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RESUMEN

Las porinas de bacterias Gram negativas son candidatos muy atractivos para la elaboraciéon de vacunas contra
patégenos de estas caracteristicas. Estas son proteinas de la membrana externa de la bacteria y tienen una funcién
biolégica claramente definida en el transporte de nutrientes. La porina PorA de Neisseria meningitidis ofrece
grandes posibilidades para la elaboracién de una vacuna recombinante contra la meningitis meningocécica. El gen
codificante para PorA se aislé de nueve cepas diferentes de N. meningitidis, incluyéndose el aislamiento clinico mas
frecuente de Cuba. Se realizé un andlisis de secuencia que permitié definir las regiones variables, contra las cuales
se dirigen los anticuerpos bactericidas y protectores que se inducen contra la proteina. PorA se expresé a altos
niveles en Escherichia coli, empleando diferentes sistemas de expresién, y el antigeno purificado se caracterizé
inmunolégicamente. PorA recombinante se reconstituy6é con detergentes y se incluyé en liposomas, obteniéndose
altos niveles de anticuerpos con actividad bactericida contra N. meningitidis. También se disefiaron y expresaron en
E. coli proteinas quiméricas que contenian fragmentos de PorA pertenecientes a varios subtipos, las cuales se
inmunocaracterizaron. Se elaboraron péptidos sintéticos de las regiones hipervariables de esta proteina y se estu-
dié su inmunogenicidad, obteniéndose altos niveles de anticuerpos en varias lineas de ratén. También se sintetiza-
ron péptidos ciclicos, que se conjugaron a proteinas portadoras y los estudios inmunolégicos en ratones revelaron
que los péptidos fueron inmunogénicos y los anticuerpos generados reaccionaron con la proteina nativa. Las
regiones variables de PorA se expresaron en la superficie del fago filamentoso M13, obteniéndose anticuerpos
dirigidos contra la regién variable 2 que reconocieron la proteina en la superficie de la bacteria y mostraron

actividad bactericida contra N. meningitidis.

Descripcion del resultado

En la Division de Vacunas del CIGB se aislo el gen
que codifica para una porina de membrana externa
(PorA) de nueve cepas diferentes de Neisseria me-
ningitidis, la secuencia de estos genes fue analizada
extensamente para definir las regiones hipervariables
con vistas a su empleo como posible candidato
vacunal contra la meningitis meningococica. El gen
porA se clond y expreso6 en Escherichia coli.

La produccion por primera vez de una porina, con
altos niveles de expresion en E. coli constituy6é un
resultado novedoso y de impacto para posteriores
estrategias de trabajo. Las porinas como proteinas in-
tegrales de membrana presentan regiones o lazos ex-
puestos y no expuestos en su estructura, en estrecha
interaccion con la capa lipidica y esto dificulta su re-
naturalizacion una vez que se ha expresado en forma
insoluble en una cepa heterdloga.

Para la obtencion de anticuerpos funcionales con-
tra PorA se obtuvieron péptidos sintéticos ciclicos y
poliméricos y péptidos ciclicos conjugados a varias
proteinas portadoras que indujeron la produccion de
anticuerpos especificos en animales de laboratorio,
capaces de reconocer la proteina en su conformacion
nativa y con actividad bioldgica al ser enfrentados al
meningococo.

La aplicacion de la tecnologia de expresion de
antigenos en la superficie de fagos filamentosos al es-
tudio de las proteinas de N. meningitidis es un elemen-
to novedoso, que permitié obtener anticuerpos capaces
de reconocer a la proteina en la superficie de la bacte-

ria y que mostraron actividad bactericida contra N.
meningitidis.

Por otro lado, la presentacion de esta porina re-
combinante en liposomas y/o detergentes permitio
elevar en una alta proporcion su capacidad de inducir
anticuerpos bactericidas y protectores frente a la
bacteria. Adicionalmente, debido a la variabilidad de
esta proteina en la bacteria, el uso de proteinas qui-
méricas como vacunas contra esta enfermedad, y en
el desarrollo de vacunas combinadas, constituye una
nueva alternativa. Estos resultados avalados por
publicaciones recientes, que reflejan las potenciali-
dades de esta proteina y de diferentes estrategias
para conservar sus propiedades inmunoloégicas, fue-
ron reconocidos como Resultado Destacado de la In-
vestigacion Cientifica por la ACC 2002.

Anadlisis comparativo de secuencia
de ADN de nueve genes diferentes
de PorA

Mediante el empleo de la reaccion en cadena de la
polimerasa se aislaron los genes codificantes para nue-
ve porinas PorA de N. meningitidis. Los genes se
clonaron y secuenciaron. Se realizé un estudio compa-
rativo entre las secuencias de ADN respecto a otras
secuencias ya publicadas. Como resultado se encontrd
que la secuencia de tres de las proteinas no habia sido
reportada con anterioridad, el resto de las proteinas
secuenciadas mostraron algunas variaciones respecto a
los reportes publicados en la literatura, lo que confirmé
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la alta variabilidad genética entre cepas. También se
evidencio el papel de la variabilidad de estas regiones en
el grado de respuesta inmunoldgica de las cepas [1].

Clonaje y expresion del gen porA

en Escherichia coli

La expresion de porinas de bacterias gram negativas
en E. coli usualmente ha resultado toxica para el
hospedero [2]. Empleando el fragmento amino-ter-
minal de la interleucina 2 y la proteina P64k de
Neisseria como estabilizadores de la expresion, se
lograron niveles de expresion de PorA recombinante
mayores al 30% de las proteinas totales de E. coli
(Figura 1). La identidad de los polipéptidos obteni-
dos fue comprobada con el empleo de anticuerpos
monoclonales obtenidos contra las regiones
hipervariables de la proteina nativa. Mediante la in-
munizacién de ratones Balb/c, se obtuvieron sueros
policlonales contra este antigeno. Los anticuerpos
inducidos reconocieron a la proteina recombinante
por Western blot y ELISA [3, 4, 5]. Otra estrategia
fue la expresion de la proteina PorA empleando el
fragmento amino-terminal de P64k, como estabili-
zador, donde se obtuvieron igualmente altos niveles
de expresion de la proteina.

Renaturalizaciéon en liposomas
y con detergentes

A partir de esta ultima construccion génica, se confec-
ciond un banco primario y de trabajo para establecer las
condiciones de fermentacion y purificacion del antigeno.
Esta porina define el subtipo de la cepa CU385, el
aislamiento de meningococo més frecuente en Cuba. La
proteina se reconstituyd con detergentes y/o en vesicu-
las de fosfolipidos, mejorando su inmunogenicidad. Los
ratones inmunizados con estas variantes de renaturali-

zacion rindieron sueros hiperinmunes que reconocie-
ron la proteina natural y mostraron actividad bioldgica
in vitro al enfrentarse a la bacteria [6].

Este sistema de expresion, purificacion y renatura-
lizacion para proteinas integrales de membrana puede
ser empleado como instrumento rutinario en el trabajo
con antigenos vacunales de esta naturaleza. En la Fi-
gura 2A se muestra una foto obtenida durante los es-
tudios de inmunoidentificacion por microscopia
electrénica, que evidencia el reconocimiento de PorA
recombinante en la superficie de los liposomas con un
anticuerpo monoclonal subtipo especifico obtenido
€n nuestro grupo.

Obtencién de péptidos sintéticos,
ciclicos y poliméricos.
Estudio de inmunogenicidad

Mediante una nueva metodologia de sintesis quimica
se sintetizaron péptidos ciclicos y poliméricos deri-
vados de la region hipervariable 2 de PorA de la cepa
CU385. Los antisueros obtenidos en diferentes li-
neas de raton mostraron inmunogenicidad y activi-
dad funcional para la forma ciclica polimérica del
péptido obtenido [7]. También se sintetizaron
péptidos ciclicos correspondientes a las regiones
variables 1 y 2 de PorA y se conjugaron a las protei-
nas portadoras seroalbimina bovina y P64k. Al in-
munizar ratones los conjugados fueron altamente
inmunogénicos y los anticuerpos obtenidos recono-
cieron la proteina nativa [8, 9].

Obtencion de anticuerpos

con actividad bactericida

contra Neisseria meningitidis

For inmunizacién con fagos
ilamentosos que exponen la regién
variable 2 de la proteina PorA

Con el objetivo de obtener anticuerpos con actividad
funcional contra N. meningitidis, mediante la inmuni-
zacion con los péptidos correspondientes a las regio-
nes variables, se evaluaron otras formas de expresion
e inmunizacion con estos. Los fragmentos de genes
correspondientes a las regiones variables 1 y 2 de la
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Figura 2. Ejemplos de caracterizacién inmunolégica de la porina PorA. A) La porina PorA es reconocida
por anticuerpos monoclonales especificos al ser renaturalizada en vesiculas liposomales. B) Los
anticuerpos generados en ratones inmunizados con fagos filamentosos, que expresan la regién variable 2
de PorA, reconocen células enteras de Neisseria meningitidis. 1y 2, controles negativos; 3, nueva
construccién génica para la expresion de proteinas en fagos filamentosos; 4, construccién convencional
empleada para la expresién en fagos; 5, control positivo.

Figura 1. La porina PorA de Neisseria meningitidis se expresé a
altos niveles en Escherichia coli. Carril 1, marcador de peso
molecular; carril 2, lisado de proteinas de la cepa de E. coli
nativa; carril 3, lisado de proteinas de la cepa de E. coli
expresando la proteina PorA.
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proteina PorA fueron clonados en un vector para la
expresion de estos péptidos en la superficie del fago
filamentosos M13. En este trabajo se desarrollo y
evalu6 un sistema de expresion donde se introdujo un
fragmento espaciador entre el péptido expresado y la
proteina del fago a la cual se fusiond este. La inmuni-
zacion con los fagos que expresaban la region variable
2 indujo la produccion de anticuerpos anti-péptido
que reconocieron células enteras de N. meningitidis
(Figura 2B). Adicionalmente, los anticuerpos presen-
tes en el suero de los animales inmunizados con los
fagos obtenidos al emplear la modificacion al sistema
de expresion desarrollado en este trabajo, mostraron
actividad bactericida contra el patogeno [10].

Expresion de proteinas quiméricas
Las porinas de Neisseria presentan una alta variabili-
dad que se acenttia en regiones denominadas hiperva-
riables, las cuales son las responsables de la
inmunogenicidad y de la generacion de anticuerpos
protectores contra este patégeno en el hospedero. La
expresion de proteinas quiméricas, que incluyan va-
rias de estas regiones hipervariables, constituye una
solucion al problema de la obtencion de una vacuna
contra diferentes cepas causantes de epidemias de
meningitis meningocdcica en el mundo. Por primera
vez se obtuvo con altos niveles de expresion en E. coli
una porina recombinante quimérica que portaba las
regiones hipervariables de varias cepas diferentes [11].
Se expresaron en E. coli varias porinas quiméricas
obtenidas mediante la tecnologia de ADN recombinante
que contienen hasta 5 subtipos diferentes y las mis-
mas se purificaron a partir de cuerpos de inclusion. El
producto resultante ha inducido respuesta especifica
contra las cepas homdlogas para el subtipo en cues-
tion y anticuerpos funcionales contra la bacteria.

Establecimiento del proceso
de purificacion de PorA para estu-
dios de inmunogenicidad

Se logro establecer un proceso de purificacion para
PorA que puede ser empleado para la purificacion de
otras porinas de membrana externa de bacterias gram
negativas teniendo en cuenta la homologia estructural
entre ellas. PorA fue purificada con més de un 90% de
pureza que permite la realizacion y aprobacion de
estudios precisos de estructura e inmunogenicidad en
diferentes especies animales.

Generacion y caracterizacion
de anticuerpos monoclonales
contra PorA

Se generd un grupo de anticuerpos monoclonales
(Mabs) contra la proteina natural que reconocen dos
epitopos no sobrelapados. Estos epitopos correspon-
den con las regiones hipervariables 1 y 2 de la proteina
PorA de la cepa correspondiente al aislamiento cuba-
no CU385. Estos anticuerpos también se estudiaron
por ELISA de células totales, donde se corroboré su
identidad antigénica subtipo especifico. Los anticuer-
pos monoclonales obtenidos se emplean como con-
troles en ELISA y en la comprobacion de la identidad
antigénica de la proteina recombinante y los péptidos
correspondientes a las regiones variables por Western
blot. Por otra parte, se emplean como controles en

varios modelos experimentales por tener una marcada
actividad bactericida. Se generd ademas un anticuerpo
monoclonal contra la proteina recombinante PorA del
subtipo P1.9 que fue empleada en la cuantificacion
por ELISA de las proteinas recombinantes.
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