicolipidos mas abundantes, o
bien por glicolipidos que poseen la porcién glucidica mas larga. Dado que los glicolipidos
de cadena corta minimizan su expresion en la célula tumoral (203) y los de cadena larga
maximalizan su expresion, su exposicion al sistema inmune es mas evidente al perder su
cripticidad. Las glicoproteinas que rodean al glicolipido también encriptan al mismo en la
célula. El glicolipido al aumentar su densidad desplaza a las glicoproteinas y es accesible
desde el exterior (204).

2.2.3.- Composicion de la ceramida : La reactividad de los glicolipidos de membrana esta
en funcién de la longitud de las cadenas de 4cido graso insertas en la bicapa lipidica de
la membrana, asi como de la presencia o ausencia de grupos e«-hidroxilo en dichas
cadenas. Las diferencias en la composicion de la ceramida pueden provocar que la porcién
glucidica sobresalga mas de entre todas las moléculas de la membrana o bien que adopte
una conformacién diferente debido a la libertad de giro del enlace glicosidico R(1~1) entre

la glucosa terminal del carbohidrato y el grupo CH,0OH terminal de la ceramida.

En una ceramida normal las dos cadenas de acido graso suelen tener la misma longitud
cuando se trata de acidos de cadena corta, entre 14 y 18 carbonos, mientras que estas
cadenas son desiguales cuando el acido graso posee mas de 22 carbonos, por regla

general una cadena es entre 1,2 y 1,4 veces mas larga que la otra.

La existencia de ceramidas hidroxiladas es bastante frecuente en la célula tumoral, dando
lugar a 4cidos grasos «-hidroxilados o bien a 3-hidroxiesfingamina, ello provoca que la
porcién glucidica cambie su conformacién de minima energia y que el eje del carbohidrato
deje de ser perpendicular al eje de la ceramida. Sin embargo, el mecanismo por el que la
reactividad inmunolégica de estos antigenos cambia al cambiar la ceramida es

desconocido.

En la bibliografia se han encontrado varios datos que avalan esta teoria. La reactividad e
inmunogenicidad de liposomas con fucosil-ceramida de cadenas largas o «-hidroxiladas es
muy superior a la de liposomas con el mismo antigeno pero con cadenas de acido graso
mas cortas o no hidroxiladas (205). El GD3 aislado a partir de melanomas presenta

ceramidas con cadenas mucho mas largas que su equivalente extraido de cerebro, aunque

44



no hay datos publicados acerca de modificaciones en su inmunogenicidad (45).

2.2.4.- Antigenos exclusivos : La posible existencia de antigenos exclusivos de la célula
tumoral ha sido un campo de trabajo durante muchos afios, sin embargo, la evidencia de
que uno de estos antigenos presente una estructura Unica y no expresada en la célula
normal es muy limitada. Algunos ejemplos viene dados por la presencia de antigenos del
grupo A en pacientes de los grupos O o B (102CA), la presencia del antigeno de Forssman
en individuos Forssman negativos (59CA) y la existencia del antigeno P, en individuos p
(206). Sialil-Le®, los antigenos con cadenas polifucosiladas de tipo 2 y el sialil-g2-2-
fucogangliésido también podrian ser considerados como antigenos exclusivos debido a su

bajisima concentracién, incluso nula o indetectable, en los tejidos normales.

Lamentablemente la incidencia de estos antigenos citados es escasa y su distribucién es
muy heterogénea, por lo que dificilmente pueden tener un papel relevante en la respuesta

inmunoldégica anti-tumoral.

2.3.- RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL

En 1985 el grupo de De Weger (153) establecié una hipétesis basada en inmunoterapia
experimental en ratones, que divide la respuesta inmune en dos fases (Fig 3) : Una fase
de iniciacién, etapas 1 a 4, y una fase efectora ,etapas 5 a 11. Después de la inyeccién
de un tumor singénico en ratones, las células tumorales estimulan a los linfocitos T, estos
linfocitos T estimulados producen factores T especificos, como el "specific macrophage-
arming factor” (SMAF), etapas 1 y 2. Este factor activa al macréfago (etapa 3) .El
macréfago activado fagocita la célula tumoral (etapa 4) y los restos celulares son
procesados por las células presentadoras de antigenos (etapa 5). Las células presentadoras
de antigenos presentan los antigenos asociados a tumores (T.A.A.) a los linfocitos T en
un sistema restringido por el sistema principal de histocompatibilidad y algunos antigenos
son presentados de forma libre al linfocito B (etapa 6). Esta presentaciéon de antigenos
provoca la sintesis de factores T no especificos como el factor activador de macréfagos
(MAF), factor inhibidor de macréfagos (MIF), factores quimiotécticos y interleukinas (etapa
7). Por su parte el linfocito B secreta anticuerpos especificos contra los T.A.A. (etapa 8).
Los factores quimiotécticos atraen a las células mononucleadas al lugar del tumor (etapa

9) y se activa su citotoxicidad (etapa 10), por su parte las interleukinas activan a la célula
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Fig. 3 : Esquema de la respuesta inmune anti-tumoral propuesta por De Weger. Ver texto

para detalles.
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T-citotéxica (etapa 11). Estas dos ultimas etapas efectoras se ven potenciadas por la
presencia de anticuerpos especificos de la célula tumoral que facilitan la activacién de la

citotoxicidad mediada por complemento y la citotoxicidad celular anticuerpo dependiente.

2.3.1.- Presentacion del antigeno : Los antigenos tumorales descritos hasta el momento
son antigenos de tipo particulado que requieren ser procesados previamente por las células
presentadoras de antigeno (APC). Este procesamiento implica la fagocitosis de la célula

tumoral, su degradacién y la re-expresién de los antigenos en la membrana de las APC.

La célula tumoral no es fagocitada por el macréfago sin la opsonizacién previa de la misma
por parte de anticuerpos especificos (207), este dato sugiere que previamente a la
presentacion del antigeno, el tumor debe hallarse opsonizado por anticuerpos y a su vez
estos anticuerpos solo son producidos en una etapa posterior a la presentacién del
antigeno. Este circulo vicioso puede romperse en el caso de la existencia de antigenos T-
independientes que puede activar directamente al linfocito B sin la presencia de linfocitos
T-helper. La activacién del linfocito B por parte de antigenos tumorales T-independientes
serd discutida mas adelante en esta memoria. El reconocimiento directo de la célula
tumoral por el linfocito T-helper solo es posible dentro de la restriccion por parte de los
antigenos de clase Il del MHS vy la célula tumoral rara vez expresa antigenos de clase |l.

En ratones el macréfago también puede activarse por medio del "specific macrophage

arming factor" (SMAF) sintetizado por el linfocito T (208).

El macréfago activado reconoce especificamente a la célula tumoral y la fagocita, ahora
bien el macréfago suele poseer un tamafio menor que el de la célula tumoral, por lo que
esta es atacada por varios macréfagos que primero la matan extracelularmente y después
la fagocitan. Este procesamiento de la célula tumoral concluye con la presentacién de

antigenos tumorales a las células efectoras.

2.3.2.- Activacién T-independiente : A mediados de la década de los 60 se describieron
una serie de antigenos que presentaban la propiedad de ser capaces de estimular la
sintesis de anticuerpos sin necesidad de la colaboracién de los linfocitos T. Estos
antigenos recibieron el nombre de antigenos T-independientes y la respuesta inmunolégica
frente a ellos se caracteriza por los bajos titulos obtenidos, la restriccién casi exclusiva de

la respuesta en forma de IgM, la escasa respuesta en IgG y si aparece IgG casi siempre
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es del isotipo 1gG3, y la incapacidad de desarrollar reacciones de hipersensibilidad
retardada (209).

Los antigenos T-independientes son, en su gran mayoria, antigenos de tipo polimérico que
presentan repeticiones de una misma estructura en forma de tandems como, por ejemplo
los polisacéridos bacterianos. El mismo antigeno presentado en forma monomérica no es
inmunogénico. En general se trata de antigenos débiles y escasamente inmunogénicos
aunque debidamente presentados al sistema inmune pueden provocar una respuesta
inmune intensa (210). Las copias repetitivas de un mismo epitopo en cada molécula de
antigeno favorece la formacién de enlaces cruzados multivalentes y estables con las
inmunoglobulinas de membrana del linfocito B, estos enlaces provocan el "capping” de las

inmunoglobulinas y la activacion y diferenciacion del linfocito B hacia célula plasmatica.

Cheresh describe que en la superficie de la célula tumoral los glicolipidos no se distribuyen
de manera homogénea sino que se distribuyen formando agrupaciones o clusters en
determinadas zonas de la membrana celular, mientras que otras zonas no presentan
clusters (202). Estos clusters podrian mimetizar una estructura polimérica y activar

directamente al linfocito B.

2.4.-MECANISMOS EFECTORES DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL

En todas las teorias cldsicas sobre la respuesta inmune anti-tumoral se ha asignado a la
célula T y sobre todo a los linfocitos T-citot6xicos un papel central dentro los mecanismos
efectores antitumorales (211). Sin embargo solo hay evidencias parciales de que estas
teorias sean completamente ciertas y todas obtenidas a partir de un nimero limitado de
modelos experimentales murinos (212). La extrapolacién de estos datos a los tumores

humanos se basa en el aislamiento de clones T-citotéxicos con actividad anti-tumoral
(213).

En los tumores de origen virico la funcién del linfocito T-citotéxico esta fuera de toda duda
segun los datos obtenidos mediante ensayos de trasferencia celular (214). La situacién es
menos evidente en otros modelos. Ensayos realizados con el linfoma murino FBL3
demuestran que la transferencia celular requiere utilizar linfocitos T-helper ademés de los

citotéxicos (215). Este dato no es exclusivo de este modelo y parece depender del tipo
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de tumor de los antigenos expresados por el mismo. Un problema afadido y no
solucionado es la existencia de células T-supresoras en el huesped y que en los modelos
experimentales provocan el crecimiento incontrolado del tumor aunque exista una

respuesta antitumoral (216,217).

Los resultados obtenidos mediante modelos experimentales han permitido arrojar una
cierta luz sobre los posibles mecanismos de respuesta en pacientes. En un intento de
aumentar la respuesta celular se han ensayado terapias basadas en el empleo de IL2
recombinante con el objetivo de estimular la actividad citotéxica. Los datos obtenidos con
modelos murinos muestran que la mejor respuesta se obtiene después de incubar in vitro
linfocitos T con IL2 y obtener células LAK que son transferidas al portador del tumor junto
con IL2. Este tipo de inmunoterapia mediante transferencia celular se ha ensayado
sobretodo en melanomas causado la regresion de algunos tumores. Existen varios ensayos
clinicos en marcha dentro del campo del carcinoma de colon y el cancer renal, sin embargo
los datos son muy dispersos y la terapia no es aplicable a todos los tipos de tumores. Al
ser una terapia de tipo autdlogo, es decir aplicable solo con los linfocitos de cada paciente

tampoco es aplicable a gran escala (218).

Los modelos realizados mediante células LAK han permitido obtener algunos datos
interesantes, pero los mecanismos efectores mas potentes deben de hallarse en la propia
masa tumoral. Datos obtenidos a través del examen de biopsias muestran que en algunos
tumores como el melanoma y los tumores de mama, es frecuente la existencia de células
mononucleadas que infiltran la masa tumoral y que esta infiltracion suele ser un dato de
buen pronéstico (219). Los infiltrados son especialmente ricos en células T, macréfagos
Y una pequefia proporcién de linfocitos B, por otra parte es escasa o nula la presencia
de células NK. Estas observaciones permiten suponer la existencia de una respuesta
inmune especifica que implica tanto a linfocitos T y B como a macréfagos, siendo posible
aislar y estudiar la funcién de estas células (220). El grupo de Rosenberg es el que ha
trabajado mas con estos infiltrados tumorales mediante un modelo que se basa la
extraccion de los linfocitos, la activacion in vitro mediante IL2 de forma similar a la
empleada para las células LAK y la devolucién de las células al paciente. Los resultados
obtenidos in vitro muestran que estas células son citotéxicas frente a células tumorales
autélogas, pero no lo son frente a células heterélogas ni frente a células autélogas

normales y su fenotipo se corresponde con un linfocito T-citotéxico (220). Recientemente
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se han combinado este tipo de estrategias con modelos de transferencia génica (221)

Durante mucho tiempo se ha considerado que la inmunidad humoral y el linfocito B no
tenian una funcién relevante en la inmunidad tumoral. Sin embargo es dificil establecer un
modelo de inmunidad que pase por alto la funcién de los anticuerpos. Los datos obtenidos
mediante anticuerpos circulantes en paciente y mediante anticuerpos monoclonales, ya
revisados en el capitulo anterior, muestran la existencia de inmunidad humoral frente al

tumor.

En los linfomas murinos BCL1 y A31 los experimentos realizados mediante transferencia
pasiva demuestran que la malla anti-idiotipica inhibe el crecimiento tumoral, mientras que
la célula T parece no actuar (222). Se han obtenido datos parecidos con el linfoma 38C13
(223).

Los distintos mecanismos efectores dependen del tipo de antigeno que reconoce el
sistema inmune. En los casos que el antigeno es virico o bien es producto de un oncogén
mutado, la presentacién del antigeno requiere la existencia de moléculas asociadas al MHS
y los mecanismos efectores se basan en el linfocito T-citotéxico, mientras que los
anticuerpos frente a la proteina intacta no son eficaces. Para una buena respuesta humoral
el antigeno debe presentarse en la superficie celular y no debe secretarse al espacio

extracelular.

Se considera que los anticuerpos por si solos son incapaces de destruir a la célula tumoral,
excepto en el caso de aquellos anticuerpos capaces de desencadenar procesos de muerte
celular programada o apoptésis (224,225). La apoptosis es un proceso de muerte vy lisis
celular completamente independiente de cualquier mecanismo citot6xico celular o
mediante complemento (226). La apoptosis se observa cuando la muerte celular es una
parte de los procesos de embriogénesis, en los procesos de metamorfosis, en la atrofia

celular endocrino-dependiente (227) y en la regresién tumoral (228).

Por otra parte, el anticuerpo puede mediar la destruccién del tumor por medio de la
activacién del complemento, la citotéxicidad celular anticuerpo-dependiente y activando
las células inflamatorias. Un dato importante obtenido a partir de algunos ensayos clinicos

de inmunizacién pasiva, es el isotipo del anticuerpo efector. Solo los isotipos IgG3 e IgG2a
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en el ratén y 1IgG1 en el hombre son capaces de activar todos los mecanismos efectores
mencionados, especialmente la citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente, a la que se
la considera el mecanismo efector mas importante (229). La principal implicacién de esta
restriccién en la actividad citotéxica es la necesidad de provocar la apariciéon de estos

isotipos en respuesta inmunolégicas con actividad anti-tumoral.
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3.- LIPOSOMAS :

Hace mas de 25 anos Bangham y su grupo describieron que dispersiones acuosas de
fosfolipidos y otros lipidos como el colesterol mezclados en condiciones adecuadas
pueden formar bicapas concéntricas cerradas que encierran moléculas hidrosolubles en
su interior y son relativamente impermeables al flujo de iones a través de sus
membranas (230), estas bicapas concéntricas han venido recibiendo el nombre de
liposomas. Por otra parte moléculas liposolubles o bien moléculas conjugadas a
lipidos pueden incorporarse en las bicapas y exponer la parte no lipidica de la molécula

en la superficie exterior del liposoma (Fig 4).

A lo largo de los ultimos afos se ha producido un gran incremento en el uso de los
liposomas como modelos de dinamica de membranas, aplicaciones cosméticas,
bioquimica clinica y mas recientemente como sistemas de liberacién retardada de
farmacos. Durante la Gltima década su utilizacién ha llegado a las técnicas de
transfeccién dando lugar a la llamada lipotransfeccion. Uno de los campos en que
la aplicacién de los liposomas ha implicado un mayor avance es su utilizacién como
vacunas sintéticas, pues de una parte pueden mimetizar a las membranas celulares vy
estimular el sistema inmune, y por otra parte pueden encapsular adyuvantes o

modificadores de la respuesta biolégica como son las interleuquinas, interferones, etc.

Existe abundante bibliografia en forma de revisiones monogréficas acerca de las
propiedades de los liposomas como modelo de dindmica de biomembranas (231,232);
anclaje de las proteinas de membrana en la célula (233); transportadores de
moléculas hidrosolubles y su interaccién "in vivo" con las distintas células y érganos
(234-239) y su uso como adyuvantes inmunolégicos (240,241). En este capitulo

describiremos no tan solo los tipos de liposomas mas utilizados y su composicién
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quimica, sino que también se incidird en su interaccién con las células vy la

biodistribucién /n vive de los mismos.

O O |
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Fig 4: Seccién de una microfotografia electrénica de un liposoma cortado y tefido por
tontraste negativo. Representacién esquematica del mismo mostrando la disposicién de

las bicapas lipidicas y del material hidrosoluble encapsulado.

53



3.1. ESTRUCTURA QUIMICA Y LIPIDOS EMPLEADOS

En las formulaciones de los liposomas se combinan distintos tipos de lipidos. En
todas las formulaciones cabe destacar fosfolipidos, esfingomielinas, &cidos grasos

y esteroles.

3.1.1.- Fosfolipidos : Muchos fosfolipidos, solos o en combinacién con otros lipidos
pueden formar liposomas. Dependiendo de la temperatura de transicion del lipido, los
liposomas presentan una mayor o menor rigidez en su membrana y por lo tanto una
mayor o menor fluidez de los mismos. Los fosfolipidos que contienen glicerol son los
lipidos mas empleados en la composicion de los liposomas y pueden representar

hasta el 50% de los lipidos presentes en los mismos.

La estructura general de este tipo de lipidos tiene como punto de partida el acido
fosfatidico . En la molécula de fosfolipido existe una cadena de glicerol no polar. En
el carbono nimero 3 del glicerol, el grupo hidroxilo esta esterificado con 4&cido
fosférico dando origen a un glicerofosfato. Los carbonos 1 y 2 estdn esterificados
con cadenas mas o menos largas de 4cidos grasos. Uno de los oxigenos libres del grupo
fosfato puede presentarse esterificado con alcoholes, glicerol, colina, etanolamina,

serina o inositol.

Aunque el 4cido fosfatidico libre se encuentra en muy pequefias cantidades,
constituye un intermediario importante en la biosintesis de los fosfoglicéridos. Los
fosfoglicéridos mas abundantes son la fosfatidilcolina, también llamada lecitina vy la
fosfatidiletanolamina o cefalina . Ambos fosfoglicéridos constituyen los componentes
mayoritarios de las membranas biol6gicas. En la molécula de fosfatidilserina el 4dcido
fosférico del 4cido fosfatidico se esterifica con el grupo hidroxilo del aminodacido L-serina
y en el caso del fostidilinositol se esterifica con un hidroxilo del azdGcar ciclico del
inositol.  En el fosfatidilglicerol la esterificacion se produce con un hidroxilo
alcohdlico del glicerol. Los grupos mas caracteristicos de los fosfoglicéridos se

esquematizan en la tabla II.

3.1.1.- Acidos grasos : Tal y como se ha dicho en el apartado anterior los 4cidos grasos

forman parte de los glicerofosfatos y son parte importante de otros lipidos, como los
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Fosfolipido Siglas Carga Temp. trans.
Fosfatidilcolina (huevo) EPC 0 -7
Dilaurolilfosfatidilcolina DLPC o) -1,8
Dimiristoilfosfatidilcolina DMPC 0} 23
Dipalmitoilfosfatidilcolina DPPC 0 41
Diesteroilfosfatidilcolina DSPC 0 55
1-Miristoil-2-fosfatidilcolina MPPC 0 27
1-Palmitoil-2-esteroil-fosfatidilcolina PSPC 0 44
1-Esteroil-2-palmitoil-fosfatidilcolina SPPC 0 47
Dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG -1 23
Dipalmitoilfosfatidilglicerol DPPG -1 41
Diesteroilfosfatidilglicerol DSPG -1 55
Dioleoilfosfatidilglicerol DOPG -1 -18
Acido dimiristoil-fosfatidico DMPA -1 51
Acido dipalmitoil-fosfatidico DPPA -1 67
Dimiristoil-fosfatiiletanolamina DMPE n.d. 50
Dipalmitoil-fosfatidiletanolamina DPPE n.d. 60
Dimiristoil-fosfatidilserina DMPS n.d. 38
Dipalmitoil-fosfatidilserina DPPS n.d. 51
Fosfatidilserina (cerebro) PS n.d. 6-8
Esfingomielina (cerebro) BSP 0 32
Dipalmitoil-esfingomielina DPSP 0 41
Tabla Il : Relacién de los principales fosfolipidos empleados en los liposomas. Se indica

Carga a pH neutro y temperaturas de transicién. (n.d. = varia en fucién del pH)
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triglicéridos. Sin embargo, los acidos grasos no esterificados solo se encuentran a nivel
de trazas. Se han aislado varios &acidos grasos diferentes dependiendo del nimero
de atomos de carbono en la cadena y del grado de insaturacién de la misma. En la tabla
Il se muestran los acidos grasos presentes en dos fosfatidilcolinas diferentes, una
extraida de la clara de huevo y la otra extraida del aceite de soja. En general los acidos

grasos con un mayor grado de insaturacién son mas resistentes a la oxidacién de los

mismos.
Tipo de acido graso Cadena Huevo Soja
Acido palmitico 16:0 32 % 12 %
Acido palmitoleico 16:1 1.5 % 0,2 %
Acido estedrico 18:0 16 % 2,3 %
Acido oleico 18:1 26 % 10 %
Acido linoleico 18:2 13 % 68 %
Acido linolénico 18:3 0,3 % 5%
Acido arquidénico 20:4 4,8 % 0,1 %
Acido dodecapentanoico 22:6 4 % 0,1 %

Tabla Ill Tipos de 4cidos grasos presentes en fosfatidilcolinas segin su origen, y

proporciones existentes entre ellos.

3.1.3.- Esfingolipidos : A diferencia de los fosfolipidos, los esfingolipidos contienen
una esfingosina. Estas moléculas son componentes importantes tanto de la célula animal,
especialmente en el cerebro y en el tejido nervioso, como de la célula vegetal. Los
esfingolipidos contienen una molécula de 4cido graso, una esfingosina y un grupo que
puede ser o bien un alcohol simple como la colina o incluso carbohidratos muy
complejos. El esfingolipido mas importante es la esfingomielina, que puede contener tanto

fosforil-colina como fosforil-etanolamina esterificadas en el primer hidroxilo de la ceramida.
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3.1.4.- Glicoesfingolipidos : El principal grupo de glicoesfingolipidos son los
gangliésidos que se encuentran en la materia gris del cerebro de todos los animales
superiores. Estas moléculas contienen oligosacaridos complejos con uno o mas acidos

sidlicos, estos acidos sialicos confieren carga negativa a la molécula a pH neutro.

3.1.5.- Esteroles : El esterol mas comun es el colesterol y se suele incluir en las
formulaciones de todos los liposomas. Son derivados del hidrocarburo tetraciclico
ciclo-pentano-perhidro-fenantreno. La inclusién del colesterol en la membrana de los
liposomas logra tres importantes efectos : incrementar la fluidez de la bicapa lipidica,
reducir la permeabilidad de la misma con lo que la estabilidad del compuesto
encapsulado es mayor y aumentar la resistencia del liposoma frente a las lipasas
séricas. Tanto el efecto de impermeabilizacién de la membrana como la resistencia a las
lipasas son de capital importancia en todas aquellas aplicaciones de los liposomas que

implican su administracién por via intravenosa.

ANIMALS

Cholesterol 7-dehydro cholesterol
PLANTS @

HO HO

Stigmasterol M1-sitosterol

FUNGI
HO
Ergosterol

Fig 4 : Tipos de esteroles presentes en la membrana plasmética y origen de los mismos.
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Los liposomas que carecen de colesterol interaccionan rdpidamente con proteinas
plasméaticas como la albdmina, transferrina y macroglobulinas. Estas proteinas
secuestran los fosfolipidos de los liposomas provocando la degradacion de los mismos.
Los nombres y estructuras de los esteroides mas usados se pueden ver en la figura
4. El grupo hidroxilo en la posicién 7 junto con el hidrocarburo en la posicién 17 confieren
polaridad a la molécula. En las bicapas lipidicas el colesterol se intercala entre los
fosfolipidos con este grupo hidroxilo orientado hacia el compartimento acuoso, el anillo
tetraciclico se encuentra entre los primeros carbonos de las cadenas de acido graso

intercaldandose fuertemente entre ellas.

3.1.6.- Metabolizacién de los lipidos integrados en los liposomas : Después de la
administracién " in vivo" de los liposomas, estos son degradados de la misma forma
que lo son los lipidos integrantes de la membranas biolégicas. En el interior del
organismo los liposomas son convertidos enzimaticamente en intermediarios
metabdlicos como el glicerofosfato, acidos grasos, etanolamina, colina, acetil-CoA,
etc, o bien son utilizados para mantener el "pool" de lipidos intracelulares y

posteriormente reemplazar a los lipidos integrados en las membranas biolégicas.

3.1.6.1.- Fosfolipidos : Los fosfolipidos son hidrolizados mediante fosfolipasas
especificas. La fosfolipasa A1 degrada especificamente el &cido graso situado en la
posicién 1 del glicerol, la fosfolipasa A2 cataliza la adicién de agua al carbono en
posicion 2 rompiendo la esterificacion de los dos acidos grasos con el glicerol. La
fosfolipasa B es una mezcla de ambos enzimas y puede remover especificamente ambas
cadenas de acido graso. La fosfolipasa C cataliza la hidrdlisis del enlace entre el dcido
fosférico con el glicerol, mientras que la fosfolipasa D rompe el grupo alcohdlico de la
cabeza polar del fosfolipido. Los 4cidos grasos liberados por accion de las
fosfolipasas entran en el "pool" celular y son utilizados como precursores para sintetizar
nuevos foslipidos, triglicéridos, o bien son activados a acetil-CoA y ser posteriormente

oxidados a CO,, H,0 y energia por medio de la beta-oxidacién.

El glicerofosfato no es degradado. Ello es debido a hecho de que es un buen aceptor
de fosfatos. A nivel intracelular existe un equilibrio entre la forma de
glicerofosfato y defosforilada. Estas moléculas son recicladas e incorporadas a la sintesis

de nuevos fosfolipidos.
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Fig 5 : Catabolismo de los fosfolipidos. RCOOG, &cido graso; P, fosfato; G, glicerol; Base

= colina, etanolamina, inositol, serina o glicerol.

3.1.6.2.- Esteroles : El higado es el principal 6rgano implicado en la sintesis vy
degradacién de los esteroles en general y del colesterol en particular. Una gran
proporcién del colesterol hidrolizado por las lipoproteinas plasmaéticas es excretada por
el higado a través de la bilis en forma de 4&cidos biliares y liberado al intestino como
coadyuvante en la digestion de las grasas. Parte del colesterol es reabsorbido en el
intestino grueso y solo una pequefia parte se excreta junto con las heces fecales.

Aproximadamente un 20% del colesterol total es absorbido directamente por la mucosa
intestinal.

En el lumen intestinal el colesterol es degradado por la flora bacteriana y convertido en
coprostanol y eliminado junto con las heces. Finalmente menos del 1 % del

colesterol se utiliza como precursor en la sintesis de las hormonas esteroideas.

3.1.7.- Precauciones en el manejo de lipidos : La caracteristica mas importante que
deben reunir los lipidos empleados en la produccién de liposomas es el grado de
Pureza de los mismos. Los lipidos de origen comercial presenta distintos grados de
Pureza y es imprescindible prestar atencién a determinadas impurezas presentes en
ellos. Pequefias cantidades de 4cidos grasos libres o de lisofosfatidos (240) pueden

alterar la carga de los liposomas vy la permeabilidad de sus membranas.El grado de
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oxidacién y la insaturacién de las cadenas de &cido graso puede ser monitorizado
mediante la relacién entre la absorcién a 232 nm y a 215 nm o bien mediante la
reacciéon del acido tiobarbitdrico (241). Todos los fosfolipidos deben ser analizados
mediante TLC o mediante HPLC . Los lipidos deben ser almacenados desecados o
disueltos en cloroformo:metanol a -20°C y a ser posible en atmdsfera inerte de

nitrégeno o argon.

3.2.- TIPOS Y COMPOSICION DE LOS LIPOSOMAS

Los liposomas pueden preparase a partir de muy distintas composiciones de lipidos
y con muy variadas proporciones entre ellos y en funcion de esta composicion

presentar unas determinadas propiedades.

Desde el punto de vista fisico los liposomas se dividen en liposomas unilamelares
si tienen una sola capa lipidica o bien multilamelares (MLV) si estdn formados por
varias capas. Los liposomas unilamelares con un didmetro inferior a 100 nm reciben
el nombre de "small unilamellar vesicles" (SUV), mientras que si su didmetro es

superior reciben el nombre de "large unilamellar vesicles" (LUV).

El método de preparacién de los liposomas influye, no solo en las caracteristicas de los

mismos, sino que permite clasificarlos segun la tecnologia empleada en su produccién.

Tipo Siglas Tamaiio
Pequenos unilamelares Suv 0.025-0.10 yu
Multilamelares MLV 0.05-10u
Fase reversa REV 0.5-10u
Inyeccién en éter EIV 0.02-1u
Congelacién FDV > 05y

Tabla IV : Tipos de liposomas en funcién de la metodologia empleada en su obtencién y

de su tamano.
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El indice de encapsulacion de moléculas hidrosolubles puede variar desde algo menos del
2% para los SUV hasta cerca del 50% para los REV, solo en el caso de la encapsulacion

de DNA puede llegarse hasta el 70% para los REV.
3.3. PROPIEDADES DE LOS LIPOSOMAS

3.3.1.- Transicién de fase : La estructura de la bicapa lipidica puede variar enormemente
segin la temperatura en funcién de la temperatura de transicion de los lipidos.
A diferentes temperaturas las bicapas lipidicas se presentan en diferentes fases, y la
transicibn de una fase a otra es fécilmente detectable mediante técnicas de
microcalorimetria. Los cambios mas facilmente detectables ocurren a altas temperaturas,
pues las membranas pasan de una estructura solida, mas o menos rigida a una fase

mas cristalina y gelificada en donde es posible el libre movimiento de las moléculas.
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Fig 6 : Temperaturas de transicién de fase de diversos fosfolipidos en funcién de sus

distintos grupos y del tipo de acido graso presente en su cadena.

La técnica mas ampliamente utilizada para medir los efectos de las transiciones de fase,
es la microcalorimetria . La longitud de la cadena de &cido graso y su grado de
insaturacién, asi como el tipo de grupo existente en la cabeza del lipido es de capital

importancia para el valor de la temperatura de transicién de la membranas lipidicas (Fig
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6). Por regla general a medida que se incrementa la longitud de la cadena lipidica y su

grado de insaturacién se aumenta la temperatura de transicién y la rigidez de la membrana.

El control de la temperatura de transicién y por lo tanto de la rigidez de la membrana del
liposoma es fundamental en el disefio de liposomas, pues tal y como se vera mas
adelante, el tipo de membrana altera considerablemente la inmunogenicidad del

liposoma, asi como su interaccién con distintas células y tumores.

3.3.2.- Disposicion espacial de la membrana : En la bicapa lipidica las moléculas
aparecen alineadas con el glicerol en posicién perpendicular al plano de la membrana,
y el grupo terminal en posicion paralela a la misma. Esta conformacién reduce al
maximo la distancia entre las cargas positivas y negativas del fosfolipido. En el caso de
fosfatidilcolina, la existencia de tres grupos metilo unidos a un nitrégeno cuaternario,
obliga al grupo terminal de la colina a ocupar un area algo superior a la que ocuparia

la unién de dos cadenas de &cidos grasos simples.

Para evitar problemas de tensiones en la superficie de la bicapa, una de las dos
cadenas hidrocarbonadas del dcido graso adopta una posicién ligeramente inclinada con
respecto a la vertical, creando asi un espacio adicional para los grupos terminales y asi
lograr un méaximo acercamiento entre las distintas cadenas y maximizar el efecto de
las fuerzas de Van der Wals y otras interacciones no covalentes (Fig 7). La inclinacién
de las cadenas de 4cido graso, junto con el hecho de que los dos primeros 4tomos de
carbono de la segunda cadena son paralelos a la superficie de la bicapa implica que
con cadenas de igual longitud se creen agujeros en el interior de la bicapa. En las
lecitinas naturales este problema se evita facilmente, pues suelen poseer 4cidos grasos
de distinta longitud. Si utilizamos lipidos con 4cidos grasos muy desiguales se forman
bicapas con un elevado grado de interdigitacién en las cadenas de 4cido graso y ello

hace aumentar la estabilidad e impermeabilidad del liposoma.

A medida que la temperatura aumenta las cadenas de 4cido graso o tienden a adoptar
conformaciones distintas a la conformacién trans habitual, y el grado de separacién de
las dos cadenas de 4cido graso se acentua (Fig 8). Este fenémeno fuerza al 4cido graso
a aumentar su area, acortar su longitud relativa y por lo tanto el grosor de la bicapa

decrece, esto es especialmente importante en la transicién desde una fase rigida a una
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Fig 7: Esquema de la conformacién espacial de la fosfatdilcolina : Este diagrama muestra
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fase quasi cristalina. En efecto la transicién desde una fase rigida hasta una fase de cristal
liquido no tiene lugar de forma inmediata, sino que se realiza por etapas, y en realidad
implica la existencia de dos transiciones consecutivas. La primera transicién vy
principal ocurre al llegar a la temperatura de transicion del lipido e implica el
abandono de la conformacién trans, pero existe una pretransicién, a una temperatura 5
grados inferior a la de transicién, en que el grupo terminal suele adoptar
conformaciones distintas a las habituales. En el intervalo de temperaturas entre ambas

transiciones, la membrana adopta una apariencia ondulada que se pierde al llegar ala
fase cristalina (Fig 9).

"Sold” Gel state

TR

"Fluid" Liquid Crystal state

B

394

L

Fig 9 : Conformacién espacial de una bicapa lipidica seglin se encuentre en una fase
solida o "fluida". En funcién de la temperatura de transicion de los lipidos empleados en

la misma, esta sera mas o menos rigida.

Incluso en temperaturas superiores a las de transicién de fase, las cadenas de

acido graso adoptan una conformacién muy distinta ala que poseen cuando se hallan
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disueltas en solventes orgédnicos o cuando forman mezclas parafinicas. El glicerol
es la parte de la molécula con una libertad de movimientos mas limitada. Los grupos
metilo cercanos al grupo carboxilico muestran una rigidez considerable, a partir
del carbono ndmero 9 y hacia el extremo de la molécula la rigidez decrece. Sin
embargo en lainterfase entre |la bicapa lipidica y el medio acuoso los grupos terminales
de los lipidos en general y de los fosfolipidos en particular tienden a adoptar una
conformacioén cercana a la de una matriz bidimensional con distancias fijas entre
moléculas. En realidad esta estructura matricial es una estructura cristalina tridimensional
muy regular en donde la presencia de impurezas o bien defectos en el empaquetado del
liposoma puede favorecer la aparicion de puntos de fractura, con la consiguiente
perdida del material disuelto en el compartimento acuoso interno. Estos defectos estan
asociados a cambios en la conformacién e inclinacién del acido graso. El cambio desde
una conformacién trans a otra conformacién mas abierta presenta una entalpia de 0,4
Kcal/mol y una energia de activacion de 30 Kcal/mol. Esta pequefia variacién energética
significa que la rotacién de los grupos metilo adyacentes dentro de una misma cadena
con respecto a los grupos de las cadenas mas préximas no es completamente libre y
que por lo tanto la conformacién trans puede ser facilmente recuperable. Ello hace que
las transiciones de fase desde una estructura rigida hasta otra cristalina sean

completamente reversibles.

3.3.3.- Permeabilidad de la membrana : Las membranas de los liposomas son membranas
semipermeables en las que la difusién de moléculas a través de las mismas varia
considerablemente en funcién su naturaleza. Para moléculas solubles tanto en
disolventes orgdnicos como en disolventes acuosos, las membranas de fosfolipido
constituyen una barrera muy tenue; por otra parte, los solubles polares como la glucosa
0 de muy alto peso molecular como las proteinas atraviesan las bicapas con mucha
dificultad. Moléculas pequefias carentes de carga, como el agua o la urea pueden
difundir bastante rapidamente, mientras que el paso de iones estd en funcién del tipo
de tampén en el que estén disueltos los liposomas. Los protones y los grupos
hidroxilo pueden atravesar la membrana con facilidad, probablemente como resultado
de una transferencia de puentes de hidrégeno entre moléculas de agua. Los iones con
mas dificultad de paso a través de la membrana del liposoma son el sodio y el potasio,
Y en menor grado el cloroy los nitritos. Existen indicios de que el mecanismo de

difusién los iones metélicos a través de las membranas lipidicas es ligeramente
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diferente del utilizado por otros tipos de moléculas, ello es debido a que el flujo de
iones metdlicos es funcién indirecta del grado de insaturacién de las cadenas de &cido
graso, mientras que el flujo de glucosa aumenta ligeramente al aumentar la
insaturacién. Una posible explicacién es el hecho de los iones metélicos fluyen a través
de la membrana gracias pequefos tuneles que se forman como resultado de la
rotacion de los enlaces entre atomos de carbono. Los dobles enlaces no pueden rotar
libremente y ello podria dificultar considerablemente el paso de estos iones metalicos.
La glucosa es demasiado grande para utilizar este mecanismo y requiere la existencia de
fallos en la conformacién de la bicapa y por lo tanto el acortamiento de la cadena de
4cido graso implica una disminucién en el grosor de la bicapa y facilita la existencia de

puntos de fractura.

La discusién anterior es solo aplicable a liposomas en los que los compartimentos
acuosos interno y externo se hallan en perfecto equilibrio. Debido a que los liposomas
son membranas semipermeables, un desequilibrio entre ambos compartimentos
puede generar una presion osmética. En el caso de solutos encapsulados a altas
concentraciones en el interior del liposoma disueltos en tampones de baja concentracion
salina, el liposoma se hincha y aumenta su volumen como consecuencia de un flujo de
agua desde el exterior hacia el interior del mismo. En muchos casos la presién generada
es suficiente para romper completamente la membrana con la consiguiente perdida

del material encapsulado.

3.3.4.- Estructura fisica de los liposomas : Independientemente de la composicién
quimica de los liposomas, que determina pardmetros como la fluidez de la membrana,
carga eléctrica, etc. los liposomas pueden obtenerse con diferentes tamanos y grosores
de la bicapa. El tamafo puede variar ampliamente desde los 25 nm de didmetro hasta un

micra 0 mas.

El tamafio mas reducido posible no es nunca inferior a 25 nm por ser este el minimo
tamafio posible en funcién del maximo grado posible de curvatura de una bicapa lipidica.
Por otra parte el tamafio maximo posible esta en funcién de la médxima estabilidad
posible para una bicapa lipidica, este tamafio estd alrededor de 10 micras de
didmetro, si bien es posible obtener liposomas de varias micras de didmetro mediante

técnicas de fusién entre los mismos.
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En funcién de su tamafo y del nidmero de capas presentes en un liposoma, estos
se pueden clasificar de la siguiente forma :

a) Liposomas multilamelares : Son liposomas constituidos por varias capas concéntricas
con diversos espacios hidréfilos entre las mismas. Poseen un amplio abanico de tamafos
que abarca desde los 100 nm de diametro hasta una micra.

b) Liposomas unilamelares : Son liposomas constituidos por una sola bicapa y una gran
espacio hidréfilo en su interior. Suelen clasificarse en tres grupos de acuerdo con su
diametro. Los mas pequefios poseen didmetros entre los 25 y los 75 nm. Los de mediano
tamano oscilan entre los 100 y 200 nm de didametro, mientras que los de mayor

tamano poseen mas de 500 nm de diametro.
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Fig 10: Tamafo comparativo de diversos liposomas y de algunas estructuras biolégicas.
En la préctica casi todos los métodos de obtencién de liposomas permiten obtener una

poblacién muy heterogénea en cuanto a tamafos, especialmente dentro del rango de

los liposomas de pequefio didmetro.

3.4.- INTERACCION ENTRE LIPOSOMAS Y CELULAS :

Los liposomas pueden interaccionar con células y tejidos de muy distintas formas. En
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todos los casos la interaccién entre liposomas y células implica, al menos, dos etapas, una
primera etapa de interaccién entre la membrana del liposoma y la de la célula, y una
segunda etapa de fusién de membranas que implica la insercién del liposoma en la célula

y liberacién del material encapsulado en el citoplasma celular.

3.4.1.- Interaccién entre membranas : La interaccién entre la membrana del liposoma y
la membrana celular puede tener lugar por transferencia entre membranas, interaccién por

contacto, absorcion o fusiéon de membranas.

3.4.1.1.- Transferencia entre membranas : La transferencia de lipidos entre membranas
puede tener lugar debido a un acercamiento entre la membrana celular y la del liposoma
sin que exista contacto entre ambas y sin perjuicio de la integridad de la membrana del
liposoma, debido a ello la transferencia de material entre el liposoma y la célula, no es tan

solo reversible, sino que puede darse en ambas direcciones.

El intercambio de fosfolipidos con las células puede realizarse mediante la existencia de
receptores de membrana de tipo proteico y sensibles al tratamiento con tripsina (242).
Interacciones similares tiene lugar entre liposomas y lipoproteinas, en particular con
lipoproteinas de alta densidad. A concentraciones de lipidos bajas, tanto in vivo como in
vitro, los liposomas unilamelares de pequefio tamafo compuestos integramente de
fosfatidilcolina y sin colesterol se desintegran rapidamente en el plasma, no llegan a
interaccionar con las células y los lipidos son captados por las lipoproteinas plasméticas.
Laincorporacién de colesterol a los liposomas construidos exclusivamente con fosfolipidos

inhibe la desintegracién de los mismos y les da una mayor estabilidad (243).

La liberacién de compuestos hidrosolubles simplemente por contacto y sin rotura de la
membrana del liposoma tiene lugar por mecanismos que, hasta el momento presente, no
son conocidos, pero que implican un incremento en la permeabilidad de la membrana y
la posible existencia de receptores en la membrana celular (242). Este proceso de
interaccién permite dirigir los liposomas hacia células con escasa actividad fagocitica y que

el material encapsulado sea liberado al citoplasma celular.

3.4.1.2.- Absorcién : La absorcién de liposomas por parte de la membrana celular puede

ocurrir con liberacién o no del material encapsulado al interior del citoplasma celular. Esta
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absorcion puede tener lugar como resultado de fuerzas de atraccién de tipo fisico y
electroestatico, o como resultado de la unién del liposoma a receptores de membrana.
Sorprendentemente los mecanismos de absorciéon estdan potenciados por debajo de la
temperatura de transicién de los lipidos, posiblemente debido a que los puntos de unién
son mas estables por debajo de esta temperatura. La absorcién es un proceso

indispensable y previo para la ingestién del liposoma por parte de la célula (24 3).

3.4.1.3.- Fusién de membranas : El paso consecutivo l6gico después de una absorcion es
la fusién de la membrana del liposoma con la membrana celular. En el caso de los
liposomas unilamelares la fusion de membranas implica la introduccién del material
encapsulado directamente al citoplasma. En el caso de los liposomas multilamelares la
fusion implica la introduccién al citoplasma del material encapsulado junto con las
membranas interiores del liposoma, ello puede facilitar la liberacién del contenido del
liposoma en los orgdnulos subcelulares. En procesos " in vitro" la fusién de membranas
puede facilitarse mediante la adicién al medio de substancias fuségenas, como son la
lisolecitina, detergentes y surfactantes, sin embargo este tipo de materiales pueden ser

téxicos "in vivo" (244).

Sin embargo, “in vivo"” el proceso de fusién implica la existencia de dos etapas
diferenciadas, por una parte la absorcién propiamente dicha y una segunda etapa de
fagocitosis. Generalmente los liposomas son removidos rdpidamente desde el torrente
circulatorio por parte de las células fagociticas, aunque ello puede retardarse mediante la

adicién de gangliésidos en la membrana del liposoma.

Las células con actividad fagocitica incorporan los liposomas en forma de endosomas,
vacuolas subcelulares formadas por invaginacién de la membrana plasmatica. Estos
endosomas se fusionan con lisosomas para formar lisosomas secundarios en donde tiene
lugar la digestion de las membranas del liposoma. Los enzimas lisosomiales hidrolizan los
fosfolipidos a 4cidos grasos que pueden ser reciclados y asimilados por el metabolismo de
los fosfolipidos. Algunos lipidos aniénicos y determinados farmacos pueden inhibir la

rotura del liposoma y producir patologias por acumulo de farmacos .

Durante el proceso de rotura del liposoma en los lisosomas el contenido del compartimento

acuoso se libera y permanece secuestrado en los lisosomas hasta su exocitosis,
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especialmente si se trata de compuestos que se ionizan a por debajo de pH 6, o bien se

va liberando lentamente desde el liposoma vy llega a la matriz citoplasmética.

Los liposomas también pueden ser captados mediante endocitosis a partir de receptores
especificos. Este tipo de proceso tiene lugar en el caso de que los liposomas presente
lipoproteinas de baja densidad o bien transferrina, ambas proteinas pueden unirse a
receptores especificos y provocar la endocitosis del liposoma, de esta forma el liposoma

puede llegar a organulos subcelulares distintos al lisosoma (245).

3.4.1.4.- Consideraciones anatdémicas : La administracion de liposomas "in vivo" esta
sujeta a diversas variables especialmente el tamafio y la composiciéon de la membrana, que
pueden determinar la estabilidad del liposoma en el plasma, la captacién por determinados

oérganos, y el aclaramiento metabdlico.

En condiciones normales, cuando inyectamos por via endovenosa liposomas de
fosfatidilcolina:colesterol, los liposomas son captados mayoritariamente por el sistema
reticulo endotelial, especialmente por el macr6fago, y se acumulan en el higado. Debido
a esta captacion pasiva por parte del sistema reticulo endotelial la terapia mediante
farmacos encapsulados mediante liposomas es especialmente UGtil en todas aquellas
enfermedades que afectan al sistema reticulo endotelial, sobre todo la leishmaniasis y las
micosis (243). Los liposomas de pequefio didmetro son captados mas lentamente que los
de mayor tamano, y especialmente los unilamelares se acumulan preferentemente en los
hepatocitos en lugar de las células de Kupffer, ello es debido a que su pequefio didmetro
les permite atravesar las fenestraciones de los sinusoides hepéticos. La captacién por
parte del higado es claramente dosis-dependiente y puede saturarse por un exceso de
liposomas o bien por una competencia entre liposomas de pequefio y gran diametro. El
colesterol captado por el higado a partir de los liposomas es metabolizado de forma
diferente segun se trate de liposomas de pequefio o gran tamafo . El colesterol de los
liposomas de pequefio diametro se metaboliza a glicolato, mientras que el proveniente de

los de gran diametro es metabolizado a taurocolato (246).
La incorporacién de lactosilceramida a los SUV incrementa el ratio de captacion por parte

del higado y especialmente por parte del hepatocito (247). El mecanismo responsable de

esta captacidn es la interaccién de los liposomas por parte de receptores para la galactosa
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que poseen los hepatocitos, la captacién es tambien funcién del metodo empleado para
la incorporacién del carbohidrato a la membrana del liposoma. El ratio de la captacién por
parte del hepatocitos tambien puede incrementarse con el uso de sales de gadolinio, que
inhiben la captacién por parte de las células fagociticas, pero no por parte del hepatocito
(248). Los liposomas de gran diametro no pueden acceder facilmente al hepatocito debido
a la imposibilidad de difundir atraves de las fenestraciones de los sinusoides hepaticos. Se
ha descrito que los liposomas captados directamente por el hepatocito son dirigidos hacia
la mitocondria (249). Ello tiene una especial relevancia en el targeting y expresion de
material genético. Los liposomas de elevado diametro, mayor de 5 micras, son captados
mayoritariamente por el macréfago pulmonar, y esta captacién puede aumentarse con el

uso de lipidos cargados negativamente, especialmente fosfatidilserina (250).

La administracién intramuscular de liposomas provoca su retencién inicial en el sitio de
administracién y una liberacién lenta, tipo depot, atraves de los nddulos linfaticos
regionales hacia el sistema linfatico. En el sistema linfatico los liposomas son captados por

el macréfago y entran en contacto con los linfocitos.

Los liposomas que incorporan material antigénico, ya sea en la membrana o encapsulado
en el compartimento hidrofilico, son capaces de generar una intensa respuesta inmune
cuando se administran por via subcutanea, intraperitoneal o parenteral. Esta respuesta
puede ser debida a la interaccidn directa del liposoma con el linfocito o por presentacion
del antigeno captado por el macréfago. Los datos publicados haste el momento indican
que los liposomas que contienen esfingomielina o diesteroilfosfatidilcolina provocan una
mejor respuesta inmune (251). La administracién por via intraperitoneal provoca la rapida
captacién del liposoma por parte del macr6fago y al poco tiempo pueden ser detectados

en la circulacién, tanto sanguinea como linfética.

Los liposomas administrados por otras vias, tépica, intraocular, oral o mediante instilacion
nasal, suelen permanecer en el sitio de aplicacién o bien son rapidamente destruidos y su
contenido liberado, en general este tipo de administracién de liposomas impide que estos

llegen al torrente sanguineo.

No hay datos concretos acerca de que factores influyen en la captacién del liposoma por

parte del macréfago. Cuando el liposoma se administra por via intraperitoneal los lipidos
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de su membrana interaccionan rapidamente con gran cantidad de proteinas plasmaticas.
Se han detectado gran cantidad de proteinas capaces de interactuar con los liposomas,
entre las que destacaremos : ¢ y [ globulinas, 1gG, fibronectina, factores de coagulacion
y albimina, todas ellas pueden afectar el modo en el liposoma es captado por el
macréfago y demas células fagociticas y por lo tanto la forma en que el liposoma puede

ser eliminado de la circulacién sanguinea por parte del sistema reticuloendotelial (252).

Los liposomas que se han polimerizado con proteinas plasmadticas son eliminados de la
circulacién sanguinea con mayor rapidez que los liposomas normales (253). Su captacion
por parte del macr6fago es mas rapida. Este proceso es mas evidente si en su membrana
contienen amino-azucares (254), o glicolipidos (255). La incorporacién de GM1 en el
liposoma en concentraciones no superiores al 5% del total de lipidos retrasa el
aclaramiento de los liposomas de la circulacion sanguinea, similares resultados se
consiguen con una proporciéon de esfingomielina : colesterol de 4:3 (256). Debido a que
tanto esfingomielina como fosfatidilcolina poseen el mismo grupo polar estas diferencias
tienen que ser debidas a distintas formas de empaquetamiento de la membrana lipidica.
La combinacion de GM1 con liposomas de fosfatidilcolina:colesterol provoca una mayor

estabilidad del liposoma una permanencia mayor en el torrente circulatorio (255).

La conjugaciéon de liposomas con anticuerpos incrementa su captacién por parte del
sistema reticuloendotelial, excepto que el fragmento Fc este enmascarado o sea
eliminado. La utilizacién de liposomas de larga estabilidad plasmética conjugados con
fragmentos F,,. o con receptores moleculares permite dirigirlos hacia tejidos y células
determinadas, o bien hacia células que presentes determinados antigenos en su
membrana. Sin embargo esta metodologia no permite dirigir los liposomas hacia territorios
desprovistos de vascularizacién, pues el diametro de los mismos no les permite abandonar

facilmente los capilares sanguineos (257).
La administracién de los liposomas por via intramuscular o subcutanea es muy eficaz para
su liberacién en los nédulos linfaticos y su acumulacién en los mismos, esta acumulacién

secuestra los liposomas y no permite su destruccion por parte del sistema

reticuloendotelial ni por el higado (258).

La utilizacién de factores quimiotacticos permite la vehiculizacion del liposoma hacia zonas
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muy concretas del organismo, asi por ejemplo se han utilizado liposomas con factores
quimitdcticos para movilizar monocitos y dirigirlos hacia tejidos inflamados o infectados.
Tratamientos de este tipo han demostrado una gran eficacia en el tratamiento de

infecciones parasitarias (259).

3.5.- DIANIZACION DE LIPOSOMAS

En el capitulo anterior se ha descrito que una gran parte de los liposomas administrados
in vivo son captados por el higado o bien son secuestrados y destruidos por el sistema
reticulo-endotelial, sin embargo determinadas combinaciones de lipidos permiten dirigir o
dianizar el liposoma hacia tejidos u érganos concretos en donde liberaran su contenido.
En particular se pueden disefiar liposomas que se dirigan a un determinado 6rgano, o que

se lisen en respuesta a determinadas condiciones de temperatura, pH, etc.

3.5.1.- Liposomas Temperatura sensibles : Este tipo de liposoma se disefia con el objetivo
que el liposoma de rompa y libere su contenido cuando la temperatura ambiente sea la
temperatura de transicién de los lipidos integrantes de su membrana. Tanto in vivo como
in vitro esta lisis estd aumentada por la presencia de proteinas plasméticas que se unen
a su membrana y ayudan a desestabilizar el liposoma cuando se llega a la temperatura de
transicién (260).

Para estudios in vivo se pueden utilizar liposomas constituidos por diesteroil-fosfatidilcolina
y dipalmitoil-fosfatidilcolina y sin colesterol que son estables a 37 grados, pero que a llegar
a zonas del organismo con temperaturas cercanas a los 40 grados, como son tumores 0

zonas inflamadas, el liposoma se lise y libere sus contenido.

Las lipoproteinas de elevada densidad (HDL) realizan una funcién adyuvante en lisis del
liposoma a temperaturas superiores a la temperatura de transicién , provocando un
aumento de la permeabilidad de la membrana y por lo tanto una liberacién del material

encapsulado, especialmente si este es de bajo peso molecular.

Usando carboxifluoresceina como marcador (261) se ha demostrado que los liposomas

unilamelares ,con o sin la presencia del HDL, liberan en pocos segundos el 100% del
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material encapsulado cuando se sobrepasa ligeramente la temperatura de transicién,
mientras que liposomas multilamelares precisan de la presencia de HDL para
desetabilizarse, posiblemente debido a la dificultad en la rotura simultanea de varias

membranas.

Todas las lipoproteinas plasmaticas pueden unirse a la membrana de liposoma vy
desestabilizarla, sin embargo determinadas proteinas como la tubulina y la actina pueden
interaccionar especificamente con bicapas de lecitinas neutras, en ambos casos la proteina

no se une al liposoma sino se alcanza la temperatura de transicion (262).

3.5.2.- Liposomas diana-sensibles : La idea de los liposomas diana-sensibles se basa en
el disefio de liposomas intrinsecamante inestables, por ejemplo con fosfatidiletanolamina
insaturada. Estos liposomas se estabilizan por la presencia de proteinas unidas
covalentemente a los lipidos de la bicapa. Generalmente la proteina utilizada es un
anticuerpo; este anticuerpo encuantra su diana especifica y se une a ella provocando el
capping de los anticuerpos y la desestabilizacion de la bicapa. Este método es
particularmente eficaz para vehiculizar moléculas que deban unirse a receptores de
membrana, por ejemplo antigenos, linfoquinas, factores de crecimiento, etc, o bien para

dianizar liposomas hacia células con reducida capacidad fagocitica (263).

3.5.3.- Liposomas pH sensibles : Para construir liposomas sensibles al pH puede utilizarse
una aproximacion parecida a la descrita en el apartado anterior. Si empleamos fosfatidil-
etanolamina como componente mayoritario, la membrana puede estabilizarse con la
presencia de moléculas cargadas a pH neutro, pero que pierdan su carga a pH bajo, y por
lo tanto pierdan su capacidad de estabilizar la membrana. Liposomas compuestos de
colesterol hemisuccinato, palmitoil-homocisteina o N-succinil-fosfatidiletanolamina junto
con fosfatidil-etanolamina neutra son estables a pH 7 pero se destabilizan rapidamente a

PH 5 o inferiores (264).

Este tipo de liposoma se emplea para vehiculizar materiales bioactivos hacia células en las
que se desee evitar que el liposoma sea degradado en el lisosoma. Tal y como se ha
descrito anteriormente, la primera etapa en la captacion del liposoma por la célula es la
formacién de un endosoma posterior a la endocitosis del liposoma. El pH interno del

endosoma suele estar alrededor de 5, lo que provoca la desestabilizacién de la bicapa y
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la liberaciéon del material encapsulado antes de que el endosoma se fusione con un
lisosoma. Esta estrategia ha demostrado ser muy util para transfectar plasmidos que deben
ser vehiculizados hacia el nucleo y asimismo deben ser protegidos de la accién de las endo

y exo-nucleosidasas (265).

3.6.- LIPOSOMAS Y RESPUESTA INMUNE

Desde la introduccién de los liposomas hacia finales de la década de los 60, estos han sido
utilizados fecuentemente como portadores de antigenos y han mostrado ser unas
poderosas herramientas como modelos de presentacién del antigeno y para el estudio de

los mecanismos efectores de la respuesta inmune.

En 1974 Allison y Gregoriadis (266) describieron el uso de los liposomas como
transportadores o carriers de antigenos /n vivo y posteriormente se ha descrito su uso
como presentadores del antigeno (267) y transportadores de antigenos y adyuvantes
(268). Actualmente los liposomas se emplean como modelos de liberacion lenta del
antigeno, encapsulacién de interleucinas y otros modificadores de la respuesta biolégica,

y para vehiculizar a territorios especificos o inmunodeprimidos antigenos y anticuerpos.

3.6.1.- Presentacion de antigenos : Despues de la inmunizacién intraperitoneal o
parenteral con el antigeno encapsulado en liposomas, estos son rapidamente captados por
el macréfago, especialmente en el bazo y el higado, en donde son rapidamente degradados
en el lisosoma (269). Estudios in vitro han demostrado que los liposomas pueden ser
captados por el macréfago mediante un proceso de endocitosis, mediante los receptores

Fc de la inmunoglobulina o por fagocitosis (270).

3.6.1.1.- Estudios in vitro : Diversos autores han demostrado que la incubacién de
liposomas con linfocitos y macréfagos provoca la presentacién de antigenos proteicos,
encapsulados o absorbidos al liposoma, al linfocito T colaborador (271,272). Tambien se
han empleado los liposomas como transportadores de antigenos del sistema principal de
histocompatibilidad o para la generacién in vitro de clones de linfocitos T citotéxicos
(273,274),

En una interesante serie de ensayos se ha demostrado que antigenos de tipo proteico

75



encapsulados en liposomas pueden ser presentados a la célula T helper por el macréfago
pero no directamente a la célula B en ausencia de macré6fagos (275,276). Sin embargo se
ha visto que el antigeno unido covalentemente a la superficie del liposoma puede ser
presentado directamente por la célula B, aunque con una eficiencia menor. Estos trabajos
sugieren que, aunque el macréfago juege un papel destacado en estos mecanismos de
presentacion del antigeno, en el caso de los antigenos particulados puede ser substituido

por el linfocito B.

En otra serie de experimentos /n vitro se han utilizado liposomas que expresan el antigeno
y moléculas del sistema principal de histocompatibilidad en su superficie. Estos liposomas
se han presentado a la célula T-helper en ausencia total de células presentadoras de
antigeno. Los antigenos proteicos se han unido covalentemente al liposoma por medio de
un puente bifuncional (N-succinimidimyl 3(-2-piridylthio) propionato o SPDP), por su parte
las moléculas del MHS han sido purificadas a partir de células normales por medio de
extracciones con detergentes aniénicos. La presentacién del antigeno a la célula T se ha
demostrado por medio de clones T-antigeno especificos y por el aumento de la secrecién
de IL-2 (277). Debido a la inmovilizaciéon del antigeno y a la ausencia de células
presentadoras de antigeno, los autores concluyen que la degradacion del antigeno no es
estrictamante necesaria para la activacion de la célula T helper, si el antigeno se halla
asociado a liposomas. Otro dato de gran interes es que si el antigeno se encuentra en
concentraciones muy altas en la membrana del liposoma, la presentacién del mismo al

linfocito T se puede realizar en ausencia de moléculas del MHC (278).

La principal conclusién que podemos sacar de estos datos es el hecho de que la
presentacion del antigeno al linfocito T y B puede realizarse en ausencia de mediadores
sintetizados por las células presentadores de antigeno. El anélisis del papel de estos
mediadores se realizé con liposomas de llevaban IL-1 unida mediante SPDP a la membrana
de los mismos y junto con moléculas del MHS y el antigeno y se vié que estos liposomas
poseian un elevado poder mitogénico y podian actuar a modo de "macréfagos sintéticos”
(279), estos datos son de gran interes si pudiesen ser reproducidos con antigenos T-

independientes.

3.6.1.2- Estudios in vivo : Los diversos estudios in vitro descritos establecen la base

tedrica de que los antigenos presentados por medio de liposomas son captados
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mayoritariamente por el macréfago, aunque determinados tipos de liposomas pueden ser
presentados directamente a los linfocitos T y B. Basandonos en el estado actual de los
conocimientos es de suponer que /in vivo, sea, tambien, el macr6fago el responsable de
la captacién del liposoma y de la presentacion a los linfocitos, sin embargo es preciso
averiguar si esta presentacion puede realizarse en ausencia de las células presentadoras

de antigeno o bien en ausencia de restriccion por parte del MHS.

Estudios /n vivo han demostrado que el macréfago capta una gran cantidad de los
liposomas en periodos de tiempo relativamante cortos, y lo hace por medio de fagocitosis,
ello descarta al linfocito B y a las células dendriticas como células presentadoras de
antigeno por su escasa o nula capacidad fagocitica (280). Por otra parte la depleccion de
macréfagos in vivo causa la supresion de la respuesta a antigenos proteicos encapsulados
en liposomas (281,282), finalmente la inyeccion de macréfagos que han ingerido
previamente liposomas que encapsulan albimina en animales "naive" provoca una

respuesta sérica anti-albimina (293).

La principal ventaja del uso de liposomas es su capacidad de potenciar la inmunogenicidad
de antigenos débiles o bien de convertir en inmunogénicos antigenos que en forma soluble
no lo son. En el caso de antigenos proteicos los liposomas no aportan ventajas frente al
uso de Adyuvante de Freund o del hidréxido de aluminio, excepto por su falta de toxicidad
y la posiblidad de ser utilizados en ensayos clinicos con pacientes. En la bibliografia
consultada existen pocos o nulos datos acerca de antigenos no proteicos o bien T-

independientes encapsulados con liposomas para poder exponer alguna conclusion.

En algunos casos descritos en que el liposoma convierte en inmunogénico un antigeno que
en su forma soluble no lo es, se ha visto que la conformacién del antigeno en el liposoma
es un factor a tener muy en cuenta, en este orden de cosas recientemente se han descrito
liposomas que inducen anticuerpos especificos de una determinada conformacién espacial
(284). Liposomas que contenian un péptido de 25 aminoécidos y lipido A fueron utilizados
para obtener anticuerpos monoclonales especificos del péptido, de todos los anticuerpos
obtenidos se observo que no todos reconocian el péptido completo y que muchos solo
reconocian una determinado fragmento del mismo , mientras que otros fragmentos no eran

reconocidos por ningun anticuerpo.

77



3.6.2.- Influencia de la composiciéon quimica : Hasta el monento se han evaluado una gran
cantidad de variables para establecer una relacion entre la composicion quimica de los
liposomas, sus propiedades fisicas y la influencia de ambos parametros en la respuesta
inmune. Las principales variables estudiadas son : la carga eléctrica de los liposomas; la
situacién del antigeno, ya sea encapsulado en el interior de las lamelas o bien unido por
la parte externa del liposoma; la rigidez o fluidez de las membranas en funcion de la
composicién quimica de las mismas; el tamano de los liposomas y el nimero de lamelas,
es decir los unilamelares con respecto a los multilamelares. Todos estos pardmetros han
sido estudiados con gran detalle y sus resultados son revisados frecuentemente (285-
288).

Por lo que respecta a la carga neta de los liposomas hay un acuerdo general en que los
liposomas con carga negativa producen una mejor respuesta inmune que los liposomas
neutros o los que poseen carga positiva (285), aunque determinados antigenos, como la
albumina, presenten unos resultados contradictorios (289,290). Cabe destacar que la
totalidad de las referencias bibliogréficas consultadas reflejaban datos obtenidos con
antigenos proteicos. En general los datos acerca de todas estas variables suelen mostrar
datos bastante contradictorios y es dificil establecer reglas de aplicacién comunes a todos
los antigenos, ello es debido a las distintas y muy diferentes capacidades inmunogénicas

de los distintos antigenos ensayados.

3.6.3.- Liposomas como transportadores de adyuvantes : Si bien muchos estudios
demuestran los efectos adyuvantes de los liposomas por ellos mismos, la capacidad
imunopotenciadora de los liposomas puede ser magnificada mediante la inclusién de
adyuvantes lipidicos, caso del lipido A y del diesteroil-muramil-dipéptido, o bien por
encapsulacién de adyuvantes hidrosolubles, interleuquinas y modificadores de la respuesta

biolégica (BRM).

3.6.3.1.- Lipido A : El lipido A es la porcién lipidica del lipo-polisacérido bacteriano (LPS).
posee una potente actividad endotéxica y mitogénica, asi como de potenciadora de la
respuesta inmune (291). La molécula de lipido A (Fig 11) contiene una regién polar
constituida por diglucosamina-1,4'-difosfato a la que se encuentran unidos numerosos
acidos grasos de entre 12 y 16 carbonos de longuitud. Gran parte de la actividad biolégica

del lipido A es debida a esta regién polar.
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Fig 11 : Estructura de la molécula de lipido A.

Debido a su capacidad endotéxica, el lipido A por si solo posee escasa aplicaciones como
adyuvante en vacunaciones humanas. Se puede conseguir una importante reduccién en
la toxicidad del lipido A eliminando el grupo fosfato unido al carbono nimero 1 y
obteniendo el monofosforil-lipido A (MPL). La inclusién del MPL en la formulacién de los

liposomas reduce fuertemente su citotoxicidad sin disminuir su efecto inmunopotenciador
(292,293).

Desde el punto de vista de su utilizacién en humanos, cabe destacar que la inclusién del
lipido A en liposomas reduce la pirogenicidad del mismo sin alterar su capacidad adyuvante

y por lo tanto aumentar la respuesta humoral y celular frente al antigeno (294,295).

3.6.3.2.- Muramildipéptido (MDP) : Muchos autores defienden que ningun adyuvante

Supera en efectividad al adyuvante completo de Freund (ACF), pero su elevada toxicidad
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lo hacen poco menos que inutilizable en humanos y poco recomendable en inmunizaciones
a largo termino en ratones y conejos. Debido a ello muchos investigadores han intentado
identificar el componente responsable de la accién adyuvante del ACF. A mediados de la
decada de los 70 dos grupos independientes identificaron al MDP extraido del

Mycobacterium tuberculossum como la fraccion con actividad imunopotenciadora (296).

En muchos aspectos la accién del MDP es parecida a la del lipido A. EI MDP utiliza el
macréfago como punto de partida para su accién imunoestimuladora, posee accion
pirégena debido a su capacidad de inducir la sintesis de IL-1 por parte del macréfago,
aunque, a diferencia del lipido A sus efectos secundarios y su pirogenicidad son menores
(297).

La mayor diferencia entre el lipido A y el MDP, es que este ultimo es hidrosoluble , y por
lo tanto puede ser encapsulado, con lo que es posible reducir su toxicidad. Sin embargo
existen derivados lipofilicos del MDP que si pueden ser atrapados en la bicapa lipidica y
ser expuestos en el exterior del liposoma. Dos de los derivados lipofilicos han sido
estudiados con mayor detalle por poseer una actividad adyuvante potenciada. El primero
es el B30-MDP o (CH3(CH,),3),CHCO-MDP y el segundo es el esteroil-MDP (L18-MDP)
0 CH4(CH,),,CO-MDP (296). Cuando se presentan asociados con liposomas estos dos
compuestos, el B30-MDP presenta una mayor actividad inmunoestimuladora que el L18-
MDP y ambos carecen de la pirogenicidad del MDP original. Basdndonos en estos datos
el B30-MDP es un firme candidato para ser usado usado en humanos (298). Otro derivado
lipofilico del MDP, el fosfatidil-etanolamina-muramiltripéptido (PE-MTP) posee la capacidad
de activar las células natural killer y los macréfagos para destruir células tumorales (299).
A diferencia de los derivados del MDP, el PE-MTP retiene la pirogenicidad y toxicidad,
incluso si se administra unido a liposomas, lo que limita su uso en ensayos clinicos con

pacientes (300).

La combinacién de diversos adyuvantes junto con la encapsulacién de interleucinas y otros
modificadores de la respuesta puede tener importantes consecuencias, especialmente
cuando se aplique esta metodologia al campo de los antigenos T-independientes y a los

mecanismos de la memoria inmunoldgica.
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4.- MELANOMA

El melanoma maligno es, quiza, uno de los tumores sdélidos humanos mas estudiados,
tanto a nivel experimental como clinico. A nivel clinico se han descrito hasta seis etapas
en la progresién del tumor, y dada la facilidad en la extracciéon de biopsias son muy

completas las series histolégicas existentes (301).

El primer estadio del melanoma lo constituye el nevi melanocitico, en el que todavia ni
existe una atipia histolégica, ni existe, tampoco, una especial diferenciacién. El nevi
melanocitico pobremente diferenciado, pero todavia sin atipia histolégica, constituye el
segundo estadio. La tercera etapa es el nevi displdsico. Sin embargo estas tres etapas no
pueden ser consideradas, todavia, plenamente malignas, pues en bastantes casos
regresionan de forma espontdnea y desaparecen. La cuarta etapa estd representada por
el melanoma con crecimiento radial, que muestra una marcada tendencia a invadir tejidos
vecinos al primitivo nevi pero no presenta crecimiento vertical ni se le considera capaz de
inducir metéstasis (302). La reseccién quirdrgica de la lesién suele ser suficiente para
eliminar el tumor y los casos con recidivas son escasos. Sin embargo en muchos casos
esta fase de crecimiento radial no es diagnosticada y el tumor entra en una fase de
crecimiento vertical, estadio quinto, que penetra profundamente en la dermis y es
plenamente competente para metastatizar. La incidencia de las metéstasis estd en
correlacion directa con la penetracion del crecimiento vertical (303). La reseccién
quirdrgica de estas lesiones implica una excisién completa de los tejidos afectados, que
no siempre es posible, y un completo seguimiento del paciente para determinar la
existencia de metdstasis a distancia. La sexta y ultima etapa lo constituye el melanoma

metastédsico.

En Estados Unidos el melanoma maligno constituye solo el 1% del de tumores
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diagnosticados, el 3% de todos los tumores dérmicos, pero es la causa del 65% de las
muertes por cancer de piel. Ultimamente estas proporciones estdn aumentando

considerablemente.

El mal prondstico del melanoma es debido a factores como la dificultad en el diagnéstico
de la enfermedad en estadios precoces, la casi total ausencia de sintomas clinicos, v,

sobre todo, la escasa respuesta de los pacientes a las terapias de quimio y radioterapia.

Lo recientes progresos en la caracterizacion de los antigenos expresados en la membrana
del melanoma han permitido desarrollar nuevas estrategias en el diagnéstico y tratamiento

del melanoma.

4.1.- ANTIGENOS ASOCIADOS A MELANOMA (AAM)

El uso de anticuerpos monoclonales contra los AMM fue descrito por Koprowski (304) y
ha permitido conocer y caracterizar diversos sistemas antigénicos con muy diversas
propiedades biolégicas e inmunolégicas. A grandes rasgos estos sistemas antigénicos

pueden clasificarse en ocho grandes grupos.

4.1.1.- Marcadores oncofetales : Los AAM expresados también por los células fetales
forman un grupo de proteinas oncofetales solamente expresados por tumores
embriologicamente derivados de la cresta neural, principalmente melanoma y glioma. Estos
antigenos se encuentran asociados a proteinas de elevado peso molecular. La
caracteristica comun a estos antigenos es su implicaciéon en la adhesién celular y el

reconocimiento célula-célula. Hasta el momento se han descrito cuatro antigenos.

4.1.1.1.- Condroitin-sulfato proteoglicano (CSP) : El CSP es una glicoproteina codificada
por un gen localizado en el cromosoma 15 (305), habiéndose obtenido varios anticuerpos
monoclonales (306,307). Estos anticuerpos fueron inducidos inmunizando ratones con
células de melanoma (308-310), nevi displdsico (311) o gliomas (312). Su expresién es
detectable en mas del 90% de los melonomas, y cerca del 100% de las células son
positivas (313,314). EIl CSP se expresa en la superficie del melanocito formando
microespinas de 1 o 2 pde longitud, existiendo entre 100.000 y 6.000.000 de moléculas

por célula (315). Estas microespinas estdn implicadas en las primeras etapas de las
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interacciones entre los melanocitos y los substratos adyacentes, estas microespinas son
especialmente importantes en la formacién de placas de adhesién sobre el epitelio. Los
anticuerpos monoclonales contra el CSP no inhiben la adhesién celular pero si bloquean

la quimiotaxis celular (316) y la formacién de colonias (3186).

4.1.1.2.- Moléculas de adhesion celular asociadas a melanoma (MECAM) : Se han descrito
cuatro anticuerpos monoclonales que en condiciones no reductoras inmunoprecipitan de
las células de melanoma unas proteinas con pesos moleculares entre 90 y 150 Kd. Los
mismos anticuerpos en condiciones reductoras precipitan cuatro proteinas de 120, 95, 29
y 26 Kd respectivamente (318,319). Aunque se sabe que estos antigenos estdn
relacionados con la adhesion celular no se conoce exactamente su funcién ni si estdn

implicadas en los procesos de invasién y metastasis.

4.1.1.3.- Antigeno de la membrana placentaria : Se ha obtenido un anticuerpo monoclonal
después de inmunizar ratones con membranas placentarias que precipita una molécula de
120 Kd. El anticuerpo muestra una elevada especificidad por las células de melanoma,

bloguea la adhesién celular e induce apoptosis (320).

Proteinas de elevado peso molecular con una distribucién "like-ganglidésido"” : La
inmunizaciéon de ratones con células de melanoma seguida de dosis de recuerdo con
gangliésidos absorbidos sobre eritrocitos ha permitido obtener varios anticuerpos
monoclonales que precipitan varias proteinas con pesos moleculares medios de 260 Kd.
Todos los anticuerpos son especificos de melanoma y no se ha descrito la funcién de este

grupo de proteinas (320).

4.1.2.- Receptores para factores de crecimiento : En la célula de melanoma se han
descrito hasta seis receptores para factores de crecimiento : Factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento "insulin-like"
(ILGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento tumoral
alfa y beta (TGF) y factor de crecimiento fibrobldstico (FGF). Todos estos factores de

crecimiento se expresan tanto en el melanoma primario como en el metastasico (307).

4.1.3.- Proteinas de transporte de cationes : Bdsicamente existen dos tipos.
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4.1.3.1.- Melanotransferrina : Se trata de una glicoproteina de 97 Kd altamente expresada
en muchos melanomas y algunos adenocarcinomas (321-323). La melanotransferrina
posee, como minimo, 5 determinantes antigénicos distintos (324). Es un sialoglicoproteina
monomeérica con puentes disulfuro intracatenario capaz de quelar hierro y posee una cierta
homologia con la secuencia de la lactotransferrina, especialmente en la zona del extremo

amino terminal (325).

4.1.3.2.- Proteina S-100 : La proteina S-100 es una proteina citoplasmética de tipo
acidico aislada inicialmente de cerebro bovino (326). Estd compuesta por dos cadenas
polipeptidicas (327) y se une fuertemente a calcio. Su expresién esta alterada en muchos
tumores, tanto de origen neuroectodérmico (328) como en otros tumores . Se ha

ensayado con éxito su uso en el diagndstico de melanomas no pigmentados (329).

4.1.4.- Antigenos de Histocompatibilidad (HLA) : Los antigenos HLA de clase || comprende
marcadores codificados por los locus DR, DQ y DP situados en la region HLA-D del
cromosoma 6. El antigeno HLA-DR esté expresado en el 75% de las lineas cultivables de
melanoma (330). La expresién de los antigenos de HLA-D no muestra ninguna correlacion
con a) localizacién anatémica de los tumores; b) expresiéon de los antigenos HLA de clase
I; y c) expresién de otros AAM (331). Asi mismo ni la pigmentacién del melanocito ni la
tumorigenicidad en ratones nu/nu muestra ninguna correlacién con la expresién de HLA-D
(332).

En el melanoma metastdsico, aproximadamente el 50% de las células expresan HLA-D,
pero existen grandes diferencias en la intensidad de la expresién incluso para muestras de
un mismo paciente (333). En tumores primarios, el 39% de las biopsias muestran la

presencia de los antigenos en, como minimo, el 10% de las células (334).

La expresién de HLA-DR en los tumores primarios parece estar relacionada con la
induccién de respuesta inmune celular. Lineas celulares derivadas de tumores poco
diferenciados y positivas para HLA-DR estimulan clones T autélogos cuando son co-
cultivados /in vitro (335,336). Sin embargo lineas celulares derivadas de tumores bien
diferenciados son incapaces de activar células T con independencia de la expresion de
HLA-DR (337).
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4.1.5.- Antigenos asociados a pigmentacién : Se han caracterizado tres antigenos
relacionados con la pigmentacién, tanto del melanocito normal como del neoplasico. Se
trata de moléculas de 70-80 Kd. que en principio no estan relacionados con la actividad
tiroquinasica tipica de la melanina (338) y que solo estan expresados en las lesiones
pigmentadas (339,340).

4.1.6.- Proteinas de la matriz extracelular : Las proteinas de la matriz extracelular son
secretadas en grandes cantidades por las células de melanoma y poseen una importante
funciéon en la adhesién, motilidad y invasion del melanoma. A nivel diagnéstico se ha
empleado la laminina y el coldgeno de tipo IV como marcadores de malignidad (341). La
fibronectina y la vitronectina, asi como sus receptores, son también producidos en grandes

cantidades por los melanocitos (306).

4.1.7.- Marcadores de diferenciacion : Se han descrito varios marcadores de expresién
transitoria asociados a diferentes estados de diferenciaciéon de la célula tumoral (342).
Dado que los melanocitos poseen un origen neuroectodérmico, los antigenos de
diferenciacion neuronal como el A2B5, galactocerebrésido o la glicoproteina asociada a

mielina también se expresan en la célula tumoral (343).

Houghton (344) y Real (345) proponen un via de diferenciaciéon celular basdndose en
estudios morfoldgicos y antigénicos realizados con melanocitos y biopsias de metéstasis.
Estos autores distinguen tres estadios de diferenciacién : temprano, intermedio y tardio.
El melanoma temprano o poco diferenciado expresa el receptor para el EGF, HLA-DR, CS.
El melanoma intermedio presenta una mayor diferenciacién histolégica, mientras que el
melanoma tardio muestra una marcada diferenciacion y expresa los marcadores

relacionadas con la pigmentacién.

4.1.8.- Gangliésidos : Tal y como se ha descrito en otros capitulos de esta memoria los
gangliésidos son uno de los antigenos asociados a melanoma mas estudiados y de los que
se han obtenido un mayor niimero de anticuerpos monoclonales. Hasta el momento se
han obtenido anticuerpos monoclonales contra GD2, GD3, 9-0-acetil-GD3, GM2 y GM3
(346). Muchos gangliésidos, especialmente GM1 y GM3, se encuentran expresados en el

cerebro, rifnén y retina, pero el incremento en su expresién parece circunscrito a tumores
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de origen neuroectodérmico (347). La préctica totalidad de los anticuerpos anti-GD3
reconocen el 100% de los melanomas estudiados, por lo que su expresiéon parece
universal en los mismos, asi mismo esta expresién parece restringida a melanoma y
tumores neurales. in embargo otros gangliésidos, como el GD2, parecen tener una

expresién menos universal (348).

A nivel clinico se ha estudiado la evolucion en la expresion de gangliésidos desde el
melanocito normal hasta el melanoma maligno. El principal gangliésido en el melanocito
no neopldsico es el GM3, mientras que GD2 y GD3 constituyen menos del 5% del total
de los ganglidsidos (349). En el melanocito maligno se mantiene la expresién de GM3,
pero existe un incremento en la expresiéon de GD3 y GD2. La expresién de GD3 es debida
a la activacion de la a(2--> 8) sialiltransferasa (350). La expresién de GD3 puede llegar
a representar el 75% del total de gangliésidos. La relacion GM3:GD3 cambia desde una
proporcién 19:1 en el melanocito normal hasta 1:15 en el melanoma (351). Esta inversién
se va acentuando con la evolucién del tumor y llega al maximo con la diseminacion de la

metastasis (352).

Este incremento en la expresién del GD3 provoca que en pacientes de melanoma sea
posible detectar la presencia de gangliésidos en sangre (353). Se ha descrito que en
estadios avanzados de melanoma la concentracion plasmatica de GD3 es hasta cuatro
veces superior a la concentracion en las primeras etapas de la enfermedad, por el contrario
no se ha podido detectar la presencia plasmatica GD2, GM3 ni de 9-O-acetil-GD3
(354,355).

La elevada expresién de GD3 en melanoma y de GD2 en neuroblastoma los ha echo
candidatos a diversos ensayos de inmunoterapia especifica activa y pasiva. Asi mismo

también se han ensayado otros ganglidsidos como GM2 y derivados sintéticos de GD3.

4.2 INMUNOTERAPIA PASIVA CON ANTICUERPOS ANTI-MELANOMA

Se han obtenido gran cantidad de anticuerpos monoclonales especificos de melanoma que
son capaces de inhibir, tanto in vitro como en ratones nu/nu, el crecimiento de tumores.
La inhibicién del crecimiento tumoral depende de la existencia de una buena diana en la

célula tumoral y del isotipo del anticuerpo (130). A nivel murino los isotipos con capacidad
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citotéxica son IgM, 1gG2a e IgG3, si bien la IgM no es capaz de activar la citotoxicidad
celular anticuerpo dependiente (356). A nivel humano el isotipo mas citotéxico es la IgG1
(357).

La supresién del crecimiento tumoral por parte de los anticuerpos esté en funcién directa
de la densidad de expresién del antigeno diana en la membrana celular. Tumores con
menos de 300000 antigenos por célula dificilmente son atacados efectivamente por
anticuerpos. Curiosamente la afinidad del anticuerpo parece jugar un papel menor en la

inhibicién del crecimiento (358).

Muchos anticuerpos anti-disialogangliésidos han mostrado una elevada citotoxicidad frente
a células de melanoma y neuroblastoma (359,360), lo que ha permitido ensayar varios de

estos anticuerpos a nivel clinico.

Inicialmente una estrategia bastante empleada fue la conjugacién del anticuerpo
monoclonal con radio-is6topos o con agentes citostaticos. Los resultados de los ensayos
clinicos realizados no han demostrado un efecto citostético significativo. Los puntos mas
criticos son la estabilidad de la unién entre el anticuerpo y el agente citotéxico, la

accesibilidad del conjugado al tumor y la potencia del mismo conjugado (361).

Contrariamente a lo esperado los resultados de los ensayos clinicos con los anticuerpos
solos han aportado datos muy interesantes. Cinco anticuerpos anti-gangliésido han
conseguido inducir importantes regresiones del tumor después de ser administrados
sistemicamente. Los anticuerpos son R24 (anti-GD3), 3F8 (anti-GD2), MG21 (anti-GD3),
14G2a (anti-GD2), y Me36.1 (anti GD2/GD3). Se han observado respuestas parciales y
totales con intervalos libres de enfermedad de bastantes anos y resultados

significativamente mejores que los obtenidos mediante terapias cldsicas (362-364).

Los efectos secundarios descritos son débiles o moderados, y generalmente se limitan a
fiebre suave, eritema, inflamaci6én moderada, pruritis, coriza. Dosis altas de anticuerpos
inducen nauseas pasajeras y diarrea. Dosis de anticuerpo superiores a 1200 mg/m?
provocan hipertensién. Todos los sintomas desaparecen entre las 24 y 36 horas
posteriores a la administracién del anticuerpo y en ningtin caso se han descrito reacciones

adversas graves (365).
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Los resultados de estos ensayos clinicos indujeron a asociar el tratamiento mediante
anticuerpos monoclonales con modificadores de la respuesta biolégica con la intencién de
potenciar el efecto citotéxico de los anticuerpos. Hasta el momento se ha ensayado la
asociacién entre anticuerpos y interferén (366,367), anticuerpos y IL-2 y anticuerpos y
el factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). Asi mismo

también se ha ensayado el empleo simultaneo de varios anticuerpos (368,369).

La combinacién de GM-CSF con anticuerpos monoclonales ha demostrado ser la mas
eficaz . Los monocitos poseen la capacidad de secretar una gran cantidad de factores que
a su vez activan otras células del sistema inflamatorio y ello provoca un incremento
general de la actividad citolitica (370). E| GM-CSF recombinante humano es un factor de
crecimiento hematopoyético que soporta la proliferacién y crecimiento de las células
fagociticas mononucleares (371). La unién del GM-CSF con el anticuerpo posee un
importante efecto sinérgico sobre la citotoxicidad celular. La citotoxicidad se hace efectiva
mediante varios mecanismos como la liberacion de 6xidos, perdxidos y sustancias
citotoxicas intracelulares (372-374). Un segundo mecanismo es la activacion del factor

de necrosis tumoral.

Se han iniciado algunos estudios clinicos mediante la combinacién de anticuerpos
monoclonales y GM-CSF pero, si bien los primeros resultados preclinicos son interesantes,

es muy pronto para poder evaluar la bondad de la terapia (375-377).

Uno de los principales problemas en los ensayos de inmunoterapia pasiva es la respuesta
inmune del paciente a los anticuerpos de ratén, la llamada "Human anti-mouse
immunoglobulin (HAMA)", Para evitar esta respuesta se han modificado mediante
ingenieria genética las moléculas de inmunoglobulina murina, substituyendo la parte
constante de las mismas por su equivalente humano y dando lugar a la formacién de
anticuerpos quimera. El siguiente paso dado en este campo ha sido la conservacién de las
regiones hipervariables murinas y la substitucién del resto de la molécula por una
inmunoglobulina humana, formando los anticuerpos humanizados (357). Recientemente
se ha iniciado un ensayo clinico con las versiones quiméricas de los anticuerpos R24 y

14G2 sin que se conozcan los resultados finales (378).

88



4.3 INMUNOTERAPIA ACTIVA ANTI-MELANOMA

A diferencia de la inmunoterapia pasiva, la inmunoterapia activa se basa en la
inmunizacién del paciente y en la activacién del sistema inmune del mismo para la
posterior eliminacién del tumor. En una inmunizacién activa los efectos bioldgicos
deseables son la activacion de la respuesta celular de tipo citotéxico, la especificidad de

la misma, la aparicién de memoria inmunolégica y la ausencia de reacciones adversas.

En el campo del melanoma se han iniciado algunos ensayos clinicos de inmunizacién activa

empleado ganglidsidos como antigenos. Basicamente se han ensayado tres estrategias :

Inmunizacién con extractos celulares : La inmunizacién de pacientes con células
inactivadas de melanoma ha provocado una respuesta sérica anti-GM2 y anti-GD2 pero
no ha sido posible detectar una respuesta anti-GD3, por otra parte los resultados clinicos
han sido pobres . De los 26 pacientes ensayados, 2 pacientes mostraron respuesta anti-
GD2 y 10 anti-GM2 (379). Sin embargo si ha sido posible detectar respuesta especifica
anti-9-0-acetil-GD3 (380).

Inmunizacién con gangliésidos conjugados a Salmonella minesotta : Se ha venido
ensayando repetidamente la inmunizacién con GM2 y GD3 conjugados a S.M. o a BCG
conseguiéndose unos resultados parecidos a los descritos anteriormente, es decir intensa

respuesta anti-GM2 pero ausencia de respuesta anti-GD3 (381).

Inmunizacién con derivados sintéticos de GD3 : La ausencia de respuesta anti-GD3 en
pacientes ha inducido al grupo de P. Livingston (Memorial Sloan Kettering Center, Nueva
York) a intentar la inmunizacién con derivados semisintéticos de GD3. La inmunizacién con
lactonas de GD3, GD3-amida y GD3 en forma de gangliosidol ha inducido una respuesta
mediante IgM e IgG contra la molécula semisintética, pero que no muestra una reaccién

cruzada con el GD3 nativo, ni con células de melanoma (382).
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OBJETIVOS

De la introduccién tedrica expuesta se desprenden las siguientes conclusiones :

1.- La célula tumoral presenta un importante incremento en la expresion de glicolipidos y
glicoproteinas de membrana.

2.- La célula tumoral si bien no presenta ningin antigeno especifico, si que presenta
antigenos de tipo glucidico asociados a la misma. Estos antigenos se consideran antigenos
asociados a tumores.

3.- En el melanoma maligno se produce un importante incremento de los gangliésidos
expresados en su membrana. El gangliésido mas expresado es el GD3.

4.- Los primeros ensayos clinicos de inmunoterapia activa y pasiva muestran que la terapia

anti-GD3 puede lograr la remisién del tumor.

Fue en este orden de cosas cuando a finales de la década los 80 nuestro laboratorio se
planteé la necesidad de investigar en el campo de la inmunogenicidad de los antigenos
glucidicos asociados a tumores con el objetivo de incrementar su inmunogenicidad y
poderlos emplear en la inmunizacién activa de pacientes. Los antigenos escogidos fueron

los gangliésidos, y en especial el GD3, y el tumor escogido el melanoma.

Desde un punto de vista estrictamente inmunoldgico, los antigenos de tipo glicolipidico
son poco o nada inmunogénicos, y en determinados casos incluso poseen actividad
inmunosupresora (383), aunque se ha descrito la obtencién de una gran cantidad de
anticuerpos monoclonales murinos especificos de epitopos glucidicos (384). Asi mismo
se han descrito algunos anticuerpos monoclonales de origen humano especificos de este
mismo tipo de antigenos obtenidos partiendo de linfocitos de sangre periférica de
enfermos oncoldgicos (385). Sin embargo existen muy pocos trabajos focalizados en la
inmunogenicidad de este tipo de antigenos. Es de especial interés para nuestro grupo el

desarrollo de una metodologia que permita obtener una buena respuesta humoral y celular
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frente a este tipo de antigenos tumorales.

El objetivo bésico de la presente tesis es la obtenciéon de protocolos de inmunizacién que
provoquen una respuesta sérica intensa y especifica con actividad anti-tumoral. Esta
respuesta debe de activar los mecanismos de citotoxicidad mediada por complemento y
de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Asi mismo debe ser capaz de inducir
memoria inmunoldégica. De conseguir este objetivo se podrian iniciar estudios clinicos con

el objetivo de disponer de protocolos de inmunizacién activa de enfermos oncoldgicos.

Los objetivos concretos de la tesis son :

1.- Estandarizacién de la tecnologia de obtencién de liposomas.

2.- Estudio, caracterizacién vy purificacion de los gangliésidos expresados por la linea de

melanoma maligno humano WM-164.

3.- Estudio de las posibles diferencias existentes entre el GD3 purificado partiendo de

tejidos no tumorales y el extraido de células de melanoma.

4.- Estudio de la inmunogenicidad del gangliésido GD3.

5.- Establecer las diferencias existentes en los mecanismos efectores activados después
de la inmunizacién de ratones con GD3 asociado a diferentes transportadores como son

células tumorales, liposomas y neoglicoproteinas sintéticas.

6.- Estudio de actividad anti-tumoral /n vitro de los sueros de animales inmunizados con
GD3.
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1.- PREPARACION DE LIPOSOMAS :

Se han preparado 14 tipos diferentes de liposomas, todos ellos por el método de la

dispersién mecanica por agitacién (386).

1.1.- LIPOSOMAS MULTILAMELARES : Los lipidos se pesaron en seco y se mezclaron de
acuerdo con las proporciones y cantidades especificadas en las tablas | y Il. La mezcla de
lipidos se resuspendid en una solucién de cloroformo:metanol (2:1, v:v) y se deposité en
matraces de 50 ml. La mezcla se evaporo en el rotovapor en agitaciéon a 60 r.p.m., 37°C
y vacio mediante trompa de agua hasta su secado total. El secado final de los lipidos se
realiza mediante liofilizacion durante un minimo de dos horas. Una vez secados los lipidos,
estos se rehidratan con PBS y el matraz se devuelve al rotovapor dejandolo en agitacién
a 60 r.p.m. durante un minimo de 60 minutos a temperatura ambiente y presion
atmosférica. La rehidratacion de los lipidos puede facilitarse afiadiendo 4 o 5 perlas de
cristal al tampén de rehidratacién. Los liposomas rehidratados se dejan en reposo a

temperatura ambiente durante dos horas hasta finalizar su proceso de estabilizacion.

La separacion de los materiales encapsulados de los que han quedado libres se realiza
mediante el lavado de los liposomas por centrifugacién. La suspension de liposomas se
disuelve en un volumen suficiente de PBS y se centrifuga durante 60 minutos a 100.000
Xg en un rotor basculante (Sw60Ti, Beckman Instruments). Se retira el sobrenadante vy el
pellet de liposomas se redilsuelve con PBS y se centrifuga dos veces mas durante 30
minutos a 10000 xg.

El pellet de liposomas obtenidos se resuspende en 1 ml de PBS y estos se conservan
herméticamente cerrados a cuatro grados . Para prevenir la oxidacién de los lipidos deben

conservarse en atmdsfera inerte de argén o nitrégeno.
1.2.- LIPOSOMAS UNILAMELARES : Los liposomas unilamelares se preparan segun el

mismo protocolo que los multilamelares, pero una vez rehidratados se filtran durante un

minimo de 7 ciclos repetidos a través de filtros de policarbonato de 200 nm de tamafio
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Tipo | Formulacién Proporcién molar
1 Fosfatidilcolina : Colesterol : GD3 47,5:47,6:5
2 Fosfatidilcolina : Colesterol : GD3 45 :45:10
3 Fosfatidilcolina : Colesterol : GD3 + MDP 45 :45: 10
4 Fosfatidilcolina : Colesterol : Dicetilfosfato : GD3 40:40:10:10
5 Esfingomielina : Colesterol : Dicetilfosfato : GD3 40:40:10:10
6 Esfingomielina : Colesterol : GD3 +LipA 45:45: 10
7 Esfingomielina : Colesterol : Dicetilfosfato : GD3 + LipA | 40:40:10: 10

Tabla V : Formulacion y tipos de liposomas empleados en las diversas pautas de

inmunizaciéon. En todos los casos también se obtuvieron lotes deliposomas con idéntica

formulacién pero sin GD3 y se emplearon como controles.

Tipo Col. EPC BSP DCP % LipA | MDP mM GD3
1 9.140 9.140 - s - 1.00
2 8.270 8.270 - - - 1.83
3 4.270 4.270 - - 50 0.95
4 4.000 4.000 4.000 - - 1.00
5 4.000 4.000 4.000 = - 1.00
6 4.270 4.270 - 0.2 - 0.95
7 3.800 3.800 0.950 0.2 - 0.95

Tabla VI : Composicién expresada en ymoles de cada uno de los componentes de los

distintos tipos de

liposomas.

Col =Colesterol;

EPC =Fosfatidilcolina de huevo;

BSP =Esfingomielina de cerebro; DCP:Dicetilfosfato; %LipA : % en peso de lipido A;

MDP = milimoles de muramildipéptido.
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de poro a una temperatura constante de 37 grados mediante un proceso de extrusién bajo
presion de nitr6geno seco (387). El proceso de separaciébn de los materiales no

encapsulados es idéntico al de los liposomas muitilamelares.

2.- CARACTERIZACION DE LOS LIPOSOMAS

Los liposomas han sido caracterizados atendiendo a su estabilidad, composicién lipidica
y disposicion del glicolipido.

2.1.- ESTABILIDAD : Para llevar a cabo los estudios relativos a la estabilidad de los
liposomas se prepararon liposomas de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente,
encapsulando en todos los casos un solucién de carboxi-fluoresceina 50 mM disuelta en
tampén Hepes-NaCl (10 mM-150 nM, pH 7,4). Los liposomas se separan de la carboxi-
fluoresceina libre mediante cromatografia en columna (1x4 cm) utilizando Sepharosa CL4B

(Pharmacia-LKB, Upsala, Suecia).

2.1.1.- Purificacion de la carboxifluoresceina : Previa a su utilizacién, la
carboxifluoresceina debe purificarse y eliminar los contaminantes polares y los no
hidrofébicos (388).

2.1.1.1.- Recristalizacién : Se toman 35 gramos de carboxifluoresceina (Eastman Kodak
Co., Rochester, USA) y se disuelven en 200 ml de etanol, se afiaden 2 gramos de carbén
activado y se calienta la mezcla durante una hora en una bafno de agua. La mezcla se filtra
y el filtrado se enfria afiadiendo lentamente 400 ml de agua. La mezcla se deja recristalizar
a -20°C durante toda una noche con el objetivo de provocar la precipitacién de los

contaminantes.

2.1.1.2.- Eliminacién de contaminantes polares : Se toman 30 gramos de
carboxifluoresceina prepurificada y se disuelven en 40 ml de NaOH 6M. La solucién se
neutraliza hasta pH 7,5 mediante HCI 6M. Finalmente la solucién se calienta a 50°C hasta
la total disolucién de los precipitados que aparecen. Se aplican 10 ml de esta solucién a
una columna de cromatografia (K26/100, Pharmacia-LKB, Upsala, Suecia) rellena con
Sephadex LH20 (Pharmacia-LKB, Uppsala, Suecia). La muestra se eluye con tampén Tris-

HCI 10 mM pH 7,5 a una velocidad de 0,5 ml/minuto. Se recogen fracciones de 2 ml. La
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pureza de cada fraccién se monitoriza mediante cromatografia en capa fina sobre placas
de silicagel 60 (E. Merck, Darmstad,RFA), usando una fase moévil compuesta de
cloroformo, metanol y agua en unas proporciones de 65:25:4 en volumen. Las fracciones
con la carboxifluoresceina pura se identifican mediante iluminacién con una ldmpara de luz

ultravioleta que excite a 254 nm..

La muestra se eluye formando dos picos, un primer pico contiene contaminantes no
fluorescentes seguido de un segundo pico fluorescente con la carboxifluoresceina pura.
Los contaminantes hidrofébicos son retenidos en la cabeza de la columna formando un
precipitado no fluorescente. La concentracién mas adecuada para encapsular en los
liposomas es la que sea isoosmolar con los tampones fisiolégicos (275 mOsm). Esta
concentracion esta alrededor de 100 mM si trabajamos con un tampé6n Tris-HCl 10 mM.
La concentracion total de carboxifluoresceina se determina por espectrofotometria a 492

nm.

2.1.2.- Valoracién de la estabilidad : La estabilidad de los liposomas se entiende como la
capacidad que presentan las membranas lipidicas para impedir o dificultar el paso a través
de las mismas de materiales hidrosolubles encapsulados en su interior. En realidad se trata
de una medida de la capacidad de retencién de material encapsulado y no del grado de

estabi'lidad de las membranas.

Fisicamente se trata de un metodologia basada en la capacidad de "quenching" de la
carboxifluoresceina a elevadas concentraciones. Asi, en nuestras condiciones de trabajo,
una concentracién de carboxifluoresceina de 50 mM en el interior de los liposomas

presenta una menor fluorescencia que cuando la carboxifluoresceina se libera al exterior.

Los datos de estabilidad se expresan en términos de latencia, entendida como la
proporcién de carboxifluoresceina que permanece sin difundir en el interior del liposoma,

de acuerdo con la siguiente férmula :
(Fluorescencia total - Fluorescencia remanente)

latencia =

Fluorescencia total
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La fluorescencia total es la fluorescencia producida por la lisis de una aliquota de
liposomas lisados con una solucién de Triton X-100 al 10% en tampén Hepes, mientras
que la fluorescencia remanente es la fluorescencia que posee una aliquota igual de
liposomas no lisados. Todas las mediadas se realizaron con un espectrofluorimetro Perkin

Elmer con una excitacién ajustada a 490 nm y una emisién a 520 nm.

La estabilidad fue determinada tomando una aliquota de 100 x4l de liposomas y
resuspendiendola en 1 ml de tamp6n Hepes, por otra parte se tomé la misma aliquota de
liposomas y se resuspendié en plasma de ratén. La primera muestra se dej6 50 dias a 4°C,
mientras que la segunda se dejé 48 horas a 37°C. De ambas muestras se valord la

carboxifluoresceina latente a lo largo de todo el proceso.

2.2.- COMPOSICION LIPIDICA DE LOS LIPOSOMAS : La composicién lipidica de los
liposomas se determiné mediante cromatografia en capa fina (TLC) y cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC).

2.2.1.- Cromatografia en capa fina (TLC) : Se toman 200 ul de la suspensién de liposomas
y se centrifugan a 10000xg durante diez minutos a 4°C, el sobrenadante se descarta vy
los liposomas se disuelven con 200 ul de una solucién de cloroformo-metanol (2:1). La
extraccion de los lipidos se realiza mediante agitacion con un vortex y posterior
centrifugacion a 10000xg durante 10 minutos a 4°C. La fase inferior orgénica se
concentra en un rotovapor o bien mediante una corriente de nitrégeno hasta lograr un
volumen de 20 ul. Se aplican 10 aliquotas de 1 ul cada una sobre una placa de Silicagel-
60 de un tamario de 10x10 cm (E.Merck, Darmstad, RFA) dejdndose secar las muestras.
En la misma placa se aplican 5 ugr. de colesterol, esfingomielina, fosfatidilcolina, dicetil-
fosfato y GD3 a modo de standares. Todos los standares se disuelven en cloroformo-

metanol (2:1).

La placa se deposita verticalmente en un tanque de cromatografia (Desaga, Heidelberg,
RFA) que contiene una fase mévil constituida por cloroformo, metanol y CaCl, al 0,02%
en agua en unas proporciones volumen-volumen de 60:40:9. La placa se deja en el interior
del tanque hasta que el frente de la fase mévil alcanza el borde superior de la misma, a

continuacién se retira y se deja secar 10 minutos al aire .
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2.2.2.- Visualizacion : Los glicolipidos se pueden visualizar mediante la reaccién del «-
naftol. El reactivo de «-naftol se prepara disolviendo 2,5 gr. de «-naftol en 25 ml. de
etanol absoluto. De esta solucién madre se toman 10,5 ml. y se mezclan cuidadosamente
con 6,5 ml. de 4cido sulfirico concentrado, 40,5 ml. de etanol absoluto y 4 ml. de agua.
La reaccion es muy calorifica, por lo que la mezcla debe realizarse en un bario de hielo y

dejarla reposar no menos de tres horas antes de su empleo (389).

Los lipidos neutros se visualizan mediante la reaccién del anisaldehido. Se prepara una
mezcla con 50 ml. de acido acético, 1 ml. de acido sulfdrico y 0,3 gr. de anisaldehido. B
ambos casos las placas de TLC deben pulverizarse mediante un spray en el interior de un
cabina extractora de gases. La reaccién se visualiza dejando las placas durante 10 o 15

minutos a 120°C en una estufa de secado.

2.2.3.- Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) : Los lipidos fueron cuantificados
mediante HPLC en un proceso que implica una primera etapa de extraccién de los mismos
y separacion de fosfolipidos, esteroles y gangliésidos y una segunda etapa cromatografica

de cuantificacion.

2.2.2.1.- Extraccién de lipidos : Se toman 100 ul de liposomas vy los lipidos se extraen
segun el procedimiento descrito en el apartado 111-3.1.1 con la tnica diferencia que la fase
organica se seca totalmente y finalmente el residuo seco se disuelve con 20 ul de tampoén
acetonitrilo-fosfato 5 mM pH=5.6 (87:13, v:v). La mezcla disuelta se aplica sobre una
minicolumna de extraccién Absorbex-NH, (E. Merck, Darmstad, RFA). De acuerdo con las
instrucciones del fabricante, la columna se ha acondicionado previamente con 20 ml de
metanol, seguidos de 20 ml de acetonitrilo y 20 ml de tampén acetonitrilo-fosfato 5 mM
PH=5,6 (87:13, v:v). A continuacién se aplica la muestra y se lava la columna con 20 ml
de tamp6n acetonitrilo-fosfato 5 mM, eluyendose los lipidos neutros. Los gangliésidos se
eluyen con 20 ml de tampén acetonitrilo-fosfato 20 mM pH=5,6 (1:1, v:v) . Las dos
fracciones obtenidas se evaporan a sequedad por medio de un rotovapor o bien mediante
liofilizacién. En el caso de utilizar un rotovapor debe afadirse a cada fracci6n entre un 20
Yy un 30% en volumen de isopropanol para facilitar la evaporacién de la fase acuosa. La
fraccién que contiene los gangliésidos se redisuelve con 50 ul de agua, mientras que la

fraccién que contiene los lipidos neutros se disuelve en 1 mi de cloroformo.
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Los lipidos neutros deben fraccionarse para separar fosfolipidos de esteroles mediante una
minicolumna de Absorbex-silica (E.Merck, Darmstad, RFA.) previamente equilibrada con
20 ml de metanol y 20 ml de cloroformo. Una vez aplicada la muestra la columna se lava
con 20 ml de cloroformo, eluyendose los esteroles, mientras que los fosfolipidos se eluyen
con 20 ml de metanol. Las fracciones obtenidas se desecan mediante un rotovapor. La
fraccién que contiene los fosfolipidos se disuelve en 50 ul de diclorometano-metanol (1:1,
v:v). La fraccién que contiene los esteroles se disuelve en 50 ul de etanol-diclorometano-
cloroformo (45:45:10, v:v) (390).

2.2.2.2.- Cuantificaciéon de los gangliésidos : La fraccién que contiene el gangliésido se
cuantifica mediante HPLC de intercambio iénico sobre una columna Lichrospher-NH, (E.
Merck, Darmstad, RFA) equilibrada con tampén acetonitrilo-fosfato 5 mM pH=5,6 (87:13,

v:v). Se inyectan 10 ul de muestra y se eluye con el siguiente gradiente :

Tiempo Gradiente

De O hasta 7 minutos Tampén A 100%

De 7 hasta 60 minutos Gradiente hasta A:64% y B:36%
De 60 hasta 80 minutos Gradiente hasta A:36% y B:64%

Tabla VII : Gradiente empleado en la cuantificacién de GD3 mediante HPLC

El tampén A esté constituido por acetonitrilo-fosfato 5 mM pH =5,6 en unas proporciones
de 87 % de acetonitrilo y 13 % de fosfato, mientras que el tampén esta constituido a
partes iguales por acetonitrilo y tampén fosfato 20 mM pH =5,6. La columna se eluye con
un flujo de 1 ml/minuto y la deteccién se realiza a 215 nm. El area del pico obtenido se
integra y su area se compara con el area de concentraciones conocidas del mismo
gangliésido (391).

2.2.2.3.- Cuantificacion de los fosfolipidos : La determinacién y cuantificacién de los
fosfolipidos se realiza mediante HPLC de fase reversa sobre una columna Lichrospher
RP18 (E. Merck, Darmstad, RFA.) equilibrada con un tampén de hidréxido aménico 20 mM
PH=10,7-acetonitrilo (22:78, v:v). Se inyectan 10 ul de muestra y se eluyen con un

gradiente de 10 minutos desde el tampén inicial hasta un 100% de acetonitrilo con un
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flujo de 1 mi/minuto y realizdndose la deteccién a 215 nm (392).

2.2.2.4.- Cuantificaciéon de colesterol : El colesterol se cuantifica mediante HPLC de fase
reversa sobre una columna Lichrospher-RP18 (E. Merck, Darmstad, RFA.) eluida en modo
isocratico con metanol 100%, a un flujo de 1 ml/minuto y monitorizando la elucién a 214
nm (393).

2.3.- CARACTERIZACION INMUNOLOGICA : La caracterizacién inmunolégica de los
liposomas se realizé con el objetivo de comprobar que las moléculas de GD3 quedaban
atrapadas entre las bicapas lipidicas y con la parte glucidica dirigida hacia el exterior del
liposoma. Esta caracterizacion se realizé6 mediante técnicas inmunoenziméticas (ELISA) y

mediante técnicas inmunocitoquimicas aplicadas a la microscopia electrénica.

2.3.1.- Absorcion de liposomas con anticuerpos anti-GD3 : Se toma una aliquota de 50
ul de la suspension de liposomas-GD3 y se incuba en frio durante 18 horas con 200 ul de
sobrenadante del anticuerpo monoclonal anti-GD3 14F9. El mismo proceso se repite con
liposomas que no contienen GD3, asi mismo y a modo de control negativo se realizan
ambas absorciones con 200 wl de sobrenadante del anticuerpo F111 anti-RNAasa.
Después de la absorcién las muestras se centrifuga diez minutos a 10000xG para
precipitar los liposomas y el sobrenadante se analiza mediante ELISA para comprobar si
los anticuerpos anti-GD3 han sido absorbidos por los liposomas, y si esta absorcidon es

especifica o no. El protocolo detallado para este tipo de ELISA se describe en el apartado
-7.1.

2.3.2. Microscopia electrénica : Para determinar si las moléculas de GD3 muestran el
determinante glucidico en la parte externa de liposoma se combinaron técnicas de

inmunocitoquimica con la microscopia electrénica.

2.3.2.1.- Marcaje de los liposomas : Se tomaron aliquotas de 10 ul de liposomas que
contenfan GD3 y la misma aliquota de liposomas sin GD3 y se depositaron sobre sendas
rejillas de microscopia electrénica previamente tratadas con Formvar y un film de carbono.
La muestra se deja secar 15 minutos al aire y se bloguean mediante tres incubaciones de
5 minutos cada una en una solucién ovoalbumina al 1,5 % en PBS. Después del bloqueo

las muestras se lavan con una solucién de ovoalbtimina al 0,15% en PBS 3 veces y se
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incuban 30 minutos con el primer anticuerpo. Se lava tres veces la muestra y a
continuacién se incuba con antisuero anti-inmunoglobulinas de ratén marcado con oro
coloidal diluido 1:500 durante otros 30 minutos. Después de la segunda incubacién se
seca la muestra con un papel de filtro se lava tres veces con PBS-OVA y posteriormente

tres veces mas con agua destilada.

Durante las incubaciones con los anticuerpos las rejillas deben flotar sobre gotas de
reactivos con la cara de la rejilla que contiene los liposomas en contacto con el anticuerpo,
poniendo especial atencion en evitar que la rejilla se hunda en la gota, estas gotas de
reactivos se depositan sobre una hoja de parafilm dispuesta en una mesa nivelada. Asi
mismo después de cada incubacioén las rejillas deben secarse con un papel de filtro pero

sin que lleguen a secarse totalmente (394).

2.3.2.2.- Contrastado : Una vez las muestras se han marcado con anticuerpo y oro
coloidal deben contrastarse para permitir su observacién. Se han utilizado indistintamente
dos tipos de contraste, por una parte acetato de uranilo al 2% en agua y un pH de 4, o
bien molibdato aménico al 1,5% en agua y pH = 7. El contrastado se realiza sujetando las
rejillas con unas pinzas de microscopia electrénica y depositando 25 ul de solucién
contrastadora sobre la rejilla durante 1 minuto. Con una papel de filtro se seca la rejilla y

se pasa a la observacién (395).

2.3.2.3.- Observacion : La observacion se realizé en el servicio de microscopia electrénica
de la Universidad de Barcelona mediante un microscopio electrénico Hitachi modelo 600.
Las preparaciones se observaron a varios aumentos segun se describe en el apartado de

resultados.

2.4.- BIODISTRIBUCION DE LOS LIPOSOMAS : Con el objetivo de conocer la
farmacocinética de los liposomas se realizaron estudios de seguimiento de los mismos por
el interior del organismo y asi conocer los principales 6rganos implicados en su

procesamiento.
Se prepararon liposomas que encapsulaban ioduro de propidio a modo de marcador. El

yoduro de propidio es un fluorocromo no vital que solo emite fluorescencia si se encuentra

unido al ADN. Los liposomas con GD3 y yoduro de propidio se prepararon siguiendo el
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método general descrito en el apartado llI-1.1 y la solucién encapsulada tenia una

concentracion de 10 mM yoduro de propidio en NaHCO, 100 mM.

Por via endovenosa se administré a un lote de ratones 10 pg de Lp-IP y una hora después
los animales fueron sacrificados y el bazo, higado y pulmones se congelaron en nitrégeno
liquido. La fluorescencia se observd sobre criocortes montados con una solucién de

glicerol en agua al 45% utilizando un microscopio de fluorescencia.

3.- OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS

La gran mayoria de los ensayos se realizaron utilizando GD3 adquirido comercialmente
(Genzyme Corporation, Boston, USA) y cuyo origen es de cerebro de vaca. Se realizaron
diversos ensayos con GD3 extraido y purificado en nuestro laboratorio a partir de células
de la linea de melanoma humano WM-164 cultivado in vitro o bien implantado en ratones
atimicos nu/nu Balb/c. El resto de los gangliésidos empleados se adquirieron

comercialmente (Biocarb, Lund, Suecia).

3.1.- EXTRACCION Y PURIFICACION DEL GANGLIOSIDO GD3 : La obtencién del GD3 se
desarrolla en cuatro etapas. En primer lugar se realiza una extraccién de los lipidos totales
presentes en las células seguida de una extraccion de Folch y Pi para separarar fosfolipidos
y esteroles de glicolipidos. A continuacién se separan los glicolipidos neutros de los
gangliésidos mediante cromatografia de intercambio i6nico y finalmente el GD3 se purifica

mediante HPLC semipreparativa.

3.1.1.- Extraccién de lipidos totales : Se partié de lotes de células, congeladas o frescas,
que oscilaban entre los 2 y los 5 gramos. Las células se lavaron un minimo de tres veces
con PBS sin Calcio ni Magnesio por medio de centrifugaciones de diez minutos a 400xG.
El pellet celular se disolvi65 en 45 ml de cloroformo-metanol (2:1, v:v) agitando
continuamente. Las células se homogenizaron mediante sonicacion durante 5 minutos
introduciendo la punta de titanio del sonicador (Labsonic U, Braun Biotec, RFA) en el
interior del tubo que contenia las células, para evitar el calentamiento de la muestra se
trabajo en el interior de una bafio de hielo. La extraccién se continua incubando la muestra
durante 15 minutos a 50°C. Se centrifuga durante 15 minutos a 1000xG y el

sobrenadante se decanta y deposita en un matraz con cuello esmerilado, el pellet se re-
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extrae dos veces siguiendo el mismo protocolo pero utilizando una mezcla de cloroformo-
metanol-CaCl, al 0,02% en agua (31:63:6, v:v). Finalmente los restos celulares insolubles
se descartan y los tres sobrenadantes se combinan y mezclan bien por agitaciéon. En los
casos en que se observaron precipitados en los sobrenadantes, estos se filtraron a través
de un papel de filtro (Whatman.Madistone, Inglaterra). La fase organica conteniendo los
lipidos totales se evapora en un rotovapor y el residuo se seca completamente mediante
liofilizacién durante toda una noche. El residuo seco se disuelve en 50 ml de cloroformo

: metanol (2:1, v:v) para proceder a la extraccion de Folch y Pi.

3.1.2.- Extracciéon de Folch y Pi : Se toma la disolucién con los lipidos totales y se
combina con un 20%, en volumen, de KCI 0.1M agitando enérgicamente para mezclar las
fases organica e inorgénica. Ambas fases se separan centrifugando 15 minutos a 1000xG.
La fase superior, que contiene los glicolipidos, se decanta poniendo especial cuidado en
no arrastrar la fase orgdnica y se deposita en una matraz con cuello esmerilado, mientras
que la fase inferior se re-extrae dos veces mas llevdndola al volumen inicial con
metanol:KCl 0,1 M:Cloroformo (47:48:3). Finalmente las tres fases superiores se
combinan y se evaporan en el rotovapor anadiendo isopropanol varias veces para facilitar

la evaporacion de la porcién acuosa. El secado final se realiza mediante liofilizacién (396).

El residuo seco se disuelve en 10 ml de cloroformo:metanol:KCl 0,1 M en agua (3:48:47,
v:v) y se desala mediante una minicolumna de Absorbex-RP18 (E. Merck, Darmstad, RFA).
Las columnas de Absorbex-RP18 re acondicionan mediante lavados sucesivos con 20 ml
de metanol, seguidos de tres ciclos con 10 ml de metanol y 20 mi de cloroformo:metanol
2:1, finalmente la columna se lava con 20 ml de cloroformo:metanol:KCI| 0,1M en agua
(3:48:47, v:v). La muestra se aplica con una jeringa de 20 ml y se reaplica dos veces. Las
sales se eliminan lavando la columna con 30 ml de agua, mientras que los glicolipidos se
recuperan con 30 ml de metanol. Finalmente la muestra se concentra hasta sequedad

mediante rotovapor vy liofilizacién (397).

3.1.3.- Separacion de glicolipidos neutros y gangliésidos : Los glicolipidos totales extraidos
mediante particibn de Folch y Pi y posterior "desalting” pueden separarse en
glicoesfingolipidos neutros y 4cidos mediante cromatografia de intercambio iénico a baja
presién. Asimismo los glicoesfingolipidos dcidos (gangliésidos) pueden separarse en mono-

. di- y tri- gangliésidos segun el nimero de residuos de 4cido sidlico que contengan (398).
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3.1.31.- Preparacion de la columna : Podemos utilizar DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia-
LKB, Upsala, Suecia) o bien DEAE-Celulosa (E. Merck, Darmstad, Alemania). Pesamos
entre diez y 35 gramos de resina y se activa con 100 ml de tampdén B
(metanol:cloroformo:Acetato sédico 0,8M , 60:30:8) mediante agitacién suave durante
15 minutos y se deja sedimentar el gel descartandose el sobrenadante. Este proceso se
repite tres veces con tampén B nuevo y el dltimo ciclo se deja a 4 grados un minimo de
18 horas. Después de descartar el dltimo sobrenadante el gel se lava cuatro veces con 30
ml de tampén A (metanol:cloroformo:agua, 60:30:8), a continuacién el gel se carga en
una columna SR 25/45 (Pharmacia-LKB, Upsala, Suecia) poniendo mucha atencion para
evitar la formacién de burbujas. El gel se compacta con el tampén A a un flujo maximo de
2,5 ml/minuto durante un minimo de 4 o 5 horas, finalmente la columna se lava con

metanol durante toda la noche a razén de 1 mi/minuto.

3.1.3.2.- Preparacion de la muestra : Los glicolipidos extraidos mediante la particion de
Folch y Pi y libres de sales deben desecarse mediante liofilizacién y resuspenderlos con
unos 10 o 15 ml de metanol. Los glicolipidos neutros se eluyen con 400 ml de metanol,
mientras que los gangliosidos monosializados se eluyen con acetato amoénico 0,03M en
metanol, los disialos se eluyen con acetato amdénico 0,13M, mientras que los tri y
tetrasializados se eluyen con acetato amdnico 0,45M. Sino se desea la separacién segun
el nimero de residuos de 4cido sidlico, los gangliésidos pueden eluirse completamente con
acetato amodnico 0,8M. La velocidad de flujo se mantiene constante a 1 ml/minuto. Las
fracciones se recogen en matraces del rotovapor, anadiéndose isopropanol hasta llegar a
una proporciéon 50:50 con el eluido y se evaporan, el secado final debe hacerse mediante

liofilizacién.

Las columna no pueden regenerarse y una vez utilizadas se descarta el gel y se lava bien

la columna con agua y metanol.
3.1.3.3.- Desalting de los glicolipidos eluidos : Los glicolipidos salen de la columna
mezclados con sales (acetato aménico) y deben desalarse antes de seguir trabajando con

ellos. Los glicolipidos se resuspenden y se tratan tal y como se detalla en el apartado IlI-

3.1.2. . El residuo seco se resuspende en un volumen méximo de 250 4l de agua.

3.1.4.- Purificacién del GD3 mediante HPLC analitica : La fraccién con los gangliésidos
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contiene GM3, GM2, GD3, GD2 y en menor grado GM1 y trazas de GD1a, por lo que se
debe separarse el GD3 del resto de ganglidsidos. Esta purificacion final se realiza mediante
HPLC de intercambio iénico sobre una columna de silica funcionalizada con radicales NH,
(Lichrospher-NH2 4x250, E. Merck, Darmstad, RFA) (391). La columna se equilibra con
un tampodn acetonitrilo-fosfato 5 mM pH=5,6 (87:13, v:v) durante un minimo de dos
horas a una velocidad de flujo de 1 ml/minuto y una presién que oscila entre 35 y 37
atmdsferas. Se inyectan 100 wyl de muestra mediante el inyector automatico y el

cromatograma se desarrolla con el siguiente gradiente :

Tiempo % A % B Flujo

0- 7 min. 100 0 1 ml / min.
7-60 min. 64 36 1 ml / min.
60-80 min. 36 64 1 ml / min.
80-90 min. 0 100 1 mi / min.

Tabla VIl : Gradiente de elucién empleado en la determinacién analitica de GD3 mediante
HPLC.

La elucién se monitoriza con un detector de fotodiodos con un rango de barrido entre 200
y 330 nm y ajuste automdtico de escala. Las fracciones se recogen con un colector de
fracciones conectado al detector de forma que conserve aquellas fracciones que contienen

glicolipidos y descarte el resto (Frac-100, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suecia).

3.1.5.- HPLC preparativa : La escasa capacidad preparativa de las columnas analiticas
obligé a utilizar columnas preparativas con el objetivo de aumentar el rendimiento de cada
purificacién. Se utiliz6 el mismo protocolo y el mismo tipo de columna variando solo el
tamafio de la misma (Lichrospher-NH2 10x250, E.Merck, Darmstad, RFA). La elucién se
realiz6 con los mismos tampones y el gradiente expresado en la tabla IX. El resto del

protocolo era idéntico al empleado con la columna analitica.
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Tiempo % A % B Flujo

O0- 15 min. 100 0] 5 ml / min.
15- 68 min. 64 36 5 ml / min.
68- 87 min. 36 64 5 ml / min.
87- 100 min. 0 100 5 ml / min.

Tabla IX : Gradiente de elucion empleado en la purificacion del GD3 mediante HPLC

preparativa.

En ambos casos las fracciones obtenidas se desecan por medio de un rotovapor y las sales
se eliminan por medio de cromatografia en fase reversa segun el protocolo descrito en el

apartado l11-3.1.2. . El residuo seco de cada fraccién obtenida se disuelve con metanol.

3.1.6.- Identificacion de los gangliésidos : Los distintos gangliésidos obtenidos se

identifican por medio de HPLC analitica, cromatografia en capa fina e inmuno-TLC.

3.1.6.1.- HPLC analitica : Para identificar los distintos gangliésidos obtenidos se realizaron
una serie de cromatografias analiticas con distintos standares obtenidos comercialmente
(Biocarb, Lund, Suecia) siguiendo el mismo protocolo que el descrito en el apartado de
purificacién del GD3 mediante HPLC semipreparativa. Los tiempos de retencién de cada
gangliésido se compararon con los tiempos de retencién obtenidos en la cromatografia
semipreparativa, aceptandose una desviacién de + un 2,5% del total del tiempo de

retencion.

3.1.6.2.- TLC : En aquelios casos en que habia solapamiento de varios picos, o que los
tiempos de retencién variaban por encima del margen aceptado, los gangliésidos obtenidos
se identificaron por medio de TLC sobre placas de silicagel (E. Merck, Darmstad, RFA)
siguiendo el mismo protocolo que el descrito en el apartado 11i-2.2.1. pero utilizando
placas de 10x20 cm vy tifiendo las mismas con a-naftol. Los coeficientes Rf obtenidos de

las bandas problema fueron comparados con los Rf de los standares.
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3.1.6.4.- Inmuno-TLC : La identificacién final del pico que contenia el GD3 se realiz6 por
medio de inmuno-TLC con anticuerpos monoclonales anti-GD3 obtenidos en nuestro

laboratorio.

Se utilizan tantas placas de TLC del tipo Silicagel-60 sobre folio de aluminio de 5x7,5 cm.
(E. Merck, Darmstad, RFA) como anticuerpos se quieran testar mas una. Se marca una
linea de puntos de aplicacién a 1 cm de un extremo de la placa depositdndose un minimo
de 5 ugr de cada gangliésido y una vez secada la placa se deja correr durante 15 minutos
siguiendo el protocolo habitual. Se retiran las placas del tanque de cromatografia y una
placa se tife con «-naftol para poder visualizar las bandas de todos los gangliésidos,

mientras que las otras placas se tifien con el anticuerpo monoclonal (399).

Las placas que serdn incubadas con el anticuerpo se fijan con Plexigum P-28 (Rhom
Chemicals, Darmstad, RFA) al 0,1 % en hexano sumergiendo la placa tres veces durante
5 minutos cada vez en la solucién y dejandola secar. Después del dltimo secado se
bloquea la placa con una solucién de BSA al 3% en PBS durante 30 minutos, luego las
placas se lavan varias veces con PBS que contiene un 0,3% de BSA para eliminar los
restos de bloqueo no absorbidos. La incubacién con el primer anticuerpo se realiza
empapando una hoja de papel de filtro (Munktell, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suecia) con 3
ml de anticuerpo y depositandola sobre la placa de TLC poniendo especial atencién a que
no queden burbujas de aire entre la placa y el papel de filtro. Las placas se dejan en una
camara humeda durante 18 horas a temperatura ambiente . Como primer anticuerpo se
utilizaron indistintamente los anticuerpos 136-2A10, 14F9 o 14G4 todos especificos de
GD3 y obtenidos en nuestro laboratorio. La existencia de posibles contaminantes se
comprobé utilizando anticuerpos especificos de otros gangliésidos. Todos los anticuerpos

deben tener una concentracién minima de 15 ug de anticuerpo por mililitro.

Al finalizar la primera incubacién se retira el papel de filtro y se decanta el exceso de
anticuerpo sin que se seque la placa. Las placas se lavan tres veces por inmersién en una
solucién de PBS-BSA durante 5 minutos. El segundo anticuerpo se deposita directamente
sobre las placa y se dejan incubar durante 4 horas a temperatura ambiente en camara
himeda. Como segundo anticuerpo se utilizo antisuero anti-inmunoglobulinas de ratén
marcado con peroxidasa diluido 1:500 con la solucién de lavado (Dako, Copenhague,

Dinamarca), incubando en agitaciéon durante dos horas en la oscuridad. Finalmente se
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decanta el exceso de anticuerpo y se lavan las placas con tres ciclos de PBS-BSA vy tres
ciclos de tampén tris-salino (TBS). Como substrato de la peroxidasa se utilizé diamino
bencidina (Merck, Darmstad, RFA) disuelta en TBS a la que se afadia en el momento de
su utilizacién 50 ul de peréxido de hidrégeno al 30%. Las placas se dejan en esta solucién
cromogénica hasta que las bandas coloreadas son bien visibles, momento en que la
reaccion se detiene con agua. Las placas deben fotografiarse dado que las bandas pierden

el color a las pocas horas.

La movilidad de las bandas coloreadas por los anticuerpos se comparé con las bandas de

la placa tefida con «-naftol.

3.1.6.4.- Tratamiento alcalino : Frecuentemente se observé que el GD3 copurificaba con
una banda que migraba en TLC mas rédpida que el standard, esta banda puede
corresponder a la lactonizacién de la molécula de GD3 o a la existencia de un derivado
acetilado del mismo, el 9-0-Acetil-GD3. El tratamiento alcalino suave convierte ambas

moléculas en GD3.

El ganglidésido purificado y liofilizado se disuelve en hidréxido sédico o potésico 0,1 N en
metanol y se incuba durante 2 horas a 37 grados, o toda la noche a temperatura
ambiente. La recuperacion del gangliésido se realiza mediante evaporaciéon y desalado
sobre RP-18. El andlisis de los resultados se realiza mediante TLC e inmuno-TLC con el
anticuerpo ME-311 especifico de 9-0-Acetil-GD3 (400).

3.1.7.- Cuantificacién del GD3 : La cantidad de GD3 purificado se determiné mediante
coloracién especifica del 4cido sidlico segin el método espectrofotométrico de la
difenilamina. El reactivo de difenilamina se prepara disolviendo 5 gramos de difenilamina
en 450 ml. de &cido acético y 50 ml. de 4cido sulfdrico. Se toman 200 ul de la muestra
de GD3 y se mezclan con 100 ul de &cido tricoloroacético al 15% en agua y 600 yl del
reactivo de difenilamina. La mezcla se agita enérgicamente y se hidroliza al bafio maria
durante 30 minutos. El color desarrollado se lee mediante un espectrofotémetro a 530 nm.
La densidad 6ptica leida es directamente proporcional a la cantidad de gangliésido en
solucion. Como curva patrén se emplea un standard de &cido sidlico entre 10 y 200 wg.
La cantidad de GD3 se interpola en la curva standard teniendo en cuenta que cada

molécula de GD3 posee dos moléculas de 4cido sidlico, por lo que el nimero total de
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moles de GD3 serd la mitad que los moles de 4cido sidlico detectados (401).

3.1.8.- Andlisis de las ceramidas mediante TLC : La existencia de ceramidas aberrantes
se monitorizé mediante TLC de fase reversa sobre placas de silicagel-RP18 (E. Merck,
Darmstad, RFA) utilizando una fase mévil de metanol:acetonitrilo:agua (19:5:1, v:v:v). En
esta fase moévil el GD3 purificado se separa segun el tipo de ceramida que posee, siendo
posible determinar la longitud y el grado de insaturacién de las mismas (402). Las
ceramidas con un menor nimero de carbonos migran mas rédpidamente que las ceramidas
de cadena larga, y de dos cadenas de igual longitud, migrard mas rapidamente la que no
posea dobles enlaces entre carbonos. Con la excepcion de la fase movil el resto de la TLC

se desarrolla de forma idéntica a la descrita en el apartado 1i1-3.1.2..

3.1.9.- Disialil-lactosa-BSA : La disialil-lactosa-BSA es un antigeno sintético obtenido del
"Laboratoire de Chemie Biologique" de la "Universite des Sciences et Tecniques de Lille,
Flandes et Artois" en Lille (Francia) dirigido por el Profesor J. Montreuil y con el que
tenemos subscrito un convenio de colaboracién. El protocolo de obtencién se basa en la
degradacién enzimatica del GD3 con el enzima endoglico-ceramidasa que hidroliza el
enlace glicosidico entre la glucosa terminal de la parte glucidica del glicolipido y la
ceramida (403). El carbohidrato liberado se separa de la ceramida por cromatografia en
fase reversa y se conjuga por medio de aminacién reductiva con la seroalbimina bovina
(404). El producto fue recibido en forma liofilizada y con una grado de conjugacién de 8

moléculas de disialil-lactosa por molécula de BSA.

4.- CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Todas las lineas celulares utilizadas fueron cultivadas en frascos de cultivo de 175 cm? de
superficie (Nunc, Dinamarca) mediante RPMI-1640 (Gibco, Grand Island, N.Jersey, USA)
suplementado con Glutamina 20 mM y un 10% de suero fetal de ternera (Biological
Industries, Israel). Salvo indicacién expresa no se utilizaron ni antibiéticos ni otros
suplementos. Las células utilizadas para la extraccién y purificacién del GD3 se cultivaron
en grandes dispositivos de cultivo celular con una superficie de 6000 cm? de superficie
(Cell factories CF10, Nunc, Dinamarca). Los frascos de cultivo se llenaron con 75 ml de
medio de cultivo, mientras que las "cell factories” utilizaban 2 litros de medio. En todos

los casos el inéculo inicial era de 50000 células por mililitro de medio. Las células se
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cultivaron en ambiente estéril a 37°C en atmésfera con un 7% de CO, y un 100% de

humedad hasta llegar un estado de confluencia.

Para prevenir cualquier degradacién enzimética de los antigenos de membrana nunca se
utilizaron tratamientos enzimaticos para despegar las células de los frascos de cultivo. En
su lugar se utilizé PBS o solucién salina segiin Hanks sin Calcio ni Magnesio (Whitaker) y
agitacion suave. Una vez despegadas las células se recogian mediante un pipeta o por

decantacién y se lavaban con Hanks por centrifugacion a 400xg durante 7 minutos.

4.1.- LINEAS CELULARES EMPLEADAS : Las lineas celulares empleadas se detallan en la
tabla X. La linea WM-164 fue cedida por el Dr. Reuss del banco de células del
departamento de Inmunofarmacologia de E. Merck (Darmstad, RFA). Las lineas SKMel 28
y SKMel 23 fueron cedidas por el Dr. F.X. Real del departamento de Inmunologia del
Instituto Municipal de Investigacién Médica de Barcelona. La linea de melanoma murino
B16 fue cedida por el Dr. S.F. Alifio del departamento de Farmacologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Valencia. Los hibridomas 136-2A10, 14G4 y 14F9 fueron
obtenidos en nuestro laboratorio dentro de nuestro programa de inmunogenicidad de
antigenos tumorales, mientras que el hibrido F111 fue obtenido por mi compariero J. Adan
del departamento de Inmunobiologia mediante inmunizacién "in vitro". Los anticuerpos
monoclonales ME-361,anti-GD2 (405) y ME-311, anti-9-0-acetil-GD3 (45) fueron cedidos
por el departamento de Inmunofarmacologia de E. Merck (Darmstad, RFA) y de los mismos
solo disponemos de sobrenadante y no disponemos del hibridoma. El resto de lineas
celulares fueron adquiridas a la American Type Culture Collection (Rockville,
Mariland,USA). Todas las lineas celulares utilizadas fueron analizadas para detectar la
existencia de contaminacién con micoplasmas por medio del método Gene-Probe (Gene
Probe Incorporated, San Diego, California, USA)). En ningin caso se detect6

contaminacién por micoplasmas.

4.2.- EXPRESION DE GD3 EN LA MEMBRANA CELULAR : Todas las lineas utilizadas
fueron analizadas para comprobar si expresaban GD3 en su membrana, o si por el
contrario eran negativas para este gangliésido. El andlisis se realiz6 mediante citometria
de flujo y utilizando los anticuerpos monoclonales 14F9 (IgG3) o 136-2A10 (IgM) ambos

especificos de GD3.
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Linea Tipo Donante GD3

WM - 164 Melanoma humano | Dr. Reuss Positiva

SK-Mel 28 Melanoma humano | Dr. Real Positiva

SK-Mel 23 Melanoma humano | Dr. Real Positiva

B-16 Melanoma murino Dr. Alifio Negativa

Colo 205 Adenocarcinoma ATCC Negativa

PA-1 Teratocarcinoma ATCC Negativa

F111 Hibridoma Propia anti-RNAsa (1gG1)
136-2A10 Hibridoma Propia anti-GD3 (IgM)
14F9 Hibridoma Propia anti-GD3 (IgG3)
14G4 Hibridoma Propia anti-GD3 (IgM)

Tabla X : Relacién de lineas empleadas, citandose el tipo de linea, el donante de la misma
y la expresién de GD3 en su membrana. Todos los hibridomas han sido obtenidos en

nuestro laboratorio y de los mismos se cita su especificidad e isotipo.

Se tomaron un millén de células de cada linea y se lavaron con PBS dos veces mediante
centrifugacién a 400xg durante 7 minutos. Se ajusto la concentracién del primer
anticuerpo a 10 ugr/ml y se incubaron las células con 100 yl de anticuerpo durante 30
minutos a 4°C. A continuacién las células se lavan dos veces con 1 ml de una solucién de
BSA al 0,15% en PBS y se incuban durante 15 minutos en frio con antisuero anti-
inmunoglobulinas de ratén marcado con isotiocianato de fluoresceina a razén de 4 ug de
anticuerpo por millén de células (Becton Dickinson, Mountain View, California, USA). Las
células se lavan dos veces vy el pellet resultante se resuspende en 1 ml yoduro de propidio
(5 ug/ml) para poder discriminar entre células vivas y muertas. EL anélisis se realizé con
un citémetro de flujo EPICS Profile Il (Coulter, Orlando, Florida, USA) contabilizandose un

minimo de 10000 eventos.

4.3.- IMPLANTACION DEL MELANOMA HUMANO WM-164 EN RATONES nu/nu : Con el

objetivo de disponer de xenoinjertos del melanoma humano WM-164 se implanto dicho
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tumor en ratones atimicos machos nu/nu (IFA-Credo, Lyon, Francia). Esta cepa de ratones
deriva del ratén Balb/c y posee una mutacién homozigética recesiva y ligada al sexo que
provoca una atrofia de la gldndula timica. Estos ratones carecen de linfocitos T y no
pueden rechazar xenoinjertos. Como caracteristica secundaria estos ratones carecen de
pelo, lo que les ha dado el nombre de ratones nude o desnudos. Al ser una mutacién ligada
al sexo, solo se pueden utilizar ratones machos. Debido a la inmunodeficiencia que
presentan este tipo de ratones, deben mantenerse en ambiente estéril para prevenir

infecciones.

Se tomaron lotes de 5 ratones nu/nu, machos de 7 semanas, y se les administré a cada
uno 5 o 10 millones de células WM-164 por via subcutanea en la espalda (406). Cuando
el tumor era macroscépicamente visible y con un diametro medio de 1 cm, el animal era
sacrificado por desnucamiento y el tumor resecado y disgregado mecédnicamente con
ayuda de unas pinzas. La disgregacion final se realizaba incubando las células con una
solucién de que contenia 2 mgr/ml colagenasa (Sigma Co., St. Louis, USA) y 5 mgr/mi
de DNAasa (Sigma Co., St. Louis, USA) durante una hora a 37°C en agitaciéon suave.
Finalmente las células se lavaban varias veces con solucién de Hanks y se utilizaban

frescas o bien se congelaban (407).

4.4.- PROTOCOLO DE CONGELACION : En aquellos casos en que las células debian
conservase largo tiempo antes de su utilizacién era preciso congelarlas. La congelacién se
realizaba resuspendiendo el pellet celular en una solucién de suero fetal de ternera, medio
RPMI-1640 y dimetilsulféxido (45:45:10, v:v) a razén de una parte de células y nueve
partes de medio de congelacién. La suspensién celular se depositaba en un contenedor de
porexpan durante 24 horas a -40°C, 24 horas mas a -80°C y finalmente eran transferidas
y almacenadas en un deposito con nitrégeno liquido. Los viales con las lineas celulares
originales eran congelados y mantenidos en idénticas condiciones, pero utilizando una
solucién de suero fetal de ternera y dimetilsulféxido (90:10, v:v) como medio de

congelacién.

4.5.- PROTOCOLO DE DESCONGELACION : Las células eran descongeladas sumergiendo
el vial de congelacién en una bafio a 37°C hasta que el bloque congelado empieza a
licuarse, a continuacién el pellet celular se terminaba de descongelar afiadiendo 10

volimenes de solucién de Hanks a 37°C y lavando rapidamente las células para eliminar
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el dimetilsulféxido. Después de dos lavados las células se resuspenden en un volumen
suficiente de medio de cultivo y se dejan un minimo de 24 horas en la estufa de cultivo.
Las células que se utilizaron para extraer glicolipidos fueron utilizadas inmediatamente

después de la descongelacién.

5.- PAUTAS DE INMUNIZACION

5.1 ANIMALES : En los protocolos de inmunizacién se utilizaron ratones hembras de la
primera generacion de la cepa hibrida Balb/c x C57BL/6, de ocho semanas de edad criados
y mantenidos en nuestra propia colonia. Los ratones parentales fueron hembras de la cepa
C57BL/6 y machos Balb/c (IFA-Credo, Lyon, Francia). En los ensayos de hipersensibilidad
retardada (DTH) se usaron ratones Balb/c machos de ocho semanas de edad (IFA-Credo,
Lyon, Francia). Para los xenoinjertos de lineas tumorales y en los modelos de T-
independencia e inmunoterapia se utilizaron ratones atimicos nu/nu Balb/c machos de ocho

semanas de edad (IFA-Credo, Lyon, Francia).

5.2.- CONJUGACION Salmonella minesotta-GD3 : La cepa mutante R595 de la bacteria
Salmonella minessotta (S.M.) fue adquirida a la American Type Culture Collection
(Rockville, Maryland,USA) y fue cultivada en suspensién y expandida en el laboratorio de
microbiologia del Dr. Duran Bellido (Barcelona) . Las células se recogen por centrifugacion
del medio y son liofilizadas. El residuo seco se inactivé por ebullicién con &cido acético al
1% y posterior lavado. La bacteria inactivada se guardé liofilizada a -40°C hasta su
utilizacién (408).

El mismo dia de la inmunizacién las bacterias se resuspendian en PBS mediante sonicacion
en un bano de hielo y se afadian a viales que contenian GD3 liofilizado. La conjugacion

se realiza de forma espontanea por agitacién a temperatura ambiente.

Se utilizaron tres pautas de inmunizacién distintas. En primer lugar se utiliz6 un protocolo
en que el grado de conjugacién entre GD3 y S.M. era de 4 partes de GD3 por 1 parte de
S.M., en segundo lugar se utiliz6 la proporcién de 20 partes de GD3 por una parte de
S.M.y finalmente se utilizé6 un protocolo con S.M. sola a modo de control negativo. En
todos los caso la dosis de GD3 empleada era de 50 ugr. de GD3 por dosis y animal

administrados quincenalmente por via intraperitoneal .
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5.3.- INMUNIZACION CON GD3 Y Bordetella pertusis : Se utiliz6 un protocolo descrito
inicialmente para conejos y adaptado posteriormente a ratones (409). Se toman 200 ul de
una solucién de 1 mg/ml de GD3 y se mezclan con 200 ul de adyuvante completo de
Freund (FCA) (Difco, Grand Island, USA) y 1000 millones de células de Bordetella pertusis
(Difco, Grand Island, USA). La mezcla se emulsiona mediante sonicacién y se administra
subcutaneamente en diversos lugares de la espalda del animal. La misma inmunizacién
pero sin Bordetella se repite dos veces mas a intervalos de una semana. Pasadas 3
semanas de reposo y durante un periodo de tres meses, se repiten inmunizaciones
quincenales de GD3 con Adyuvante incompleto de Freund (FIA) (Difco, Grand Island,
USA).

5.4.- INMUNIZACION CON ADYUVANTE DE FREUND : Se mezclan a partes iguales GD3,
a una concentracién de 1 mg/ml en PBS, y FCA mediante sonicacion durante 5 minutos.

La inmunizacién es por via subcutanea en la espalda.

5.5.- INMUNIZACION CON CELULAS DE MELANOMA : Se utilizaron las lineas de
melanoma humano SKMel-28 y WM-164 que se mantenian en cultivo continuo con medio
RPMI-1640, glutamina y un 10% de suero fetal. El dia de la inmunizacién las células eran
despegadas de los frascos de cultivo y lavadas abundantemente segin el protocolo
descrito en el apartado Il1-4.1. Las inmunizaciones se realizaban por via subcutanea y con

5 millones de células por dosis.

5.6.- INMUNIZACION CON LIPOSOMAS : El mismo dia de la inmunizacién los liposomas
eran lavados centrifugdndolos 10 minutos a 10000xG, del pellet se tomaba la cantidad de
liposomas equivalente a 50 ugr. de GD3 vy se resuspendia con PBS hasta un volumen de
200 yl por animal a inmunizar. Las inmunizaciones se llevaron a cabo por via

intraperitoneal.

5.7.- INMUNIZACION CON DISIALIL-LACTOSA-BSA : De la solucién stock del antigeno,
resuspendida previamente a 1 mg/ml, se tomaba el equivalente a 50 ugr de disialil-lactosa
y se dilufa con 100 ul de PBS por animal a inmunizar. La disolucién se mezclaba a partes
iguales con adyuvante de Freund y se homogenizaba mediante sonicacién durante 5
minutos en bafio de hielo. Para la primera dosis se utilizé adyuvante completo de Freund,

mientras que para las dosis restantes se empleé adyuvante incompleto.
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5.8.- PAUTA DE INMUNIZACION Y SANGRADO DE LOS ANIMALES : En todos los
protocolos de inmunizacién se formaron lotes de 6 animales hibridos Balb/c x C57BL/6,
hembras de 8 semanas de edad. Las dosis, salvo indicacion expresa en los apartados
precedentes, eran de 50 ugr. de GD3 por animal, a intervalos quincenales durante un

minimo de tres meses.

El mismo dia de la primera inmunizacion, y ocho dias después la primera, tercera y Ultima
inmunizaciones, los animales eran sangrados por puncién retro-orbital. Las sangres se
dejaban 2 horas a 37°C para permitir la retraccién del codgulo y se centrifugaban 5
minutos a 5000xG. Los sueros se numeraban y se guardaban congelados a -40°C. En
ningun caso los sueros fueron congelados y descongelados mas de dos veces y nunca se

utilizaron preservativos quimicos.

5.9.- INMUNIZACION PARA DETERMINAR LA EXISTENCIA DE MEMORIA
INMUNOLOGICA : Para determinar la existencia de memoria inmunolégica frente al GD3
se emple6 un lote de ratones que habia sido inmunizado con liposomas-GD3, tanto de
origen tumoral como de origen bovino, siguiendo la pauta de inmunizacién con tres dosis
quincenales de 50 ugr de GD3, al finalizar esta inmununizacién se dejé un periodo de
reposo de 10 semanas y se volvié a inmunizar a los animales con idéntica dosis de GD3.
Estos animales fueron sangrados el mismo dia de la administracién de la dosis de recuerdo,

y a los 8 dias de dicha inmunizacién.

6.- MODELOS DE RESPUESTA CELULAR T

Se emplearon dos tipos de modelos de T-independencia, en primer lugar un modelo clésico
de hipersensibilidad retardada, y en segundo lugar un modelo con ratones atimicos nu/nu

que carecen de linfocitos T.

6.1.- HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA : El termino hipersensibilidad retardada (DTH), se
aplica a la reaccién inflamatoria "in situ" que se produce a las 24-36 horas de la
administracién del antigeno. Esta reaccién inflamatoria estd mediada por el linfocito T y
se manifiesta por la infiltracién de células , empezando por una acumulacién perivascular
de linfocitos y monocitos en el lugar de administracién del antigeno. La respuesta

inflamatoria es inducida y mantenida por linfoquinas liberadas por el linfocito T vy el
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macréfago. Estos factores facilitan la infiltracién de células inflamatorias, eosinéfilos y
baséfilos, y fibroblastos, asi como la destruccién de componentes tisulares. El termino
retardado se aplica debido a que estos mecanismos no se inician hasta pasadas 24 o 36
horas del estimulo antigénico, a diferencia de las reacciones anafildcticas que ocurren a

los pocos minutos (410).

Tradicionalmente la reaccién de DTH se ha empleado como medida de la implicacién de
la célula T en la respuesta inmunolégica, ya que los antigenos T-independientes son
incapaces de provocar reacciones de este tipo. A nivel experimental el modelo se basa en
la administracién intraperitoneal o subcutanea de una dosis primaria de antigeno. A los 12
dias se reinmunizan los animales por via subcutanea o intradérmica en las patas,

midiéndose la inflamacién de las mismas a las 24 , 36 y 48 horas.

6.1.1.- Animales : Se trabaj6 con lotes de 10 ratones Balb/c machos de ocho semanas de

edad tal y como se describe en el apartado Il1-5.1..

6.1.2.- Antigenos : Se emplearon liposomas-GD3 construidos con fosfatidilcolina-
colesterol-dicetilfosfato-GD3 (40:40:10:10, v:v)(liposomas tipo 1) y esfingomielina-
colesterol-dicetilfosfato-GD3 (40:40:10:10, v:v)(lipososomas tipo 2) obtenidos segtn el
protocolo descrito en el apartado IlI-1.1. La diasialillactosa-BSA se administré con
adyuvante completo de Freund. Se emplearon controles negativos con liposomas sin GD3
y BSA sola.

6.1.3.- Pauta de inmunizacién : Se emplearon 6 lotes de ratones. de acuerdo con la tabla
XI. En la dosis primaria se administré 50 ugr. de GD3 por via subcutédnea cerca de los
génglios inguinales. Las dosis de recuerdo se administraron por via intradérmica en las
patas derechas del animal, mientras que en las patas contralaterales se administraron

liposomas vacios sin GD3 como controles negativos (411).

6.1.4.- Medida de la inflamacién : La inflamacién se midi6 por medio de un pie de rey
digital (Mitutoyo Corporation, Tokio, Japén) con una sensibilidad de 0,01 mm. De cada
pata se realizaron tres medidas y se obtuvo la media de cada medida. La inflamacién

relativa se obtuvo restando del didmetro de la pata problema el didmetro de la pata control.
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Dosis primaria Dosis secundaria
Disialil-lactosa-BSA Liposomas tipo 1
Liposomas tipo 1 Liposomas tipo 1
Liposomas tipo 2 Liposomas tipo 1
Disialil-lactosa-bsa Liposomas tipo 2
Liposomas tipo 1 Liposomas tipo 2
Liposomas tipo 2 Liposomas tipo 2

Tabla Xl : Protocolo de inmunizacién empleado en el protocolo de induccién de DTH.

6.2.- MODELO CON RATONES ATIMICOS nu/nu : La cepa de ratones Balb/c nu/nu posee
una mutacion recesiva y ligada al sexo que origina que los machos carezcan de la glandula
timica y de pelo. Esta ultima caracteristica da nombre a la cepa. La ausencia de timo
origina una ausencia practicamente total de linfocitos T, ello hace que esta cepa sea

especialmente interesante en los modelos de T-independencia.

Se inmunizaron de forma paralela dos lotes de seis ratones, el primer lote estaba integrado
por ratones nu/nu y el segundo lote por ratones Balb/cxC57BL/6 F1 idénticos a los
empleados en todos los otros ensayos. Ambos lotes fueron inmunizados con 50 ugr. de
GD3 incorporado a liposomas de Esfingomielina : Colesterol : Dicetilfosfato : GD3 en
proporciones 40:40:10:10. Como control negativo se emplearon dos lotes de ratones

inmunizados con liposomas sin GD3.

7.- RESPUESTA SEROLOGICA

En la determinacién de la respuesta serolégica se determin6é mediante ELISA la respuesta
general anti-gangliésido y la especificidad de la misma, por otra parte también se
determinaron los isotipos especificos que se expresaban durante la respuesta. En algunos
casos en que las cantidades de suero eran muy reducidas la especificidad de la respuesta

se determiné mediante HPLC.
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7.1.- RESPUESTA ANTI-GANGLIOSIDO (ELISA) : Se utilizaron placas Immunolon I
(Dynatech, New Jersey, USA) absorbidas con GD3. En cada pocillo de la placa de GD3 se
depositaron 50 ul de una solucién de 2ug/ml de GD3 en etanol. El etanol se deja evaporar
a sequedad a 37 grados. Las placas se bloquearon con una solucién de gelatina (E.Merck,
Darmstad, RFA) al 1,5% en PBS durante 60 minutos a 37°C. Las placas se lavan con
gelatina al 0,15% y Tween 20 al 0,1% en PBS. Se realizan diluciones seriadas de las
muestras con solucién de bloqueo empezando con una dilucién 1:20 y se depositan 50 ul
de cada dilucién en los pocillos y se incuban 2 horas a 37°C. Se lavan las placas 5 veces
y se incuban con 50 ul/pocillo de antisuero anti-inmunoglobulinas de ratén conjugado con
fosfatasa alcalina diluido 1:1000 con solucién de bloqueo dejando incubar las placas 1
hora a 37°C. Finalmente se lavan las placas 5 veces y se dejan incubar con el substrato
del enzima un minimo de 30 minutos a 37°C. Como substrato se empleé
paranitrofenilfosfato (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) con una concentracién de 1
mg/ml en tampdn dietanolamina. La lectura de las densidades Opticas se realizo con en
espectrofotémetro para ELISA Multiskan MKIl (ICN Flow Biomedicals, High Wycombe,

Inglaterra) a una longitud de onda de 405 nm.

Para descartar el efecto de inespecificidad que poseen todas las respuestas policlonales
junto con las placas que poseian GD3 se llevaron de forma paralela placas que contenian
solo solucién de bloqueo y que se realizaron siguiendo exactamente el mismo protocolo
pero sin la etapa de conjugacion de GD3 a la placa de ELISA. La absorbancia leida en estas

placas fue restada de la absorbancia de las placas que contenian GD3.

7.2.- REACCIONES CRUZADAS ENTRE GANGLIOSIDOS : El andlisis de las reacciones
cruzadas entre los distintos ganglidsidos se realizé mediante ELISA segin el protocolo
descrito en el apartado anterior pero conjugando en distintos pocillos de la placa de ELISA
los siguientes gangliésidos : GD3, GD1a, GD1b, GM1, GM2, GM3 vy lactosilceramida

(Biocarb, Lund, Suecia )..

7.3.- ABSORCION CON GANGLIOSIDOS Y ANALISIS MEDIANTE HPLC : Se tomaron 100
ul de algunos sueros con titulo anti-GD3 superior a 1:40 y se diluyeron a 1:20 con PBS,
estas muestras se conjugaron a una placa de ELISA 18 horas a 4°C. Las placas se lavaron
con PBS y se incubaron durante 4 horas a 37°C con 100 ul de una mezcla que contenia

GM1, GM2, GM3, GD1a, GD2 y GD3 a razén de 1 mg/ml de cada gangliésido. El
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sobrenadante se recogi6 cuidadosamente y el contenido de gangliésidos se analiz
mediante HPLC segun el protocolo descrito en el apartado 111-3.1.5.1. La especificidad de
la respuesta fue determinada comparando el perfil cromatogréfico de los gangliésidos antes
y después de la absorcién.

7.4.- CARACTERIZACION DE LOS ISOTIPOS : Los isotipos presentes en la respuesta anti-
GD3 se determinaron mediante ELISA siguiendo el protocolo descrito anteriormente, pero
determinando cada isotipo con antisueros anti-isotipo (IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 ) de

ratén conjugados con fosfatasa alcalina (Zymed Coorporation, Massachusetts, USA).

8.- RESPUESTA ANTITUMORAL

Se determiné la capacidad de reconocimiento de células tumorales y de destruirlas
mediante citotoxicidad. En todos los ensayos de reconocimiento celular se utilizaron la
lineas de melanoma humano WM-164 y SKMel 28 como lineas que expresan GD3 y las
lineas Colo-205, adenocarcinoma de colon, y PA-1, teratocarcinoma, como lineas que no

expresan GD3.

8.1.- INMUNOFLUORESCENCIA : 24 horas antes de cada ensayo se preparan placas de
Terasaki (Nunc Laboratories, Dinamarca) con 2000 células de la linea a ensayar
resuspendidas en 20 ul de medio de cultivo, dejdndolas toda la noche a 37°C y atmdésfera
de CO,. A la mafnana siguiente las placas se lavan con PBS y las células se incuban con
10 ul de suero diluido 1:40 con PBS-BSA al 1,5% durante una hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavan con cuidado de no despegar las células adheridas a los
pocillos y se secan ligeramente con un papel de filtro. La incubacién con el segundo
anticuerpo, anti-inmunoglobulinas de ratén marcado con isotiocianato de fluoresceina
diluido 1:50 (DAKO, Dinamarca), se realiza durante 30 minutos a temperatura ambiente
y en la obscuridad, finalmente las placas se lavan con PBS y se observan en un

microscopio de fluorescencia.

8.2.- CITOMETRIA DE FLUJO : Para comprobar la homogeneidad de la poblacién

reconocida por los antisueros anti-GD3 se utiliz6 la citometria de flujo, usandose un
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protocolo de trabajo idéntico al empleado en el apartado 1ll-4.2, pero substituyendo el
anticuerpo monoclonal anti-GD3 por los antisueros obtenidos en la inmunizaciones diluidos

1:50 con un tampdn fosfato que contenia un 1% de BSA vy azida sdédica.

8.3.- CITOTOXICIDAD MEDIADA POR COMPLEMENTO : El ensayo se realizo incubando
en placas de cultivo 10000 células diana suspendidas en 50 yl de medio de cultivo, 20 ul
de antisuero problema diluido 1:50 en medio de cultivo y 50 ul de suero de cobayo como
fuente de complemento diluido 1:5 (Behring Inst. Marburg, RFA). La incubacién se realiza

a 37 °C en atmdésfera de CO, durante 60 minutos (412).

La quantificaciéon de la lisis celular se realizé mediante la tincién de las células vivas con
sales de metiltetrazolio, MTT (Merck, Darmstad, RFA). Cada pocillo se incubé con 10 ul
de una solucién que contenia 10 mg de MTT por ml de PBS durante 4 horas a 37°C y
atmosfera de CO,, durante este tiempo las cadenas respiratorias mitocondriales reducen
el MTT produciendo un pigmento azulado insoluble. La extraccién del pigmento producido
se realiza con 100 ul de una solucién de dimetilformamida y dodecilsulfato sédico durante
18 horas a 37°G. La cantidad de pigmento liberada se mide por espectrofotometria en un
lector de placas de ELISA a 570 nm. El ruido de fondo producido por el MTT no reducido
puede minimizarse realizando una segunda lectura a 630 nm y restando las absorbancias

Opticas obtenidas de las obtenidas en la primera lectura (413).

El tanto por ciento de células lisadas se obtiene aplicando la siguiente formula, en donde
el 100% de lisis es la absorbancia éptica producida por células lisadas mediante 20 yl de
Tween-20 al 1% en PBS y el 0% de lisis o lisis espontanea es la absorbancia éptica

producida una muestra de células en las que no se ha puesto antisuero anti-GD3.

Citotoxicidad observada - citotoxicidad espontanea
Lisis =

Citotoxicidad total - citotoxicidad espontanea

8.4.- CITOTOXICIDAD CELULAR ANTICUERPO DEPENDIENTE (ADCC) : Los ensayos para

determinar la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos fueron realizados utilizando la
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linea de melanoma humano WM-164 como células diana y linfocitos de sangre periférica

humana como células efectoras.

Las células efectoras se obtenian de sangre periférica humana en forma de "buffy coats"
(Banco de sangre del Hospital de la Cruz Roja, Barcelona) mediante centrifugacion en un
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (Pharmacia-LKB, Uppsala, Suecia). El volumen
total de sangre, aproximadamente 150 mli, se diluia con solucién de Hanks en una
proporcién 1:5 y se lavaba por centrifugacién a 400xG dos veces durante 10 minutos. El
pellet celular obtenido se resuspendia en 150 ml de solucién de Hanks y se deposita
repartido en cuatro tubos de centrifuga, estériles de 50 ml cada uno. A cada tubo se le
afiaden 20 ml de Ficoll, densidad 1,077 gr/ml, introduciéndolos lentamente mediante una
pipeta por debajo de la suspensién celular. Es muy importante trabajar cuidadosamente
para no distorsionar la interfase entre la solucién de Ficoll y la suspensién celular. La
separacion se realiza centrifugando 30 minutos a 400xG a una temperatura de 4°C. Al
acabar la centrifugacién y con la ayuda de una pipeta Pasteur se recupera el anillo de
células que se ha formado en la interfase entre ambas soluciones y que contiene las
células mononucleadas, por su parte los eritrocitos y células polimorfonucleadas,
neutréfilos y plaguetas se encuentran formando un pellet en el fondo de los tubos. La
presencia de plaquetas contaminantes se reduce mediante una centrifugacion a 100xG
durante 15 minutos. Las células mononucleadas se lavan dos veces con solucién de Hanks
mediante centrifugacion. La concentracién de células mononucleadas se ajusta a 2 x 10°

cels/ml .

Las células diana se recuperan de los frascos de cultivo tal y como se describe en el
apartado de cultivo celular, se lavan y su concentracién se ajusta a 5 x 10° cels/ml.
Previamente al ensayo las células diana se incuban con el colorante Bis-carboxi-ethyl-
carboxifluorescein-AM (Molecular probes, Eugene, Oregon, USA) a razén de 0,69 mg/ml
por millén de células durante 30 minutos a 37°C. Finalizada la incubacién las células se
lavan un minimo de tres veces mediante centrifugacién. Dado que estas células se
utilizaran en ensayos de citotoxicidad es importante prestar mucha atencién a la viabilidad
de las mismas y solo se pueden utilizar preparaciones celulares con viabilidades iguales o
superiores al 95% (414).

Este colorante es de tipo supravital y en su forma natural no es fluorescente y atraviesa
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libremente la membrana celular, una vez en el interior del citoplasma es degradado por las
esterasas citoplasmaéticas produciendo un derivado de la carboxifluoresceina, la bis-
carboxi-ethyl-carboxifluoresceina, que es fluorescente y atraviesa la membrana celular con

dificultad, por lo que su liberacién al medio solo es posible mediante la lisis celular (414).

La determinacién de la actividad ADCC de los antisueros obtenidos se realiza en placas de
cultivo celular de 96 pocillos con fondo en U (Nunc, Dinamarca) utilizando una proporcién
de 50 células efectoras por cada célula diana. En cada pocillo se depositan 10000 células
diana marcadas con el colorante fluorescente en un volumen de 50 x| de medio de cultivo
completo, 500000 células efectoras en 100 yl de medio y 50 ul de antisuero anti-GD3
diluido a 1:50. Todas las muestras se preparan por triplicado. Las placas se centrifugan
durante 10 minutos a 100xG y se incuban en la oscuridad durante 2 horas a 37°C y
atmdsfera con un 5% de CO,. Al finalizar la incubacién las placas se centrifugan 10
minutos a 2500xG y se traspasa 100 ul de cada pocillo a otra placa de microtitulacion
(Nunc, Dinamarca). Las placas con los sobrenadantes se leen con un espectrofluorimetro
(Cytofluor 2350, Millipore, Massachusets, USA) con una longitud de onda de excitacién
de 485 nm y una de emisién de 530 nm. Dado que el colorante fluorescente es liberado
al medio cuando la célula es lisada, la cantidad de fluorescencia presente en el medio es

proporcional a la cantidad de células lisada por efecto de las células efectoras (415).

El célculo de del tanto por ciento de citotoxicidad se realiza de forma idéntica al realizado

en el caso de la citotoxicidad mediada por complemento.

En todas las determinaciones de citotoxicidad mediada por complemento los controles
deben incluir células diana con 50 ul de medio de cultivo en lugar del antisuero para
determinar la citotoxicidad espontanea provocada por el complemento. Un control de lisis
total obtenido lisando las células con Nonidet P-40 al 5% en solucién de Hanks. Un control
positivo de citotoxicidad realizado con el anticuerpo monoclonal 14F9 especifico de GD3
y un control negativo con un antisuero no relacionado a la misma dilucién que los

antisueros testados.
En las determinaciones de ADCC la citotoxicidad espontanea se determina mediante

células diana y células efectoras pero substituyendo el antisuero por 50 yl de medio de

cultivo, y la citotoxicidad total se determina con Nonidet P-40. Los controles positivo y
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negativo son los mismos que en el caso del complemento.

9.- ANTIGENICIDAD DEL GD3 EXTRAIDO DE LINEAS TUMORALES

Como un ensayo mas para poder caracterizar el GD3 purificado partiendo de células de
melanoma se estudié la antigenicidad del mismo, entendiendo como antigenicidad la

capacidad de este antigeno para interferir la reaccién antigeno-anticuerpo.

9.1.- ANTIGENICIDAD DEL GD3 SOLUBLE : La antigenicidad del GD3 tumoral fue
analizada estudiando las curvas de afinidad de dos anticuerpos monoclonales, 14G4 y
14F9, por el GD3 bovino y el tumoral. Estas curvas se realizaron afadiendo cantidades
crecientes de anticuerpo a una cantidad fija de antigeno y midiendo la intensidad de la

reaccion mediante ELISA de fluorescencia.

Se prepararon dos placas de ELISA segtin el protocolo descrito en el apartado I11-7.1 de
este mismo capitulo. La concentracién de GD3 empleada fue de 250 ng/pocillo. Se
emplearon los dos anticuerpos monoclonales anti-GD3 a concentraciones crecientes de
inmunoglobulina especifica desde 7 ng/ml hasta 10000 ng/ml. Las concentraciones de
inmunoglobulina fueron previamente determinada mediante ELISA cuantitativo y ajustadas
diluyendo las muestras con PBS-BSA al 1,5%. El ensayo se realizo por triplicado, dejando
las muestras dos horas a 37°C. La reaccion se revel6 mediante un anticuerpo anti-
inmunoglobulinas de ratén marcado con fosfatasa alcalina (Dako, Dinamarca) y se
cuantificé con 100 wul/pocillo de metil-umbeliferona-fosfato ( Sigma Chemicals Co, St.
Louis USA) a una concentracién de 1 mg/ml en tampoén trietanolamina 1M, pH 9. La
lectura se realizé con citofluorimetro excitando a 360 nm y detectando a 460 nm

(Cytofluor 2350, Millipore, USA) (416).

9.2.- ANTIGENICIDAD DEL GD3 ASOCIADO A LIPOSOMAS : Se incubaron 10 g de GD3
asociado a liposomas (Esfingomielina : colesterol : Dicetilfosfato : GD3, 40:40:10:10) con
100 ul de anticuerpo monoclonal 14F9 (10 ug/ml) durante varios intervalos de tiempo, que
iban desde 15 minutos hasta 5 horas. Finalizada cada incubacién la muestra se centrifugé
15 minutos a 15000xG conservado el sobrenadante. La actividad anti-GD3 del
sobrenadante se analizé mediante ELISA. Los ensayos se realizaron por triplicado

enfrentando la cinética de absorcion de los liposomas que contenian GD3 bovino con los

124



liposomas de GD3 tumoral.

125



IV.- Resultados
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1.- CARACTERIZACION Y ESTABILIDAD DE LOS LIPOSOMAS

1.1.- COMPOSICION LIPIDICA : La composicién lipidica de los liposomas fue determinada
mediante TLC y HPLC. Mediante TLC fue posible comprobar que los tres lipidos
mayoritarios se incorporaban conjuntamente en el liposoma en proporciones constantes.
Se observaron tres bandas que se correspondian, respectivamente, con el colesterol, el

fosfolipido correspondiente y el GD3.

Mediante HPLC se pudo cuantificar la cantidad de lipido incorporada en cada caso (Fig.
12), pudiéndose identificar cada uno de los picos obtenidos. Las cantidades incorporadas
en cada lote variaban ligeramente entre ellos. El colesterol se incorporaba al 100%,
mientras que los fosfolipidos se incorporaban en un 97,2% =0,8 y el GD3 se incorpordé
enun 94,8% +2,6.

1.2.- CARACTERIZACION INMUNOLOGICA : La absorcién de sobrenadantes del hibrido
anti-GD3 136-2A10 con liposomas que contenian GD3 inhibia al 100% los anticuerpos
anti-GD3, mientras que los liposomas que no contenian GD3 o bien los anticuerpos

monoclonales no relacionados no mostraban una absorcién significativa (Figs.13 y 14).

La visualizacién de los liposomas al microscopio electrénico permitié comprobar que la
parte glucidica del GD3 era accesible desde el exterior de los mismos (Fig.15), mientras
que los liposomas que carecian de GD3 no mostraban tincién alguna (Fig16). El GD3
siempre se detecté en la parte exterior del liposoma y no se distribuye de forma
homogénea por la membrana, sino que es posible observar zonas con un marcaje muy

intenso, mientras que otras zonas carecen totalmente del mismo (Fig 17).

1.3.-ESTABILIDAD DE LOS LIPOSOMAS : En el plasma la estabilidad de los liposomas que
contenian un 5% de GD3 en proporciéon molar era muy parecida tanto para los liposomas
que estaban formados por fosfatidilcolina como los que estaban constituidos por
esfingomielina. Esta semejanza era patente para periodos de incubacién de hasta ocho

horas. En periodos de incubacién mas largos los liposomas de esfingomielina, algo
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Fig. 12 : Caracterizacién mediante HPLC de diversos lipidos empleados en la obtencién de
liposomas. Colesterol (a), Esfingomielina (b) y GD3 (c). El colesterol y el GD3 eluyen en
un solo pico , mientras que la esfingomielina eluye formando dos picos con unos tiempos
de retencién de 7.44 y 9.46 minutos respectivamente, asi mismo se observa un pico que

Se corresponde al volumen vacio de la columna y es debido al tamp6n en que se disuelve

la muestra.
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Fig 13 : Absorcién de liposomas con y sin GD3 por el anticuerpo anti-GD3 136-2A10.

Solo los liposomas que contienen GD3 absorben significativamente el anticuerpo anti-GD3.
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Fig 14 : Absorcién de liposomas con y sin GD3 con el anticuerpo anti-RNAsa F111. No

se observa ninguna reaccién significativa.
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Fig. 15 : Liposoma-GD3 marcado con el anticuerpo anti-GD3 136-2A10 y oro coloidal.

Microscopio electrénico (120.000 X).
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Fig. 16 : Liposoma sin GD3 marcado con el anticuerpo anti-GD3 136-2A10 y oro coloidal.

No se observa marcaje. Microscopio electrénico (170.000 X).
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Fig 17 : Liposoma-GD3 marcado con el anticuerpo anti-GD3 136-2A10 y oro coloidal.
Obsérvese la distribucién heterogénea del marcaje con zonas en el que es muy denso y

otras zonas sin marcar. (53.000 X).
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mas rigidos, presentaban una estabilidad superior a los fosfatidilcolina (Fig 18)

Si el estudio se realizaba a 4 grados, los resultados eran similares, aunque, los liposomas
de fosfatidilcolina conservaban una latencia superior al 60% después de 45 dias de

incubacién en tampoén Hepes. (Fig 19)

Con el fin de aumentar la cantidad de gangliésido asociado a los liposomas, se evalud la
estabilidad de los mismos cuando estaban constituidos por porciones equimolares de

fosfatidilcolina o esfingomielina y colesterol, a los que se incorporé un 10% de GD3.

Los resultados muestran que la estabilidad en plasma (Fig 20) de los liposomas de
fosfatidilcolina fue menor que la de los liposomas de esfingomielina, apoyando la idea que
la rigidez del liposoma contribuye a su estabilidad. No obstante, en ambos casos, el
incremento en la concentracion de GD3, reduce, en cierto grado, la estabilidad de los
mismos. Asi comparando las figuras 18 y 20 es posible comprobar que, para una misma
composicién de fosfolipido, los liposomas reducen su estabilidad al incrementar la

proporcion de GD3 incorporado.

Asi mismo, la estabilidad en el tiempo de los liposomas conservados en tampdn Hepes a
4 grados (Fig 21), confirma que la incorporacion de GD3 reduce notablemente la
estabilidad de los mismos y que la difusién de la carboxifluoresceina es mucho mayor en
los liposomas de fosfatidilcolina, los cuales, a los 35 dias de su preparacién, han
alcanzado un equilibrio de concentracién entre los compartimientos interno y externo del

liposoma.

Con el fin de verificar si la perdida de estabilidad estaba relacionada con la difusién del
fluorocromo y con una perdida de la estructura vesicular de los liposomas, se llevo a cabo
una experiencia adicional utilizando la fraccién de liposomas de
fosfatidilcolina:colesterol:GD3 (10%) que a los 27 dias de incubacién llego al 0% de
latencia. Esta fraccién fue sometida a purificacién mediante una columna de cromatografia
de Sepharosa 4B (Pharmacia-LKB, Uppsala, Suecia). Mediante este ensayo fue posible
identificar una fraccién enriquecida de liposomas, sugiriendo que la integridad de los
mismos permanecia intacta y que su inestabilidad era expresién de la permeabilidad de las

vesiculas lipidicas. Ensayos inmunoldgicos demostraron que esta permeabilidad de la
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Fig. 18 : Estabilidad de los liposomas-GD3 (5%) en plasma. Los liposomas menos rigidos
son mas estables en plasma.
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Fig. 19 : Estabilidad de los liposomas-GD3 (5%) en tamp6n Hepes. Al igual que en plasma

los liposomas menos rigidos son algo mas estables.
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Fig. 20 : Estabilidad de los liposomas-GD3 (10%) en plasma.
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Fig. 21 : Estabilidad de los liposomas-GD3 (10%) en tamp6n Hepes.
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membrana no iba acompanada de una perdida de GD3 de la misma.

2.- BIODISTRIBUCION DE LOS LIPOSOMAS

La observaciéon mediante microscopia de fluorescencia de cortes finos de pulmén, higado
y bazo obtenidos de ratones tratados con liposomas que contenian GD3 y yoduro de
propidio, puso de manifiesto la existencia de poblaciones captadoras de liposomas con una

distribucién heterogénea, cuyos nicleos podian ser identificados por su fluorescencia.

El yoduro de propidio es un colorante no vital, y por lo tanto atraviesa con dificultad la
membrana plasmadtica de las células vivas, por ello sélo las células con capacidad para
captar los liposomas, es decir las células fagociticas, seran las que presenten una

fluorescencia nuclear.

En el higado (Fig 22), la morfologia y distribucién de los nicleos marcados es compatible
con la poblacién macrofdgica del mismo ubicada en el interior de los sinusoides hepaticos,
mientras que, las células propias del parénquima hepdtico, los hepatocitos, no mostraban
fluorescencia significativa. El didametro medio de las fenestraciones de los sinusoides
hepdticos es de unos 100 nm, mientras que el didmetro medio de los liposomas
multilamelares es sensiblemente superior, ello hace pensar que la ausencia de marcador
en los hepatocitos puede estar limitada por la imposibilidad de los liposomas de atravesar
estas fenestraciones, mientras que los liposomas entrarian en la células de Kupffer por

fagocitosis de los mismos.

En los cortes histolégicos de bazo (Fig. 23), los nicleos fluorescentes fueron localizados
de forma preferente en los senos marginales linfoides, senos que contienen una poblacién
fagocitica en su interior, y también se observé fluorescencia en la pulpa roja. Sin embargo,

el interior del foliculo linfoide quedo libre de marcaje fluorescente.

El marcaje observado en las preparaciones de pulmén fue ocasional y disperso, aunque

en algunos casos se observaron pequefias agrupaciones

135



Figs. 22 y 23 : Cortes histolégicos de higado (22) y de bazo (23). En el higado los
liposomas, fluorescencia roja, se detectan en los sinusoides hepéticos, mientras que en el

bazo el interior del foliculo linfoide permanece sin marcar.
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3.- CARACTERIZACION DE LINEAS CELULARES

La linea celular mas empleada a lo largo de la presente tesis ha sido el melanoma humano
WM-164, mientras que los melanomas SKMel 23 y SKMel 28 solo se han utilizado

ocasionalmente como auxiliares en algunas técnicas de screening.

El andlisis mediante citometria de flujo revelo que la linea de melanoma murino B16 no era
reconocida por ninguno de los anticuerpos monoclonales anti-GD3 empleados, por lo que
su uso fue como control negativo. Las lineas celulares humanas PA-1 y Colo 205 también

son negativas por lo que respecta a la expresion de GD3 (Fig 25).
4.- EXTRACCION DEL GANGLIOSIDO GD3 A PARTIR DE CELULAS WM-164

Las células del melanoma humano WM-164 se cultivaron o bien en frascos de cultivo y
en factorias celulares, segun se describe en el capitulo correspondiente . Cuando las
células forman un cultivo confluente, se recuperan mediante Hank's o PBS sin calcio ni

magnesio y se lavan mediante centrifugaciéon un minimo de tres veces.

Se realizaron 2 extracciones analiticas con un gramo de células cada una y 5
extracciones preparativas con 6.8, 7.2, 8.4, 9.3 y 10.5 gramos de células cada una. En
las tres primeras extracciones preparativas los glicolipidos totales obtenidos después de
la extraccion de Folch y Pi, se desalaron y el GD3 se purifico mediante HPLC
semipreparativo con una columna Lichrospher-NH2 250-4 sin realizar un fraccionamiento
previo mediante DEAE. Dada la limitada capacidad de absorcién de estas columnas
analiticas los glicolipidos totales se alicuotaron en 4 lotes distintos para cada extraccion.
Enlas dos dltimas extracciones se empled una columna preparativa Lichrospher-NH2 250-
10.

4.1.- EXTRACCIONES ANALITICAS : Se inyectaron 5 ul de glicolipidos totales, eluyendo
segin el gradiente descrito en el apartado correspondiente del capitulo material y
métodos. Se detect6 la existencia de 4 picos mayoritarios que representaban mas del 91%

del total de los gangliosidos y que se identificaron segtin el tiempo de retencién de
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acuerdo con la tabla XlI

Pico Tiempo de retencion Gangliésido
1 6.82 min. GM3
2 12.72-13.64 min. GM2
3 41.21-41.93 min. N.I.
4 44.81-45.49 min. GD3

Tabla Xl : Tiempos de retencion de cada uno de los gangliésidos detectados en los

gangliésidos extraidos de células WM-164. (N.l. Pico no identificado)

Asi mismo se detectaron dos picos minoritarios que no pudieron ser identificados con

exactitud pero que por sus tiempos de retencién pueden corresponder al GD1b y al GD2.

La cromatografia en capa fina confirmo los resultados obtenidos mediante HPLC, aunque

la menor sensibilidad de esta técnica no permitié observar la presencia ni de GD1b ni de

GD2. La cantidad de cada gangliésido pudo ser determinada mediante densitometria. La

banda correspondiente al GD3 se pudo identificar mediante inmuno-TLC con el anticuerpo
monoclonal 14G4 (Figs 26 , 27 y 28. Tabla XIlIl).

Gangliésido % HPLC % TLC
GM3 12 % 15 %
GM2 7.2 % 8 %
GD3 68,6 % 70 %
N.I. 3.3% 2%

Tabla XIIl : Comparacién entre los resultados cuantitativos de las proporciones de los

distintos gangliésidos extraidos de las células WM-164 detectados mediante HPLC o TLC.

Es importante observar el hecho de que todos los gangliésidos extraidos de la linea celular
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D-6000 HPLC Manager Report

Analyzed: Nov 26, 1992 10:43 Reported: May 26, 1993 12:54
Method Title : Method File
Method : GD3 Data File GD3001.RW Channel : 1
Sample : GD3042.215 UNK - Inj 1 Vial No. =1 Vol = 10 ul
Channel 1
@.940 - 188
% |
g
it j—6:3
au 1! i |
i L s ’
H [ ~ !
;i:! .,: S ! ™ & }48
B T 5% g |k e
s g o on P el
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-@.06084 _:I T e - = e - . !a
8.08 18. @06 2@, 060 308.00 40. 68 5@. 08 60.008 78.808 82.74
Channel 1
Peak Quantitation AREA
Calculation Method AREA%
NO RT AREA BC
1 8.16 11457 0.662 BB
2 12.72 29715 1.718 BV
3 13.64 101263 5.855 VB
4 18.77 13319 0.770 BB
5 29.68 29779 1.606 BB
6 33.18 14392 0.832 BB
7 34.49 26085 1.508 BB
8 41.21 28376 1.641 BV
9 41.93 31294 1.809 VB
10 44.81 693087 40.073 BV
11 45.49 552490 31.944 VB
12 47.17 34221 1.979 TBB
13 73.70 166072 9.602 BB
TOTAL 1729550 100.000

Fig. 28 : Cromatografia analitica del extracto de gangliosidos totales
de células WM-164. Los picos 10 y 11 (tiempos de retencidn de 44,81 y

45,49 minutos) corresponden al GD3.
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Fig. 29 : HPLC semipreparativa. Gangliésidos totales extraidos de la linea WM-164. La

identificacién de cada pico se realizé6 mediante TLC de acuerdo con la figura 32.



WM-164 migran en capa fina formando una doble banda. Esta caracteristica puede ser
debida a una diferente composicién en las ceramidas y serd analizada con mas detalle en

otro apartado.

4.2.- EXTRACCIONES PREPARATIVAS : Debido a la mayor resolucién que proporcionan
las columnas preparativas los resultados de la purificacion del GD3 son bastante diferentes
segun el tamafno de la columna utilizada, por lo que los resultados se describen en dos

apartados diferentes.

4.2.1.- Purificacién mediante columnas 250-5 : El total de glicolipidos obtenidos en la
extraccion se resuspendia en 425 ul de agua y se inyectaba al cromatografo fraccionado
en lotes de 100 pl cada uno. El cromatograma se solucionaba en fracciones de acuerdo
con los picos obtenidos. El pico de GD3 presentaba una cierta asimetria y en algunas
ocasiones aparecia un subpico minoritario, ni la asimetria ni el subpico minoritario pudieron
ser solucionados (Fig. 29). Los distintos lotes de GD3 obtenidos eran mezclados,

concentrados por evaporacién, desalados y analizados.

4.2.2.- Purificacion mediante columnas 250-10 : Los glicolipidos totales obtenidos
después de la extraccion de Folch y Pi fueron desalados y resuspendidos en 2 ml de
metanol y separados segun contenian &cido sidlico mediante cromatografia de iintercabio
idnico sobre DEAE. Los glicolipidos neutros se eluyen con 500 ml de metanol, mientras
que los gangliésidos se eluyen con 500 ml de acetato aménico 0,4M en metanol. Las dos
fracciones obtenidas se concentraron por evaporacion y liofilizacién y se resuspendieron
cada una en 500 ul de metanol. Su composicién fue analizada mediante cromatografia en
capa fina. La fraccién que contiene glicolipidos neutros se obtenia bastante contaminada
con fosfolipidos y esteroles, mientras que la fraccion eluida con acetato amonico no
presenté contaminaciones detectable, esta fraccién fue evaporada en corriente de
nitrégeno y resuspendida en 110 ul de agua para su fraccionamiento mediante HPLC

preparativa.

Los gangliésidos totales obtenidos mediante intercambio iénico se inyectaron al
cromatégrafo en un solo lote. El escalado desde las columnas analiticas hasta la
preparativa se realizé alargando hasta 15 minutos el lavado inicial de la columna para eluir

los glicolipidos no absorbidos a la misma e incrementado el flujo hasta 5 ml/minuto. Estas
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condiciones permitieron obtener resultados idénticos a los obtenidos mediante las
columnas analiticas. El pico de GD3 se resolvié en dos picos contiguos que pudieron ser
parcialmente separados y analizados (Fig 30). El GD3 obtenido fue concentrado, desalado

y analizado en idénticas condiciones a las ya descritas.

4.3.- ANALISIS Y CUANTIFICACION DEL GD3 OBTENIDO : El GD3 purificado se analizé
mediante cromatografia en capa fina e inmuno-TLC. En todos los casos el GD3 obtenido
migraba mediante TLC en una doble banda con un Rf compatible con los standares
comerciales ensayados. Esta doble banda no se observa en GD3 de origen bovino. La
tincién de las placas de TLC mediante los anticuerpos monoclonales 14G4, 14F9 y 136-
2A10 permiti6é observar la presencia de una tercera banda de migracién mas rdpida. Esta
tercera banda desaparecia tras un tratamiento de la muestra con NaOH 1M. En ninguln

caso la metodologia empleada permitié detectar contaminacién con otros gangliésidos.

La cantidad de GD3 obtenido fue diferente en funcidn de la cantidad inicial de células

empleada, aunque se mantenia alrededor de 400 ug por gramo de células empleado.

El empleo de una columna preparativa permitioé resolver la asimetria del pico de GD3 en
dos picos que se pudieron fraccionar parcialmente. El andlisis mediante TLC mostré la
existencia de dos bandas simples en el primer pico. La primera banda migra 35 mm y es
sensible al tratamiento alcalino, mientras que la segunda banda migra hasta 29 mm y es
resistente al tratamiento alcalino. Por las condiciones de migracién y la sensibilidad al
tratamiento alcalino la banda mas rapida puede identificarse como 9-0-Acetil-GD3 o bien
como resultado de un proceso de lactonizaciéon del GD3. El segundo pico aislado mostré
la existencia de dos bandas resistentes al tratamiento alcalino que migran conjuntamente
hasta 26,3 y 29,2 mm respectivamente, estas dos bandas son compatibles con la
movilidad del GD3 que migra hasta 28,9 mm. La diferencia de movilidad puede ser debida
a la existencia de ceramidas distintas. Todas las bandas purificadas en estos dos picos se
tifien con anticuerpos especificos anti-GD3, pero no se tifien ni con el anticuerpo ME-311
(anti-acetil-GD3) ni con el anticuerpo ME-361 (anti-GD2), por lo que queda descartada la
presencia de cualquier contaminacién con otros gangliésidos. La banda sensible al
tratamiento alcalino puede ser resultado de un proceso de lactonizacién del GD3, siendo
imposible llegar a una conclusién exacta sin la ayuda de espectrofotometria de masas
(Figs. 30, 31y 32)
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Fig. 30 :

correspondiente al GD3 se desdoblé en dos picos (1 y 2) que migraban formando una

doble banda mediante TLC (panel a). Todas las bandas mostraron reaccion positiva con el

anticuerpo anti-GD3 136-2A10 (panel b). La banda mas rapida del pico 1 (~) es sensible

al tratamiento alcalino (ver fig. 32).
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Fig. 31 : TLC (densitometria) del pico de GD3 antes (panel superior) y después (panel

inferior) del tratamiento alcalino con NaOH. La banda que migré mas rapidamente mostré

sensibilidad a dicho tratamiento.
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4.4.- ESTUDIO DE LAS CERAMIDAS : En el apartado anterior se ha descrito que el GD3
de origen no tumoral migra formando una sola banda homogénea, mientras que el GD3
extraido de células tumorales migra formando un doblete. estas diferencias son debidas

a la existencia de ceramidas de diferente composicién y diferente grado de insaturacion.

El GD3 bovino migré formando una serie de bandas bastante difusas que se extendian
desde los 21,7 hasta los 33,4 mm, existiendo una banda mayoritaria, 52,2 %, que migra
entre los 28,5 y 29,8 mm. La primera fraccién obtenida de células de melanoma migré
formando tres bandas dobles, la primera entre los 16,7 y 18,2 mm, la segunda entre los
20 y 21,7 mm y finalmente la tercera, mas ancha, entre los 25,9 y 28,5mm. La segunda
fraccion de GD3 tumoral presenta un patrén distinto con cuatro grupos de bandas situados
entre los 20,2 y 21,9, 24,8 y 26,1, 29,4 y finalmente entre 35,7 y 37,2 mm.

Ceramida | Bovino Tumor (1) Tumor(2)
mm % mm % mm %
16.7 7.3
18.2 15
C 16:1 20 b % | 20.2 12.6
C 16:0 21.7 6.3 21.7 13.7 21.9 9
C 18:1 24.8 15.7 24.8 12.6
C 18:0 26 12.2 25.9 36.9 26.1 9
C 20:1 28.5 21.3 28.5 12
C 20:0 29.8 30.9 29.4 18.6
C 22 33.4 6.3
C 24:1 35.7 26
C24:0 37.2 9

Tabla X1V : Andlisis de la composicion de las ceramidas mediante TLC de fase reversa.
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El GD3 de origen bovino migra formando bandas mayoritarias para ceramidas con 18 y 20
atomos de carbono, mientras que las dos muestras de GD3 tumoral (Tumor(1) y Tumor
(2)) presentan una mayor heterogeidad. Las muestras de GD3 tumoral 1 y 2 corresponden
a los picos 1 y 2 purificados mediante HPLC preparativa (Ver figura 30).

Lamentablemente carecemos de standares adecuados para reconocer con exactitud el tipo
de ceramida presente en cada muestra, pero de acuerdo con la bibliografia consultada las
bandas que migran entre los 24,8 y 29,8 mm corresponden a las ceramidas normales,
80,1% en el GD3 bovino, formadas por cadenas saturadas e insaturadas de 18 y 20
atomos de carbono. Las ceramidas con una movilidad menor poseen cadenas mas largas,
C:22 y c:24, mientras que las ceramidas con una migracién mas rapida poseen cadenas

de 16 carbonos o incluso mas cortas.

5.- ANTIGENICIDAD DEL GD3 TUMORAL

Como un ensayo mas en la caracterizacion del GD3 purificado partiendo de células de
melanoma se estudié la antigenicidad del mismo, entendiendo como antigenicidad la
capacidad de un antigeno para interferir la reaccion entre un antigeno y su anticuerpo

especifico.

5.1.- ANTIGENICIDAD DEL GD3 SOLUBLE : La antigenicidad del GD3 tumoral fue
analizada estudiando las curvas de afinidad de dos anticuerpos monoclonales, 14G4 y
14F9, por el GD3 bovino y el GD3 tumoral. Estas curvas se realizaron afadiendo
cantidades crecientes de anticuerpo monoclonal a una cantidad fija de antigeno y midiendo
la intensidad de la reaccién mediante ELISA de fluorescencia. Los resultados demostraron
que no existian diferencias en la reactividad de ambos tipos de GD3, siendo las curvas

obtenidas para cada anticuerpo perfectamente superponibles (Fig. 34).

5.2.- ANTIGENICIDAD DEL GD3 ASOCIADO A LIPOSOMAS : Los resultados de este
ensayo muestran que el anticuerpo es absorbido mas répidamente por los liposomas que
contienen GD3 tumoral que por los liposomas realizados con GD3 bovino. Las diferencias
en la actividad residual anti-GD3 de los sobrenadantes son significativas (p<0,001) desde
los 5 minutos de incubacién hasta los 60 minutos, desde este punto hasta la finalizacién

de los tiempos ensayados las diferencias no son significativas (Fig 35).
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Fig 34 : Afinidad de los anticuerpos 14F9 y 14G4 por el GD3 bovino y tumoral. No se

observan diferencias significativas entre las afinidades por ambos tipos de gangliésidos.
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Fig 35 : Absorcién de liposomas-GD3 con el anticuerpo 14F9. Se observa una afinidad

significativamante superior (p<0,001) por los liposomas que contienen GD3 tumoral.
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6. - RESPUESTA SEROLOGICA

Los resultados de la respuesta inmunolégica se expresaran de forma separada para cada
una de las pautas de inmunizacién ensayadas. En los resultados se expresaran los titulos
obtenidos, reacciones cruzadas e isotipos. Tal y como se especifica en el apartado
correspondiente del capitulo de Material y métodos el titulo obtenido se obtiene restando
la absorbancia leida en las placas que contenian GD3 de las placas que contenian solo

solucién de bloqueo.

6.1.- IMMUNIZACION CON ADYUVANTE DE FREUND : Ninguna de las pautas ensayadas
utilizando Adyuvante completo, incompleto o una combinacién de ambos dio ningtn tipo
de respuesta detectable mediante ELISA (Tabla XV).

6.2.- INMUNIZACION CON Bordetella pertusis : La combinacién de B.P. con adyuvante
de Freund y GD3 dio una moderada respuesta, siempre con titulos iguales o inferiores a

1:40. Esta respuesta fue totalmente inespecifica (Tabla XV).

6.3.-INMUNIZACION CON GD3-Sa/monella : El empleo del conjugado GD3-Salmonella con
una proporcion de 1:20, permiti6 obtener una respuesta intensa pero totalmente
inespecifica. Los titulos obtenidos al enfrentar los antisueros con antigenos no
relacionados son iguales o superiores a los obtenidos frente a GD3 (Tabla XV). Al
determinar los isotipos presentes en la respuesta se detecté un incremento general de

todos ellos.

La inmunizacién con el conjugado GD3-SM 1:4 dio una respuesta especifica anti-GD3 en
todos los animales con un titulo medio de 1:20, esta respuesta fue en forma de IgM y con
un elevado nivel de reactividad cruzada entre los distintos gangliésidos empleados (Tabla
XV).
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Inmunégeno Adyuvante % Resp. Titulo
GD3 - 0 0

GD3 Freund 0 0

GD3 B. Pertusis 0 0
GD3-SM 1:20 - 0 0
GD3-SM 1:4 - 50 1:20(4),1:40(1)
SKMel 28 - 50 1:20(2),1:40(1)

Tabla XV : Resultados a diversas pautas de inmunizacion. Todas las respuestas son

mediante IgM.

Titulo
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Fig 36 : Isotipos presentes en la respuesta a la inmunizacién con la neoglicoproteina

sintética Disialil-lactosa-BSA.

6.4.-INMUNIZACION CON DISIALIL-LACTOSA-BSA : Se obtuvo un titulo medio de 1:160
parala IgM y de 1:640 para la IgG, la respuesta fue sumamente especifica y sin apenas
reacciones cruzadas con los otros gangliésidos. El méximo titulo obtenido fue de 1:1200
(Figs 36 y 37).
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Fig. 37 : Reactividad cruzada entre gangliésidos de los antisueros obtenidos mediante

inmunizacién con disialil-lactosa-BSA.

Titulo
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Fig 38 : Isotipos presentes en la respuesta anti-GD3 inducida mediante células de
melanoma
6.5.- INMUNIZACION CON CELULAS DE MELANOMA : Respondieron un 50% de los
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animales con unos titulos que oscilaban entre el 1:20 y un méximo de 1:40. La respuesta
fue mayoritariamente mediante IgM, aunque dos animales dieron una débil respuesta con
IgG (Fig. 38). La especificidad obtenida fue buena, teniendo en cuenta que las células de
melanoma expresan GM3, GM2, GD3, y GD2 mayoritariamente y GD1a en menor grado.

6.6..- INMUNIZACION CON LIPOSOMAS UNILAMELARES : Mediante liposomas uni-

lamelares no fue posible inducir ningtin tipo de respuesta sérica.

6.7.- INMUNIZACION CON LIPOSOMAS MULTILAMELARES : Dado que se ensayaron
diversos tipos de liposomas y que los resultados fueron muy distintos segun el tipo de
liposoma empleado, los resultados se especifican separadamente de acuerdo con los

distintos tipos de liposomas.

Liposomas de Fosfatidilcolina-Colesterol-GD3 (47,5:47,5:5) Se obtuvo respuesta en el
50% de los animales (3/6) con un titulo minimo de 1:80 y un méximo de 1:160. La
respuesta siempre fue mediante IgM (Tabla XVI). La respuesta se determind por
oabsorcién con un panel de gangliésidos y posterior andlisis de los mismos mediante
HPLC, mostrando un elevado grado de especificidad dado que solo dismimuia el &rea
correspondiente al GD3 (Fig 39).

Tipo liposoma % Resp. Titulo IgM Titulo 1gG
C:F:GD3 40 1:80(1),1:160(1) 0
(47,5:47,5:5)
C:F:GD3 60 1:40(4) 0
(45:45:10)
C:F:GD3 +MDP 30 1:20(2) 0
(45:45:10)
C:F:DP:GD3 100 1:20(5),1:160(1) 1:20(1)
(40:40:10:10)
C:E:DP:GD3 100 1:80(1),1:160(1),1 | 1:20(2),1:100(1)
(40:40:10:10) :360(2),> 1:640(2)

Tabla XV : Respuesta anti-GD3 inducida mediante liposomas multilamelares.
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Figs 40 y 41 : Respuesta especifica anti-GD3. Inmunizacién con liposomas de
fosfatidilcolina : colesterol:dicetilfosfato:GD3 (40:40:10:10). Solo el suero 105 muestra
una especificidad aceptable. La respuesta es mayoritariamente en forma de IgM. Solo un

animal present6 una debil respuesta mediante 1gG3.

i56



Liposomas de Fosfatidilcolina-Colesterol-GD3 (45:45:5) y MDP : Solo respondié un 33%

de los animales (2/6) con un titulo de 1:20 y una especificidad muy baja (Tabla XVI).

Liposomas de Fosfatidilcolina-Colesterol-Dicetilfosfato-GD3 (40:40:10:10): Respondieron

el 100 % de los animales. 5 animales lo hicieron con un titulo de 1:20 y un animal lo hizo
con un titulo de 1:160, este mismo animal respondié con un titulo de 1:20 de 1gG. El
nivel de especificidad de la respuesta fue bajo, existiendo una fuerte reaccién cruzada

GD3, GD2 y GM3 y solo un suero muestra un mejor nivel de especificidad (Figs 40 y 41).

Liposomas de Esfingomielina-Colesterol-Dicetilfosfato-GD3 (40:40:10:10) Todos los

animales respondieron mediante IgM y la mitad de ellos también lo hizo mediante 1gG. Los
titulos oscilaron entre 1:80 y 1:1600 paralalgMy entre 1:40 y 1:100 para la IgG . Solo
el suero de un animal mostré una reaccién cruzada intensa, mientras que la respuesta anti-

GD3 de los otros sueros fue muy especifica (Figs. 42 y 43).

D3-Lipido A (45:45:10:0,2) Todos los animales

respondieron con titulos superiores a 1:250, pero se trata de una respuesta sumamente
inespecifica con reacciones cruzadas tanto entre diversos gangliésidos como con

antigenos no relacionados.

resultados obtenidos fueron idénticos a los obtenidos con el otro tipo de liposomas que

contenian lipido A.

6.8.- INMUNIZACION CON LIPOSOMAS CONTROL : En todas las pautas de inmunizacién,
y de forma paralela, se inmunizaron lotes de animales con liposomas que poseian la misma
composicién lipidica que los liposomas descritos pero sin la presencia de GD3. Salvo los
liposomas que contenian lipido A, ningun tipo de liposoma indujo respuesta anti-
gangliésido. Los liposomas que contenian lipido A indujeron una respuesta intensa y

totalmente inespecifica.
6.9.- MUESTRAS PREINMUNES : Todos los animales utilizados en las distintas pautas de

inmunizacién fueron sangrados previamente a la primera inmunizacién y su suero analizado

mediante ELISA para analizar la presencia previa de anticuerpos anti-GD3. En ninguln caso
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Figs. 42 y 43 : Isotipos y especificidad de la respuesta anti-GD3. Inmunizacién con
liposomas de colesterol:esfingomielina:dicetilfosfato:GD3 (40:40:10:10). Conla excepcién

de la muestra 110, todoas las demas muestran un elevado grado de especificidad.
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se detectd la presencia de estos anticuerpos en los sueros preinmunes.

6.10.- TOXICIDAD Y MORBILIDAD DE LAS INMUNIZACIONES : La toxicidad detectada
en las pautas de inmunizacién fue nula, en ninglin caso se detectaron ni granulomas ni
inflamaciones debidas a la propia inmunizacién. El examen peritoneal de algunos animales
sacrificados a las 24 horas de su inmunizacién con liposomas mostré una buena absorcién
de los liposomas en la cavidad peritoneal y la ausencia de restos lipidicos en la misma.
Solo un animal murié durante la pauta de inmunizacion, menos del 1% de la poblacidn, la
necropsia de dicho animal no mostré ninguna afectacion en bazo, higado ni érganos

relacionados.

Los animales inmunizados con adyuvante completo de Freund mostraron una inflamacién
intensa en el lugar de la inmunizacién, inflamacién que cedié a las 48 de su inicio. En

algunos animales el granuloma se cronificé después de la cuarta o quinta inmunizacién.

El grupo de animales tratados con Bordetella mostré una reaccién intensa a las 12 horas
de su administracién, esta reaccién produjo pirosis intensa, inapetencia y un estado de
atonia general de los animales, esta reaccién se mantuvo durante mas de una semana. A
nivel local se observé

un intenso granuloma en el lugar de la inyeccién, el granuloma se mantuvo durante mas
de diez dias. El 20% de los animales murié dentro de las primeras 48 horas post-

inmunizacioén.

El empleo del conjugado Salmonella-GD3 solo produjo una leve inflamacion local en un
25% de los animales, inflamacién que cedié a las pocas horas. No se observaron otras

reacciones adversas.

7.- RESPUESTA ANTITUMORAL

En aquellos protocolos de inmunizacién en los que se obtuvo una respuesta especifica
anti-gangliésido se estudié el reconocimiento de lineas de melanoma por parte de los
sueros con actividad anti-GD3 y su actividad citotéxica contra las mismas células. El
reconocimiento de las lineas celulares se realizé mediante inmunofluorescencia, bien sea

mediante microscopia o mediante citometria de flujo, por otra parte la actividad citotéxica
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se estudié utilizando las técnicas de citotoxicidad por complemento (CDC) y la

citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC).

7.1.- RECONOCIMIENTO DE LINEAS TUMORALES HUMANAS : La lineas de melanoma
humano SKMel 28 y WM-164 se utilizaron como lineas que expresan GD3 en su
membrana, mientras que las lineas de adenocarcinoma de colon Colo 205 y el
teratocarcinoma PA-1 se utilizaron como lineas negativas en cuanto a su expresién de
GD3 (Ver apartado IV-3).

Los resultados indican que los sueros obtenidos mediante inmunizacién con liposomas
multilamelares reconocen ambas lineas de melanoma y no reconocen las dos lineas
celulares empleadas como controles negativos, existiendo una correlacion entre la
intensidad de la fluorescencia observada y el titulo sérico obtenido . Estos resultados

fueron confirmados mediante andlisis por citometria de flujo (Fig. 44)

Ninguno de los sueros obtenidos mediante inmunizacion con GD3-Salmonella, GD3-
Bordetella-FCA o bien con liposomas que contenian Lipido A fue capaz de reconocer
células de melanoma de forma especifica. Los sueros de animales inmunizados con Disialil-

lactosa-BSA no reconocieron ninguna de las lineas celulares ensayadas (Fig 44).

7.2.- CITOTOXICIDAD MEDIADA POR COMPLEMENTO : La citotoxicidad mediada por
complemento se estudié utilizando células del melanoma humano WM-164 como células
diana y del adenocarcinoma de colon Colo-205 como control negativo. Todos los sueros

fueron testados a una dilucién 1:20.

Liposomas unilamelares : Ninguno de los sueros obtenidos mostré actividad citotdxica

alguna.

Liposomas de Fosfatidilcolina-Colesterol-GD3 (47,5:47,5:5) : Los tres sueros que

mostraron actividad anti-GD3 mostraron actividad citotéxica anti-melanoma, si bien en uno

de los tres sueros estudiados esta actividad era muy baja (Fig 45)

Liposomas de Fosfatidilcolina-Colesterol-GD3 (47,5:47,5:5) y MDP : Ninguno de los

sueros ensayados mostré actividad citotéxica alguna.
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Fig 45 : Respuesta citotéxica mediada por complemento in vitro anti-WM-164 de los
antisueros anti-GD3 obtenidos mediante inmunizacién con liposomas de colesterol :

fosfatidilcolina : GD3 (47,5:47,5:5).

Liposomas de Fosfatidilcolina-Colesterol-Dicetilfosfato-GD3 (40:40:10:10) : Solo uno de

los sueros ensayados mostré una actividad citotéxica significativa, superior al 10%. Este
suero es el mismo que muestra un mejor nivel de especificidad.
-GD3 (40:40:1

Liposomas de Esfingomielina-Colesterol-Dicetilfosfat :10) : A excepcion

del suero que mostré una baja especificidad, el resto de los sueros mostr6 una actividad

citotéxica elevada (Fig. 46).

Ninguno de los sueros de animales inmunizados con GD3-Salmonella, GD3-Bordetella,
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Figs 46 : Citoxocidad mediada por complemento tras la inmunizacién con liposomas de

colesterol: esfingomielina : dicetilfosfato : GD3 (40:40:10:10).
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Fig 47 : Citotoxicidad celular anticuerpo dependiente. Los liposomas con GD3 tumoral
provocan una citotoxicidad significativamante superior (p<0.001) que los liposomas con
GD3 bovino.
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GD3-FCA, Disialil-lactosa-BSA o con liposomas que contenian lipido A mostré actividad
citotéxica alguna. Asi mismo ninguno de los liposomas control que no contenfan GD3

provocé respuesta citotdxica,

En todos los casos en que se detectd actividad citotéxica mediada por complemento esta
fue especifica anti-melanoma vy la citotoxicidad residual dirigida contra otras células fue

siempre inferior al 3% .

7.3.- CITOTOXICIDAD CELULAR MEDIADA POR ANTICUERPO (ADCC) : Los sueros de
animales inmunizados con liposomas de esfingomielina : colesterol : dicetilfosfato : GD3,
con independencia del origen del GD3, fueron analizados en cuanto a su capacidad de
activar una respuesta celular de tipo citotéxico. No se analizaron los sueros de las otras

pautas de inmunizacion dada la escasa presencia de respuesta mediante IgG.

En todos los casos los sueros se ensayaron por triplicado a una dilucién de 1:100 frente
a células de melanoma, linea WM-164, y células del teratocarcinoma PA-1, control
negativo. Los resultados muestran que todos los sueros que muestran una respuesta
mediante IgG poseen actividad citotéxica celular (Fig 47 siendo muchos mas citotéxicos
los sueros de animales inmunizados con GD3 de origen tumoral (p<0.001). La

citotoxicidad frente a la linea empleada como control negativo nunca fue superior al 2%.

7.4.- EFECTO "CLUSTER" :Con el objetivo de analizar el llamado efecto "cluster" (Ver
introduccién teérica) se ensayaron cuatro pautas de inmunizacién con liposomas
constituidos por esfingomielina, colesterol y dicetil-fosfato en unas proporciones molares
de 1:1:0,1 y que contenianun 2, 5, 10 y 15% de GD3.

Los resultados séricos obtenidos fueron los siguientes : Los liposomas que contenian un
2,5% de GD3 apenas son inmunogénicos y solo un animal mostré un titulo de 1:20. Los
liposomas con un 5% de GD3 provocaron la respuesta en el 100% de los animales con
un titulo minimo de 1:50 y un titulo maximo de 1:320. La mejor respuesta fue obtenida
por los liposomas que contenian un 10 y un 15% de GD3 con un titulo minimo de 1:50
y un titulo méximo de 1:640 (Tabla XVII).

La respuesta citotdxica in vitro es siempre especifica contra células de melanoma, pero
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existe una correlacién directa entre la concentracién de GD3 en la membrana del liposoma
y la capacidad citotdxica de los antisueros obtenidos. Asi los liposomas que contenian un
2,5% de GD3 no provocan una respuesta sérica con actividad citotéxica, mientras que
esta respuesta es débil para los liposomas con un 5% de GD3 y muy intensa si esta
provocada inmunizando con liposomas contienen un 10 y un 15% de GD3. Las diferencias
entre estos dos ultimos grupos no son significativas, mientras que las diferencias entre

ambos grupos y los liposomas con un 5% de GD3 si son significativas (p<0,001).

% GD3 Titulo sérico % Citoxicidad
2,5 1:20 (1) 0
5 1:50(2),1:150(2),1:320(1) 17
10 1:80(1),1:160(3),1:640(1) 67(*)
15 1:160(4),1:640(1) 68(*)

Tabla XVII : Resultados de la inmunizacién con liposomas-GD3. Efecto de la concentracién

de GD3 en el liposoma. (*) Diferencias estadisticamente significativas (p<0.001).

8.- LIPOSOMAS CON GD3 TUMORAL VS. LIPOSOMAS CON GD3 NO TUMORAL

Una vez pudimos obtener unas formulacién lipidica que incrementaba fuertemente la
inmunogenicidad del GD3 se procedi6é a determinar si las diferencias detectadas en las
composiciones de las ceramidas del GD3 podian tener efecto sobre la inmunogenicidad del
mismo, para ello se construyeron liposomas que tenfan la misma composicién lipidica pero
contenian bien sea GD3 tumoral o bien GD3 de cerebro de vaca. La composicion de estos
liposomas era esfingomielina : colesterol : dicetil-fosfato : GD3 en las proporciones

40:40:10:10. La pauta de inmunizacién fue la descrita en material y métodos.

Los liposomas con GD3 bovino provocaron una respuesta sérica en el 100% de los
animales con los siguientes titulos : 1:40 (1), 1:320 (2), y superior a 1:640 (2), por su
parte los liposomas con GD3 de origen tumoral también provocaron una respuesta sérica
en el 100% de los animales con unos titulos de 1:40 (1), 1:80 (1), 1:160 (1), 1:320 (1)
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y superior a 1:640 (2). En ninguin caso las diferencias entre ambos grupos son
significativas. La respuesta fue, en ambos casos, muy especifica detestdndose algunas

reacciones cruzadas con GD1a y GM3 (Fig. 48).

titulo
700

400

100

Muestra

Zab3 bovino EEaD3 tumoral

Fig 48 : Respuesta sérica determinada mediante ELISA. Inmunizacién con liposomas-GD3
de origen tumoral o bovino. No se detectaron diferencias significativas entre ambos

grupos.

El andlisis de la respuesta citotéxica mediada por complemento se realiz6 con los sueros
diluidos a 1:50 y mostré una citotoxicidad media del 54,3% + 6,62 para los liposomas
con GD3 bovino, mientras que los liposomas con GD3 tumoral provocaban una lisis del
86,5% + 4,63. Las diferencias entre ambos grupos son altamente significativas

(p<0,0005) (Fig. 49).

9.-ANALISIS DEL ISOTIPO

En aquellos animales en los que se detecté una respuesta mediante IgG se analiz6 la

subclase de IgG que aparecia. Los resultados indican que si la respuesta es inespecifica
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se observa un incremento general en todos los isotipos de la IgG, mientras que si la
respuesta es especifica la respuesta inducida por liposomas es mediante 1gG3, mientras
que si la respuesta es inducida por una glicoproteina sintética el isotipo presente es IgG1

con una ligera presencia de IgG2a .
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Fig 49 : Citotoxicidad /in vitro anti-WM-164 inducida por los antisueros anti-GD3 obtenidos
mediante inmunizacién con liposomas-GD3 de origen bovino o tumoral. El GD3 de origen

tumoral provoca una citotoxicidad significativamente superior (p<0.0005).

10.- CINETICA DE LA RESPUESTA Y APARICION DE MEMORIA INMUNOLOGICA

En todos los protocolos de inmunizacién se extrajo sangre 8 dias después de las
inmunizaciones primera, tercera y sexta con el objetivo de analizar la cinética de la
respuesta. Asi mismo se disefio expresamente un protocolo a largo término con el objetivo
de determinar la existencia de memoria inmunolégica. Sin embargo los protocolos mejor
analizados, en cuanto a la cinética de la respuesta, fueron los protocolos en que se

inmunizé con células de melanoma, liposomas con esfingomielina : colesterol : dicetil-
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fosfato : GD3, fosfatidilcolina:colesterol:dicetilfosfato:GD3 vy disialil-lactosa, asi como el

protocolo a largo término.

10.1.- INMUNIZACION CON CELULAS DE MELANOMA : Después de la primera dosis solo
se detect6 respuesta en un animal y con un titulo de 1:40 de IgM. Después de la tercera
dosis se detectd respuesta en el 66% de los animales con titulos que oscilaban entre 1:40
y 1:160 de IgM, siendo imposible detectar respuesta mediante IgG. Al finalizar el
protocolo de seis dosis el 33% de los animales seguian sin dar ningun tipo de respuesta,
mientras que los animales que respondieron lo hicieron con titulos que oscilaban entre

1:80 y 1:320 de IgM, solo dos animales dieron respuesta con un titulo de 1:20 de IgG.

10.2.- INMUNIZACION CON LIPOSOMAS DE COLESTEROL : FOSFATIDILCOLINA :
DICETILFOSFATO : GD3 : Después de la primera inmunizacién respondieron 4 animales
con un titulo en IgM de 1:20. A la tercera dosis se detecté respuesta en el 100% de los
animales con titulos entre 1:20 y 1:80, un animal mostré un titulo de 1:20 en IgG.
Finalmente después de las seis inmunizaciones los titulos se situaron entre 1:20 y 1:160

de IgM y un animal poseia 1:20 de IgG.

10.3.- INMUNIZACION CON LIPOSOMAS DE COLESTEROL : ESFINGOMIELINA :
DICETILFOSFATO : GD3 : A la primera dosis respondieron 4 animales de un total de seis
con titulos entre 1:20 y 1:80, a las tres dosis respondian el 100% de los animales con
titulos entre 1:80 1:640 para laIgM y el 50% de los animales mostroé titulos de 1:40 para
la IgG. Después de seis inmunizaciones los titulos se situaron entre 1:80 y 1:1280 para

laIgM vy entre 1:40 y 1:100 para la 1gG.

10.3.- INMUNIZACION CON DISIALIL-LACTOSA-BSA : Las inmunizaciones con
glicoproteina sintética mostraron un incremento mas rapido de los titulos séricos, estos
llegaron a 1:160 en IgM después de la primera dosis y se mantuvieron siempre a este
nivel, por lo que respecta a la IgG fueron de 1:80 después de la primera dosis, entre 1:80

y 1:1280 después de tres dosis y entre 1:320 y 1:1280 después de seis dosis.
10.4.- INMUNIZACION A LARGO TERMINO : Los resultados descritos anteriormente

permitian suponer la existencia de una memoria inmunolégica, aunque no era descartable

que los titulos de 1:640 y superiores que se detectaron al finalizar las pautas de
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inmunizacién pudiesen ser debidos a una simple acumulacién de anticuerpos circulantes,
para ello se inmunizé un lote de cinco animales con tres dosis quincenales de liposomas-
GD3 y se les administré una cuarta dosis después de 90 dias de descanso. Estos animales
fueron sangrados 8 dias después de las inmunizaciones primera, tercera y cuarta y el

mismo dia de la inmunizaciones primera y cuarta.

Los resultados de esta pauta de inmunizacién se sumarizan en la figura 50, siendo
importante destacar que después de tres dosis los titulos oscilaban entre 1:40 y 1:1280
de lgM vy 1:40 y 1:160 de IgG, el titulo bajaba a cero antes de la cuarta dosis y volvia a

ascender a niveles entre 1:40 y 1:1280 a los ocho dias de la cuarta inmunizacion.
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Fig 50 : Inmunizacién a largo término. El titulo sérico es nulo con anterioridad a la (ltima

dosis y asciende hasta valores equivalentes a los titulos posteriores a la tercera dosis ocho

dias después de la dosis de recuerdo.
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11.- MODELOS DE RESPUESTA CELULAR T

11.- HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA : En ninguna de las distintas pautas de
inmunizacién ensayadas fue posible detectar inflamacién debida a mecanismos de
hipersensibilidad retardada. Es de destacar que en los animales primados con la
glicoproteina sintética disialil-lactosa-BSA y reinmunizados con liposomas, con ambos
tipos, se produjo una ligera inflamacién a las 24 horas de la reinmunizacién, pero en

ningun caso esta inflamacién fue estadisticamente significativa (fig 51).

Inflamacién relativa (0.01 mm)
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= Lp. fosfatidilcolina +Lp. esfingomielina
*Disialillactosa-BSA

Fig 51 : Reaccién de hipersensibilidad retardada . Los animales se primaron con liposomas-

GD3 y se reinmunizaron a los 11 dias tal como se indica en la figura. En ningulin caso se

detect6 una reaccién positiva.

11.2.- RESPUESTA EN RATONES ATIMICOS : La inmunizacién con liposomas de

colesterol : esfingomielina : dicetilfosfato : GD3 produjo una respuesta en el 100 % de los
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animales ensayados, con titulos que oscilaban entre 1:80 y 1:620 en IgM, dos animales

produjeron respuesta mediante IgG3 con un titulo de 1:50.

El grupo control con animales normales mostré respuesta en el 100 % de los animales con
titulos en IgM que iban desde 1:80 hasta 1:1240, mientras que tres animales dieron
respuesta con IgG3 con un titulo de 1:100. En ningln caso las diferencias entre ambos

grupos fueron estadisticamente significativas (p>0,001).
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V.- Discusién
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DISCUSION

En la introduccion tedrica de la presente memoria se ha puesto de manifiesto la existencia
de una respuesta inmunolégica especifica frente a la célula tumoral y se han revisado los
distintos tipos de antigenos que pueden vehiculizar dicha respuesta. De estos datos se
desprende una conclusién : Ciertamente existe una respuesta inmunoldgica frente a la
célula tumoral, pero, con la excepcion de los antigenos de rechazo, no se ha descrito la
existencia de antigenos tumorales especificos capaces de dirigir esta respuesta. Sin
embargo, si existen antigenos que se presentan asociados a la célula tumoral, siendo

posible inducir una respuesta inmunoldgica contra estos antigenos.

Los resultados obtenidos de la aproximaciéon experimental propuesta muestran que el
empleo de liposomas de esfingomielina : colesterol : dicetilfosfato : GD3 provoca una
intensa respuesta humoral capaz de activar, in vitro, tanto la respuesta citotéxica
dependiente de complemento, como la respuesta citotoxica celular frente a células
tumorales que expresan GD3. Esta respuesta es sumamente especifica y es mucho mas
efectiva si empleamos GD3 de origen tumoral en la manufactura de los liposomas que si
empleamos GD3 de origen no tumoral. Se trata de una respuesta T-independiente capaz
de activar la aparicion de memoria inmunolégica. Por otra parte el empleo de antigenos
sintéticos, si bien provoca una respuesta humoral intensa, los antisueros obtenidos ni
reconocen células de melanoma ni activan los mecanismos efectores citotéxicos que

destruyen la célula tumoral.

La inmunoterapia con antigenos de tipo polisacérido se inicié en los afios treinta (417) con
inmunizaciones con pneumococos con el objetivo de inducir resistencia a la neumonia. Los
resultados obtenidos provocaron la aparicién de gran cantidad de trabajos entre los afos
30 y 50, todos estos estudios culminaron en 1945 con un estudio de inmunizacién con
polisacéridos de la cdpsula de pneumococos. Los pacientes inmunizados eran resistentes
ala infeccién, mientras que los pacientes del grupo control no lo eran. Es en estos trabajos
en donde nace la idea de una inmunizacién preventiva y protectiva con antigenos no

proteicos.
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En general los antigenos de tipo carbohidrato son antigenos de tipo T-independiente que
provocan una respuesta inmunolégica débil, generalmente mediante IgM y que muchas

veces no son capaces de activar la aparicion de memoria inmunolégica (418).

El concepto de antigeno T-independiente nace de la observacion que ratones
timectomizados neonatalmente retienen la capacidad de desarrollar una respuesta sérica
frente a moléculas poliméricas de gran tamano (419,420). Este tipo de respuesta se ha
reproducido en ratones atimicos nu/nu. Los antigenos de este tipo resultan ser cadenas
polimerizadas formadas por repeticiones mas 0 menos largas de unidades monoméricas.
Los dos antigenos T-independientes tipicos son los polisacdridos bacterianos y los
polimeros de D-aminodcidos, asi como polimeros sintéticos como la poliacrilamida, el
polivinilo o la pirrolidona, por otra parte la unidades monoméricas de estos polimeros no

son inmunogénicas.

Se han descrito dos tipos de antigenos T-independientes. Los antigenos T-independientes
de tipo 1 que poseen una elevada capacidad mitogénica /n vitro y que provocan una
intensa respuesta tanto en IgM como en IgG, pero de una baja especificidad, y los
antigenos T-independientes de tipo 2, con una baja capacidad mitogénica y que provocan
una respuesta intensa mediante IgM y una débil respuesta con 1gG, especialmente IgG3
en ratones (421) e IgG2 en el hombre (422) ambas respuesta pueden ser altamente
especificas (423,424). La estructura general de los antigenos de tipo 2 se corresponde

con los polimeros descritos anteriormente.

En general la respuesta a estos antigenos es débil con un pico inicial después de la primera
inmunizacién y una disminucién en la intensidad de la respuesta a lo largo de semanas o
incluso meses. La respuesta de los ratones nu/nu a los antigenos T-independientes de tipo
2 es igual, o incluso superior, a la respuesta obtenida en los animales timicos. Esta
diferencia es debida a la ausencia de una respuesta reguladora auto-anti-idiotipica T-
dependiente (425). Asi mismo en estas respuestas no se observa una maduracién en la

afinidad y avidez de los anticuerpos (426).
Los antigenos T-independientes no inducen competencia antigénica (427) y su respuesta

es dificilmente potenciada mediante el uso de los adyuvantes convencionales existiendo

una gran cantidad de resultados negativos que permanecen sin publicar. Una excepcién
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lo constituye el efecto de la capsula de Corynebacterium parvum que amplifica
considerablemente la respuesta a DNP-levano (428,429), mientras que el adyuvante
completo e incompleto de Freund o el de Bordetella pertussis son absolutamente

ineficaces.

Por lo que respecta a la interaccién entre antigenos T-independientes y los linfocitos T
existe gran controversia en si estos antigenos son capaces de interactuar con la célula T,
aunque en general se acepta que si existe interaccién, esta no se produce en asociacion
con moléculas de clase |l del sistema principal de histocompatibilidad (430). Por otra parte
no se ha descrito la induccién de células T de memoria, por el contrario si se ha descrito
la induccién de células B de memoria (431), aunque en algunos casos se precisa de la
existencia de un carrier T-dependiente. En ninglin caso se ha descrito la presencia de

reacciones de hipersensibilidad retardada .

Recientemente se ha publicado un trabajo (430) en que se estudia, entre otros antigenos,
la posible unién de GM1 a marcadores de clase | de sistema H2 del rat6n presentando
resultados negativos. Se han publicado algunos trabajos en donde se describe la obtencidn
de clones T-citotéxicos frente a gangliésidos (432), la obtencién de reacciones de DTH
frente a antigenos sintéticos de naturaleza glucidica (433) o frente a polisacéridos y
peptidoglicanos bacterianos (434). Sin embargo hay que tener en cuenta que en todos
estos casos el antigeno ha sido presentado a la célula T mediante un transportador
proteico. No se ha encontrado ningln trabajo que describa la interaccién de gangliésidos

con la célula T bajo la restriccién del sistema principal de histocompatibilidad.

Es evidente que los gangliésidos en forma soluble no poseen la estructura polimera
necesaria para poder ser asimilados a la estructura tipica de los antigenos T-
independientes de clase 2, ahora bien esta estructura si que podria presentarse cuando

los gangliésidos estan anclados en la membrana plasmética formando clusters.

Diversos autores han descrito que los gangliésidos no se distribuyen de forma homogénea

en la superficie de la célula.

Tettamanti ha descrito la existencia de una distribucién heterogénea de los gangliésidos

en la superficie de liposomas en funcién de dos variables. En primer lugar la rigidez del
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liposoma y en segundo lugar la longitud de la ceramida del gangliésido (435). Se ha
descrito que los gangliésidos con ceramidas mas largas y fosfolipidos con una mayor
temperatura de transicién dan lugar a membranas mas rigidas en donde los gangliésidos
no se distribuyen al azar y tampoco pueden desplazarse libremente por las mismas ,asi
mismo la presencia de iones calcio maximaliza este efecto (436). El grupo de Cheresh y
Reisfeld describen que en células de melanoma humano tanto el GD2 como el GD3 no se
distribuyen homogeneamente en la superficie celular sino que forman agrupaciones o
clusters (202). Hakomori postula que las diferencias entre las ceramidas pueden afectar

tanto a la inmunogenicidad como a la cripticidad de los glicolipidos de membrana (437).

En nuestro caso las fotografias realizadas mediante microscopia electrénica muestran que
los gangliésidos no se distribuyen de forma homogénea por la superficie del liposoma,
sino que se agrupan en determinadas zonas de la misma, mientras que otras partes del

liposomas estdn exentas de marcaje.

El andlisis de las ceramidas muestra que existen diferencias importantes en la composicién
de las mismas. Mientras que el GD3 extraido del cerebro posee cerca del 80% del total
de sus ceramidas con cadenas de 18 y 20 4tomos de carbono, el GD3 extraido de células
tumorales muestra una mayor heterogeneidad con ceramidas considerablemente mas
largas y otras mas cortas. Estos datos estdn en consonancia con otros publicados en la
bibliografia. Tettamanti describe que hasta un 65% de las ceramidas cerebrales poseen
cadenas insaturadas con 18 y 20 4tomos de carbono, si bien esta proporcién varia algo
con la edad (438). El andlisis de las ceramidas presentes en los gangliésidos de melanoma
muestra importantes alteraciones, entre las que destacaremos una mayor longitud, grado
de insaturacién y la presencia de «-hidroxi-acidos. Estos datos también se han descrito en

otros tumores como linfoma y adenocarcinoma de colon (439).

En 1983 el grupo de Kannagi y cols. (440) publicaron que el globdsido Gg;Cer presente
en linfoma murino L5178Y poseia diferentes capacidades inmunogénicas en funcién de
la longitud de sus ceramidas. Ceramidas con cadenas cortas provocan una mayor
cripticidad del antigeno expuesto en la membrana plasmatica, mientras que ceramidas mas
largas incrementan la inmunogenicidad del gangliésido. Este efecto se incrementa si
coexisten en una misma superficie glicolipidos con ceramidas cortas y largas juntamente

con glicoproteinas de elevado peso molecular. Asi mismo la presencia de alfa-hidroxi-
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acidos en las ceramidas crea interacciones entre ellas facilitando la formacién de clusters.

Las proporciones entre los distintos lipidos empleados en los liposomas también pueden
alterar la rigidez de su membrana y la facilitar o dificultar el libre movimiento de los
gangliésidos a través de la misma. Los liposomas de esfingomielina han mostrado una
inmunogenicidad muy superior a los liposomas de fosfatidilcolina, asi mismo la conjuncién
entre la esfingomielina y el GD3 de origen tumoral ha incrementado significativamente este
efecto. Este hecho puede explicarse por la mayor temperatura de transicion de la
esfingomielina, 32 grados centigrados, con respecto a la fosfatidilcolina, -7 grados (252).
En la introduccién teérica se ha descrito que los fosfolipidos con temperaturas de
transici6n mas altas confieren mas rigidez al liposoma. Por otra parte la asociacion de
gangliésidos con fosfolipidos confiere una mayor resistencia al liposoma y evita su
captacion por el sistema reticulo endotelial (44 1), ello provoca que los liposomas sean mas
estables y con un aclaramiento mas lento, este efecto podria potenciarse inmunizando por
via subcutanea o intramuscular (442). Por otra parte la existencia de ceramidas de una
mayor longitud provoca una mayor interaccion con los fosfolipidos, creando dificultades
para el libre desplazamiento de los gangliésidos a través de la bicapa lipidica y facilitando

la formacién de clusters de gangliésidos.

La respuesta inmunolégica detectada en nuestro modelo se ajusta perfectamente a la
respuesta tipica de un antigeno T-independiente de clase 2, con una respuesta mediante
IgM e IgG3, existencia de memoria inmunolégica, falta de potenciacién mediante

adyuvantes vy sin diferencias significativas entre ratones atimicos y ratones normales.

El hecho de que la respuesta sea T-independiente puede despejar una incégnita existente
en el planteamiento de la respuesta inmunolégica anti-tumoral. En la introduccién tedrica
se ha descrito que la célula tumoral precisa del reconocimiento por parte del macréfago
para ser eliminada, ahora bien este reconocimiento solo puede tener lugar en el caso de
la existencia de anticuerpos que se unan a la célula tumoral, o bien dentro de la restriccién
por parte del sistema principal de histocompatibilidad, pero la célula tumoral pierde
rapidamente los marcadores del MHS y no se ha descrito inmunidad natural frente a la
célula tumoral. Este circulo vicioso puede romperse con la activacién T-independiente del
sistema inmune, esta activacién puede proporcionar los anticuerpos necesarios para

facilitar el reconocimiento del tumor por parte del macréfago. Por otra parte este
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reconocimiento mediante anticuerpos se realizaria de forma especifica.

De las dos aproximaciones que han proporcionado una respuesta sérica mas intensa, es
decir los liposomas y las neoglicoproteinas sintéticas, solo los liposomas han sido capaces
de provocar una respuesta efectiva que reconozca a la célula tumoral, mientras que las
neoglicoproteinas sintéticas, si bien provocan titulos séricos elevados, la respuesta no
muestra ninguna actividad anti-tumoral. Dos razones pueden explicar este fenémeno, en
primer lugar las neoglicoproteinas sintéticas se han obtenido conjugando la parte glucidica
del gangliésido con un carrier proteico por el método de la aminacién reductiva. Esta
conjugacion provoca que la glucosa del extremo reductor se rompa y el anillo se abra
formandose un neoantigeno muy reactivo (404), este neoantigeno puede alterar la
especificidad de los anticuerpos. Existe una segunda razén para explicar esta falta de
reconocimiento celular. En esta misma discusion se ha descrito que los gangliésidos de la
célula tumoral forman clusters o agrupaciones en la membrana celular, estos clusters
obligan a que los glicolipidos estén muy préximos entre si credndose repulsiones entre
ellos, esto es especialmente importante si tenemos en cuenta que el dcido sidlico es una
molécula cargada negativamente a pH neutro y muy reactiva que puede crear una excesiva
rigidez en la parte mas externa del gangliésido, asi mismo esta rigidez anula
completamente la libertad de giro que posee el enlace glicosidico «(1~1) entre el extremo
reductor del polisacdrido y la ceramida. Ello provocaria que la parte glucidica del
gangliésido puede poseer una conformacién espacial distinta en la neoglicoproteina a la
que se encuentra en la superficie de la célula tumoral, mientras que el liposoma mimetiza

completamente la disposicién de los gangliésidos en la célula.

Dos datos desprendidos de nuestros resultados avalan la segunda razén propuesta. En
primer lugar el resultado de las inmunizaciones realizadas con liposomas que poseen
distintas concentraciones de GD3. En estos protocolos de inmunizacién se ha visto que
los liposomas con bajas concentraciones de GD3 si bien inducen respuesta sérica, esta
respuesta es incapaz de reconocer a la célula tumoral, por el contrario los liposomas que
poseen un minimo de un 10% de GD3 provocan una respuesta altamente citotéxica frente
a las células de melanoma. En segundo lugar la mayor citotoxicidad mostrada por los
liposomas que contienen GD3 de origen tumoral y las ceramidas aberrantes detectadas en
este gangliésido también nos hacen pensar que la ceramida juega un importante papel en

la inmunogenicidad del gangliésido y, ademads, facilita la formacién de clusters que
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provocan alteraciones estéricas en la molécula de gangliésido.

Existe otro resultado que puede abonar més la teoria de las modificaciones estéricas. Los
resultados del ensayo de antigenicidad de los liposomas con GD3 cerebral y tumoral,
muestran que cuando el GD3 se ensaya inmovilizado a bajas concentraciones sobre placas
de ELISA no existen diferencias entre la reactividad de ambas moléculas, ahora bien
cuando el ensayo se repite con el GD3 inmovilizado en la superficie de liposomas las
diferencias entre ambas reactividades son altamente significativas en favor de una mayor
antigenicidad del GD3 de origen tumoral. No hay que olvidar que los anticuerpos
monoclonales empleados en estos ensayos se obtuvieron partiendo de inmunizaciones con

células de melanoma.

En la bibliografia se ha encontrado un trabajo en donde se describe una correlacién entre
la densidad de GM3 en liposomas y su antigenicidad de forma que los liposomas con una

mayor antigenicidad son los que contienen un 9% de GM3 en su composicion (443).

Todos los datos discutidos hasta el momento parecen indicar que los gangliésidos se
expresan en la membrana de la célula tumoral formando agrupaciones o clusters que
alteran su configuracién espacial, esta alteracién provoca una mayor antigenicidad del
gangliésido y su comportamiento con activador del linfocito B sin la necesaria colaboracién

de los linfocitos T.

En la bibliografia se han descrito diversas aproximaciones del problema de la inmunizacién
con gangliésidos. Las distintas aproximaciones empleadas se centran en la conjugacién
del gangliésido a Sa/monella minesotta. En general esta estrategia logra una respuesta
débil con titulos maximos de 1:320 en IgM y 1:80 en IgG, en ninguin caso se describe una
respuesta en el 100% de los animales (444-446). En uno de estos trabajos se emplean
liposomas de fosfatidilcolina:colesterol:dicetil-fosfato:GM2 con y sin monofosforil-lipido
A logrando unos titulos séricos méximos de 1:40 (446). En todos los estudios se coincide
en la ausencia de respuesta a la inmunizacién con gangliésidos en forma soluble, con y
sin adyuvantes. A diferencia de estos resultados nuestra estrategia incrementa los titulos
séricos hasta 1:1200 en IgM y 1:100 en IgG, asi mismo se incrementa considerablemente
el efecto citotdxico con el empleo de GD3 de origen tumoral y se logra inducir respuesta

en el 100% de los animales. En ningln caso se ha encontrado descrita la activacién de
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la citotoxicidad celular anticuerpo dependiente.

No se han encontrado trabajos en los que se utilize la conjugacién de gangliésidos a
proteinas, pero si se han encontrado resultados en los que se describe la obtencion de
anticuerpos monoclonales contra otros tipos de glicolipidos conjugados conjugados a
proteinas. En el afo 1980 se describié el uso de diversos glicolipidos sintéticos conjugados
a transportadores proteicos para la obtencién de anticuerpos monoclonales. Los
conjugados son altamente inmunogénicos pero los anticuerpos obtenidos no reconocen
ninguna linea celular (447). Posteriormente se ha descrito la obtencién de anticuerpos
monoclonales contra los antigenos P y P,, antigenos asociados a tumores linfoides,
mediante neoglicoproteinas sintéticas (448,449). La afinidad de los anticuerpos obtenidos
es muy alta en compracién con las afinidades obtenidas mediante la inmunizacién con
glicolipidos naturales, pero el reconocimiento de lineas celulares que expresan los
antigenos P y P, es confuso y no se describe la capacidad citotdxica de estos anticuerpos
(450). Estos datos coniciden con la imposibilidad mostrada por los antisueros inducidos

mediante disialil-lactosa-BSA en reconocer células de melanoma.

Diversos trabajos indican que la modificacién quimica de los gangliésidos incrementa
considerablemente su inmunogenicidad. Estas modificaciones incluyen la utilizacion de
lactonas de GM3 (451), lactonas de GD3, GD3 amida y Acetil-GD3 sintético (452). La
inmunizacién de ratones con lactonas de GM3 provoca un intensa respuesta sérica contra
el antigeno inmunizante y también contra el GM3 nativo. Resultados idénticos se han
obtenido inmunizando con lactonas de GD3. En este Ultimo caso se describe el
reconocimiento de células de melanoma por parte de los antisueros obtenidos, aunque no

se aportan datos acerca de su citotoxicidad (452).

Lamentablemente, tal y como se describe en la introduccién teérica, ninguna de la
aproximaciones ensayadas en ratones ha conseguido inducir respuesta anti-GD3 en
pacientes de melanoma. En el hombre el GM1 es inmunogénico, el GD2 es debilmente
inmunogénico y el GM3 no parece ser inmunogénico en absoluto. Se han publicado varios
trabajos con los resultados de inmunizaciones con GM2 (381) por lo que su

inmunogenicidad en el hombre esta fuera de duda.

Contrastando con estos resultados se han publicado algunos trabajos en los que se afirma

180



la inmunogenicidad del GD3 en el hombre. El grupo de Yamaguchi describié en 1987 la
existencia de anticuerpos anti-GD3 en el suero de pacientes de melanoma y obtuvieron
un anticuerpo humano anti-GD3 mediante transformaciéon de linfocitos B de sangre
periférica con virus de Eppstein-Barr (453). Con anterioridad a este trabajo se publicaron
los resultados de un ensayo clinico de inmunizacion activa con extractos orgdnicos de
células de melanoma (379). En este trabajo se inmunizaron 26 pacientes de melanoma
avanzado con extractos de tres lineas celulares de melanoma. La inmunizacién se realiz6
por via intralinfatica o intradérmica. Los pacientes recibieron 4 dosis durante 4 semanas
seguidas de 4 dosis durante 2 meses y una inmunizacién final después de cuatro meses
de la primera. En ninguin caso fue posible detectar anticuerpos anti-GD3, pero si que fue
posible detectar anticuerpos anti-acetil-GD3. Las respuestas obtenidas mostraron un
elevado poder citotéxico. Posteriormente se han publicado dos trabajos mas reportando
la respuesta anti-GD3 en pacientes de melanoma inmunizados con células inactivadas de

melanoma (454).

Recientemente se han publicado los resultados de un estudio clinico multicéntrico de
inmunizacién activa con GD3 en pacientes de melanoma en estadio libre de enfermedad
(455). En este estudio se inmunizaron 32 pacientes con gangliésidos extraidos de células
de melanoma, de los 32 pacientes inmunizados 12 lo fueron con liposomas de
esfingomielina: colesterol:gangliésido en proporciones de 45:45:10. El protocolo de
inmunizacién fue de tres dosis por semana durante tres semanas, un segundo ciclo
idéntico después de tres semanas de descanso y una inmunizacién mensual hasta llegar
a un ano. Los resultados muestran que de los 32 pacientes inmunizados 17 mostraron
respuesta especifica anti-gangliésido, de estas 17 respuesta positivas, 7 fueron inducidas
mediante liposomas. El 40% de las inmunizaciones con liposomas fracasaron. El andlisis
de la especificidad de la respuesta muestran que existe una respuesta muy intensa contra
los gangliésidos mas minoritarios, GM2, GD2 y Acetil-GD3, pero también existe una
respuesta especifica anti-GM3 y anti-GD3. De estos resultados cabe destacar que la
inmunogenicidad del Acetil-GD3 es extraordinariamente alta en comparacién con su nivel
de expresién y que ha sido posible detectar de forma clara la inmunogenicidad del GD3
en el hombre. Si bien no se aportan datos sobre la citotoxicidad de la respuesta si que se
demuestra el reconocimiento especifico de células de melanoma por parte de los

antisueros obtenidos.
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Existen diversas razones para explicar la aparente falta de inmunogenicidad del GD3 en
el hombre, en primer lugar una gran mayoria de los estudios se han realizado inmunizando
con el conjugado GD3-Salmonella, ello hace que la respuesta obtenida dificilmente
reconozca células de melanoma y los anticuerpos pueden haber sido neutralizados por el
GD3 sérico presente en los pacientes de melanoma (456), por otra parte este tipo de
inmunizacién provoca una respuesta bastante inespecifica. Las dosis empleadas en
muchas inmunizaciones son superiores a 100 wug/dosis, dosis que al tratarse de un
antigeno T-independiente puede inducir tolerancia. Este dato puede ser de especial
importancia en las inmunizaciones realizadas con lisados y extractos celulares totales, en
donde la presencia mayoritaria del GD3 puede inducir tolerancia. En general hay que tener
en cuenta que los antigenos T-independientes son mas inmunogénicos con dosis bajas que

con dosis elevadas .

Dado el escaso numero de resultados publicados y las diferentes aproximaciones
empleadas es dificil obtener una conclusién general acerca de la inmunogenicidad del GD3
en el hombre, pero nos parece evidente que empleando una pauta de inmunizacién
adecuada y una correcta presentaciéon del antigeno es posible provocar una respuesta
especifica anti-GD3 en el hombre. Esta dispersion de datos es frecuente en los antigenos
T-independientes, en donde son pardmetros criticos la dosis del antigeno, la frecuencia en

las inmunizaciones y la via de inmunizacién empleada (457).

Un dato a tener en cuenta es la aparente falta de toxicidad neuroldgica de la respuesta
anti-GD3 en ratones, todo y la elevada expresién de GD3 en la materia gris cerebral
(458,459). Esta falta de toxicidad puede ser debida a dos factores. En primer lugar la
existencia de la barrera hematoencefédlica puede dificultar el acceso de los anticuerpos
anti-GD3 al encéfalo (460), en segundo lugar puede ser una dato mdas acerca de las
diferencias existentes entre la antigenicidad de los gangliésidos agrupados en clusters o
sin agrupar. Es importante considerar que en ninguno de los estudios publicados, tanto en
ratones como en el hombre, se reportan casos de toxicidad neurolégica. Lo mismo sucede

en los estudios de inmunizacién pasiva con anticuerpos anti-GD3.
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RESUMEN Y CONCLUSIONE

A lo largo de los tres ultimos afos hemos llevado adelante una serie de ensayos para, por
una parte adquirir la metodologia necesaria para extraer, purificar e identificar antigenos
de naturaleza glicolipidica que se presentan asociados a tumores, y por otra parte,
desarrollar vehiculos capaces de incrementar la escasa o nula inmunogenicidad de este

tipo de antigenos.

Los distintos ensayos desarrollados a lo largo de este proyecto han demostrado que el GD3
incorporado en la membrana del liposoma incrementa su inmunogenicidad y su capacidad
para inducir una respuesta inmunolégica anti-tumoral. En efecto el GD3 presentado al
sistema inmunoldgico insolubilizado en la superficie de los liposomas es significativamente
mas inmunogénico que cantidades iguales presentadas en forma de células o conjugadas
con otros transportadores. Existen diferencias significativas en la inmunogenicidad de las
distintas formulaciones de liposomas, existiendo una correlacién positiva entre rigidez de

la membrana del liposoma e inmunogenicidad del mismo.

Se ha demostrado la existencia de ceramidas aberrantes en los glicolipidos extraidos de las
células tumorales. Estas ceramidas confieren un mejor anclaje del glicolipido en la superficie
del liposoma y le confieren una mayor rigidez, provocando una mimetizacién de la célula
tumoral, considerablemente mas rigida que la normal, y una respuesta con una mayor

capacidad citotéxica.

El empleo de neoglicoproteinas sintéticas formadas por un transportador proteico al que

se ha unido la porcién glucidica del antigeno, si bien ha provocado respuestas
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inmunoldégicas intensas y especificas, los anticuerpos obtenidos son incapaces de
reconocer células tumorales que expresan el antigeno en estudio. Este fenémeno podria
ser explicado por el hecho que los glicolipidos se encuentran en la superficie de la célula
tumoral agrupados en forma de "clusters” en zonas de muy alta expresién antigénica. Sin
duda la formaciéon de estos "clusters" provoca cambios conformacionales en los
glicolipidos, cambios que se reproducen perfectamente en la superficie del liposoma, pero
que no son reproducidos por las neoglicoproteinas sintéticas. Ello explica el hecho que los
liposomas que contienen un 2,5% o un 5% de GD3 si bien provocan respuesta medible
mediante ELISA, su capacidad citotéxica es escasa. La misma explicacion es valida para

el caso de las neoglicoproteinas sintéticas.

De los distintos protocolos ensayados durante este proyecto extraemos las siguientes

conclusiones :

1.- Los antigenos de tipo carbohidrato asociados a tumores son inmunogénicos si

se presentan adecuadamente al sistema inmunitario.

2.- La mejor respuesta anti-carbohidrato se ha obtenido presentando los antigenos
bien en forma de neoglicoproteinas sintéticas, bien en forma de glicolipidos asociados a

liposomas.

3.- La respuesta inmune obtenida después de la inmunizacién con neoglicoproteinas
sintéticas, si bien es altamente especifica no reconoce células tumorales que expresan el

antigeno en estudio.

4.- La respuesta inmune obtenida en el caso de la inmunizacién con liposomas
presenta una elevada especificidad y reconoce, in vitro, células tumorales que expresan el

antigeno en estudio.

5.- La composicién lipidica de los liposomas condiciona fuertemente la

inmunogenicidad de los mismos, existiendo una correlacién positiva entre la rigidez de su

membrana y su inmunogenicidad.
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6.- La inmunizacién con liposomas provoca la aparicién sérica de anticuerpos
capaces de activar in vitro respuesta citotéxica mediada por complemento y citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos.

7.- La actividad citotdxica de la respuesta esta en funcion de la concentracion de

glicolipidos en la membrana del liposoma.

8.- La respuesta inmunolégica obtenida después de la inmunizacién con liposomas

es de tipo T-independiente.

9.- La respuesta inmunoldgica obtenida después de la inmunizacién con liposomas

es capaz de inducir memoria inmunoldégica.

10.- Los glicolipidos extraidos y purificados a partir lineas tumorales cultivadas in vitro
muestran una mayor antigenicidad que los glicolipidos obtenidos a partir fuentes no

patolégicas.

11.- Los glicolipidos obtenidos a partir de células tumorales son mas inmunogénicos

que los obtenidos de materiales no patolégicos .

12.- Ambos tipos de glicolipidos se comportan de forma idéntica si estdn en solucién

pero su antigenicidad es distinta si estdn insolubilizados mediante liposomas.

13.- La existencia de ceramidas de mayor longitud y mayor grado de insaturacién en
los glicolipidos tumorales podria ser la responsable de su mayor inmunogenicidad y

antigenicidad.

De todas estas conclusiones extraemos una conclusién general : La inmunizacién
con liposomas puede representar una importante herramienta terapéutica para la
inmunoterapia oncolégica, aunque su empleo debe ser demostrado, primero en modelos

in vivo y posteriormente mediante estudios clinicos.
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