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RESUMEN

Se evalué la inmunogenicidad a varios conjugados polisacdaridos-proteinas en ratones. En el proceso de obtencién
de los conjugados del polisacarido de Neisseria meningitidis serogrupo C (PsC) se utilizaron diferentes cantidades de
vesiculas de membrana externa (VME) de Neisseria meningitidis serogrupo B (3, 6 y 9 mg) mediante la reaccién con
carbodiimida. Se inocularon tres dosis de 10 ng de PsC en ratones Balb/c, por via intraperitoneal. Los animales
fueron sangrados antes de cada inoculacién y 7 y 14 dias después de la Gltima dosis. Por medio de un ELISA
indirecto se evaluaron los niveles de IgM, IgG y las subclases IgG1 e IgG2a anti-PsC, en los sueros de estos
animales. Los resultados mostraron titulos elevados de IgG anti-PsC con predominio de la subclase IgG1, y no se
observaron diferencias significativas entre los conjugados. La utilizacién de las VME en los conjugados favorecié la
presencia de IgG2a anti-PsC en los sueros de los animales inmunizados. Se concluye que 3 mg de VME son
suficientes para obtener conjugados de PsC inmunogénicos.
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ABSTRACT

Polysaccharide of meningococcal group C conjugated to different quantities of outer membrane vesicle
from Neisseria meningitidis serogroup B. In this study the immunogenicity to several meningococcal
polysaccharide-protein conjugates was evaluated in mice. The purified polysaccharide from N. meningitidis serogroup
C (PsC) was linked to different quantities of outer membrane vesicle from N. meningitidis serogroup B (OMV)
(3, 6 and 9 mg) as carrier protein, via carbodiimide-mediated reaction. The conjugates were inoculated in Balb/
¢ mice in three doses of 10 ng de PsC by intraperitoneal route and the sera of animals were taken, before each
dose and 7 and 14 days after last immunization. The IgM, IgG and IgG subclass antibodies (IgG1 and 1gG2a)
anti-PsC was evaluated in sera of mice by an indirect ELISA. As result we obtained that in all mice that were
inoculated with conjugates was induced high titers of IgG anti-PsC with IgG1 as isotype predominant. No significant
differences between conjugates obtaining with different quantity of OMV were observed. The use OMV as a
carrier induced also IgG2a anti-PsC antibodies. We conclude that 3 mg of OMV are sufficient to obtain immunogenic

conjugates of PsC.

Introduccién

Los polisacaridos (Ps) constituyen el principal factor
de virulencia de muchas bacterias patégenas como la
Neisseria meningitidis, que causan enfermedades
invasivas. Los anticuerpos generados contra el poli-
sacarido capsular de Neisseria meningitidis serogrupo
C (PsC) son bactericidasy protectivos[1, 2]. Laforma
endémica de la meningitis meningocdécica es causada
por los serogrupos A, B, C, Y y W135; mientras la
formaepidémicase debealosserogruposA, By C[3].
Para prevenir esta enfermedad se han desarrollado
vacunas antimeningococicas monovaentes, bivaentes
o tetravalentes contralos serogrupos A, C, Y y W135,
Estas son inmunogénicas y seguras en adultos y en
nifios mayores de 2 afios, |0 que no ocurre en nifios por
debajo de esa edad en los que estas vacunas suelen ser
pobremente inmunogénicas. Esto se debe a la
timoindependencia (Tl) delos Ps[4, 5].

La conjugacion resuelve la timoindependencia de
losPs, al convertir en antigenostimodependientes (TD)
[6, 7]. Este cambio de comportamiento inmunol 6gico
se debe a que la proteina presenta epitopos que son
reconocidos por las células T, lo cual permite la coo-
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peracion con las células B, que reconocen la porcion
polisacaridica, para que haya cambio de isotipos de
inmunoglobulinas, principamentedelgM algG o IgA.
Como los Ps conjugados se comportan como
antigenos TD, lainduccién de la respuesta inmune se
favorece en nifios pequefios, que son la poblacion de
mayor riesgo de contraer estas enfermedades [8, 9].
Algunos estudiosinmunol 6gicos en seres humanos con
vacunas conjugadas muestran | o planteado; entre ell os,
con las vacunas deHaemophilus influenzaetipo b (Hib),
gue se estan comercializando actual mente, compuestas
por la unién covalente del Ps de este microorganismo
con diferentes proteinas de origen bacteriano, asi como
en estudios mas reci entes de vacunas conjugadas contra
laNeisseria meningitidis serogrupo C [10-12].

Para la obtencion de una vacuna conjugada deben
tenerse en cuenta los factores siguientes: el peso
molecular del Ps, la longitud de las moléculas del
sacérido, laproteina portadora, launién entre estasdos
moléculasy el grado de sustitucion delas proteinas con
d sacérido. Larelacidn delapotenciade conjugado con
laarquitecturamolecular de este se hace dificil, debido
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alasdiferenciasentre estosfactores durante|os procesos
de obtencion de los conjugados [13].

La conjugacion de los Ps con las proteinas se ha
trabajado con distintos métodos de obtencion,
diferentes proteinas y con la utilizacion de brazos
espaciadores 0 no. No obstante, se hainvestigado poco
las cantidades de proteinas que se deben utilizar en el
proceso de su obtencién. Por ello, en este trabajo se
estudiacomo varialarespuestainmune generadacontra
el polisacarido C en ratones Balb/c cuando se utilizan
diferentes cantidades de proteinas en la obtencion de
conjugados, apartir delaunion covalente del PsdeN.
meningitidis serogrupo C a vesiculas de membrana
externa (VME) del N. meningitidis serogrupo B.

Materiales y métodos

Reactivos

Carbodiimidadel 1-ethyl-3 (3-dimetilaminopropilo)
(EDAC) (Sigma); membranas de ultrafiltracion
(YM10) (Amicon Inc.); 1gG anti-ratén obtenida en
carnero y marcada con fosfatasa alcalina 'y poli-L-
lisina(Sigma); conjugado biotina-avidinaanti-lgG1 o
anti-lgG2a (Pharmigen); Sepharose CL-4B (Amer-
sham Biosciences); suero de conejo anti-PsC (Murex
Biotech Ltd.) y PsC (lot. 2012C con Kav=0.2) y
VME (lot. 2006B) (Instituto “Finlay”, Cuba).

Métodos analiticos

Las determinaciones de proteinas y acido sidlico se
realizaron segin los estudios de Lowry y cols. y los
de Svennerholm, respectivamente[14, 15]. Laconcen-
tracion delos grupos amino se determiné por € método
del dialdehido o-ftalico (OPA), con glicinacomo patron
[16]. Lainmunodifusién doble serealiz6 en agarosaal

0.8%-NaCl 0.15 mol/L-azida sodica 0.01% con el

empleo de un suero de congjo anti-PsC [17].

Sintesis de los conjugados de polisacarido
de Neisseria meningitidis serogrupo C

a vesiculas de membrana externa

de Neisseria meningitidis serogrupo B

Activacién del PsC

Por medio de una hidrélisis basica, se activé € PsC
paralageneracion de gruposamino apartir delosgrupos
acetamido presentesen el carbono 5. El PsC (5 mg/mL)
en NaOH 0.5 M se coloco en un horno a90 °C durante
3.5 h. Posteriormente, la solucion se enfrio a tem-
peraturaambiente (TA) y segjusté el pH a7.0 con la
adicion de HCI 0.1 mol/L. La solucién resultante se
aplico a una columna de cromatografiade 1.6 x 90 cm
con Sepharose CL-4B como matriz de exclusién mo-
lecular y NaCl 0.15 mol/L como disolucién amorti-
guadora de elucién. Las fracciones correspondientes a
0.4 de Kav se pasaron por filtros de 0.2 mm y se
tomaron muestras paralos controles del contenido de
PsCy laantigenicidad por inmunodifusion doble[17].

Preparacién de los conjugados

de polisacdarido de Neisseria meningitidis
serogrupo C a vesiculas de membrana
externa de Neisseria meningitidis serogrupo B

Los conjugados se prepararon uniendo los grupos

amino generados en el PsC y los grupos carboxilo
presentesenlaVME. Paralaactivacion delosgrupos
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carboxilo se utiliz6 laEDAC. LaVME (3, 6y 9 mg)
fue tratada con EDAC 0.1 mol/L y después se
adicionaron 4 mg de PsC previamente activado. La
reaccion se mantuvo a 4 °C con un pH de 5 a 5.6
durante 4 h. Lamezclade lareaccion fue ultrafiltrada
contra disolucion amortiguadora de fosfato salino
(PBS) con pH de 7.2. Se tomaron muestras para las
determinaciones de PsC, proteina, antigenicidad por
inmunodifusién doble e inmunogenicidad.

Inmunizacién

Se utilizaron grupos de 8 ratones (hembras) Balb/c,
cuyo peso a inicio de los experimentos eraentre 18 y
22 g, alos cuales seles administraron tres dosis de los
diferentes conjugados preparados de VME y PsC, por
viaintraperitoneal, alos0, 14 y 28 dias (10 ngdePsC/
dosis) [18]. También setrabajo con tres grupos control
PsC nativo, VMEy PBS como placebo. Los sueros se
obtuvieron antes de cada inoculacion y alos 35y 42
dias después de la primera dosis, se colectaron por
separado y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Determinacion de anticuerpos IgG e IgM

Se determind la inmunogenicidad de los conjugados
mediante la técnica ELISA, paralo cua se utilizaron
placas de poliestireno (Costar). Como antigeno de
recubrimiento se empled el PsC de partida, €l cual se
fij6 después de un tratamiento previo con poli-L-lisina
(3 pg/mL) (Sigma). Las muestras se diluyeron 1:400
paraladeterminacién de anticuerpos|gG, 6 1:200 para
la determinacién de los anticuerpos IgM en PBS-
Tween 20. Se usd un conjugado anti-1IgG de rat6n
fosfatasa (Sigma) y anti-lgM de ratdn peroxidasa
(Sigma). Como sustratos se utilizaron o-fenilendiamina
(Merck) 6 p-nitrofenilfosfato, respectivamente, y las
absorbancias delas muestras se midieron en un equipo
Titertek Multiskan a una densidad éptica (DO) de
405 nm parafosfatasay 492 nm para peroxidasa.

Determinacién de subclases de IgG anti-PsC
de Neisseria meningitidis

Ladeterminacién de las subclases de |G seredlizaron
mediante un ELISA [19] de amplificacion bioti-
nastreptavidinaen placas de poliestireno de 96 pocillos
(Maxisorp, Nunc). Luego de un tratamiento con
100 pL/pocillo de poli-L-lisina (3 pg/mL) durante
30minaTA encamarahimeda, y € primer lavado con
PBS-Tween 20 (solucion de lavado), se recubrié con
una solucion de PsC (5 pg/mL) y se mantuvo en
incubacion durante todalanoche en unacamarahliimeda
a4 °C. Posteriormente, se lavo la placay se bloqued
con PBS-BSA-Tween 20. Las muestras se aplicaron
en una dilucién 1:100 en PBS-BSA-Tween 20 y se
incubaron durantetodalanochea4°C. Al diasiguiente,
selavé laplacaconlasolucion delavadoy seafiedieron
los conjugados anti-1gG1 o anti-1gG2a biotinilado
(Sigma). Luego de un paso de lavado similar a los
anteriores, se afiadi6 streptavidina (Sigma). Como
sustrato se utilizé la o-fenilendiamina (Sigma) y se
detuvo la reaccion con H.SO, 2.5 mol/L. La
absorbanciase midi6 a492 nm en €l lector de ELISA.

Andlisis estadistico

Laestadisticade losresultados serealiz6 a partir de
un andlisis de varianza (ANOVA), con un nivel de
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significacion del 5% para comparar las medias entre
los grupos. Cuando se encontraron diferencias, se
usaron las pruebas de comparaciones multiples de
menor diferencia significativa (LSD). Se empled el
paquete estadistico (versiéon 2.1) y el programa
Microsoft Excel parala determinacion de las medias
y de la desviacion estéandar de los valores obtenidos
en el ELISA.

Resultados

Composicion de los conjugados

El PsC activado tuvo un promedio de 1.55 nmol de
grupos amino por miligramo de &cido sidlico y el
rendimiento de los conjugados en todos los experi-
mentos (n=5) fue Similar para cadagrupo. Su contenido
de PsC libre promedio fue de 26% (Tabla 1). Lostres
conjugados y el polisacarido no conjugado fueron
reconocidos por los anticuerpos anti-PsC presentes
en el suero de conejo anti-PsC comercial, lo cual formo
un halo de precipitacion en lainmunodifusién doble
(Figura 1). Sin embargo, €l polisacarido activado no
fue reconocido por estos anticuerpos, debido a la
ausencia de los grupos O-acetilo como consecuencia
del proceso de activacion de este.

Determinacién de anticuerpos IgM anti-PsC

En la figura 2 se aprecia como el polisacérido no
conjugado indujo un aumento de los titulos de IgM

después de latercera dosis (dia 42). No obstante, los
conjugados obtenidos con |as diferentes cantidades de
laproteinaportadoraal canzaron val ores superioresen
la determinacion de este anticuerpo. El andlisis
estadistico de los resultados mostré que no existen
diferencias significativas entre los titulos obtenidos
para los sueros de los animales inoculados con los
conjugados de 3y 9 mg de VME. Sin embargo, se
observaron diferencias significativas (p<0.05) cuando
secompararon losvalores del conjugado de 3 mg con €l
de6 mgdeVMEY e de 6 mg con el de9 mgdeVME.

Determinacién de anticuerpos IgG anti-PsC

En la figura 3 se exponen los resultados de la
determinacion de anticuerpos 1gG anti-PsC en los
sueros de los ratones en estudio. Los sueros de
animales inoculados con los conjugados mostraron
titulos de anticuerpos 1gG anti-PsC elevados y
significativos (p<0.05), mientras que en los sueros de
los inoculados con el PsC sin conjugar no se
encontraron titul os de esta clase de anti cuerpo. Todos
los animales mostraron respuesta secundaria ante la
inmunizacion de una segunda y tercera dosis de los
conjugados, y entre |os conjugados no se observaron
diferencias significativas en los titulos de 1gG
determinados en los sueros de | os ratones.

Determinacion de las subclases de IgG
generadas en los ratones inmunizados

Lafigura4 muestracomo lostres conjugadosindujeron
titulos elevados y significativos de ambas subclases
de anticuerpos 1gG (1gG1, 1gG2a) 14 dias después de
la Ultima dosis (dia 42), mientras que los sueros de
ratones inoculados con el PsC sin conjugar no
indujeron estas subclases. En los sueros delos ratones
inoculados con los conjugados no se observaron
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Tabla 1. Caracterizacion de los conjugados de polisacaridos de N. meningitidis serogrupo C

a VME de N. meningitidis serogrupo B.

Conjugado PsC VME PsC / VME
(n=5) (mg/ml) (mg/ml) Ratio
PsC-VME (3 mg) 1.76 13 1.35
PSC-VME (6 mg) 1.82 2.9 0.63
PsC-VME (9 mg) 1.85 4.3 0.43

PsC: Polisacarido de N. meningitidis serogrupo C
VME: vesicula de membrana externa de N. meningitidis serogrupo B.

Figura 1. Inmunodifusién doble del polisacarido de N. meningitidis
C (PsC) para determinar la identidad del polisacdarido en los
conjugados.1: suero de conejo anti-PsC (Murex Biotech Ltd.);
2: PBS; 3: PsC sin conjugar; 4: PsC activado por hidrélisis bésica;
5: PsC-VME (3 mg); 6: PsC-VME (6 mg) y 7: PsC-VME (9 mg).

diferencias significativas en la determinacion de 1gG1.
Sin embargo, en la determinacion de 1gG2a se
apreciaron diferencias significativas (p<0.05) en los
sueros de |os animales inoculados con |os conjugados
enlosqueseutilizaron 3mgy 9 mgde VME, mientras
que no fueron significativasentre 3y 6 mg de VME ni
entre 6y 9 mg de VME.

Discusion
Muchos reportes describen la contribucion de las

vacunas conjugadas con diferentes acoplamientos
quimicosentre polisacaridosy proteinas[20], asi como

[ 0 dias
1.0 W 42 dias
’E~ 0.8
c
& 0.5
X
Q 0.3
0

PsC PsC VME PsC- VME PsC-VME
(3mg) (6mg) (9 mg)

Figura 2. Determinacién de anticuerpos IgM anti-PsC en sueros
de ratones inoculados con los conjugados en estudio y en el PsC
sin conjugar con tres dosis a los 0, 14 y 28 dias, por via intraperitoneal
y extracciones en los dias O y 42. Para ello, los sueros fueron
diluidos 1:200. PsC: polisacarido de N. meningitidis serogrupo C;
PsC-VME (3 mg): conjugado de polisacarido de N. meningitidis
serogrupo C a 3 mg de VME de N. meningitidis serogrupo B; PsC-
VME (6 mg): conjugado de polisacarido de N. meningitidis serogrupo
C a 6 mg de VME de N. meningitidis serogrupo B; PsC-VME (9
mg): conjugado de polisacdrido de N. meningitidis serogrupo C a
9 mg de VME de N. meningitidis serogrupo B.
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Figura 3. Determinacién de anticuerpos IgG anti-PsC en sueros de
ratones inoculados (tres dosis a los 0, 14 y 28 dias, por via
intraperitoneal y extracciones en los dias 0, 14, 28, 35 y 42) con los
conjugados en estudio y el PsC sin conjugar. Los sueros se diluyeron
1:400 para la determinacién. PsC: polisacarido de N. meningitidis
serogrupo C; PsC-VME (3 mg): conjugado de polisacérido de N.
meningitidis serogrupo C a 3 mg de VME de N. meningitidis
serogrupo B; PsC-VME (6 mg): conjugado de polisacérido de N.
meningitidis serogrupo C a 6 mg de VME de N. meningitidis
serogrupo B; PsC-VME (9 mg): conjugado de polisacdrido de N.
meningitidis serogrupo C a 9 mg de VME de N. meningitidis
serogrupo B.

las diferencias en cuanto a la obtencién de estas, las
cualesvarian desde | as proteinas portadoras utilizadas
en la conjugacion [21], las concentraciones de los
antigenos, el uso de brazos espaciadores o no [13],
lastallas moleculares[4] y lasformas de activar alos
sacaridos. Esto ultimo condujo a distintos grados de
sustitucion [22]. Debido a estas diferencias durante
€l proceso de obtencién de las vacunas, se hace dificil
cualquier comparacion entre ellas.

Uno de los componentes més variados de las
vacunas conjugadas son | as proteinas portadoras. Las
VME de N. meningitidis serogrupo B sehan utilizado
en este tipo de vacunas [18] y también en vacunas
contra N. meningitidis serogrupo B, las que han sido
més evaluadas en seres humanos. Entre las vacunas
de VME disponibles en e mercado estan la vacuna
cubana VA-MENGOC-BC® (recomendada para la
vacunacién contra los serogrupos B y C de N.
meningitidis) [23], lavacunaNIPH N. meningitidis B,
de Noruega, laVME purificada de |a cepa 44/76 [24]
y la hexavalente PorA-VME, de Holanda [25].

LasVME se han empleado con éxito como proteinas
portadoras en una vacuna contra H. influenzaetipo b
[26] y en vacunas conjugadas contra Pneumococcus
[27], ambas comercializadas por Merck & Co.
Recientemente, Fukasawa y cols. [18] conjugaron el
PsC aVME con carbodiimidaacopladaal acido adipico
de la hidrazida (ADH) como brazo espaciador. Ellos
estudiaron larespuestainmune en ratones C3H/Hepas
y encontraron que estos conjugados generaban titulos
elevados de 1gG con un gran incremento (21 veces) a
los42 dias delaprimerainoculacién, con el empleo de
tres dosis de conjugados alos 0, 14 y 28 dias.

Nuestros resultados corroboran |os de Fukasaway
cols. [18] de que las VME son buenas proteinas
portadoras para vacunas conjugadas y ademas
evidencian que no serequieren mésde 3 mg para obtener
conjugados con resultados inmunogénicos el evados.
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Figura 4. Determinacién de subclases de anticuerpos IgG (IgG1 e IgG2a) anti-PsC en sueros de ratones
Balb/c inoculados (tres dosis a los 0, 14 y 28 dias, por via intraperitoneal y extracciones en los dias 0 y 42)
con los conjugados en estudio y el PsC sin conjugar. PsC: polisacarido de N. meningitidis serogrupo C;
PsC-VME (3 mg): conjugado de polisacarido de N. meningitidis serogrupo C a 3 mg de VME de N.
meningitidis serogrupo B; PsC-VME (6 mg): conjugado de polisacarido de N. meningitidis serogrupo C a
6 mg de VME de N. meningitidis serogrupo B; PsC-VME (9 mg): conjugado de polisacarido de N.
meningitidis serogrupo C a 9 mg de VME de N. meningitidis serogrupo B.
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reductiva [28-30],se han utilizado en estudios previos
en ratones Balb/c. En estosanalisisseobservo quelos
conjugados, comparados con el PsC no conjugado,
mostraron un cambio deisotiposdelgM elgG3en el
PsC nativo algG e 1gG1 en los conjugados.

Garcia-Ojeda y cols. [31] utilizaron conjugados
PsC-TT que inocularon a ratones Balb/c. De este
trabajo concluyeron que el empleo de unaforma TD
del PsC, lacual selograa conjugar € PsC, comparado
con laforma TI, provoca un cambio de isotipo. Los
anticuerpos anti-PsC son, sobretodo, deisotipos gM
elgG3, mientrasquelos conjugados PsC-TT indujeron
fundamentalmente 1gG1.

En este estudio se demuestra que el PsC se conjugd
a diferentes cantidades de VME y que se indujeron
titulos de anticuerpos 1gG superiores a los inducidos
por el PsC nativo enlostres casos estudiados. Seexpone
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