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INTRODUCCIÓN

Las nanopartículas basadas en lípidos catiónicos representan un vehículo accesible para ser
empleado en vacunas a subunidades, ya que además de poder entrampar antígenos proteicos
con gran eficiencia,  presentan biodegradabilidad y la  posibilidad de ser suplementados con
moléculas inmunoestimulantes (Torchilin, 2005; Mahapatro y Singh Dinesh, 2011). Entre estas
moléculas, se encuentran oligosacáridos de manosa hidrofobizados, anfífilos aminoacídicos y
oligodesoxinucleótidos CpG no metilados (Vyas et al., 2010; Müller et al., 2011; Reidel et al.,
2013; Peña et al., 2017), estas moléculas pueden ser reconocidas por receptores inmunitarios
presentes en células presentadoras de antígeno, como células dendríticas y macrófagos (Taken
et al., 2007; Shimizu et al., 2007), lo que permitiría incrementar el reconocimiento antigénico.

OBJETIVOS

Evaluar  la  capacidad  adyuvante  de  liposomas  catiónicos  (Lip)  suplementados  con
oligosacáridos de manosa hidrofobizados,  un oligodesoxinucleótido CpG (CpG) y un anfífilo
aminoacídico, como inmunoestimulantes, para la inmunización con la proteína clumping factor
de Staphylococcus aureus obtenida en forma recombinante.

METODOLOGÍA

Para el desarrollo del presente trabajo se emplearon ratones hembras de la cepa BALB/c,
que al inicio de los protocolos de inmunización presentaban de 5 a 7 semanas de edad. Los
mismos fueron mantenidos en el Bioterio del Laboratorio de Inmunología Experimental, con
un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con suministro de agua y alimento  ad libitum. Los
animales fueron inoculados con la proteína recombinante clumping factor de Staphylococcus
aureus  (rClf)  entrampada  en  liposomas  catiónicos  suplementados  con  diferentes
inmunoestimulantes.  Los  grupos  controles  fueron  inoculados  con  el  vehículo
correspondiente sin el inmunógeno. En todos los casos los ratones recibieron dos dosis por
vía subcutánea (una cada tres semanas) y se les extrajo una muestra de sangre diez días
después de cada inoculación para evaluar la presencia de anticuerpos específicos para el
antígeno. Como control negativo se utilizó suero preinmune.  Las formulaciones para cada
uno de los grupos  experimentales (n=6 por grupo) fueron: 

Título del proyecto:Diseño y evaluación de compuestos biocompatibles para el delivery de 
ADN y proteínas, aplicables en terapia génica, inmunización a ADN y tratamiento de 
enfermedades. 
Instrumento: CAI+D
Año convocatoria: 2016
Organismo financiador: UNL
Director: Dra. Carolina Veaute

1  



Plan  de  inmunización  empleando  anfífilo  aminoacídico  (Gem).  Grupos  con  inmunógeno:
Lip+CpG+rClf,  Lip+Gem+rClf  y  Lip+Gem+CpG+rClf.  Grupos  control  sin  inmunógeno:
Lip+Gem y Lip+Gem+CpG.
Plan  de  inmunización  empleando  O-palmitoílmanano  (Man).  Grupos  con  inmunógeno:
Lip+CpG+rClf,  Lip+Man+rClf  y  Lip+Man+CpG+rClf.  Grupos  control  sin  inmunógeno:
Lip+Man y Lip+Man+CpG. 
Las concentraciones finales para cada componente fueron: lípidos (liposomas preformados
por  inyección etanólica)  4mM en buffer  acetato (BAc)  50 mM y rClf  100 ug/mL;  anfífilo
aminoacídico (Gem) 400 uM, O-palmitoílmanano (Man)  2 mg/mL y CpG-ODN (CpG) 7,5
nmol/mL, inoculándose 100 uL/dosis a cada animal por vía subcutánea.
La capacidad de las formulaciones de inducir la producción de anticuerpos específicos para
rClf  se  evaluó  mediante  enzimoinmunoensayo  indirecto  (ELISA).  Para  la  detección  se
emplearon anticuerpos anti-IgG totales murinas, anti-IgG1 murina y anti-IgG2a murina, todos
ellos conjugados con peroxidasa. Se evaluaron los niveles de IgG totales (IgGT) a lo largo
de los protocolos de inmunización y los títulos de IgGT, IgG1 e IgG2a al finalizar los mismos.

RESULTADOS

Cinética de la respueta inmune humoral  mediante cuantificación de los niveles de
IgGT 

Como se observa en la figura 1., ambas moléculas aumentaron los niveles de IgGT en forma
notable luego de la segunda dosis.

Figura 1: Cinética de la respuesta de IgGT en cada plan de inmunización. Las barras representan la
media más el error estándar de la media (EEM+) de los niveles de IgGT, expresados como DO a una
dilución 1/15000 para el anfífilo aminoacídico y 1/20000 para O-palmitoílmanano. Sueros preinmunes
se  utilizaron  como  control  negativo.  Las  letras  distintas  sobre  las  barras  representan  diferencia
significativa entre los niveles de IgGT entre los grupos (p<0,05, prueba de Mann Whitney).

Evaluación de la respuesta inmune humoral mediante cuantificación de los niveles de
IgGT

Luego del análisis de los resultados presentados en la figura 2.,  se puede decir que los
adyuvantes  Gem  y  Man  estimulan  la  producción  de  IgGT  en  el  mismo  orden,
independientemente de la combinación con CpG-ODN y sin diferencias significativas entre
los grupos. Se puede observar una mayor dispersión en los grupos que tenían CpG-ODN.
Todos los títulos superaron 1/800000.
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Figura  2: Títulos  de  IgGT  al  finalizar  cada  protocolo  de
inmunización.  Las líneas representan la media ±EEM de los
títulos de IgGT generados por cada formulación luego de la
segunda  dosis. Las  letras  distintas  sobre  las  barras
representan diferencia significativa entre los títulos de IgGT
entre los grupos (p<0,05; prueba de Mann Whitney o test de
Wilcoxon  en  el  caso  del  grupo  Lip+Gem+rClf).  No  se
incluyeron  los  grupos  sin  rClf  ya  que  no  presentaron
respuesta.

Evaluación de la respuesta inmune humoral mediante cuantificación de los niveles de
IgG1 

Podemos observar en la figura 3. que la producción de anticuerpos IgG subtipo IgG1 se ve
estimulada por ambos adyuvantes, Gem y Man, en la misma medida, independientemente
de  la  presencia  de  CpG-ODN.  Todos  los  títulos  superan  el  orden  de  1/1000000  y  no
presentan diferencias significativas entre los grupos.

Figura  3:  Títulos  de  IgG1  al  finalizar  cada  protocolo  de
inmunización.  Las  líneas  representan la  media  ±EEM de los
títulos  de  IgG1 generados por  cada  formulación  luego  de  la
segunda dosis. Las letras distintas sobre las barras representan
diferencia significativa entre los títulos de IgG1 entre los grupos
(p<0,05; prueba de Mann Whitney). No se incluyeron los grupos
sin rClf ya que no presentaron respuesta.

Evaluación de la respuesta inmune humoral mediante cuantificación de los niveles de 
IgG2a

En la figura 4. se observa que ambos adyuvantes inducen buena respuesta por sí solos; la
combinación de anfífilo aminoacídico con CpG-ODN induce la mayor respuesta para este
subtipo, seguido por las formulaciones con O-palmitoílmanano con y sin CpG-ODN. Todos
los títulos superan el orden de 1/400000.

Figura  4:  Títulos  de  IgG2a  al  finalizar  cada
protocolo  de  inmunización.  Las  líneas
representan  la  media  ±EEM  de  los  títulos  de
IgG2a generados por cada formulación luego de
la segunda dosis. Las letras distintas sobre las
barras  representan diferencia  significativa  entre
los  títulos  de  IgG2a  entre  los  grupos  (p<0,05;
prueba de Mann Whitney).
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CONCLUSIONES

Los dos adyuvantes evaluados, Gem y Man, han mostrado gran efectividad en la generación
de una respuesta inmune humoral protectiva al ser empleados con liposomas catiónicos y el
antígeno de interés. Las formulaciones que contenían CpG-ODN evidenciaron respuestas
algo mayores en el caso del protocolo de inmunización con Gem, aunque la acción de este
anfífilo  como  único  adyuvante  incorporado  en  liposomas  catiónicos  es  igualmente
destacable.  En  el  caso  de  O-palmitoílmanano;  la  presencia  de  CpG-ODN  no  produjo
cambios en la respuesta propia del oligosacárido de manosa para IgGT ni en ninguno de los
subtipos.  Las  tres  moléculas,  Gem,  Man  y  CpG  indujeron  altos  títulos  de  anticuerpos,
utilizadas individualmente con liposomas y rClf o combinadas entre sí. Ésto posibilitaría la
utilización de liposomas catiónicos combinados con moléculas de este tipo en vacunas a
subunidades proteicas en el futuro.
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