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RESUMEN

Introduccién: las frecuencias de recaidas y elevada letalidad de la criptococosis se mantienen altas, lo cua incentiva la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas. Objetivos: evaluar el efecto del anticuerpo monoclonal (AcM) 4B3 sobre la infeccion
criptococica en ratones BALB/c. Métodos: se determind la cinética de la concentracion sérica del anticuerpo monoclonal para
su administracion intraperitoneal (500 pg), que fue medida por ELISA cuantitativo de doble anticuerpo. La capacidad protectora
se observo mediante el registro de supervivencia de ratones BALB/c administrados con 500 ng de AcM 4B3 e inoculados con
2 x 10?2 célulassmL de Cryptococcus neoformans, asi como por evaluacion de la diseminacion de la levadura a los principales
organos diana. Se identificd el efecto del AcM 4B3 sobre la fagocitosis y lisis del microorganismo por células de la linea de
macrofagos P338.D1. Resultados: la dosis empleada fue suficiente para mantener valores séricos elevados del 4B3 (38 mg/mL)
durante al menos 46 d. Se determin6 que el 4B3 no confiere proteccion, lo cua potencia la diseminacion del microorganismo y
disminuye el tiempo de vida de los animales. El ensayo de fagocitosis mostré que el anticuerpo evaluado incrementa la actividad
fagocitica de los macréfagos sin lograr un efecto fungicida. Conclusiones: el AcM 4B3 estimula la fagocitosis de C. neoformans
por macrofagos, pero sin efecto fungicida. Con ello favorece la diseminacion de la levadura y disminuye el tiempo de vida de los

ratones a la infeccion.
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INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de Cryptococcus
neoformans por Sanfelice se han desarrollado
innumerables estudios sobre esta levadura y la
enfermedad que ocasiona, los cuales se ha inten-
sificado a partir de la década de los ochenta del
siglo pasado cuando pasd a ser una infeccion de
mayor prevalencia con altas tasas de morbilidad
y letalidad.

A pesar de los avances en la terapia anti-
fangica, el elevado indice de muerte durante las
infecciones por esta levadura permanece invaria-
ble entre 10 y 25 %, aun en los paises de més ato
desarrollo.2 Al menos un tercio de los pacientes
que sobreviven, experimentan fallo terapéutico
clinico y(o) micolégico, lo que haestimulado la
busgqueda de nuevas alternativas como la in-
munoterapia. Existen evidencias convincentesde
que la inmunoterapia pasiva puede modificar €l
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desarrollo de las infecciones criptocococicas en
forma beneficiosa al hospedero.2

Diversosanticuerpos monoclonaes(AcM) han
sido licenciados para su uso clinico en la preven-
cion del rechazo de érganos transplantados, en €l
tratamiento de lasinfecciones virales, el cancer
y otros.* Asimismo, se ha demostrado que los
AcM anti-glucuronoxilomanano (GXM), principa
componente de la cdpsula polisacaridica de esta
levadura, promueven laopsonizacion, lafagocitosis
einterfieren enlaliberacion de este polisacarido al
disminuir susnivelescirculantes.3

En €l Instituto “Pedro Kouri” (IPK) se obtuvo
el AcM 4B3 de clase 1gG1 con cadena ligera
kappa, por inoculacion de ratones Balb/c con GXM
purificado.>® Este anticuerpo es capaz de recono-
cer el antigeno como parte delaestructuracapsular
integra de C. neoformans.” El objetivo de este
trabajo fue evaluar €l efecto del AcM 4B3 sobre
lainfeccion criptocdcica en ratones Balb/c.

METODOS

Cepa: seempled lacepalMIPK 028 de C. neo-
formansser. A, aisladade un paciente con sida, la
cual hasido ampliamente caracterizadaen el |abo-
ratorio de micologiadel IPK .8

Inéculo: lacepase cultivé en medio liquido de
dextrosa Sabouraud a 37 °C en agitacion constante
por 72-96 h, se centrifugd a1 860 g durante 15 min
y el sedimento fue lavado con NaCl 0,9 % (SSF).
Finalmente se resuspendi6é en 0,5 mL de igual
solucién, ajustando la concentracién celular en
camarade Neubauer alos valores deseados, como
se especifica en cada experimento.

Animales: seutilizaron ratones Balb/c machos
de entre 8 y 12 semanas de vida con 17 g de peso
procedentes del Centro para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), Cuba.

Cinética de las concentraciones séricas del
AcM 4B3: se administré 500 ug del AcM 4B3
por viaintraperitoneal (ip) a 10 ratones. Serealiz6
extraccion sanguinea a dos ratones cada vez a
través del plexo retroorbitario cada 30 min las
primeras 8 hy posteriormente losdias 1, 2, 8, 17,
29,37y 46.32

Las concentraciones séricas del AcM en es-
tudio sedeterminaron mediante EL1SA directotipo

sandwich. La placa fue recubierta con anticuerpo
policlonal de conejo anti-GXM durante toda la
nochea4 °C, se adiciond polisacarido purificado,
se bloqued con albuminabovinafraccionV al %
(Merck) y seincubd durante 1 ha37 °C. Seeva-
luaron diluciones desde 1/500 (2 pg/mL) hasta
1/10500 (0,09 ug/mL) del AcM 4B3y diluciones
seriadas al doble desde 1/100 hasta 1/800 de los
controles positivo y negativo, asi como |os sueros
en estudio. Se incubd 1 h a 37 °C, se lavd con
solucion salina-fosfato y se adiciond un conjugado
anti-1gG derat6n peroxidasa (Amersham) 1/8 000
con suero fetal bovino 5 %. Después de incubar
nuevamente en iguales condiciones se adiciond
1,2 ortofenilendiamina (M erck)/perdxido de hidré-
geno (Sigma) y sedetuvo lareaccion alos 10 min
con H,SO, a 12,5 %. La lectura se realizo en
lector Teknikaa 492 nm. Los valores de densidad
Optica(DO) delasdilucionesdel AcM seintrodu-
jeronen el programaExcel (Microsoft), paracon-
formar unacurvapatron quefue corregidaatravés
de unalinea de tendencia logaritmica. Sobre esta
curva se hicieron coincidir los valores de DO de
las muestras, que dio como resultado la concen-
tracion del AcM en estas.

Determinacion de la capacidad protectora
del AcM 4B3:

a) Supervivenciafinal: se emplearon 3 grupos de
10 ratones, auno se le administré AcM 4B3y
los otros dos correspondieron a los controles.
Losratones seinocularon 24 h después con una
dosis ip de 2 x10?2 células de C. neoformans
LMIPK 028 y se realiz6 observacion diaria
durante 60 d.

b) Cargafungicaen los principales 6rganos diana:
se conformaron 3 grupos de 12 ratones cada
uno, que recibieron reto con C. neoformansy
AcM 4B3 o controles similares al ensayo
anterior. Losdias 7, 14 y 21 delainfeccion se
sacrificaron 3 ratones de cada grupo para
determinar el nimero de unidades formadoras
de colonias por gramo de 6rgano (UFC/g) en
cerebro, bazoy pulmén.

En amboscasos seaplicé unvolumende0,5 mL
ip y la cantidad de los anticuerpos monaoclonales
fue de 500 pg. Como controlesseempled SSFy €



anticuerpo monoclond irrdlevante 4G3. Este Ultimo
es un AcM anti-dengue 2, se purificé por similar
procedimiento al AcM 4B3y esde sumismaclase
eisotipo.®

Estudio del efecto del AcM 4B3
sobre la fagocitosis y lisis de C. neoformans
por macr 6fagos murinost®

En losfondos de placas paracultivo celular de
24 pocillos (Costar), se colocaron cubreobjetos
estérilesy se recubrieron con células de lalinea
de macréfagos murinos P338.D1 en unvolumen de
200 pL de medio RPMI-1640 (Hybri-Max). Des-
puésdeincubar 30 min, seadiciondlacepaLMIPK
028 y AcM. Trasincubar 2 h, el medio de cultivo
fue eliminado cuidadosamente, se extrgjeron los
cubreobjetos que se colocaron a 37 °C hasta se-
car. Lascélulas se fijaron en metanal frio, tefiidas
con giemsay observadas al microscopio (1 000x).

El indice de fagocitosis se calcul 6 dividiendo
el nUmero de macréfagos con levaduras inter-
nalizadas o adheridas entre el nimero total de
macr6fagos por campo. Se visualizaron 8 campos
por laminay se promediaron los resultados de los
duplicados de cada muestra.

Condicionesdel ensayo: cantidad de células:
6 x 10° célulag/pozo (C. neoformansy macréfagos
en proporcion 1:1). Concentracion final de AcM
4B3yAcM 4G3: 20 ug/mL. Incubacién: 37 °Cen
CO, 5 %. Controles: AcM 4G3y SSF.

Para el examen de la accién fungicida de los
macrofagos se utilizé unaplacaparacultivo celular
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de 96 pocillos (Costar). Se aplicaron las mismas
concentraciones de células y anticuerpos que en
el experimento anterior enunvolumenfina de100 L.
Después de incubacion durante 24 h, se realiz6
pipeteo vigoroso para desprender |a totalidad de
las células. Selesrealizaron diluciones 1/1 000
y 1/10 000 a contenido de los pozosy seinocul 6
10 L en placas de agar dextrosa Sabouraud para
conteo delasUFC.2 Los procedimientossehicieron
por duplicado.

Andlisis estadistico: la supervivencia de los
animal es se analiz6 mediante lapruebade K aplan-
Meier y las diferencias entre los grupos por Log
del rango. Para€l resto delas variables en estudio
se calcularon frecuencias absolutas y relativas
y se realizd comparacion de la media aritmética.
En todos los casos se consider6 significativo un
valor de p< 0,05. Se utiliz6 € sistema estadistico
NCSS 2004 (Number Cruncher Satistical
Systems, Kaysville, Utah).

RESULTADOS

Cinética de las concentraciones séricas del
AcM 4B3: se observo un rgpido incremento de la
concentracion sérica del AcM 4B3 administrado
por viaip queacanzé e pico méximo (119 pg/mL)
alos 180 min. A partir de esetiempo laconcentra-
cién comenzo adisminuir hastallegar a38 pg/mL
alos 480 miny se mantuvo con pocas variaciones
hasta el dia46 (Fig. 1).
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Fig. 1. Niveles séricos (ng/mL) del AcM 4B3 después de la inyeccién ip (0,5 mg) a ratones BALB/c (n= 10). Los puntos
corresponden con los tiempos de toma de muestra de suero y las barras con las desviaciones estandar.
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AcM: anticuerpo monoclonal. SSF: solucién salina fisioldgica
Fig. 2. Supervivencia de ratones Balb/c tratados con AcM 4B3, AcM 4G3 o SSF e inoculados con Cryptococcus

neoformans (n= 10; Kaplan-Meier, Log rango).

Determinacion de la capacidad protectora
del AcM 4B3: laadministracion de 500 ug deAcM
4B3 disminuy0 el tiempo de supervivenciade los
ratones infectados con C. neoformans al com-
pararlos con los controles, 1o cual fue estadis-
ticamente significativo paraunap< 0,05; no hubo
diferencias entre AcM 4G3 y SSF (Kaplan-
Meier log rango).

Enlafigura2 seobservaqueparael dia31 del
experimento habian muerto todoslosratonesalos
gue seleadministré el AcM 4B3, mientras que en
losgrupos controlesese evento ocurrid masde 15d
después.

Tabla. Log,, de unidades formadoras de colonias por gramo de
tejido en cerebro, pulmén y bazo de ratones BALB/c inoculados
con Cryptococcus neoformans a los que se les administré SSF,
AcM 4G3 y AcM 4B3

Dias de infeccién criptocdcica

7 14 21

Organos SSF 4G3 4B3 SSF 4G3 4B3 SSF 4G3 4B3

Cerebro 0 0
Pulmén 1,8 2,2
Bazo 3,8 4,0

220 0 33
4,041 4,4 46
45 6,0 66 7,2

4,7
4,9
7,0

4,6
5,5
7,1

6,8*
7,2*
7,4

*p< 0,05

El conteo de UFC/g detejido (tabla) no mostro
evidenciadeinfeccion en el cerebro delosratones
delosgruposcontroleslosdias 7y 14, sinembargo,
los que recibieron el AcM 4B3 presentaron cifras
elevadasdesde el dia7. Alos21 ddeinfeccionya
habia microorganismos en el cerebro de los tres
grupos, aunque los animales tratados con el AcM
en estudio, manifestaron cifras significativamente
superiores (p< 0,05). Los pulmones delos ratones
que recibieron AcM 4B3 mostraron conteos de
UFC mayores que los grupos controles en los tres
momentos analizados; esta diferenciafue estadis-
ticamente significativalos dias 7 y 21 (p< 0,05).
Ladiseminacion abazo, fue elevada desde el pri-
mer dia evaluado paralos tres grupos de ratones
y tuvo un comportamiento progresivo en el tiempo.

Estudio del efecto del AcM 4B3 sobre la
fagocitosis y lisis de C. neoformans por macré-
fagosmurinos: el indice defagocitosisen el grupo
con SSF fue de 0,03. Un valor similar mostraron
aguellos que estuvieron en contacto con € AcM
4G3, sin embargo, en presenciadel AcM 4B3 los
macrofagos incrementaron lafagocitosis en casi
3 veces. Al determinar la accién fungicida se
demostrd que este Ultimo no promovio su incre-
mento, porgue las cifras de UFC no presentaron
variaciones respecto alos controles (Fig. 3).
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Fig. 3. Actividad fagocitica y litica de macr6fagos murinos de la linea P338.D1 sobre Cryptococcus neoformans en

presencia de AcM 4B3, AcM 4G3 o SSk

DISCUSION

Estudios de proteccién con AcM anti-GXM
han dado resultados divergentes. Algunos son ca-
paces de incrementar el tiempo de supervivencia
de ratonesinfectados, disminuir lamultiplicacién
de la levadura en los tejidos, reducir los niveles
séricos de polisacaridos e incluso modificar el de-
sarrollo de lainfeccion de formafavorable parael
huésped. No obstante, el mecanismo de accion de
tales AcM es multifactoria e involucra variados
elementos de la respuesta inmune.*?

Los componentes capsulares de C. neo-
formans son considerados la clave de sus deter-
minantesdevirulencia, lo quehamotivado suamplio
uso en la obtencién de AcM.®® Recientemente,
Rodriguez y otros sugirieron que la estructura del
polisacarido y consecuentemente sus funciones,
varian de acuerdo con € método de purificacién
empleado en su obtencién.* Trabajos previos de
caracterizacion del AcM 4B3 demostraron su ca-
pacidad de reconocer el GXM, yaseaen su for-
ma purificada® o0 como elemento de la cdpsula
integra.”

El estudio de cinética sérica del AcM 4B3
revelé un rapido y marcado incremento inicial de
la concentraciéon que demostré adecuada absor-
cion por esa via. El pico méximo, obtenido alos
180 min, correspondié conlo esperado paraladosis
deAcM enrelacion con lavolemiadelosratones.
Llegado el momento en que empiezaaagotarse €l
AcM del peritoneo, seregistré unadisminuciénen
las concentraciones séricas como consecuencia de

laredistribucion haciael espacio extravascular. Se
[legd al equilibrio alos480 min con 38 ug/mL., que
Se mantuvo con escasavariacion hastael final del
experimento; tiempo incluso mayor a necesario
parala observacion de lainfeccion experimental .
La diferencia en la pendiente de la curva en sus
porciones ascendente y descendente, sugiere ma-
yor velocidad del paso del AcM del peritoneo a
compartimiento vascular, que de este al espacio
extravascular. Estos resultados concuerdan par-
cialmente con los de Lendvai y Casadevall quie-
nes observaron el pico sérico maximo del AcM
18B7 alos 230 min, aunque solo registraron sus
niveles hasta 240 min.*

Losresultados del estudio de ladiseminacion
alos 6rganos coinciden con losdel experimento de
supervivencia en que €l AcM 4B3 incrementa la
infeccion criptocdcica murina. Los reportes sobre
la administracion de AcMs anti-GXM a ratones
inoculados con C. neoformans han mostrado va-
riados resultados. Si bien algunos AcMs han sido
protectores,2¢ otros, al igual queel AcM 4B3, han
producido el efecto contrario, acelerando el desa-
rrollo delainfecciony disminuyendo el tiempo de
vida de los ratones.?

No se conoce con exactitud el mecanismo
mediante el cual algunosAcMs potencian lainfec-
cion criptocécical” No obstante, se ha observado
que los resultados de un experimento de protec-
cion pueden ser influenciados por diversas condi-
ciones, algunasdeédlasinherentesalaespecificidad
y €l isotipo de los AcM como dos de las caracte-
risticas mésimportantes que determinan laeficacia
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delosmismos.” Estudios previos han demostrado
quefamiliasdeAcM, conregion variableidéntica
pero de diferentes isotipos, difieren en su capaci-
dad protectora, también que el incremento en sus
cantidades en ocasiones provoca un efecto para-
ddjico sobre laproteccion.®

Hasta el momento todas |as cepas de C. neo-
formans aisladas en Cubatanto de muestras clini-
cas humanas como ambientales que han sido
caracterizadas pertenecen al serotipo A.%° Para €l
presente experimento se utilizé una cepa amplia-
mente estudiada en el laboratorio, a la que se
habia determinado la DL (1 x10*?células) me-
diante el empleo del mismo model o experimental .
Para |os estudios de proteccion se utilizo 2 veces
la DL, suponiendo que fuera potenciamente
letal para 100 % de los ratones, sin ser demasiado
elevada como para enmascarar un posible efecto
beneficioso del AcM 4B3. Se administré 24 h
antes del reto teniendo en cuenta otros trabajos
similares.*2° Este método tiene la ventaja de que
se conoce exactamente la cantidad de micro-
organismos alos que vaa enfrentar el AcM, pues
laadministracion posterior a indcul o presuponeun
periodo en el cual lalevadura puede multiplicarse
fuera de la accion del anticuerpo problema. Por
otra parte, los resultados del presente estudio de
cinéticaindican que a ese tiempo ya existen con-
centraciones séricas elevadas del AcM adminis-
trado por viaip.

Losresultados del presente trabajo coinciden
con los de otros autores que encontraron incre-
mento de la infeccion como consecuencia de la
inmuni zacion con unalgGL.’® No obstante, losAcM
de esta clase han mostrado elevada capacidad
protectora en multiples estudios,*" |o cual su-
gierequeel isotipo no eslacausaesencia del fallo
del AcM 4B3 en la proteccion pasiva de los rato-
nes infectados.

Los indices de fagocitosis estan influidos por
larelacion efector/objetivo. Estudios previos en
C. neoformans indican que los mejores resul-
tados se obtienen cuando se enfrentan iguales
cantidades del microorganismoy de macréfagos.t©
Basados en esto, se utilizaron parael experimento
suspensiones similares de macréfagos y levadu-
ras, en nimero de 6 x 10° células/pozo, que son
suficientes para crear una capa sobre |os cubre-
objetos sin aglomeracion excesiva. Estos resultados

concuerdan con los de Yuan y otros, quienes
utilizaronunAcM declase|gG3 quelogré aumentar
la capacidad de los macréfagos de fagocitar pero
no la de provocar lisis de las levaduras.?!
Presumiblemente, el AcM 4B3 incremento la
fagocitosisdelos microorganismos por las células
fagociticas, que a ser incapaces de eliminarlos,
sololograron acelerar el desarrollo delaenferme-
dad al transportarl os hacia otros érganos causando
mayor diseminacion.

L os resultados finales de los ensayos in vivo
sefialan que la via intraperitoneal permite la
biodistribucionrdpiday eficientedel AcM 4B3, €
cual logra altas concentraciones séricas durante
un periodo relativamente largo; no obstante, este
acelera la diseminacion de C. neoformans y dis-
minuye el tiempo de vida de los ratones Balb/c.
Por su parte, los estudiosin vitro demostraron que
este AcM incrementa la fagocitosis de C. neo-
formans por los macréfagos de lalinea P338.D1,
pero no logracon ello un efecto fungicida. A pesar
delosresultados adversos obtenidos, estos estu-
dios han contribuido aunamejor comprensién de
lapatogeniadelainfeccion cripto-cosica, a tiem-
po que no descartan €l uso terapéutico de 4B3
porque su combinacidn con citocinas o drogas
antifungicas podrian potenciar su accion.
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Effect of 4B3 monoclonal antibody on theexperimental
Cryptococcus neoformansinfection

ABSTRACT

Introduction: frequent relapses and high lethality of
criptococcosis has encouraged the search for new therapeutic
strategies. Objectives: to evaluate the effect of the monoclonal
antibody 4B3 on the cryptococcal infection in Balb/c mice.
Methods: the kinetics in serum concentration of the studied
monoclonal antibody was determined for intraperitoneal
administration (500 pg) by quantitative sandwich ELISA. In
order to assess its protective capability, were administered
500 pg of 4B3 and innoculated 2 x 1072 cellmL of Cryptococcus
neoformans. The survival of mice was recorded and the yeast
dissemination to the main target organs was evaluated.



Macrophages P338.D1 cell lines were used to measure the effect
of the monoclonal antibody 4B3 on the phagocytosis and lysis
of the microorganism. Results: the used dose helped to keep
high values (38 pg/m) of 4B3 in serum for at least 46 days. It was
found that the monoclonal antibody does not give protection,
which makes the microorganism dissemination possible, along
with the reduction in the survival of mice. Finally, the
phagocytosis test showed that 4B3 increased the phagocytic
activity of macrophages without any fungicidal effect.
Conclusions: the monoclonal antibody 4B3 stimulates C.
neoformans phagocytosis by macrophages without fungicidal
effect, thus favoring yeast dissemination and decreasing the
survival of mice due to cryptococcal infection

Key words: Cryptococcus neoformans, monoclonal antibody,
protection.
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