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RESUMEN

Anualmente Streptococcus pneumoniae provoca 826 mil muertes de nifios menores de cinco anos. El estudio del
serotipo 6B, uno de los de mayor incidencia, es uno de los objetivos del proyecto de investigacion-desarrollo para
obtener una vacuna conjugada en Cuba. La estrategia de conjugacion del polisacérido capsular del serotipo 6B
(PS6B) fue fragmentarlo mediante hidrélisis Gcida, activarlo mediante oxidacién con peryodato y conjugarlo a toxoi-
de tetdnico (TT) mediante aminacién-reductiva. Existe poca informacién sobre como estas modificaciones afectan
las caracteristicas fisico-quimicas y antigénicas del polisacarido, en particular para PS6B, a pesar de ser el menos
inmunogénico de los polisacdaridos de S. pneumoniae. En tal sentido, se establecié un procedimiento para obtener
conjugados inmunogénicos de PS6B a TT. Se crearon condiciones de reaccién para obtener el polisacdrido en tres
rangos de tallas y niveles de oxidacién. Se determiné que la fragmentacion del polisacarido por debajo de 10 kDa y
la oxidacién de mas del 24 % de las unidades repetitivas implican pérdida de antigenicidad. La talla del polisacérido
tuvo impacto en las caracteristicas fisico-quimicas de los conjugados en las condiciones evaluadas; no asi el nivel de
oxidacién. A diferencia del polisacérido nativo, conjugados de PS6B de 10 a 30 kDa y 30 a 100 kDa fueron inmuno-
génicos en conejos, con evidencias de respuesta timo-dependiente. Los procedimientos que incluyen la obtencién del
PS6B de 10 a 30 kDa y 30 a 100 kDa con niveles de oxidacion entre 8 y 18 % de las unidades repetitivas oxidadas,
permitieron obtener conjugados a TT reproducibles e inmunogénicos.
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ABSTRACT

Procedure for the conjugation of the Streptococcus pneumoniae serotype 6B capsular polysaccharide
to the tetanus toxoid. Streptococcus pneumoniae causes annually 826 000 deaths in children under five years.
The serotype 6B, one of higher incidence, is targeted by the Cuban research and development project to develop
a conjugate vaccine. There is limited data on how modifications caused by conjugation affect the physicochemical
and antigenic characteristics of polysaccharides, particularly for serotype 6B capsular polysaccharide (PS6B), despite
being the least immunogenic among S. pneumoniae polysaccharides. In this work, a conjugation procedure was
established for PS6B comprising: fragmentation by acid hydrolysis, activation by periodate oxidation, and conjuga-
tion to tetanus toxoid (TT) by reductive amination to increase its immunogenicity. Reaction conditions were set to
obtain the polysaccharide in three molecular size ranges (1-10, 10-30, 30-100 kDa) and levels of oxidation. PS6B
fragmentation below 10 kDa and oxidation above 24 % of the repetitive units implied the loss of antigenicity. Poly-
saccharide length but not oxidation level had an impact on the physicochemical characteristics of the conjugates
in the tested conditions. Unlike the native polysaccharide, conjugated 10-30 kDa and 30-100 kDa PS6B were im-
munogenic in rabbits, with evidence of thymus-dependent response. The procedure described supports obtaining
PS6B-TT conjugates reproducibly in the 30-100 kDa and 10-30 kDa molecular size ranges and with 8-18 % oxidized
repeat units, which are immunogenic.
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Introduccién

Anualmente, el Streptococcus pneumoniae (neumo-
coco) provoca 14.5 millones de episodios de neumo-
nias, bacteriemias y meningitis a escala mundial, con
826 mil muertes de nifilos menores de cinco afios [1].
Desde hace tres décadas se dispone de vacunas contra
esta bacteria, constituidas por los polisacaridos cap-
sulares (PS) de la envoltura de hasta 23 de los seroti-
pos circulantes. Estas vacunas no son inmunogénicas
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en niflos pequefios, la poblacion mas susceptible.
Esto se debe a que el sistema inmune de los infan-
tes menores de dos afios de edad es incapaz de gene-
rar una respuesta inmune adecuada contra antigenos
tipo T-independientes, como los polisacaridos bac-
terianos [2]. Este problema se ha resuelto mediante
el desarrollo de vacunas conjugadas, capaces de indu-
cir una respuesta T-dependiente contra el PS [3]. La

1. O’Brien KL, Wolfson LJ, Watt JP Henkle
E, Deloria-Knoll M, McCall N, et al. Bur-
den of disease caused by Streptococcus
pneumoniae in children younger than 5
years: global estimates. Lancet. 2009;
374(9693):893-902.

2. Gonzalez-Ferndndez A, Faro J, Fernan-
dez C. Immune renponses to polysac-
charides: Lessons from humans and mice.
Vaccine. 2008;26:292-300.
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primera de estas fue licenciada en el 2000 (Prevenar®,
contra siete serotipos), y mas recientemente otras dos
(Synflorix® y Prevenar13®, contra 10 y 13 serotipos,
respectivamente), que se comercializan a elevados
precios. En Cuba se trabaja en un proyecto de investi-
gacion-desarrollo para obtener una vacuna conjugada,
que en una primera etapa abarca siete serotipos: 1, 5,
6B, 14, 18C, 19F y 23F.

El serotipo 6B es uno de los dos mas frecuentes en
enfermedades invasivas en nifios menores de cinco
afios, en paises desarrollados y en desarrollo [4], como
Cuba y su area geografica [5]. También es uno de los
que mas cominmente causa otitis media a escala mun-
dial [6]. La formulacion de las tres vacunas comercia-
les contiene su polisacarido capsular, componente de
la mayoria de los candidatos vacunales ensayados cli-
nicamente. La mayoria de los estudios describen que
el conjugado de este serotipo es el menos inmunogé-
nico [7, 8]. La unidad repetitiva (UR) del polisacarido
capsular del serotipo 6B (PS6B) consiste en —2)-a-
D-Galp-(1-3)-a-D-Glup-(1-3)-a-L-Ramp-(1-4)-D-
RibOH-(5-PO,— [9]. Esta estructura polimérica es
lineal, con enlaces fosfodiéster que le confieren una
carga negativa periddica. Su baja inmunogenicidad se
debe a la simplicidad de su estructura y a su similitud
con el ADN [10].

La estrategia de conjugacion propuesta en nuestro
proyecto comprende la fragmentacion del PS median-
te hidrolisis acida; activarlo mediante oxidacion con
peryodato; y conjugarlo a toxoide tetanico (TT) me-
diante aminacion-reductiva. Aunque este método de
conjugacion es utilizado con frecuencia, son pocos los
estudios sobre como estas modificaciones afectan las
caracteristicas fisico-quimicas y antigénicas de los PS.
Especificamente para el PS6B, no se ha estudiado an-
tes, a pesar de la baja inmunogenicidad de este PS. Las
modificaciones de los PS durante el proceso de con-
jugacion pueden llevar a la afectacion de los epitopos
naturales y a la aparicion de estructuras neoantigéni-
cas que afecten la especificidad de la respuesta inmu-
nitaria [11]. El presente estudio tuvo como objetivo es-
tablecer un procedimiento de conjugacion del PS6B a
toxoide tetanico. Para ello fue preciso establecer con-
diciones de reaccion reproducibles en cada etapa y de-
terminar la talla y el nivel de activacion del PS mas
adecuados, para la conservacion de sus epitopos y de la
eficiencia de obtencion de conjugados inmunogénicos.

Materiales y métodos

Se usaron los PS de los serotipos 6B (lote 806), 18C
(lote 801) y 19F (lote 802), y la proteina TT (lote
6017), producidos por el Departamento de Desarrollo y
Escalado, y la Planta de Produccién I1, respectivamen-
te, del Instituto Carlos J Finlay, de La Habana, Cuba.

Estudio de la fragmentacion del PS6B nativo

A una disolucion de 50 mg de PS6B se adiciond una
disolucion de acido acético (Merck) o acido trifluo-
racético (TFA; Merck, Alemania) para una concen-
tracion final de 0.25 M o 0.1 M, respectivamente. La
disolucion se incubo a 70 °C y se tomaron alicuotas a
diferentes tiempos (Tabla 1). Las alicuotas se neutrali-
zaron y se separaron por talla molecular, en un equipo
de ultrafiltracién (Amicon, Millipore Corp., Bedford,
MA), con agua destilada, utilizando membranas de
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Tabla 1. Estudio de condiciones de hidrélisis del PS capsular

Condiciones

Rendimiento (%)

Acido t (min) 1-10 kDa 10-30 kDa 30-100 kDa
AcOH 90 nd 0 65.1
025M 120 nd 3.2 82.9t
180 0 38.3 60.8
TFA 30 nd 46.2 55.9
0.1M 60 2.0 86.3t 10.6
90 37.9 59.7 0
120 71.2t 30.1 nd

t condiciones seleccionadas.
AcOH: dcido acético.

TFA: dcido trifluoracético.
nd: no determinado.

celulosa regenerada (Millipore, EE.UU.) con valo-
res de corte de talla molecular 100, 30, 10 y 1 kDa,
consecutivamente. Cada fraccion se denominé por los
valores de corte de las membranas entre las que quedo
comprendida. A cada una se le determino el conte-
nido de carbohidratos. Se reprodujo la condicién en
que se obtuvo mayor rendimiento con cada fraccion,
y los productos obtenidos se analizaron en cuanto al
contenido de carbohidratos, por resonancia magnética
nuclear proténica monodimensional (RMN-'H), por
cromatografia liquida de alta resolucion de exclusion
por tamafio (SE-HPLC) y la antigenicidad. El rendi-
miento (R) se determind segtin la formula siguiente:

R = _masa final de carbohidratos « 100

masa inicial de carbohidratos

Estudio de la activacion de los PS6B
fragmentados

A una disolucion de 20 mg de PS6B fragmentado
(fraccion 10-30 kDa o 30-100 kDa) se adicioné una
disolucién de peryodato de sodio (NalO,; Riedel-de
Haen) para concentraciones de 2.5, 5 o 10 mM en
PBS, pH 7.0, y se incubd durante 3 h en la oscuri-
dad. La reaccién se detuvo por adicion de 5 pL de
glicerol (Plusone). La mezcla de reaccion se diafiltré
contra 5 volimenes de agua destilada, utilizando una
membrana con el valor de corte de 10 kDa para la
fraccion 10-30 kDa o 30 kDa para 30-100 kDa. Los
productos obtenidos se analizaron en cuanto a conte-
nido de carbohidratos, contenido de grupos aldehidos,
por RMN-'H, SE-HPLC y antigenicidad. El nivel de
activacion se expresd como porcentaje de unidades
repetitivas oxidadas (URO) se determin6d mediante la
formula siguiente:

moles de grupos de aldehido

URO = x 100

moles de UR

donde:

UR: unidades repetitivas

El rendimiento se determind igual que en el estudio
de fragmentacion.

Conjugacién de los PS6B activados

Seemplearon polisacaridos delas fracciones 10-30kDa
y 30-100 kDa, con porcentajes de URO de 8-12 %
y 13-18 %. A 20 mg de PS se le adicion6 1 mL de
disolucion de TT a 10 mg/mL. Se afiadieron 4 mg de
cianoborohidruro de sodio (Merck, Alemania) y se
incubd aproximadamente durante 18 h a temperatu-
ra ambiente. A continuacién se adicionaron 2 mg de
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borohidruro de sodio (Merck, Alemania) y se incubd
por 2 h adicionales para eliminar los grupos aldehidos
remanentes. La mezcla de reaccion se diafiltrd con 10
voliimenes de agua destilada utilizando una membra-
na con valor de corte de 100 kDa. Los productos obte-
nidos se analizaron atendiendo a contenido de carbo-
hidratos, contenido de proteinas, RMN-'H, SE-HPLC
y antigenicidad.

Métodos analiticos

El contenido de carbohidratos se determiné mediante
orcinol-sulfurico [12] empleando una curva de patrén
de glucosa. El contenido de grupos carbonilos se de-
termin6 mediante el método de Park-Johnson modifi-
cado [13], empleando una curva patrén de glucosa. El
contenido de proteinas en los conjugados se determi-
nd mediante el método de Lowry [14], empleando una
curva patron de albumina sérica bobina (BSA).

La estructura de la UR se sigui6 por RMN-'H. Las
muestras se prepararon en D,O. Los espectros se ad-
quirieron a 25 °C en un equipo de 250 MHz (Briiker
AC-250F). La asignacion inicial de las sefiales se rea-
1iz6 a partir del trabajo de van Dam et al. [15].

Los analisis cromatograficos se efectuaron por SE-
HPLC (Knauer Smartline, Alemania) en una colum-
na TSK 5000PW (TOSOH) con deteccion de indice
de refraccion. La constante de distribucion (K) se
calculé como:

1),
(Tt-T,)
donde:

Tr: tiempo de retencion de la muestra;

T,: tiempo de retencion de un patron de dextrana de
2000 kDa (Blue Dextran, Sigma);

Tt: tiempo de retencion de NaN..

El peso molecular relativo (PMr) se determin6 me-
diante una curva de calibracion de patrones de dextra-
na (American Polymer Standard Corp.). El ancho del
pico a la mitad de la altura de la curva (W) se de-
termind mediante el programa ClarityChrom 2.4.4.80
(Knauer, Alemania).

El contenido de proteina no enlazada se estimo en
el mismo sistema de SE-HPLC, en una columna Supe-
rosa 12 (Pharmacia, EE.UU.) con deteccion ultravio-
leta. El area bajo la curva de los picos correspondiente
se integro con el programa ClarityChrom 2.4.4.80.

Determinacién de la antigenicidad

La antigenicidad de los derivados de polisacarido se
determiné mediante un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) de inhibicion. Se empleo una dilucion 1/3200
de suero estandar contra SP6B (factor 6¢, Statem
Serum Institute, Copenhague, Dinamarca), que se incu-
bo toda la noche a 4 °C con cada inhibidor, en concen-
traciones desde 0.005 pg/mL hasta 500 pg/mL. Como
inhibidores se emplearon los polisacaridos fragmenta-
dos, activados o conjugados segun el caso. Ademas se
incluyeron PS de los serotipos 18C y 19F como con-
troles negativos (polisacaridos no relacionados). Para
desarrollar el ELISA, las placas de microtitulacion
de 96 pocillos de poliestireno (Maxisorp, Nunc, Den-
mark) se recubrieron con PS6B a una concentracion
de 10 pg/mL en disolucion tampon fosfato salino
(PBS), a pH 7.2, y se incubaron durante toda la noche
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a 37 °C. Posteriormente se bloqued con BSA al 1 % en
PBS durante 30 min. a 37 °C. Transcurrido ese tiempo,
se aplico el suero estandar contra SP6B preincubado
con los diferentes inhibidores. Luego se aplico el an-
ticuerpo antiinmunoglobulina G de conejo conjugado
a peroxidasa de rabano picante (HRP; Sigma, Ale-
mania) en una dilucion 1:10 000 (en PBS, Tween20
0.3 %, EDTA 0.01 M, BSA 1 %) y se incub6 nueva-
mente durante 90 min. a temperatura ambiente. Des-
pués de cada paso se lavo tres veces con solucion de
lavado (PBS, Tween20 0.05 %). Finalmente se adicio-
n6 una solucion de sustrato de la HRP (ortofenilendia-
mina 0.5 mg/mL y H,0, al 0.1 % (v/v)) en solucion
tampon citrato, pH 5.6, y se desarrollo la reaccion du-
rante 20 min. en la oscuridad. La reaccion se detuvo
con una solucion de HCI 3 M. Se ley6 la absorbancia
a una longitud de onda de 492 nm. El porcentaje de
inhibicion (PI) se calculd segun la formula:

Pl = 100 _{absorbancia del suero con inhibidor

x 100
\ absorbancia del suero sin inhibir )

Inmunizacién en conejos

Se inmunizaron dos conjugados obtenidos a partir de
PS activados con un porcentaje de URO entre 13y 18
%, de las fracciones 10-30 kDa (Cj10-30) y 30-100
kDa (Cj30-100). Por via subcutanea se inmunizaron
tres grupos de cinco conejos blancos Nueva Zelanda
(Cenpalab, La Habana, Cuba) cada grupo, con 4 ug
de PS conjugado, 25 ug de PS sin conjugar o placebo,
mezclados con fosfato de aluminio. Se administraron
tres dosis de cada inmundgeno en los dias 0 (inicio del
estudio), 14 y 28. A todos los animales se les practica-
ron extracciones de sangre en los dias 7, 21 y 35. Los
sueros obtenidos se conservaron a -20 °C hasta su uti-
lizacion. Este estudio se rigid por las normas y guias
éticas internacionales para la investigacion cientifica
experimental con animales de laboratorio. El Comité
de Etica y el Departamento de Calidad del Centro de
Quimica Biomolecular (CQB) aprobé todos los proto-
colos experimentales.

Evaluacién de la respuesta inmune inducida
por los conjugados

La respuesta de anticuerpos IgG contra el polisaca-
rido se determind mediante ELISA indirecto, usando
PS6B nativo como recubrimiento [16]. El titulo de
anticuerpos se calculé mediante un analisis de regre-
sion entre los valores de densidad dptica (D.O.) y el
logaritmo decimal del inverso de la dilucion del sue-
ro. Como titulo de anticuerpos se considero el inverso
de la dilucién del suero a la que le corresponde un
valor de absorbancia igual al doble del valor del suero
preinmune en una dilucion 1/100. Los titulos de mas
de 50 se consideraron positivos.

La respuesta de anticuerpos IgG contra la protei-
na portadora se determin6 tal como se describio, para
determinar la respuesta contra el polisacarido. A dife-
rencia de este, las placas se recubrieron con 1 pg/mL
de TT en PBS 7.2.

La avidez de los anticuerpos IgG contra PS6B
se determind mediante un ELISA similar al utiliza-
do para evaluar la respuesta contra el polisacarido. A
diferencia de este, después del paso de incubacion de
los sueros, se afiadi6 la incubacion con tiocianato de
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amonio (NH,SCN, Merck) 0.5 M durante 15 min., en
la mitad de las réplicas. De esta manera se obtuvieron
dos curvas de dilucion de cada muestra: con NH,SCN
y sin NH,SCN. El indice de avidez (IA) se calculd
segun la expresion [17]:

IA = 100 x titulo cuando se empleé NH,SCN

titulo cuando no se empleé NH,SCN

Se considerdé como titulo la diluciéon del suero
que dio un valor de absorbancia igual a la mitad del
valor del suero diluido 1/100 cuando no se empleo
NH,SCN.

Andlisis estadistico

Los resultados de las evaluaciones fisico-quimicas se
expresaron como la media aritmética + desviacion es-
tandar de cinco experimentos independientes (tres en
el caso de los conjugados); para los rendimientos en
la fragmentacion y los niveles de oxidacion del PS
ademas se calculod el coeficiente de variacion (CV).
Los resultados de las evaluaciones inmunologicas se
expresaron como la media aritmética + desviacion es-
tandar para cinco animales. Las diferencias significa-
tivas entre los grupos se determinaron por el método
no paramétrico Kruskal-Wallis y cuando se obtuvieron
diferencias intragrupales, se utiliz6 la prueba de Dunn
a posteriori. Las comparaciones de medias contra va-
lores de referencias se realizaron mediante el Test de
Wilcoxon. Valores probabilisticos (p) inferiores a 0.05
fueron considerados estadisticamente significativos.
Todos los analisis se hicieron en el programa Graph
Pad Prism 4.03.

Resultados

Estudio de fragmentacién del PS6B capsular

El PS se fragmentd mediante hidrélisis acida. El estu-
dio se efectud con disoluciones de dos acidos, evaluan-
do varios tiempos. Las condiciones en las que se ob-
tuvieron los mayores rendimientos del PS fueron: 2 h
en acido acético 0.25 M para la fraccion 30-100 kDa,
1 h en TFA 0.1 M para la fracciéon 10-30 kDa, y 2 h
en TFA 0.1 M para la fraccion 1-10 kDa (Tabla 1).
Estas condiciones se reprodujeron con rendimientos
mayores al 50 % (Tabla 2). En los tres procesos los
CV fueron menores al 6 %.

Los espectros de RMN-'H registrados a partir de
los PS fragmentados fueron muy similares al corres-
pondiente del PS nativo, lo que indica que se conservo
la estructura de la UR. Las sefiales de baja intensi-
dad a 3.22 ppm y alrededor de 2.1 ppm en el espectro
del PS nativo corresponde con el polisacarido C [18].
Este contaminante, comun de los PS de neumococo,
se encontr6 en cantidades muy bajas en el producto
de partida y disminuyd aun mas después de la frag-
mentacion. No se observaron sefiales de monosacari-
dos terminales productos de la reduccion de la talla, ni
siquiera en el PS de la fraccion 1-10 kDa (Figura 1).

La K, aument6 congruentemente con la disminu-
cion de la talla. Los W, de los PS fragmentados fue-
ron menores que el del PS nativo, lo que indico una
disminucion en la polidispersion. Los PMr obtenidos
para cada fraccion fueron mayores que los valores de
corte de las membranas de ultrafiltracion plana em-
pleadas (Tabla 2).
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Tabla 2. Evaluacién mediante SE-HPLC (TSK 5000PW) de los PS fragmentados en las

condiciones seleccionadast

Fraccién Rendimiento (%) Ky W, 5 (min) PMr (kDa)
30-100 kDa 84.0 = 3.8 0.44 + 0.02 1.47 + 0.06* 134+ 6
10-30 kDa 83.2 £ 3.0 0.57 = 0.02 1.27 £0.11* 55+ 8
1-10 kDa 69.2 + 3.7 0.67 + 0.02 1.04 = 0.10* 20+3
PsN - 0.2 1.70 643
t Resultados reportados como promedio + desviacién estandar (n = 5).

*pvs. 1.70 (0.031).
K,: constante de distribucion.

W, 5: ancho del pico a la mitad de la altura.

PMr: peso molecular relativo.
PsN: polisacdrido nativo.

La antigenicidad de los fragmentos generados se
evalué mediante un ELISA de inhibicion, empleando
suero policlonal especifico contra el PS6B. Solo los
PS fragmentados de las fracciones 30-100 kDa y 10-
30 kDa mostraron propiedades para inhibir el suero de
forma similar al PS nativo. Las concentraciones para
alcanzar el 50 % de inhibicion estuvieron en el mismo
orden de magnitud que para el PS natural; en cambio,
para el PS de la fraccion 1-10 kDa estuvo dos 6rdenes
por encima (Figura 2A). Se continué el trabajo solo
con las fracciones 30-100 kDa y 10-30 kDa.

Estudio de la activacion de los PS6B
fragmentados

Los PS fragmentados se activaron por oxidacion con
peryodato. Se efectud un estudio de esta reaccion en
las fracciones 10-30 kDa y 30-100 kDa, variando las
relaciones de NalO,/PS (Tabla 3). Se obtuvo una rela-
cion lineal entre la cantidad de equivalentes de NalO,
y la cantidad de grupos aldehidos generados (R?= 1.0
en la fraccion 10-30 kDa y R?>=0.99 en 30-100 kDa).
Los CV de las URO obtenidas en las diferentes con-
diciones estuvieron entre 11 y 20 %. No hubo dife-
rencias entre los resultados con las dos fracciones de
trabajo. Se recuperd mas del 85 % del PS inicial en
todos los experimentos, lo cual es indicativo de que

|| |
HDO 1

] I I

F1-10 ' VI A

16. Chang J, Serrano Y, Garrido R,
Rodriguez LM, Pedroso J, Cardoso F, et
al. Relevance of O-acetyl and phospho-
glycerol groups for the antigenicity of
Streptococcus pneumoniae serotype 18C
capsular polysaccharide. Vaccine. 2012;
30(49):7090-6.

17. Anttila M, Eskola J, Ahman H, Kéyhty
H. Avidity of IgG for Streptococcus pneu-
moniae type 6B and 23F polysaccharides
in infants primed with pneumococcal con-
jugates and boosted with polysaccharide
or conjugate vaccines. J Infect Dis. 1998;
177(6):1614-21.

18. Abeygunawardana C, Williams TC,
Summer JS, Hennessey JP Development
and validation of an NMR-based identity
assay for bacterial polysaccharides. Anal
Biochem. 2000,279:226-40.
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Figura 1. Evaluacién de la conservacién de la estructura de la unidad repetitiva de polisacaridos
capsulares fragmentados de Streptococcus pneumoniae, serotipo 6B. Las flechas indican las sefales
correspondientes al polisacdrido C contaminante. F1-10, F10-30 y F30-100: PS fragmentados en las
fracciones de trabajo 30-100 kDa, 10-30 kDa y 1-10 kDa, respectivamente. HDO: agua semipesada.

PsN: PS nativo.
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Figura 2. Evaluacion de la antigenicidad mediante ELISA de inhibiciéon de un suero policlonal de referencia especifico contra
polisacarido capsular (PS) de Streptococcus pneumoniae, serotipo 6B. A) Evaluaciéon de PS fragmentados en diferentes fraccio-
nes de trabajo. B) Evaluacién de PS activados con diferentes niveles de activacion. PsN: PS nativo; F30-100, F10-30 y F1-10:
PS fragmentados en las fracciones de trabajo 30-100 kDa, 10-30 kDa y 1-10 kDa, respectivamente. A9.1, A17.2, A24.4 y
A62.5: PS activados con 9.1, 17.2, 24.4 y 62.5 % de unidades repetitivas oxidadas, respectivamente. NR (19F) y NR (18C):

PS de serotipos 19F y 18C, no relacionados.

las condiciones de reaccion de oxidacion no genera-
ron fragmentacion.

En los espectros de RMN-'H de los PS activados
se observo que los corrimientos quimicos y las in-
tensidades relativas de las sefiales caracteristicas se
conservaron con respecto al registrado a partir de
fragmentados sin activar (Figura 3A). No se observa-
ron sefiales a campos bajos atribuibles al proton car-
bonilico. En cambio, aparecieron dos nuevas sefiales
a 5.10 y 5.09 ppm a continuacién de la correspon-
diente a los protones anoméricos de la ramnosa y la
glucosa que se superponen en 5.15 ppm. Las inten-
sidades relativas de estas fueron mayores en los PS
con mayor nivel de oxidacion (Figura 3B). Estas son
congruentes con la sefial del anomérico de la ramnosa
producto del acortamiento del ribitol en las unidades
repetitivas oxidadas.

Los valores de K fueron iguales a la de los PS sin
activar de las mismas fracciones (Tabla 2 y 3). Estos
resultados confirmaron que ninguna de las condicio-
nes de oxidacion empleadas parece generar fragmen-
tacion del PS.

En la evaluacion de la antigenicidad, los PS con un
nivel de activacion hasta 17.2 % de URO mostraron
un comportamiento muy similar al fragmentado de la
misma talla. Para estos PS, la concentracion necesaria
para lograr el 50 % de inhibicion del suero fue de 1 y
2 veces la del PS natural. En cambio, el PS activado
con 24.4 % de URO tuvo una mayor caida de la ca-
pacidad inhibitoria en funcién de la concentracion, y
requiri6é una concentracion 25 veces mayor que el PS
natural para alcanzar el 50 % de inhibicion. Un activa-
do con 62.5 % de URO mostr6 una perdida drastica de
la capacidad inhibitoria (Figura 3B). Estos resultados
indican que la antigenicidad se empieza a afectar en
PS activados a partir de 24.4 % de URO.

Conjugacién de los PS6B activados

Los PS activados de las fracciones de trabajo 10-
30 kDa y 30-100 kDa con dos rangos de niveles de
activacion se conjugaron a TT. No se detecto protei-
na libre en los conjugados obtenidos. En la Figura 4A
se muestran los cromatogramas tipicos. Las diferen-
cias en el nivel de activacion de los PS no tuvieron
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Tabla 3. Estudio de la reaccién de oxidacion con peryodato del PS en las fracciones

10-30 kDa y 30-100 kDat

Fraccion mol NalO, / mol UR URO (%) Rendimiento (%) K,
10-30 kDa 0.18 9.9 x1.6 92.7 £ 4.5 0.57 = 0.05
0.35 15.7 = 2.1 92.6 = 6.1 0.56 = 0.05
0.71 27.6 = 6.4 95.4 + 3.2 0.56 = 0.05
30-100 kDa 0.18 9.0+1.0 92.5 + 4.0 0.43 = 0.02
0.35 15.1 =25 95.8 + 4.2 0.43 + 0.02
0.71 27954 93.7 £ 4.9 0.44 = 0.02

t Resultados reportados como promedio + desviacién estandar (n = 5)

UR: unidades repetitivas.
URO: unidades repetitivas oxidadas.
K,: constante de distribucion.

influencia en las caracteristicas evaluadas. En cambio,
los conjugados obtenidos a partir de PS de la fraccion
10-30 kDa tuvieron mayor K y menor relacion PS/
proteina que a partir de los de la fraccion 30-100 kDa
(Tabla 4).

Los espectros de RMN-'H de los PS conjuga-
dos mantuvieron las sefiales con sus corrimientos

A

A17.2
F10-30 | h UUM
F 10-30
60 50 40 30 20 1.0 52 51 50
3 (ppm) 5 (ppm)

Figura 3. Evaluacién de la conservacién de la estructura de la unidad repetitiva de polisacaridos cap-
sulares (PS) de Streptococcus pneumoniae, serotipo 6B activados. A) Superposicion de los espectros de
RMN-H de PS con diferentes niveles de activacién y el PS fragmentado de la misma fraccién. B) Am-
pliacién de la zona entre 5y 5.25 ppm en la que se muestran nuevas sefiales en el PS activado. A37.0y
A17.2: PS activados con 37.0 y 17.2 % de UR oxidadas, respectivamente; F10-30: PS fragmentado.
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Tabla 4. Caracteristicas quimico-fisicas de los conju-
gados obtenidos *

Fraccion del PS URO (%) PS/Prot. K,
10-30 kDa 13-18 0.7 £0.3 0.42 +£0.02
8-12 0.8 0.3 0.41 +0.04
30-100 kDa 13-18 1.7 04 0.28 = 0.02
8-12 1.6 0.4 0.31 =£0.05

t Resultados reportados como promedio + desviaciéon estandar
(n = 3). En ninguna de las fracciones se detecté proteina no
enlazada.

URO: unidades repetitivas oxidadas.

PS/prot.: Relacién carbohidrato/proteina (m/m).

K,: constante de distribucion.

quimicos e intensidades relativas caracteristicas. Se
observaron nuevas seflales de baja intensidad entre
1.0 y 0.8 ppm, correspondientes a los aminoacidos
alifaticos de la proteina (Figura 4B). Por otra parte,
la capacidad para inhibir el suero de referencia va-
rié poco. La concentracion necesaria para alcanzar el
50 % de inhibicion se mantuvo en el mismo orden de
magnitud con respecto al PS activado antes de con-
jugar (Figura 4C). Estos resultados indicaron que la
conjugacion no afect6 significativamente la estructu-
ray la exposicion de los PS.

Evaluacién la respuesta inmune generada

por los conjugados

En un esquema de tres inmunizaciones a intervalos de
dos semanas, se utilizaron dos conjugados obtenidos

a partir de PS activados de las fracciones 10-30 kDa
(Cj10-30) y 30-100 kDa (Cj30-100).

El PS sin conjugar, administrado como control,
no indujo titulos positivos de anticuerpos anti-PS6B
durante el tiempo de evaluacion. Después de tres do-
sis, la respuesta permanecio al nivel de la del placebo
(Figura 5). En cambio, ambos conjugados generaron
anticuerpos IgG contra el PS con logaritmos de titulos
superiores a 2 después de la segunda dosis. En el dia
21, para Cj30-100 se obtuvo un titulo de IgG superior
al inducido por Cj10-30 (p < 0.001). Esta diferencia
no fue significativa después de la tercera inmuniza-
cion, al producirse un incremento de la respuesta in-
ducida por el Cj10-30 (p < 0.001); pero no por Cj30-
100 (Figura 5A).

Para evaluar la calidad de la respuesta, se determi-
no el IA de los anticuerpos contra el PS en los dias 21
y 35. Después de la segunda dosis, los sueros del gru-
po inmunizado con Cj10-30 rebasaron el 50 % de 1A,
a diferencia de los sueros inducidos por el Cj30-100
que fueron menores (p <0.001). Después de la tercera
dosis los TA aumentaron (p < 0.001) a alrededor del
90 % en ambos grupos, y llegaron a un nivel similar
al suero de referencia (Figura 5B).

Con respecto a la respuesta contra la proteina por-
tadora, después de tres dosis no se observaron dife-
rencias entre los grupos inmunizados con los dos con-
jugados (p > 0.05) (Figura 5C); a pesar de que la dosis
de TT en el Cj10-30 fue 70 % mayor.
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Figura 4. Caracterizacién fisico-quimica e inmunoquimica de conjugados de polisacaridos capsulares (PS) de Streptococcus
pneumoniae, serotipo 6B. A) Superposicién de cromatogramas de conjugados y la proteina portadora toxoide tetdanico (TT).
B) Superposicion de los espectros de RMN-'H. Las sefiales correspondientes a los aminodcidos alifaticos de la proteina portadora,
se sefialan con una flecha. C) Grafico de inhibicién en funcién de la concentracion de inhibidor. Cj30-100 kDa y Cj10-30 kDa:
conjugados obtenidos a partir de PS de las fracciones 30-100 kDa y 10-30 kDa, respectivamente. Cj14.5: conjugado obtenido
a partir de un PS con 14.5 % de unidades repetitivas oxidadas (URO). A15.0: PS activado con 15.0 % de URO. NR (19F) y NR
(18C) son PS de serotipos no relacionados.

204 Biotecnologia Aplicada 2013; Vol.30, No.3



Jean P Soubal et al.

Conjugacién del polisacarido de S. pneumoniae 6B

A @ Cj10-30
5. allule " O cj30-100
204 o O psN

o : B Placebo

©

= 2.5 [l srR

c

IS

O 2.0

o

9 1.5

2

= 4

> 1.0

5]

—

0.5 A
il | - ]
dia 7 dia 21 dia 35
B * % % C
* %k %
100 A %k % %k 3.5 7
w] L

_ 3

& 7 = 2.5

N c

0 5]

jg O 2.0

T 50 °

o o i

o = 15

8 2

L =

o 4 1.0

£ % 2

-
]
0 0
dia 21 dia 35 dia 35

Figura 5. Evaluacién inmunolégica de conjugados de polisacaridos capsulares (PS) de Streptococcus pneumoniae, serotipo
6B. Grupos de 5 conejos inmunizados con 4 ug de PS conjugado a TT, 10 ug de PS sin conjugar o placebo en los dias 0, 14 y
28. Las barras representan el promedio con la desviacién estandar. A) Titulos de anticuerpos IgG anti-PS6B. B) Avidez de los
anticuerpos IgG anti-PS6B. C) Titulos de anticuerpos IgG anti-TT después de la tercera dosis. Cj10-30 y Cj30-100 se conju-
garon a partir de PS de las fracciones 10-30 kDa y 30-100 kDa, respectivamente; PsN PS nativo; SR: suero de referencia. * p

< 0.05, *** p < 0.001.

Discusion

Los métodos de obtencion de conjugados PS-proteina
son muy diversos [19]; pero no todos se pueden em-
plear en el desarrollo de vacunas. Se selecciono la
oxidacion con peryodato controlada del PS seguida
por la aminacion-reductiva de los grupos aldehidos
generados, empleando los grupos aminos de la protei-
na. Este es un método sencillo, escalable y aplicable
a los PS de los serotipos incluidos en el proyecto de
vacuna cubano. Es el método empleado en las vacu-
nas Prevenar® y Prevenar13® [20]. A diferencia de
los procedimientos de las vacunas comerciales contra
neumococos, se fragmentd el PS y se selecciono el
rango de talla deseado. De esta manera se puede lo-
grar un proceso mas eficiente y consistente, asi como
favorecer la calidad de la respuesta inmune generada
por el conjugado [21]. A su vez, la diferencia en la dis-
tribucion de PMr con el conjugado permitié eliminar
al menos una parte del PS sin reaccionar, segin indico
el cambio de la relacion PS/proteina de los conjuga-
dos finales con respecto a la mezcla de reaccion. Un
porcentaje elevado de PS sin reaccionar en este sero-
tipo podria afectar la inmunogenicidad del conjugado,
de manera mas pronunciada para PS de PMr mayores
[22]. De entre los métodos de fragmentacion de PS, se
empled la hidrélisis acida, por las posibilidades para
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su aplicacion en la mayoria de los PS del candidato
vacunal y por la factibilidad para ser escalada.

Para buscar las condiciones de reaccion de cada
etapa, se siguid una metodologia de trabajo que tuvo
en cuenta varios factores, en ocasiones contrapuestos.
Entre estos, fueron importantes la conservacion de los
epitopos naturales del PS y potenciar el caracter de
antigeno timo-dependiente una vez conjugado; llegar
a tiempos de reaccion que no ocuparan mas de 3 h del
dia de trabajo, pero que permitieran una buena repro-
ducibilidad y potencial robustez, con rendimientos de
PS superiores al 50 %.

En el estudio de fragmentacion se usaron dos aci-
dos, con diferentes fortalezas. El acido acético permi-
ti6 obtener el PS en la fraccion 30-100 kDa y el TFA
en las fracciones 10-30 kDa y 1-10 kDa. Los rendi-
mientos fueron mayores que lo esperado y se conside-
r6 que la reproducibilidad fue adecuada. Para el traba-
jo con lotes de PS nativo con otras distribuciones PMr
pueden ser necesario ajustes de estas condiciones.

Los fragmentos mantuvieron la estructura quimica
de la UR en las tres fracciones, lo cual es de esperar
si se considera que el PS6B no tiene cadenas laterales
sensibles a ser hidrolizadas. Sin embargo, la antige-
nicidad permaneci6 invariable en los PS de las frac-
ciones mayores, pero se afect6 en los de la fraccion

Biotecnologia Aplicada 2013; Vol.30, No.3
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1-10 kDa. Esto evidencio la conservacion de epitopos
conformacionales importantes en el reconocimiento
del PS nativo, que no estan en el rango de talla infe-
rior. Aunque no se encontraron publicaciones acerca
de este fendomeno para el PS6B, se ha estudiado en
otros PS, como el de Streptococcus B tipo 111 [23, 24],
Neisseria meningitidis serogrupos Y y W .. [25] y el
S. pneumoniae serotipo 14 [26, 27]. Para este ultimo
PS también se observa que los epitopos conformacio-
nales son importantes para que los conjugados gene-
ren anticuerpos funcionales [28].

En el estudio de la activacion del PS6B, se estable-
cieron condiciones reproducibles de oxidacion del PS.
Se encontrd una relacion lineal entre la cantidad equi-
valente de NalO, y la cantidad de grupos aldehidos ge-
nerados. Ello permitié generar un nivel de activacion,
en un rango estrecho, previamente seleccionado.

La reaccion de oxidacion con peryodato ocurre en-
tre hidroxilos adyacentes, con ruptura del enlace entre
los carbonos involucrados, que pasan a aldehidos. La
UR del PS6B presenta tres de estos sitios: entre C1-C2
y C2-C3 del ribitol y C3-C4 de la galactosa. Segun el
orden de reactividad ofrecido por Kim et al. [29], la
oxidacion en este PS debe ocurrir por completo en el
ribitol, por ser una cadena lineal. Apoyando esta afir-
macion, se conoce que para condiciones de oxidacion
con 0.87 mol de NalO,/mol de UR la oxidacion del PS
de N. meningitidis serogrupo W .. ocurre en la cadena
lineal del 4cido sialico entre C7-C8 y C8-C9 y no por
C2-C3 y C3-C4 de la galactosa [30].

En este trabajo, el analisis mediante RMN-'H reve-
16 sefiales congruentes con el proton anomérico de la
ramnosa al blindarse, debido al acortamiento del resi-
duo de ribitol adyacente. En cambio, no se encontrd
la sefial del anomérico desblindado de la galactosa, si
esta se oxidara. Ello implica que no se produjo aper-
tura de ningtn anillo de monosacarido, lo cual debe
minimizar la perturbacion de la conformacion del PS.
No obstante, se observo pérdida de antigenicidad a
partir del 24 % de URO a pesar de que no se detectd
fragmentacion del PS. Esto indica que se necesitaron
mas de % de los residuos ribitol intactos para un re-
conocimiento antigénico adecuado. A partir de estos
resultados se descart6 el empleo de las condiciones de
oxidacion con 0.71 moles de NalO,/mol de UR.

Los conjugados obtenidos a partir de PS con 8-
12 %y 13-18 % de URO, activados con 0.18 y 0.35 mo-
les de NalO,/mol de UR respectivamente, no tuvie-
ron diferencias entre si, en ninguno de los parametros
fisico-quimicos evaluados. Sin otra diferencia que el
nivel de activacion, no es de esperar diferencias en la
inmunogenicidad de los conjugados a partir de PS de
la misma talla. Se ha observado mayor inmunogenici-
dad en conjugados de PS de estreptococos del grupo
B tipo III con mayores porcentajes de URO, producto
de un mayor entrecruzamiento en el conjugado [31],
pero el rango evaluado entre 18 y 89 % de URO fue
mayor que el empleado por nuestro grupo. Ademas,

23. Wessels MR, Mufoz A, Kasper DL. A
model of high-affinity antibody binding
to type Ill group B Streptococcus capsular
polysaccharide. Proc Natl Acad Sci USA.
1987,84(24):9170-4.

24. Zou W, Mackenzie R, Thérien L, Hirama
T, Yang Q, Gidney MA, et al. Conformational

1999;163(2):820-5.
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epitope of the type Ill group B Streptococ-
cus capsular polysaccharide. J Immunol.

25. Moore SL, Uitz C, Ling CC, Bundle DR,
Fusco PC, Michon F. Epitope specificities of
the group Y and W-135 polysaccharides of

este resultado no fue reproducido posteriormente, al
observarse un ligero descenso en la inmunogenicidad,
debido a un mayor porcentaje de URO [32].

En cambio, la talla de los PS si influy6 en las ca-
racteristicas fisico-quimicas de los conjugados, al ob-
tenerse PMr y relaciones PS/proteina mayores a partir
de PS de la fraccion 30-100 kDa. La caracterizacion
de los conjugados obtenidos a partir de PS de una mis-
ma talla reveld una buena reproducibilidad.

La respuesta inmune inducida por los conjugados
fue cuantitativa y cualitativamente superior a la ob-
tenida con la inmunizaciéon del PS sin conjugar. El
aumento de los titulos y la avidez de los anticuerpos
IgG después de cada dosis de conjugado indican una
respuesta timo-dependiente, con maduracion de la
afinidad [33]. Una alta avidez se correlaciona con la
capacidad protectora de los anticuerpos [34].

El Cj30-100 resultd mas inmunogénico que el
Cj10-30, aunque esta diferencia no fue significativa
después de la tercera dosis. Este resultado coincide
con lo obtenido por Daum et al. [35] en infantes in-
munizados con vacunas conjugadas de polisacaridos o
de oligosacaridos. Estas diferencias en las respuestas
inmunes pueden estar influenciadas por el largo del
PS, pero también por el tamafio del conjugado [36],
la relacion PS/proteina [37] o una combinacion de es-
tos factores. De hecho, distintos estudios con respecto
a la influencia del largo de los PS en la inmunoge-
nicidad de sus conjugados dan resultados diferentes
[32, 38]. A su vez, la respuesta que genero el conjuga-
do Cj10-30 parece haber tenido un mayor caracter ti-
mo-dependiente, en tanto el aumento de la avidez fue
mas rapido. El polisacarido en su estructura nativa es
un antigeno timo-independiente tipo 2, y puede rete-
ner parte de sus caracteristicas después de conjugado
a una proteina [39]; mientras que los oligosacaridos
de menor PMr conjugados pueden provocar un mejor
reconocimiento del antigeno, de manera T-dependien-
te, maximizando el efecto de la proteina portadora
[11]. No obstante, estas diferencias, después de tres
dosis de ambos conjugados generaron titulos y avidez
de anticuerpos IgG similares.

En resumen, los procedimientos descritos, que
incluyeron la fragmentacion del PS6B en intervalos
de talla molecular de 10-30 kDa y 30-100 kDa, y la
activacion a niveles entre 8 y 18 % de las unidades
repetitivas oxidadas, permitieron obtener de forma
reproducible conjugados a TT que demostraron ser
inmunogénicos. La metodologia de trabajo seguida
para encontrar y establecer las condiciones de cada
reaccion es extensible al establecimiento de procedi-
mientos de conjugacion de polisacaridos de otros se-
rotipos de neumococo y otras bacterias.
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