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Efecto comparado de dosis inmunoestimulantes
de fracciones ribosomales y proteoglicanos de
membrana sobre la activacién de subpoblaciones
de células mononucleadas humanas de sangre
periférica

Compared effect of immunostimulatory dose of ribosomal
fractions and membrane proteoglycans on the activation of
human mononuclear cell subsets from peripheral blood.
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Resumen

Antecedentes. La poblacién mexicana presenta una alta prevalencia de infecciones recurrentes de vias respiratorias altas.
Objetivos. Comparar el efecto de dosis inmunoestimulantes de ribosomas bacterianos y proteoglicanos de membrana Ribovac® so-
bre células mononucleadas.

Material y métodos. La expresién de IL-6 de células mononucleadas en cultivo, se midi6 a concentraciones y tiempos variables
por la técnica de ELISA, mientras que el efecto de Ribovac® en poblaciones de células mononucleadas fue analizado por citometria
de flyjo.

Resultados. Ribovac” tiene un efecto dependiente de dosis y tiempo de exposicién sobre la expresién de IL-6 por células mono-
nucleadas; las concentraciones de IL-6 fueron méximas a las 6 horas de tratamiento con Ribovac®. La expresiéon de CD3+ fue ma-
yor cuando las células mononucleadas se trataron con 125 pg/ml por 72 horas (p=0,010) respecto a aquellas que se trataron a mi-
tad de esa concentracidn en igual tiempo, a diferencia de la expresién de CD19, que fue mayor en células mononucleadas tratadas
con 62,5 ug/ml por 72 horas que en aquellas tratadas con 125 pg/ml por 72 horas (p=0,021). No se encontraron disminuciones es-
tadisticamente significativas en el niimero de células CD16+CD56+ ni en la coexpresién de los marcadores CD45 y CD19 cuando
se compararon tanto tiempos de administracién como concentraciones de Ribovac.

Conclusiones. La expansion de poblaciones linfoides y la maduracién de éstas a fenotipos con mayor capacidad efectora son efec-
tos inducibles y deseables de Ribovac®, que deben tenerse en cuenta al decidir su tiempo e intervalos de administracién.

Palabras clave: ribosomas bacterianos, proteoglicanos de membrana, infecciones respiratorias recurrentes, inmu-
noestimulacion, células mononucleadas, CD3, CDI19, CD45, CDI6 CD56, CDI9, IL-6, Ribovac, Ribomunyl, Inmuno-
cytal.

Abstract

Background. The Mexican population has a high prevalence of recurrent infections of upper respiratory tract.

Objective. To compare the effect of immunostimulatory dose of bacterial ribosomes and membrane proteoglycan Ribovac® on mo-
nonuclear cells.

Methods. The expression of interleukin 6 from mononuclear cells in culture was measured at varying concentrations and times by
ELISA, while the effect of R in populations of mononuclear cells was analyzed by flow cytometry.

Results. Ribovac® has an dose-dependent and exposure time effect on the expression of IL-6 by mononuclear cells, concentrations
of IL-6 were maximal at 6 hours of treatment with Ribovac”. The expression of CD3+ was higher when mononuclear cells were
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treated with 125 pg/ml for 72 hours (p=0,010) than those who were treated to half that concentration in the same time, unlike the
expression of CD19 which was higher in mononuclear cells treated with 62,5 ug/ml for 72 hours than those that were treated with
125 pg/ml for 72 hours (p=0,021). There were no statistically significance in the decrease in the number of CD16+CD56+ cells
and in the coexpression of CD45 and CD19 markers neither; when comparing both times of administration and evaluated con-

centrations of Ribovac®.

Conclusions. The lymphoid population expansion and their maturation to better effector phenotypes effector are inducible and
desirable effects of Ribovac® and these important when deciding the time and intervals of administration.

Key words: bacterial ribosomes, membrane proteoglycans, recurrent respiratory infections, immune stimulation,
mononuclear cells, CD3, CD19, CD45, CDI6 CD56, CDI9, interleukin 6, ribovac, ribomunyl, immunocytal.

Introduccion

Las infecciones respiratorias agudas constituyen la prime-
ra causa de consultas médicas y de morbilidad, tanto en los
paises desarrollados como en los paises en vias de desarro-
llo. A pesar que las infecciones agudas de las vias respira-
torias bajas concentran habitualmente la atencién por su
mayor complejidad, costo del tratamiento y complicacio-
nes, son las infecciones de las vias respiratorias altas las que
se presentan en mayor numero en la consulta ambulatoria.
Las infecciones recurrentes de las vias respiratorias altas
(IRVRA) en su mayoria tienen evolucién favorable y ayu-
dan a desarrollar el sistema inmunoldgico de los nifios, aun-
que para la familia representan motivo de preocupacion y
ansieda."” Algunos de los tratamientos potenciales o estra-
tegias para reducir el nimero y costo de las IRVRA se basa
en el uso de bacterias y extractos de bacterias para la inmu-
noterapia, gracias, en parte, a la identificacidon de molécu-
las originarias de los microorganismos que pueden Ser reco-
nocidas por receptores muy especificos expresados en dife-

rentes estirpes celulares™

lo que activa rutas de senalizacion
involucradas en la respuesta celular. Esto ha generado una
nueva era de inmunoterapia, en la que se usan moléculas
miméticas de sus originales en bacterias® o se utilizan frac-
ciones inmunogénicas derivadas de microorganismos.

El Ribovac, Ribomunyl ¢ Immunocytal, que en delante
abreviaremos “R’, son nombres comerciales para el mis-
mo inmunoestimulante ribosomal compuesto de extrac-
tos ribosomales de cuatro bacterias (Diplococcus pneu-
moniae, Staphylococcus  pyogenes, Klebsiella  pneumo-
niae 'y Haemophyllus influenzae) y proteoglicanos de K.
pneumoniae, estos ultimos considerados como adyuvan-
tes naturales que potencian la inmunogenicidad de las
fracciones ribosomales y ademds posecen propiedades
inmunoestimulantes’.

Este trabajo se realizé con el objetivo de comparar la res-
puesta celular inducida por dosis con capacidad inmu-
noestimulante reconocida de R en células mononucleadas
humanas de sangre periférica.

Material y métodos

Se obtuvieron 10 ml de sangre heparinizada prove-
niente de tres donantes sanos adultos. Se aislaron cé-
lulas mononucleadas en gradientes de Ficoll-Paque
premium (d=1,077). Se estimularon con concentra-
ciones variables de R que en ensayos previos demos-
traron desencadenar una potente respuesta de produc-
cién de anticuerpos y otros factores solubles. El con-
trol negativo no llevé estimulo. Las células se incuba-
ron en RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
y suero fetal 10% con 95% de humedad y 5% de CO,
y se estudié a las 4 y 6 horas, el efecto de las fracciones
ribosomales a las concentraciones siguientes: 3.9; 7.8;
15.6; 31,2 y 62,5 mg/ml, sobre la expresién de molé-
culas de superficie de leucocitos con la combinacién
de anticuerpos monoclonales CD3/CD16 & CD56
FITCIPE Exp. Beckman Coulter Inc. Fullerton CA.
USA.CD3/19/45 FITC/PE/PECy5 Exp. Beckman
Coulter Inc. Fullerton CA. USA. Las subpoblacio-
nes de células mononucleadas estimuladas por R se
identificaron con un clitémetro de flujo EPICS Xcl,
BECKMAN COULTER, USA.

El efecto de R sobre la proliferacién de células mono-
nucleadas se midié a las 72 horas de cocultivo de estas
con las concentraciones de R antes mencionadas en
sobrenadantes de cultivo a los tiempos de incubacién:
4h, 6 h,24hy72h. Se utilizaron Kits de ELISA de
la marca BIOSOURCE (Invitrogen Corp. Carlsbad,
CA, USA).

Para evaluar la viabilidad de las células mononucleadas
se usd el método de exclusién de azul de tripano al 4%.
Se analizaron los datos en el programa Microsoft
Excel y el programa estadistico SPSS versién 18. Los
procedimientos estadisticos descriptivos ¢ inferencia-
les que se emplearon incluyeron porcentajes, medias,
error estdndar y # de Student. Se aceptd para las me-
diciones un nivel de significacién p<0,05. Los experi-
mentos se realizaron por triplicado.
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Tabla 1. Efecto de “R” sobre la expresion de marcadores de superficie en células mononucleadas de sangre periférica.

Variable a analizar Asociaciéon p

Recuento CD3+ Células tratadas con 31,25mg/ml por 72 horas > células no tratadas. 0,025

Recuento CD3+ Células tratadas con 125 mg/ml por 72 horas > células tratadas con 62,5 mg/ml por 72 horas 0,010

Recuento CD3+ Células tratadas con 125 mg/ml por 72 horas > células tratadas con 62,5 mg/ml por 6 horas 0,19

Recuento CD19+ Células tratadas con 62,5 mg/ml por 6 horas > células no tratadas. 0,005

Recuento CD19+ Células tratadas con 62,5 mg/ml por 72 horas > células no tratadas. 0,017

Recuento CD19+ Células tratadas con 62,5 mg/ml — 72 horas > 125mg/ml/72 h. 0,021
Células no tratadas >

Recuento CD16+CD56+ Células tratadas con 62,5 mg/ml 6 horas NS§
Células no tratadas >

Recuento CD16+ CD56+ Células tratadas con 125 mg/ml 6 horas NS§
Células no tratadas >

Recuento CD16+CD56+ Células tratadas con 62,5 mg/ml 72 horas NS$
Células no tratadas >

Recuento CD16+CD56+ Células tratadas con 125mg/ml 72 horas NS$
Células tratadas con 125 mg/ml 72h >

Recuento CDA5+ CD3+ Células tratadas con 125 mg/ml / 6h 0,028

Recuento CD45+ CD19+  Células no tratadas = Células tratadas con 62,5 mg/ml y 125 mg/mla 6hy 72h NS

Resultados ras (p=0,019). En todos los casos se obtuvieron los efectos

La curva de calibracién del ensayo ELISA que se usé para
realizar las determinaciones de IL-6 en sobrenadantes
de cultivo tuvo como ecuacién (y = 0,0129x + 0,0873;
R?=0,9975). Al comparar la expresién de IL-6 en el tiem-
po entre sobrenadantes de células mononucleadas que ha-
bian sido tratados por 6 horas, 24 horas y 72 horas con
concentraciones variables de R se encontré que los efectos
mas constantes de elevacidn de niveles de IL-6 se obtuvie-
ron a las 24 horas para las concentraciones 3,9, 7,8, 15,6,
31,2y 62,5 mg/ml de R aunque no fueron estadisticamen-
te significativos.

Los niveles de IL-6 tendieron a disminuir para todas las
concentraciones estudiadas respecto del control con célu-
las no tratadas al tiempo 72 horas, este cambio fue esta-
disticamente significativo al comparar células no tratadas
con células tratadas a una concentracién de 31.2 mg/ml

de Ribovac, (p=0.006).

Expresion del marcador CD3 por células mo-
nonucleadas estimuladas con Ribovac®

Se obtuvieron valores maximos de conteo de células CD3+
en células mononucleadas tratadas por 72 horas con con-
centraciones de 62,5 pg/ml de R (CD3 basal a las 72 ho-
ras vs. CD3 62,5 mg/ml alas 72 horas; p=0,025) (Tabla 1).
También se encontraron valores estadisticamente signi-
ficativos al comparar los recuentos de células CD3+ en-
tre células mononucleadas tratadas por 72 horas a con-
centraciones de 62,5 mg/ml respecto de aquellas tratadas
en el mismo tiempo pero a concentraciones de 125 mg/
ml, p=0,010 y entre la expresién CD3 en células tratadas
con 62,5 mg/ml de R por 6 horas respecto a expresion de
CD3 en células tratadas con 125 mg/ml de R a las 72 ho-

maximos en células tratadas con la concentracién de 125
mg/ml de R (Tabla 1).

Se encontré un coeficiente de correlacién R?=0,773 al
evaluar la expresién de CD3 en células tratadas por 72 ho-
ras con 125 mg/ml y la encontrada a la misma concentra-
cién pero en un tiempo de 6 horas, de forma que la magni-
tud de la asociacién entre la expresién de CD3 por células
mononucleadas depende también del tiempo de estimula-
cién y no solo de la dosis aplicada de R.

Al comparar la expresién de CD19 inducida por concen-
traciones evaluadas de Ribovac se obtuvo: CD19 [ba-
sal] < CD19 [62,5 mg/ml] (t=6 horas; p=0,005); CD19
[basal] < CDI19 [62,5 mg/ml] (¢=72 horas; p=0,017);
CD19 [62,5 mg/ml] > CD19 [125 mg/ml] (t=72 horas;
p=0,021) (Tabla 1).

El nimero de células CD16+CD56 + fue menor en célu-
las tratadas con las concentraciones 62,5 y 125 mg/ml de
R respecto a células no tratadas; aunque esta disminucién
no fue significativa estadisticamente respecto del tiempo
de estimulacién ni de la dosis usada de R al comparar tan-
to la media de los recuentos de células CD16+CD5S6+
como la intensidad media de fluorescencia, entre células
tratadas con Ry controles no tratados (Tabla 1).

No se encontraron diferencias significativas al compa-
rar la expresion de CD45 entre células tratadas y no tra-
tadas ni entre células tratadas con diferentes concentra-
ciones de R. Este cambio no fue significativo respecto del
tiempo de estimulacién ni de la dosis administrada de R.
Se encontré un aumento de la poblacién celular que coex-
presé CD45+ y CD3+ del 76%, el cual fue directamente
proporcional al tiempo de estimulacidn, al comparar cé-
lulas tratadas con 125 mg/ml a las 6 horas y a las 72 horas
(p=0.028; R*=0,766).
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La coexpresion de CD45 y CD19 por células mononu-
cleadas no varié en forma estadisticamente significativa
respecto del tiempo de tratamiento ni de la concentracién
de R usada, al comparar células tratadas a diferentes con-
centraciones de R entre si y entre estas células con aque-
llas no tratadas.

Discusion

R estimula la repuesta inmune inespecifica a través de la
estimulacién de la actividad de macréfagos, polimorfonu-
cleares y células natural killers (NK)*® y se ha documenta-
do la produccién de IL-6 por linfocitos humanos de san-
gre periférica cuando se estimulan con proteoglicanos de
membrana de K. pneumoniae (0,01 a 100 mg/ml)™. Estos
proteoglicanos también inducen en monocitos humanos
de sangre periférica la produccién de IL-8 y de factores
quimioticticos de monocitos."!

En una comunicacién se menciona el efecto de R en el au-
mento en la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-
1, IL-6, IL-8) (Clot J., 1997). En concordancia con esa
comunicacion, en este estudio se encontré un aumento en
la produccién de IL-6 por células mononucleadas a las 24
horas de tratamiento con dosis variables de Ribovac'y lue-
go los valores de IL-6 decrecieron a las 72 horas, de forma
que su sintesis puede ser autorregulada en un tiempo cor-
to porque a las 72 horas los niveles de IL-6 fueron simi-
lares a los basales (sin estimulacién). No tenemos una ex-
plicacién para este fenédmeno de inmunorregulacién pero
en estudios realizados previamente en nuestro laboratorio
hemos encontrado que en sujetos normales la expresién de
IL-6 puede regularse localmente por el sitio en que ocurre
la respuesta que desencadend su sintesis y que ésta suele re-
gularse en un corto tiempo (datos enviados a publicacién).
Se ha reportado el efecto de R en la activaciéon de algu-
nas de las funciones de las células linfoides, en la estimu-
lacién de la produccién de radicales libres del oxigeno, en
la quimiotaxis y en la adhesion®lo cual estd en relacién con
la eficacia de la inmunoterapia con R, la cual ha sido do-
cumentada por varios ensayos clinicos en nifos y adultos
con IRVRA™,

En este estudio encontramos cambios a las 72 horas en
la expresién de los marcadores CD3 y CD19 de célu-
las mononucleadas estimuladas con Ry que este estimu-
lo fue maximo a la concentracién de 125 mg/ml de R lo
cual muestra que R induce la expansién de poblaciones
de linfocitos, en particular células B a las 72 horas. Esto
concuerda con el hecho de que R induce una potente pro-
duccién de anticuerpos especificos en ratones y humanos
[8,9,13]. Una vez que los linfocitos B efectores son esti-
mulados, migran a sitios de mucosa en donde se diferen-
cian e inducen la sintesis de IgA, alli son detectables uni-
dades formadoras de anticuerpos especificos.'*"> En este

estudio la expresién de CD3 y CD45 fue mdxima a las 72
horas de tratamiento de las células con 125 mg/ml de R
lo cual apoya el hecho de que ocurre una expansion clo-
nal de linfocitos dependiente de los ribosomas bacteria-
nos y proteoglicanos presentes en R, lo cual unido al he-
cho de que no se aprecié un aumento en la coexpresién de
CD45 y CD19, sugiere que la expansién de células T es
medible en término de incrementos de conteos celulares
y que en la poblacién de células B parece ser mds impor-
tante el cambio hacia fenotipos efectores con mayor capa-
cidad para producir anticuerpos. En préximos estudios es
recomendable cuantificar células plasméticas y usar mar-
cadores de activacién de célula B para demostrar el fend-
meno de cambio de linfocito B a un inmunofenotipo mas
maduro producto de la estimulacién con Ry correlacionar
estos cambios con la respuesta de anticuerpos especificos.
Desde hace mds de 20 afios se ha documentado que la
combinacién de proteoglicanos de membrana y ribo-
somas estimula funciones citotdxicas y no citotéxicas
de células NK'*. En este estudio encontramos que R in-
dujo una disminucién no significativa del total de célu-
las CD16+CD56+. Este cambio debe interpretarse en
el contexto de la coexpresion de otros marcadores de ci-
totoxicidad y citoadhesién de células NK. Si considera-
mos que la mayoria de las células CD16+CD56+ fueron
CD3- (inmunofenotipo NK), es entonces recomendable
separar la expresion de CD16 de la de CD56 para evaluar
la capacidad citotéxica de las células NK, lo cual es una li-
mitacién del presente estudio. A pesar de no haberse de-
tectado cambios en el niimero de células NK, puede exis-
tir una maduracién en la respuesta de éstas, lo cual se rela-
ciona con la sobreexpresion de IL-6 encontrada en este es-
tudio y con el aumento de la actividad NK reportada por
otros autores (Allavena et al. 1989)'.

Conclusiones

Ribovac' tiene un efecto dependiente de dosis y tiempo
de exposicion en la expresién de IL-6 por células mono-
nucleadas cultivadas con diferentes concentraciones de
Ribovac en tiemposde 4 h, 6 h,24hy 72 h.

La expansién de poblaciones linfoides y la maduracién de
estas hasta inmunofenotipos con mayor capacidad efecto-
ra debe tomarse en cuenta a la hora de decidir el tiempo y
repeticion de dosis de Rivobac en personas con IRVRA,
es importante evaluar el impacto que tiene la inmunocom-
petencia del huésped sobre la eficiencia de Rivobac.
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