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Introduccion

Cada afio se reportan aproximadamente 1.2 millones
de casos con enfermedad meningocdcica en el mundo,
con un estimado de 170 000 muertos y un grupo que
queda con secuelas permanentes [1]. A pesar de que
existen vacunas basadas en polisacaridos contra cua-
tro serogrupos de Neisseria meningitidis (A, C, Y y
W135) [1], las estrategias para desarrollar vacunas
contra el serogrupo B basadas en el antigeno capsular
han fallado por su poca inmunogenicidad en humanos.
Los intentos de desarrollo de una vacuna contra este
serogrupo se han enfocado en antigenos de superficie
no capsulares, como las proteinas de membrana exter-
na (PME), que se han evaluado individualmente o for-
mando parte de vesiculas de membrana externa (VME).
El primer estudio que brindé informacién sobre la efec-
tividad y seguridad de un preparado vacunal basado
en VME se desarroll6 en Cuba con la vacuna antime-
ningocécica VA-MENGOC-BC® [2, 3]. Sin embargo,
aun cuando las VME inducen inmunidad protectora
contra diferentes cepas del meningococo, la respuesta
inmune se puede mejorar con la inclusion de nuevos
adyuvantes o enriqueciendo su formulacion con anti-
genos conservados.

Recientemente se han empleado técnicas de la gené-
micay la proteémica para identificar nuevos antigenos
minoritarios conservados entres todos los aislamien-
tos [4], aunque aln no hay resultados palpables. A su
vez, se trabaja por mejorar las preparaciones vacunales
basadas en estos antigenos, y se emplean nuevas rutas
de administracion, técnicas de inmunizacion y adyu-
vantes, y teniendo en consideracion también la impor-
tancia de la inmunidad celular en la respuesta inmune
contra el meningococo [5]. Acorde con estos proposi-
tos, la inmunizacién con segmentos de ADN ofrece
una nueva posibilidad para evaluar antigenos protei-
cos. Este método de inmunizacion se basa en la ino-
culacion directa del gen que codifica para el antigeno
en el tejido del hospedante, en lugar de inyectar la
proteina correspondiente [6]. Las facilidades de la in-
munizacién con ADN han permitido que, en un periodo
relativamente corto, en un modelo animal se puedan
evaluar tantos genes como se requiera, mediante la
inmunizacion con bibliotecas de expresion (ELI, del
inglés Expression Library Immunization) [7]. La inmu-
nizacion con ADN estimula todas las vias efectoras
del sistema inmune: ventaja adicional para un estudio
completo de la respuesta del hospedero hacia este
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agente patogeno. En este articulo se exponen los re-
sultados del Departamento de Vacuna Antimeningo-
cdcica del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) y del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Finlay, tras el empleo de ELI por primera
vez como alternativa para estudiar la respuesta inmune
contra el meningococo.

Construccién del vector pELI3.1

Para la construccion de una biblioteca genémica 6ptima
(eficiente y representativa), se disefid un nuevo vector
de expresion para inmunizacion con ADN, que se de-
nomind pEL13.1[8] (Figura 1). La expresion con este
nuevo vector se llevd a cabo bajo el promotor inmedia-
to temprano del citomegalovirus humano y con las
secuencias de poliadenilacion y procesamiento del
ARN mensajero del antigeno t del virus de simios S\V40.
Algunos elementos novedosos de esta investigacion
son: a) Se incorporo la seleccion de recombinantes me-
diante el método de colonias blancas y azules; b) Se
adicion6 la secuencia Kozak antes del primer triplete
de la traduccion para la 6ptima expresion en células
eucariontes; ¢) Se amplio el sitio multiple de clonacién
(SMC) al adicionar ademas los sitios BamH I, Bcl | y
Bgl Il en los diferentes marcos de lectura, compatibles
con la enzima Sau3Al; d) Aambos lados del SMC se
adicionaron secuencias donde hibridan los oligonu-
cledtidos universales M13, para la secuenciacién de
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Figura 1. Esquema del vector pELI3.1. Secuencia del sitio de clonacién maltiple (MCS): los sitios de
restriccién aparecen subrayados, al igual que el sitio de inicio de la traduccién en bacteria (RBS) y en
eucariontes (Kozak). CMV L.E. e/p: promotor del citomegalovirus humano; Ch.lI: intrén quimérico; p*:
promotor del operén lactosa; LacZ “: gen de la subunidad alfa de LacZ; polyA: sefal de poliadenilacién;
AmpR: gen de resistencia a ampicilina (AmpR); pb: pares de base.
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los segmentos insertados; ) Se redujo la talla del plas-
mido a 3892 pb, para que aumentara su capacidad de
insercion y transfectante.

Construccién y evaluacién de una
biblioteca genémica anotada
de N. meningitidis en ratones

Una vez construido y evaluado el nuevo vector, se pro-
cediod a construir una genoteca anotada de N. menin-
gitidis. Se tomd ADN cromosomal de la cepa CU385y
se digirio parcialmente (1U/ug ADN durante 5 min a
37°C) con laenzima Sau3Al. EI ADN digerido se ligo
en tres reacciones separadas al vector pELI3.1 digerido
con las enzimas Bglll, BamHI y Bcll, respectivamente.
Con las reacciones de ligamiento se transformaron cé-
lulas de Escherichia coli TOP10, que se colocaron en
placas en un medio solido selectivo suplementado con
X-Gal e IPTG, e incubaron para el crecimiento de las
colonias. A continuacion de forma manual se seleccio-
naron 6000 colonias blancas, que se salvaron en placas
de 96 pocillos. Cada pozo contenia medio 2xYT y ca-
da clon creci6 durante 6 h. Posteriormente se adicion6
glicerol (concentracion final del 15%) y se guardé cada
placaa-70 °C. Cada placa se considerd placa madre y
se utilizo para hacer réplicas. Cada una de ellas se uti-
liz6 para inocular cultivos de mayor volumen de medio
Luria-Bertani (LB), donde los clones se mezclan. Previo
al cultivo cada placa réplica, se crecid 6 h para garanti-
zar que cada clon iniciara su crecimiento con una bio-
masa equivalente, y evitar asi el crecimiento acelerado
de unos clones sobre otros. Finalmente, se purifico el
material plasmidico que contenia 6000 clones, median-
te sistemas de purificacion de plasmidos libres de pirdge-
nos (Qiagen, Canada). La biblioteca de 6000 clones se
utilizé para inmunizar ratones Balb/c por via intramus-
cular con cuatro dosis de 100 ug de ADN cada una.
Mediante las técnicas de Western Bloty ELISA, se de-
tect6 la respuesta de anticuerpos especificos de tipo
1gG. Adicionalmente hubo actividad bactericida en los
sueros de los ratones inmunizados con la biblioteca
total (titulo 1:16) [8]. La induccion de anticuerpos bac-
tericidas es el criterio avalado por las agencias regula-
doras internacionales que evaluan la efectividad de una
vacuna antimeningocacica (titulos > 1:8 se considera
positivo). Se tomaron los ganglios linfaticos inguinales
de tres animales de cada grupo y se purificaron los lin-
focitos para experimentos de linfoproliferacion contra
VME (5 1g/pozo) o células totales lisadas del meningo-
coco (5 ng/pozo). Los grupos inmunizados con la bi-
blioteca mostraron indices de estimulacion mayores de
3(5.4+0.9contrael lisadoy 5.5+ 1.7 contra VME), al
igual que los grupos inmunizados con la vacuna co-
mercial cubana (5.1 + 1.0 contra el lisado y 3.5 + 0.8
contra VME). Estos resultados demostraron que es
posible seguir inmunizando con fracciones cada vez
menores de la biblioteca total, que contiene clones cuyas
secuencias codifican para polipéptidos del meningoco-
co con efectos inmunoestimulantes.

Fraccionamiento de la biblioteca
genémica anotada

La construccion de una biblioteca genémica anotada
(genoteca) permitio continuar fraccionando la biblio-
teca total de 6000 clones. La estrategia consistié en
construir 10 subgenotecas de 600 clones cada una.
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Para ello se tomaron réplicas de grupos de 6 placas
madre y se utilizaron para inocular un cultivo en un
medio LB (como se describi¢ antes). El material plas-
midico de las 10 subgenotecas se utilizé para inmu-
nizar ratones Balb/c en un esquema similar al de la
biblioteca total. Tres de las 10 subgenotecas (L6, L8 y
L9) indujeron la produccién de anticuerpos con ac-
tividad bactericiday, de estas, la subgenoteca L8 mos-
tré proteccion en el modelo de bacteriemia en rata
infante (reduccién significativa del nimero de co-
lonias). Con algunas de las subgenotecas se indujeron
anticuerpos IgG, detectados por Western Blot, particu-
larmente en el suero de los ratones inmunizados con la
subgenoteca L8, que reconoci6 una banda definida en
preparaciones de VME. Luego, se dividio la subgeno-
teca L8 en 6 subgenotecas de 95 clones cada una,
denominadas L8A, L8B, L8C, L8D, L8E y L8F. Estas
se utilizaron para inmunizar ratones Balb/c, y se indu-
jo respuesta de anticuerpos bactericidas (1:8) en los
sueros de los ratones inmunizados con L8-C. A conti-
nuacién se combinaron dos a dos estas subgenotecas,
y se evaluaron en un nuevo esquema de inmunizacion.
La combinacion de L8C y L8D indujo los mayores
titulos bactericidas y promovié la proteccion en el
modelo de ratas infantes.

Identificacion de candidatos
vacunales contra N. meningitidis
mediante inmunizacién genémica

En este estudio también se demostraron las potencia-
lidades de la inmunizacién con ADN para identificar
nuevos antigenos involucrados en una respuesta contra
N. meningitidis. Para ello, se parti6 de las subgenotecas
L8C y L8D, que habian inducido respuesta inmune
protectora. EIADN en cada uno de los 190 clones se-
leccionados se secuenci6 y analiz6 mediante proce-
dimientos de bioinformatica. Se determind que 20 de
ellos expresaban polipéptidos del meningococo, pues
el inserto de ADN se encontraba en el marco de lectura
correcto en el plasmidio pELI3.1. Con estos 20 plasmi-
dios se continud el estudio, por ser los potencialmente
responsables de la respuesta observada tras la inmu-
nizacion con los dos grupos de 95 clones [9]. Se pudo
determinar que estos plasmidios codificaban para ocho
proteinas de membrana externa, una proteina peri-
plasmatica y once citosélicas (Tabla 1). Una de ellas,
expresada por el clon 3E9, es una tipica proteina con-
servada de la membrana externay, por tanto, un atrac-
tivo candidato vacunal.

Evaluacion de un g_rupo
de plasmidios candidatos vacunales
contra N. meningitidis en ratones

Después de aplicar el método de seleccion basado en
inmunizacion con ADN (ELI), se inocularon ratones
con diferentes combinaciones de los plasmidios iden-
tificados anteriormente. Un grupo se inoculé con la
mezcla de los 20 plasmidios (L8CD), otros dos grupos
con los clones pertenecientes a cada placa (L8C y
L8D), otro grupo con los ocho clones codificantes pa-
ra proteinas de membrana (L8-OMP); otro, solo con
el plasmidio derivado del clon 3E9y un grupo control
con el plasmidio sin inserto (Tabla 1). Se administraron
cuatro dosis de 100 pug de ADN a cada animal, espacia-
das tres semanas entre una y otra. Los sueros extraidos
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Tabla 1. Antigenos identificados después de aplicar el protocolo de inmunizacién con fragmentos de ADN derivados
de una biblioteca genémica de Neisseria meningitidis cepa CU385

Clon Plgcu Nombre de la proteina que codifica yf}mcién Loculizqcién en la ) Grupos de
origen probable detectada por homol ogia célula inmunizacién*

3B1 L8C Transposasa IS5 Citoplasma A B

3E9 L8C Lipoproteinas de me mbrana Membrana externa ABCDE

3F1 L8C ClpA, ATPasa con actividad chaperona Citoplasma AB

3F4 L8C Do minio YCII con actividad enzimdtica Citoplasma A B

3F10 L8C Proteina hipotética Desconocida AB

3G3 L8C Proteina hipotética Membrana externa A B D

3G7 L8C Dominio HesB involucrado en la fijacié n de nitrége no Citoplasma A B

3G9 L8C Fosfopanteteina adeniltransferasa Citoplasma A B

4A1 L8D Receptor de membrana externa para coprégeno férrico Membrana externa A CD

4A6 L8D LuxS, censor autonducible de nivel de poblacién Citoplasma A C

4A8 L8D MurC, UDP-N-acetilmuramato-alanina ligasa Citoplasma A C

4A10 L8D Proteina ResB, biosintesis de citocromo C Membrana intema A C

4A11 L8D AdhC, alcohol deshidrogenasa dependiente de Zn Citoplasma A C

4D4 L8D Adhesina AidA, via de secrecion tipo V Membrana externa A CD

4E5 L8D Porina PorA Membrana externa A cCD

4F2 L8D Hemaglutinina Membrana externa A CD

4F11 L8D Gu anosina polifos fato pirofo sfohid rolasas/ sintetasas Citoplasma A C

4G2 L8D Toxina RTX, proteinas relacionadas con la unién de Ca** Membrana externa A CD

4H1 L8D DapB, dihid ro dipicolinato reductasa Citoplasma A C

4H10 L8D Siste ma de trans porte de Co ** tipo ABC Periplasma A CD

Las letras refieren los clones incluidos en cada inmun égeno.
A: grupo de los 20 clones juntos.

B, C: grupos con los clones pertenecientes a las placas LBC y L8D, respectivamente.

D: grupo de los 8 clones de proteinas de membrana.
E:grupo tratado con el plasmidio derivado del clon 3E9.

de los grupos de ratones inmunizados con el conjunto
de los 20 clones o con los clones derivados de la placa
L8D, fueron los Gnicos que mostraron actividad bac-
tericida. La respuesta inmune no solo fue contra la
cepa homologa, sino también contra una cepa de otro
serogrupo. Esta funcionalidad se verificd, ademas, en
un ensayo in vitro de deposicion de complemento hu-
mano sobre la superficie de la bacteria, el cual se
determind por citometria de flujo. Estos dos sueros
fueron protectores en un modelo de reto e inmunizacién
pasiva en ratas infantes. Por Gltimo, se retaron con
aproximadamente 2 x 10" unidades formadoras de
colonias (ufc) de meningococos de la cepa homoéloga,
todos los ratones inmunizados (Figura 2A). Aquellos
que se inmunizaron con la mezcla de 20 clones y el
grupo inoculado con el clon 3E9, mostraron protec-
cion parcial (> 50% de sobrevida), mientras que los
otros grupos y el control no (< 20%) [9].

Estrategia de inducciéon-
reestimulacién para el estudio

de la respuesta inmune contra

N. meningitidis

Para la induccion-reestimulacion se utilizé el gen PorA
de la cepa CU385 del meningococo y diferentes es-
trategias de vacunacion. Se demostro la capacidad de
este tipo de inmunizacién como estimulo primario para
las células del sistema inmune, mediante una estrategia
en la que se inmuniza primero con ADN seguido de
una dosis de refuerzo con proteina (induccion-reesti-
mulacién). Después de inocular tres veces a los ratones
de un grupo, con un plasmidio que codifica para PorA
(pELI-PorA), se les administré una dosis de refuerzo
con VME del meningococo (contiene a la proteina PorA
en estado nativo) y a otro grupo, con PorA recombinan-

te. Los animales que recibieron las VME como refuer-
zo, mostraron mayores titulos de anticuerpos contra
la proteina PorA (p < 0.05) y contra VME (p < 0.05),
con respecto a los grupos controles inmunizados antes
del refuerzo con el vector vacio o con solucion salina
tampon. Este resultado sugiere que es posible aumen-
tar la respuesta inmune contra una proteina del menin-
gococo mediante un esquema de inmunizacion que
combine la inyeccion de ADN con la inoculacion de la
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Figura 2. Resultados del ensayo de proteccion en ratones inmunizados con los grupos de clones identifica-
dos por inmunizacién genémica (A), y con las combinaciones de vesiculas de membrana externa (VME)
del meningococo y fragmentos de ADN (B). Después de la inmunizacién, los ratones fueron retados con
~2 x 107 ufc de la cepa CU385 y se monitoreé la mortalidad durante tres dias. EV: vector vacio pELI3.1
usado como control negativo; L8-OMP: combinacién de clones codificantes para proteinas de membrana;
L8C, L8D: subgenotecas C y D; LBCD: mezcla de las subgenotecas L8C y L8D; Alum: altmina; 3E9: clon
codificante para lipoproteina de membrana externa, perteneciente a la subgenoteca L8C; pIDKE2:
plasmidio codificante para antigenos del virus de la hepatitis C, no relacionados con el sistema de ensa-
yo; OMP: proteina de membrana externa; PorA: plasmidio codificante para porina; L6: subgenoteca

que indujo anticuerpos con actividad bactericida.

185 Biotecnologia Aplicada 2008; Vol.25, No.2



Daniel Yero y cols

Reporte

proteina correspondiente. No hubo diferencias en el
titulo de anticuerpos en el grupo reestimulado con PorA,
con respecto a los grupos controles después de cada
inmunizacién. Sin embargo, hubo diferencias en el
balance de subclases de anticuerpos inducidos entre
los grupos inmunizados. Después de administrar la
dosis de reestimulacion con la proteina PorA, el balance
de titulos de subclase 1lgG2a/lgG1 contra PorA fue 4.5
para los animales previamente inoculados con pELI-
PorA, mientras que para los grupos controles este
balance fue 1. Todos estos resultados concuerdan con
lo reportado por otros autores, sobre el uso de la inmu-
nizacion con ADN para favorecer la produccion de
células B de memoria mas que de células B efectoras.
Este esquema de inoculacién que combina inmundgenos
de tipo ADN y proteina no se habia explorado antes en
el estudio de la respuesta contra antigenos de N. me-
ningitidis. Con esta combinacion de inmundgenos se
indujeron titulos bactericidas superiores en los animales
inmunizados con pELI-PorA, probablemente debido
al predominio de anticuerpos de isotipo 1gG2a hacia la
porina PorA. Estos titulos bactericidas fueron significa-
tivamente superiores (dos diluciones mayor) dos se-
manas después de administrar la dosis de refuerzo con
PorA. Los resultados demostraron que es posible mo-
dificar la respuesta inmune hacia un antigeno del menin-
gococo mediante el uso combinado de la inmunizacién
con ADN seguido por reestimulacion con proteinas.

Estrategia de induccion- )
reestimulacion como estrategia de
busqueda de candidatos vacunales

Se exploré nuevamente la estrategia de induccion-
reestimulacion, con un nuevo esquema de inmunizacion
en el que a los animales se les administraron combi-
naciones aleatorias de clones derivados de una genoteca
de N. meningitidis, seguido de una dosis de refuerzo
con VME. Esta genoteca se obtuvo por fraccionamien-
to aleatorio del ADN cromosomal de la cepa CU385.
Luego de esta maniobra combinada, se extrajo suero
de los ratones y se determinaron los titulos de anticuer-
pos contra VME. No hubo diferencias significativas
en el nivel de anticuerpos, pero al igual que en la es-
trategia anterior, si se observaron diferencias en la
actividad bactericida de estos. Con dos de las combina-
ciones de clones usadas como inmundgeno primario,
se obtuvo respuesta inmune bactericida y protectora
contra N. meningitidis en modelos animales. Cuando
se evaluaron estos sueros en un ensayo tipo Western
Blot, se observé un patron de reconocimiento de pro-
teinas del meningococo al inmunizar plasmidios de
ADN codificantes para antigenos, diferente a si se hu-
biera inoculado primero un plasmidio vacio. Con estos
resultados se plante6 una nueva estrategia de bisqueda
de candidatos vacunales, basada en la combinacion de
dosis primarias con genotecas y una dosis de refuerzo
con proteinas del agente patégeno del cual se obtuvo
la genoteca [10].

Efecto adyuvante de diferentes
moléculas de ADN para las VME

del meningococo

En otro experimento se investigaron las potencialida-
des de los vectores obtenidos en este trabajo, para su
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uso posterior en formulaciones en las que se co-
administran las VME con ADN plasmidico. En esta
estrategia de inmunizacion se inyecté VME sin ad-
yuvante, VME combinadas con el vector pELI-PorA,
un plasmido con un gen no relacionado (pIDKE2), un
subgrupo de clones de la biblioteca genémica (L6),
o con el vector vacio pELI3.1, a ratones Balb/c. Como
control positivo se emplearon ratones inmunizados
con VME adyuvadas en gel de alimina. En todos los
€asos en que se hicieron combinaciones, se adminis-
traron iguales cantidades de ADN y vesiculas (5 mg
de cada uno) y los ratones se inmunizaron con 3 do-
sis de cada una de las formulaciones. En el titulo de
anticuerpos medido por ELISA indirecto contra VME
o contra PorA entre los grupos a los que se administrd
las VME junto con ADN plasmidico, en comparacion
con el grupo tratado con VME sin adyuvar, se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas.
También en los grupos inmunizados con vesiculas
mezcladas con el vector vacio o con pELI-PorA, se
verificé un equilibrio entre 1IgG2a e IgG1, a diferencia
del predominio de subclase 1gG1 después de la segun-
da dosis en los ratones inmunizados con VME sin
adyuvar. La inmunizacién con VME en alimina indu-
ce un patron 1gG2a/lgG1 con un balance igual a 1,
similar al observado después de inmunizar con las
combinaciones de ADN 'y VME, lo que corrobora que
el ADN plasmidico pudiera ejercer un efecto adyu-
vante para las VME. Estos resultados no superaron a
los correspondientes a VME mas alimina, pero de-
mostré que el ADN pudiera ser un adyuvante ade-
cuado para antigenos de las VME que por si solos
son poco inmunogénicos. Después de 3 dosis no se
evidenciaron titulos de anticuerpos bactericidas en
los animales inmunizados con las vesiculas sin ad-
yuvar. Sin embargo, la coadministracion de cualquier
plasmido empleado aument6 estos titulos a niveles
comparables con los inducidos después de inyectar
las VME con alimina, a partir de la segunda dosis. Un
mes después de la Ultima dosis, se retaron los anima-
les con la cepa homologa, para determinar el nivel de
proteccion conferido por cada inmundgeno disefiado.
Después del reto con aproximadamente 2 x 10" ufc de
meningococos de la cepa homdloga, el 75% de los ani-
males inmunizados con la combinacién pELI-PorA
mas VME sobrevivieron, mientras que el 90% de los
que recibieron las VME sin adyuvar murieron. En los
grupos inmunizados con pELI3.1 mas VME o con
VME en alimina sobrevivi6 el 50 % de los ratones
(Figura 2B). Con este resultado se demuestra por pri-
mera vez el poder adyuvante del ADN para las VME
del meningococo.

Conclusiones

Los resultados a lo largo de este trabajo demuestran
que es posible modificar la respuesta inmune hacia
antigenos proteicos o hacia las VME de N. meningitidis
mediante estrategias de inoculacion que exploren la
inmunizacion con ADN. Ademas, la inmunizacion con
ADN como plataforma de bisqueda de antigenos can-
didatos vacunales es aplicable al meningococo, y una
estrategia nueva, basada en la induccion-reestimula-
cion de la respuesta inmune amplia las posibilidades
de busquedas de antigenos con esta plataforma.
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