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°Ef sabio que escuchare estas pardbolas se hard més sabio; y al que las
entendiere le servirdn de timén. ®Atinard su significacidn y la interpretacién
de ellas, comprendera los dichos de los sabios y sus enigmas. “El termor
del Sefor es el principio de fa sabidurfa. Los insensatos desprecian la
sabiduria y la doctrina, (Pr 1:5-7).

'Si entrare la sabiduria en tu corazdn y se complaciere tu alma en la

ciencia,

el buen consejo serd tu salvaguardia, y la prudencia te
conservara, "Ylibréndote de todo mal camino y de los hombres de lengua
perversa. (Pr 2:10-12).

*Procura adquirir la sabidurfa, veas de alcanzar fa prudencia, y no te olvides
ni apartes de las palabras de mi boca. “No abandones la sabiduria, porque
ella serd tu protectora: dmala y ella serd tu salvacion. “El principio de [a
sabiduria es frabgar por adquirifla. Y asi, a costa de cuanto posees,
procura adquirir la prudencia; aplica todos tus esfuerzos para alcanzarla; y
ella te ensalzara: te llenara de gloria cuando la estreches en tus brazos.

*Anadira adornos graciosos a tu cabeza, y cefiird tus sienes con esclarecida

diadema. (Pr 4:5-9).
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RESUMEN

Los neumococos y especialimente los serotipos menos inmunogénicos {68, 14, 19F y 23F) son
un imporiante problema de salud publica mundial en nifios menores de dos afos y pacientes
inmunocomprometidos. Tan sdlo en 1998 murieron 3.5 millones de personas en todo el
mundo como resultado de 1a neumaonia. Las vacunas antineumocécicas disponibles compuestas
de polisacandos capsulares (PSC) de Streptococcus prieurnoniae no generan respuestas
protectcras timo-dependientes. Esta limitacidn se ha resuelto parcialmente con vacunas
conjugadas de PSC con proteinas acarreadoras para potenciar las respuestas de anticuerpos e
inducir memoria inmunoldgica. La toxina del colera (CT) de Vibrio cholerae v la enterotoxina
termolabil (LT) de Eschenchia colf tienen efectos adyuvantes cuando se administran o se
conjugan con proteinas que no son inmunogénicas. sin embargo, estas sustancias no pueden
aplicarse en humanos debido a que son toxicas ¥ sus costos de produccidn son elevados. La
protoxina Cry | Ac recombinante de Baciffus thuringlensis es un buen candidato como adyuvante
y acarreador ya que es altamente inmunogénica, innocua para vertebrados, resistente a
protedlisis y a pH alcalino y de bajos costos de produccidn.

En este trabajo nos propusimos determinar (1) si la protoxina Cry | AC funciona como acarreador
vacurial para la induccidn de respuestas de anticuerpos sistémicos y mucosos hacia BSA; (i) el
efecto de Cryl Ac sobre la respuesta inmune humoral conira el polisacdndo capsular serotipo 6B
(PSCé8) de S pneumoniae conjugado {Cry |Ac-PSC6B) o coadministrado con Cry | Ac; y (i) si
la coadministracion de CrylAc podria favorecer |z respuesta de anticuerpos contra los 23 PSC
de la vacuna comercial Pulmavax. Para ello administramos tres dosis de fos antigenos por la ruta
intranasal, y evaluamos la respuesta de anticuerpos de clase IgA, 1gG e IgM antigeno-especifico
por ELISA en suero y secreciones vaginales, intestinales y de tracto respiratorio en ratones
hembras Balb/c.

CrylAc es un buen acarreador de antigenos proteicos ya que la conjugacidn de CrylAc con
BSA incrementd significativamente [a respuesta de anticuerpos de clase IgA e IgG BSA-
especificos a nivel sistémico y en mucosas locales {tracto respiratorio) y distantes (tracto genital

femenino) cuando se administro por ruta intranasal,



La inmunizacion intranasal del conjugado Cry | Ac-PSC6B y la coadministracidn de CT y CrylAc
con PSCHB indujo respuesta alta de 1gM y moderada de IgA anti-PSCéEB en suero, v en lavados
traqueobronqueales (lavados tb) fue moderada para ambos isotipos. ta coadministracidn de
CrylAc con PSCEB estimuld una mayor respuesta de anticuerpos séricos de dase IgA gue CT.
Adicionalmente, analizamos la respuesta de anticuerpos en secreciones intestinales. La
inmunizacidn con el conjugado Cryl Ac-PSTéB vy la coadministracién de CT o CrylAc con
PSC6B indujo una alta respuesta de anticuerpos anti-PSC6B de clase IgA en intesting detgado.

La coadministracién de Pulmovax con CrylAc incremento los niveles de anticuerpos séricos y
en favado tb anti-Pulmovax de clase IgA, 1gG e 1gM, mientras que CT solo los incremento para
IgG en suero, y en lavado tb lo hizo para IgM e IgA. Sin embargo, estas respuestas fueron
menores respecto a la coadministracién con CrylAc. Adicionalmente, analizamos la respuesta
de anticuerpos en secreciones intestinales. La coadministracion de Cry |l Ac con la vacuna indujo
respuestas de anticuerpos anti-Pulmovax de clase IgA e IgM en intestino delgado y grueso,

mieritras que CT incremento los niveles de anticuerpos 1gG en intestine delgado.

Muestros resultados demuestran que (i) Cry | Ac es un buen acarreador de antigencs proteicos y
de carbohidratos (potisacaridos), ya que la inmunizacidn intranasal de Cry | Ac conjugada a BSA y
PSCEB indujo respuestas de anticuerpos especificos a nivel sistémico y de mucosas; (i) la
coadministracion de Cry | Ac con Pulmovax incrementa la inmunogenicidad de fa vacuna; (iit) la
superficie mucosa de la cavidad nasal es una ruta potencial para la vacunacién, ya que la
inmunizacién intranasal promueve el incremento de ambos tipos de inmunidad: sistémica y en
mucosas, mientras que la inmunizacidn oral es menos eficiente; y (iv) la variacion de respuestas
en los diferentes sitios mucosos analizados (tracto respiratonio, gastrointestinal y urogenital)
aporta evidencias acerca de la regionaiizacién de la respuesta inmune en mucosas. Esto sugiere
que la inmunizacién de CrylAc conjugada o coadministrada con polisacaridos de neumococos
podria generar proteccidn en ratones contra el reto letal por neumocacos; y la inmunizacidn
intranasal de Pulmovax con Cry | Ac puede sustituir en humanos e! protocolo existente en el cual

la vacuna es administrada por via sistémica.



INTRODUCCION
Inmunidad en Mucosas

Las enfermedades infecciosas (respiratorias, urogenitales y gastrointestinales) continan siendo
una de las principales causas de morbitidad y mortalidad en humanos a nivel mundial a pesar de
la disponibilidad de terapias antibidticas vy de vacunas multiespecificas,

Tan sélo en 1999 murieron mas de |3 millones de personas en tedo el mundo a raiz de dichas
enfermedades, que representan el 25% de todas las causas de mortandad a nivel mundial; y en
la proxima hora, | 500 personas morirdn de una enfermedad infecciosa, teniendo més de la
mitad menos de 5 anos de edad; asegurd la organizacion mundial de la salud (World Health
Organization, WHO) en su informe sobre las enfermedades infecdosas 2000.

En los ditimos afcs, el tratamiento de infecciones con antibidticos ha side menos exitaso debido
al dramdtico incremento de microorganismos resistentes a ellos por medio de uno o mas
mecanismos de resisiencia intrinseca y/o adquirida y amplificados por la presion selectiva a fa
exposicidn de los antibidticos (Ernst, 1999). Ademds existen enfermedades (por ejemple,
malara, SIDA-HIV, herpes-HSV, entre otras) e infecciones importantes (por ejemplo,
neumonia, cdlera, hepatitis, y meningitis) para las cudles no se cuenta con vacunas, y las
disponi‘bles son parcialmente efeciivas por su grado y tiempo de proteccién, o presentan
inconvenientes que limitan su aplicacidn (efectos colaterales, inestabilidad, altos costos de

praduccion, reversion a un fenotipo virulento) (Heather, 1993; McCluskie and Davis, 1999).

La mayoria de los agentes infecciosos virales, bacterianos y/o protozoarios afectan directamente
o son adquiridos a través de las superfides mucosas. La proteccidn inmune especifica de las
superficies mucosas es mediada por el Sisterna inmune Mucoso y por pequenas cantdades de
inmunoglobulinas (Ig) séncas que establecen contacto con estos sitics. £l sistema inmune
mucoso comprende al tejido linfoide asociado con las supericies mucosas (mucosa-associated

lymphoid tissue, MALT) y glandulas exocrinas (Staats et al, 1994).
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El MALT esta dividido en Sitios Inductores, donde el antigeno es endocitado, procesado y
presentado a los linfocitos T y B, y en Sitios Efectores donde ocurre 1a secrecién de anticuerpos
(McGhee et af, 199%a; Czerkinsky et af, 1999).

Los principales sitios inductores son en el: (a) tracto gastrointestinal, el tejido linfoide asociado al
intestino (gut-associated lymphoid tissue, GALT), por ejemplo, placas de Peyer, apéndie,
nddulos linfaticos mesentéricos, nédulos knfoides aislados y linfocitos intraepiteliales; (b) tracto
respiratorio, el tejido linfoide asociado a bronquios {bronchus-assodiated lymphoid tissue, BALT)
y tejido linfoide asociado a nasofaringe {nasal-associated tymphoid tissue, NALT), por ejemplo,
amigdala palatina, lingual y nasofaringe, y (c) tracto urogenital, el tejido linfoide asociado al recto
(rectal-associated bymphoid tissue, RALT) del intestino grueso. Estos tejidos linfoides attamente
especializados son colectivamente denominades tejido linfoide asociado con las superficies
mucosas (MALT) (McGhee et af, 1999a; Czerkinsky et al, 1999). Ademis del tejido linfoide, 1as
células presentadoras de antigeno (APC), tales como macrofagos y células dendriticas, en el
GALT vy en el tracto reproductor masculine y femenine pueden también actuar como  sitios
inductores.

El principal tejido linfoide mucoso estudiado son fas placas de Peyer (PP) del intestino delgadc.
Las PP contienen una regidn en forma de domo aitamente enriquecida por linfocitos,
macréfagos, céiulas dendriticas y células plasmaticas. Este tejido esta recubierto por un epitelio,
que contiene epitelio asociado foliculo (FAE) o células M, y esta altamente especializado para la
captacién, absorcion y transporte de antigenos intactos, tales como proteinas, bacterias, virus, y
pequefios parasitos, hacia el tejido linfoide infesior. Bajo el domo de la PP los diferentes foliculos
contienen los centros germinales donde ocurre fa divisidn de las células B. Estos Gltimos son los
prircipales sitios donde se lleva a cabo el “switch” o cambio de clase de células B IgM™ de
superficie (slgM*) a células B slgA”. La mayoria de fas células B slgA” se encuentran aqui, Las
dreas de células T son adyacentes, y proporcionan funcionalidad a tos linfocites T citotdxicos
(CTL) v células T cooperadoras (Th) que apoyan a las respuestas IgA. Después de la
estimulacién antigenica en los sitios inductores, las células T y B antigeno-especificas dejan la PP
via eferente linfitico, alcanzan la circulacidn sistémica via ducto torécico, y se diseminan en los

sitios efectores. Estos son la lamina propia {LP) del tracto respiratonio, gastrointestinal y



urogenital, y las glandulas exocrinas {lagrimal, mamania y salival). Bajo la influencia del antigeno,
de células T y citocinas, las células B proliferan y maduran como célutas plasmticas IgA.

La ruta de distribucidn de células desde sitios inductores IgA (BALT, GALT, NALT, RALT) haca
sitios efectores IgA (LP det tracto respiratorio, gastraintestinal y urogenital) se conoce como
Sistemna Inmune Comun de Mucosas (McGhee et af., 199%a).

La existencia de este sistema permite la inmunizacién en una superficie mucosa para indudir fa
secrecién de anticuerpos de clase IgA-Secretora (S-igA) antigeno-especiiico no sodlo en el sitio de
aplicacion, sino también en sitios distantes (Corthesy and Spertini, 1999; Mestecky and Fultz,
(999).

Inmunizacion en Mucosas y el Uso de Adyuvantes

La fisiclogia del Sistema lnmune Comuin de Mucosas ha sido tomada como base para el
desarrollo de vacunas que protejan a los individuos contra las toxinas y los agentes infecciosos
gue hacen contacto con las superficies mucesas. Debido a que la inmunizacidn parenteral es
inefectiva para lograr una buena estimulacién en estos sitios, y ya que fa produccidn de
anticuerpos secretorios es inducida por la estimulacién directa del MALT (Czerkinsky et af,
1999), la administracién de los antigenos vacunales en diversos sitios muccsos parece ser lo més

adecuado para lograr buenas respuestas.

La inmunizacidn de mucosas ofrece diversas ventajas en comparacidon con la inmunizacidn
parenteral; quizds la mas importante es que puede lograr fa induccion de ambos tipos de
inmunidad: sistémica y en mucosas (McGhee et &/, 1999b; Baldridge et af, 2000). Otras
ventajas son la disminucidn del resgo de probables efectos colaterates al evitar el ingreso directo
de antigenos en la circulacidn sistémica, la facilidad de aplicacion y la posibilidad de administrar
vacunas multiples (Kalambaheti et af, 1998). A pesar de estas ventajas, la Unica vacuna que se
aplica en alguna mucosa es la que protege contra la poliomielits (Sabin) (Staats er af, 1994), y
esto se debe principalmente a la baja absorcidn de las vacunas comeraiales disponibles, lo que
obliga a que su aplicacién se realice por alguna ruta sistémica. Otras limitantes de la inmunizacidn

en mucosas es que con frecuencia ias respuestas son ineficientes o de corta duracidn, se



requiere de miiltiples admiristraciones e incluso puede inducirse tolerancia inmunciégica. por lo
que debe hacerse uso de adyuvantes especificos. Por lo tanto, el desarrollo de vacunas que
induzcan inmunidad protectiva en las mucosas dependerd ampliamente del mejoramiento en la
administracion de los antigenos a los tefidos linfoides inductores y del descubrimiento de nuevos

y efectivos adyuvantes (Chen, 2000).

Para facilitar la inmunizacion en las superficies mucosas la mayoria de los esfuerzos se han
enfocado al desarrolio de estrategias de vacunacion oral. Sin embargo, aunque podria esperarse
que Ja administracidn oral de vacunas proteicas indujera respuestas inmunes en el tracto
gastrointestinal y en otras mucosas distantes, en realidad esta forma de administracién de
antigeno generalmente resutta en respuestas pobres. Para solucionar este problema, se han
desarrollado una serie de estrategias que incluyen el uso de bacterias atenuadas © wvirus
recombinantes (Czerkinsky et af, 1999) como acarreadores de antigencs heterdlogos © que
expresan genes que codifican para antigenos vacunales, la microencapsulacion de antigenos en
microesferas biodegradables (Gupta et af, 1998), la incorporacién de antigenos en liposomas
{(Wilschut et al., 1994, White ef af, 1995). el uso de complejos inmunoestimuladores (iSCOM:s)
(Stewart-Tull, 1998), y el empleo de vacuras de DNA (McCluskie and Davis, 1999). El objetivo
de utilizar todos estos vehiculos es lograr una adecuada captacidn del antigeno por parte de los
tejidos inductores, pero aln cuando esto suceda, queda pendiente lograr una respuesta eficiente
y para ello es necesario el empleo de adyuvantes. Estas sustancias son capaces de mejorar la
respuesta inmune en diferentes formas: (a} pueden incrementar la inmunogenicidad de
antigenos débiles; (b) pueden ser usados para incrementar la velocidad y duracidn de la
respuesta inmune; (¢) modular la avidez, especificidad, isotipo o distribucidn de las subclases de
anticuerpos; (d) pueden estimular la inmunidad mediada por células; (e} promover la induccion
de inmunidad en mucosas; (f) incrementar la respuesta inmune en individuos seniles o
inmaduros inmunoldgicamente; (g) ademas pueden disminuir l2 dosis de antigeno vy reducir los
costos de las vacunas (Singh and O “Hagan, 1999).

Existen muchas sustancias que han mostrado su capacidad como adyuvantes vacunales pero fa
mayorfa de elios son (tiles solamente para la inmunizacidn parenteral. Entre los escasos

adywantes de mucosas conocidos hasta ahora estén la intereucina-12 (IL-12) (Elson and



Dertzbaugh, 1999), monofosforil lipido A (Baldridge et &, 2000), muramyl dipéptido (MDFP)
(Singh and O "Hagan, 1999), ias secuencias inmunoestimuladoras CpG (McCluskie and Davis,
1999), y afgunas toxinas bacterianas (Elson and Dertzbaugh, [99%). De estas dlgmas, las mds
estudiadas son la toxina del colera (CT) de Vibrio cholerae v la enterotoxina termolabil (LT) de
Escherichia colf (Williams et af, 1999). CT y LT tienen efectos adyuvantes en las respuestas
sistémicas y mucosas cuando se coadministran o se conjugan <on proteinas solubles que no son
inrmunogénicas en mucosas (Wilson et af, 1985: Kalambaheti er 4/, 1998, Tochikubo ez af,
1698; Johansson et al, 1998); no obstante, su aplicacidn en humanos no es facible por su
toxicidad (McGhee et al, 1999b). Para resolver este problema se han disefado mutantes no
toxicas que conserven su adyuvanticidad, como LT-G192, LT-Ké3 y LT-R72 (Douce et af,
1999 Ryan et al, 1999). Sin embargo, ademds de eliminar el problema de la toxicidad, deben
obtenerse moléculas cuyos costos de produccidn permitan su uso masivo. Otra opcion es la
blisqueda de nuevas protelnas inmunogénicas no toxinas para humanos capaces de indugir
respuestas inmunes sistémicas y en mucosas que podrian ser buencs candidatos para utilizarse

como adyuvantes y acarreadores para administrar epitopos vacunales por rutas mucosas.



ANTECEDENTES

La Protoxina CrylAc de Bacilus thuringiensis como Adyuvante de Mucosas

Bacilius thuringiensis es una especie bacteriana Gram positiva esporulada del suelo que produce
cuerpos de inclusién paraesporales compuestos por una ¢ mis §-endotoxinas conocidas como
proteinas Cry (Cannon, 1996). Las propiedades bioguimicas de las proteinas Cry tales como
alta resistencia a la protedlisis enzimatica, asi como su estabilidad a pH extreme, su innocuidad
para los vertebrades y su alto peso molecular (Héfte and Whiteley, 198%) las hacen
potencialmente \ttiles como acarreadores de epitopos en las vacunas conjugacas, Las proteinas
Cry tienen actividad entomopatogénica de gran importancia econdmica, por {o cual se han
estudiado diversos factores que influyen en su expresidn. Los sistemas de produccidn efectivos
para la expresion de los genes cry en £schernichia colf o en otros vectores son de gran ayuda
para estudiar los productos del gen, su funcionalidad, rango de hoaspedero, su produccion
industrial, etc. £ cof JMI03 es un buen sistema para la expresidn del gen que codifica la
proteina CrylAc de 8. thuringiensis var. kurstaki HD73, porque la cantidad producida es
censiderablemente mayor (284 pg/mi; el 48 % del total de proteinas} que la del hospedero
natura (58 pg/ml; el 5!1% del total de proteinas) (Ge ef &, 1990). Las proteinas Cry se han
estudiado ampliamente desde hace muche tiempo para evaluar su actividad bioinsecticida pero
las propiedades fisioldgicas © inmunoldgicas en vertebrados han sido poco estudiadas a pesar de
la homologia de 8. thuringrensis con la especie patdgena 8. cereus (Zahener eral, 1989),

Prasad y Shethna {t975) reportaron que la inmunizacién con los cristales de 8. thuningiensis
subs. thurmngiensss inducia un incremento en da respuesta humoral en ratas. En un trabajo
posterior estos mismos autores (Prasad and Shethna, 1976) atribuyeron a una proteina extraida
de los cristales una actividad antitumoral contra el sarcoma ascitico de Yoshida tanto i wio
como i vitro,

Recientemente en nuestro laboratorio se ha encontrado que fa protoxina Cry | Ac recombinante
denada a partir de Bacilus thunngiensis subs. kurstaki es altamente inmuncgénica y posee
efectos adyuvantes tanto a nivel sistémico como de mucosas tan potentes coma los de Ja toxina

del colera. Vizquez ef &/ (1996) observaron que la inmunizacién sistémica de ratones y conejos



con Cry coadministrada <on el adyuvante completo de Freund inducia una atta respuesta de
anticuerpos en suero. En un trabajo posterior, Vazquez et af (199%} administraron por via
intragdstrica {IG) e iniraperitoneal (1P} formas cristalinas y solubles de Ja protoxina, y encontraron
que las dos formas indujeron altas respuestas de anticuerpos sistémicas por via IP, sin embargo,
solo CrylAc sotuble indujo respuestas de anticuerpos mucosos via IG. Posteriormente
probaron la adyuvanticidad (Vazquez et af, 1999b) de CrylAc soluble al coadministrarla con el
antigene de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y con albumina sénica bovina (BSA) y
compararon su eficiencia con la toxing del cdlera (CT). De este trabajo se concluyd que CrylAc
es un adyuvante sistémico y de mucosas t@an potente como CT. Moreno-Fierros et a/ (2000)
determinaron que la inmunizacién con CrylAc por Jas vias intranasal, rectal e intraperitoneal
induce respuestas de antcuerpos en mucosas del tracto gastrointestinal, urogenital y

respiratorio.

Estos datos en conjunto sugieren que la protoxina CrylAc podria ser Ut como adyuvante y
acarreador vacunal de epitopos para la induccidn de respuestas sistémicas y en mucosas, debido
a que ademds de su alta inmunogenicidad tanto a nivel muceso coma sistémico, tisne fa ventaja

de ser innocua para vertebrados y de producirse a gran escafa y a bajos costos.

El descubrimiento de nuevos acarreadores v adyuvantes abre lineas de investigacion en las
cuales estos deben ser caracterizados y probada su potencialidad como vacunas para proteger
contra enfermedades gastrointestinales, urogenitales y respiratorias. Para fines de este trabajo, la

enfermedad de interés es la neurnonia.

Infeccién por Streptococcus pneumoniae y Desarroflo de Vacunas

El neumococo, Strepiococcus pneunoniae, es una bacteria Gram positiva que permanece
como agente causal importante de morbilidad y mortalidad en todos los grupos de edad
(Austrian, 1981). La mayor parte de la poblacion ha presentade algln proceso infeccicso por
neumococo: otitis media, neumnonia (seguido de una bacteriernia), meningtis, y hasta cuadros

graves como sepsis o neuroinfeccion.



La organizacién mundial de la salud (World Health Organization, WHQ) estima que de una
cuarta a una tercera parte de la mortandad en niflos menores de 5 afios es ocasionada por
infecciones del tracto respiratonio, siendo fa neumonia, méds que cualquier otra enfermedad
infecciosa, el homicida nimero uno en todo e mundo; que representa de 4-5 millones de
muertes cada ano, y aproximadamente ef 40% de ellas son ocasionadas por S, preumnoniae
(Lee etal, 1997; Stack et af, 1998).

En México, ocurren cada afo 93 mul casos de neumonia y decenas de miles de gripe, Jo que
provoca ausentismo laboral y gastos en medicamentos. De acuerdo con la Secretar(a de Salud
(55). el 31% de los casos de neumonia afecta a personas mayores de 60 afos; y en 1999
muriercn aproximadamente 14 000 personas por esta infeccién a pesar del tratamiento con
antibidticos.

Diversos estudios han definido como grupos de alto riesgo de contraer y desarrollar alguna
enfermedad por neumococos a los siguienies: pacientes con alguna malignidad (incluyendo
leucemia, finfoma, mieloma multiple y enfermedad de Hodgkins), asplenia anatdmica o
funcional, SIDA-HIV, insuficiencia renal crénica, alcoholismo, enfermedades cardio-pulmonares,
diabetes mellitus, sindrome nefrdtico y cualquier condicion asociada con inmunosupresidn
(Poland, 1999).

Debido a la relevancia de este problema de salud, ha sido abordado por los cientificos con
estrategias que van desde la implementacidn de programas educativos, hasta el desarrollo de
terapias antibidticas y de vacunas profilacticas.

La mayor parte de los neumococos son susceptibles a la penicilina, sin embargo, existen cepas
resistentes. Ademds se tiene conecimiento de resistencia no sdlo a la peniciling, sino también al
cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol, ceftriaxona, eritromicina y tetraciclina (Alonso et al,
1991; Bradley and Connor, 1991; Friedland and Klugman., 1991; Schwartz et al, 1991,
Shortridge et al., 1999). Es por ello que se han probado vacunas antineumocdcicas compuestas
de diferentes polisaciridos capsutares para lograr la estimulacion inmunoldgica (Robbins ef at,
1983; Bolan et af, 1986; Lindberg, 1990}

Debido a que los neumococos invaden al organismo por via hematdgena o por extension

directa, 2 partir de las mucosas colonizadas (tracto respiratorio); se requieren desarrollar



estrategias de vacunacién que induzcan tanto inmunidad en mucosas como a nivel sistémico
(Miller et al, 1992).

De los B4 seratipos de polisacaridos capsulares (PSC) expresados por $. preumoniae (Van Dam
et al, 1990), sélo algunos son especialmente virulentos en humanos y otros no o son.

La vacuna para uso humano ha sido formulada con una mezcla de 23 PSC seleccionados de los
84 serotipos expresados por este neumococo.

La inmunizacion con polisacaridos de neumococo estimula la produccion de anticuerpos
(Braconier et &/, 1984; Bardardottir er al. 1990; Vidarsson et al, 1994) y protege a los adultos
sanos (Shapiro er af, 1991). Sin embarge, su inmunogenicidad es baja en ciertos grupos de
riesgo (ancianos, pacientes inmunodeficientes o inmunocomprometides) (Landesman and
Schiffrman, 1981; Van Dam ef af, 1990; Seong er 2/, 1999) y en rifios menores de dos afos
(Oouglas et af., 1983; Giebink, 1985: Bruyn ez al, 1992: Lee and Wang, 1994); y ademds se ha
reportado una disminucidn de los anticuerpos capsulares (Leinonen, 1982; Koskela et af. 1986;

Mufson et af., 1987).

Los PSC se dasifican como antigenos timo-independientes tipo 2 (T1-2). Las caracteristicas de
estas respuestas son: ausencia de memona, produccion de anticuerpos de clase 1gM con un
limitado switch de clase y no existe una afinidad por madurez (Bruyn et a/, 1992; Mond et af.
[995). Entre las estrategias para solucionar estos problemas se encuentra el desarrollo de
vacunas de polisaciridos capsulares de neumococo conugados o umidos a proteinas
acarreadoras para generar respuestas timo-dependientes (Giebink, 1994; Eskola and Kayhty,
1995; Anderson et af, 1996; Vidarsson et af, 1998; Korkella et 2/, 2000).

Existen muchas técnicas de conjugacién para proteinas y carbohidratos que consisten
principalmente en reacciones de amidacién, aminacién reductiva, esterificacion v en la formacion
de disulfuros entre otras. Los conjugados obtenidos por amidacion, aminacion, la formacion de
enlaces tioléter ¢ comboinaciones de estos son en general muy estadles, aunque su estabilidad i

vivo es incierta (Peeters et af, 1996).

Se han analizado la seguridad, la memoria y la proteccidn contra las infecciones neurnocdcicas

conferidas por los conjugados vacunales formados por componentes proteicos de uso amplio



como los toxoides diftérico y tetanico, proteinas de membrana externa de neumococos y la
toxina mutante diftérica CRM,;. Los resultados obtenides con estas vacunas han sido positivos
en general. No obstante, existen controversias sobre su eficacia, ya que mientras algunos
autores reportan que estas vacunas conyugadas han demostrado ser inmunogénicas y capaces de
inducir memona inmunoidgica en humanos mejores que la vacuna comerdial (Kayhty et af,
1995; Ahman et al, 1996; Giebink et al, 1996; Rennels et a/, 1998; Rodriguez et af, 1998;
Vidarsson et af, 1998; Korkeita et a/, 2000), otros reportan lo contrario (Powers er af, 1996,
Shelly er af.. 1997).

Por otra parte. diversas consideraciones pricticas hacen a estas atternativas poco apropiadas
para su aplicacién. Por ejemplo, el uso de estas sustancias esta limitado a los posibles riesgos de
toxicidad del vector. &l proceso de destoxificacién quimica produce grandes variaciones por lo
que, fas propiedades fisicas y quimicas de la toxina pueden ser sustancialmente modificadas y
afectar la unidn a los polisacaridos. La conjugacion de estas proteinas con grandes cantidades de
polisacaridos puede afectar las caracteristicas conformacionales de la proteina e inactivar los
epitopos de las células T y B. Aunado a estos inconvenientes, Jas proteinas derivadas de la toxina
del cdlera, toxoide diftérico vy tetanico presentan problemas como hipersensibilidad o supresidn
de respuestas anti-carbohidrate ocasionados por la preexistencia de anticuerpos anti-acarreador.
Estos efectos se observan cuando (as proteinas acarreadoras se emplean en vacunas polivalentes
o en formulas combinadas (Peeters ef 2/, 1991, Dintzis and Dintzis, 1992; Barington et &/,
1693; Barington et al, 1994, Shelly et a/, 1997, Bergquist ef &/, 1997).

Otra opcidn es la busqueda de nuevas proteinas con propiedades acarreadoras para administrar

epitopos vacunales por rutas mucosas.



JUSTIFICACION

La vacuna antineumocdcica para uso humano es un instrumento importante en la profilaxis de
infecciones neumocdcicas. ya que estimula la produccidn de anticuerpos y protege a los adultos
sanos. Sin embargo, su inmunagenicidad es baja en ciertos grupos de riespo (ancianos, pacientes
inmunedeficientes © inmunocomprometidos) y en nifios menores de dos afos. Entre las
estrategias para solucionar estos problemas se encuentra el desarrollo de vacunas de
polisacéridos de neumnococo conjugados © unidos a una proteina acarreadora. Los resultados
obterrdos con estas vacunas han sido vanables, aunque se ha demostrado gue es posible
obtener respuestas protectoras. No obstante, para obtener una vacuna lo suficientemente
efectiva para iniciar las pruebas en humanos es necesario determinar la (s) ruta (s) &ptima (s) de

inmunezacion, los acarreadores y adyuvantes que sean los mds apropiados.

Tomando como base la informacidn precedente, podemas afirmar que fa protoxina Cry | Ac es
un buen candidato de adyuvante para mucosas que ademas cuenta con las ventajas de ser
innocua para el ser humano y de producirse a gran escala y a un bajo costo. Es necesario
explorar su potencialidad como adyuvanie y acarreador de antigenos que induzcan proteccion
contra enfermedades adquirbles a través de las mucosas y tal es el caso de la infeccidn por 5.
pneunonize. Nos intereso conocer s Ja coadministracidn de CrylAc podia favorecer la
respuesta de anticuerpos contra los 23 polisacaridos capsulares de fa vacuna comerdial
Pumovax, adicionalmente usamos la toxina del cdlera para comparar las respuestas de
anticuerpos generadas cort este nmundgeno conacido. Ademds se determino si un conjugado
vacunal formado por la protoxina Cry | AC recombinante y el polisacirido capsular 6B (PSC6B)
de S pneurnoniae podria ser inmunogénico y potenciaimente menos txico que los actuales e

inducr proteccidn eficaz y duradera en €l modelo munno.



OBJETIVO GENERAL

Determinar si fa protoxina Cry | Ac recombinante funciona como acarreacor y adyuvante
para la inducctdn de respuestas de anticuerpos sistémicos y mucosos haca antigenos de

naturaleza proteica y polisacarida (carbohidrato) en el modeloc murino.



OBJETIVOS PARTICULARES

| Evaluar el Efecto Acarreador y Adyuvante de CrylAc enla Respuesta de Anticuerpos
anti-BSA

I.1 Conugar CrylAc con albimina sérica bovina (BSA) para evaluar el potendal de CrylAc
como acarreador de proteinas.

[.2 Analizar la respuesta de anticuerpos anti-BSA en suero, lavados traquechbronqueales,
intestinales y vaginales en ratones hembras Balb/c inmunizados por [as rutas intranasal y oral
con BSA. BSA coadministrada con Cry{Ac o toxina del cdlera (CT), y con el conjugado
Cryl Ac-BSA.

I.3 Comparar la respuesta inmune anti-BSA inducida con el conjugado CrylAc-BSA con la
inducida por la coadministracion de BSA con CT.

I.4 Comparar la respuesta inmune anti-BSA inducida por la ruta oral con la inducida por fa ruta

intranasal.

2. Evaluar el Efecto Acarreador y Adyuvante de Cry | Ac para la Induccién de Respuestas

de Anticuerpos anti-PSC6B

2.1 Conjugar CrylAc con el polisacirido capsular 6B de Streptococcus preumoniae (PSC6EB) a
través de la formacidn de enfaces tioléter para evaluar el potencial de CrylAc como
acarreador de polisacanidos.

2.2 Analizar la respuesta de antcuerpos anti-PSC6B en suero. lavados traqueobronqueales e
intestinales en ratones hembras Balb/c nmunizados por la ruta intranasal con PSCB, PSC6B
coadministrado con CrylAc o CT, y con el conjugado Cry | Ac-PSC6B.

2.3 Comparar la respuesta inmune anti-PSC68 inducida con el conjugado Cry i Ac-PSCEB con fa

induada por la coadministracidn de PSCE8 con CT.



3. Determinar si Cry | Ac tiene Electo Adyuvante en la Respuesta de Anticuerpos anti-

Pulmaovax

3.1 Establecer la adyuwanticidad de CrylAc al coadministrarta con la vacuna comercial Pulmovax
por ruta intranasal y evaluar la respuesta de anticuerpos sistémicos y mucosos anti-
Pulmovax.

3.2 Comparar la respuesta inmune anti-Pulmovax inducida por la coadministracidon de Pulmovax

con Cryl Ac con la inducida por la coadministraadn de Pulmovax con CT.
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Obtencion de Cryl Ac

Cultivo de E. Coli JM103 (pOS$9300) en medio
LB -+ Ampicilina + Kanamicina

Induccion con IPTG | mM

Recuperacién del Paquete Celular por Centrifugacién

Ruptura de Bacterias por Incubacion con Lisozima y Senicacién

Obtencion de los Cuerpos de Inclusidn por Centrifugacién

Solubilizacion de fa Protoxina en Amortiguador de Carbonatos (CBP)

Filtracion de la Protoxina

Electroforesis Cuantificacion
SDS-PAGE Inmunizacién




Efecto Adyuvante y Acarreador de CrylAc
Sobre la Respuesta de Anticuerpos anti-BSA

Obtencion de CrylAc

Conjugacién de Cry | Ac con BSA
Caracterizacion del conjugado por InmunoBlot y SDS-PAGE

BSA CT + BSA CrylAc + BSA CrylAc-BSA PBS
10 g Oug + 10ug {Opug + 10 g 10 ng (Control)

| | | |

Inmunizacién Qral o Intranasal
Dias 0,7y 14

Sacrificio
Dia 2|

Muestras
Suero, Lavados Vaginales
Liquidos Intestinales
Lavados Traqueobronqueales

|

ELISA Indirecta
Anticuerpos IgM, igG e IgA anti-BSA

Analisis Estadistico




Efecto Adyuvante y Acarreador de CrylAc
Sobre la Respuesta de Anticuerpos anti-PSC6B

Obtencién de CrytAc

Conjugacion de Cry|Ac con PSC6B
Caracterizacién del conjugado por SDS-PAGE y Cromatografia

PSCeB CT + PSCéB CrylAc + PSC6B CrylAc - BSA PBS
23.5 ng 10 ug + 23.5 pg 10ug + 235 g 10pg-23.5ug (Control)

l

inmunizacién Intranasal

Dias 0, 7y |4

Sacrificio
Dia 2!

Muestras
Suero
Liquidos Intestinales

Lavados Traqueobrongueales

[

ELISA Indirecta

Anticuerpos IgM, 1gG e IgA anti-PSC6B

Analisis Estadistico 1
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Efecto Adyuvante de CrylAc Sobre la
Respuesta de Anticuerpos anti-Pulmovax

L Obtencién de CrylAc

—

-

L

l_

Pulmovax
14.5 g

CT + Pulmovax
Oug + 1 1.5pg

CrylAc + Pulmovax
1Opug + 11.5ug

PBS
(Control)

-

1

]

Inmuniz

Dias 0, 7y 14

acion Intranasal

Sacrificio
Dia 2|

Liquidos Intestinales

Lavados T

Muestras
Suero

ragueobrongueales

ELI
Anticuerpos IgM
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MATERIALES Y METODOS

Inmundgenos

¢ Albdmina Sénca Bovina (BSA) y Toxina del Cdlera (CT) fueron comprados a Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo)

» Polisacinido Capsular serotipo 6B (PSC6B) de Streptococcus pneurnoniae obtenido de la
American Type Culture Collection, Manassas, VA

e Pulmovax® Vacuna Antineumocdcica Polisacdrida, Polivalente, Acuosa de 23 polisaciridos
capsulares {P23) comprada a Vida Inmunizada, Polance. Distribuidor de Merck Sharp and
Dohme en México

* Protoxina soluble recombinante Cry | Ac de Baallus thuringiensis (Cry L Ac)

e Conjugado de CrylAc con BSA (Cry | Ac-BSA)

s Conjugado de CrylAc con PSCEB (Cry | Ac-PSC6B)

Obtencion de Cryl Ac

Se inoculd una asada de Eschenchia coff [M103 (pOS9300) (donada gentilmente por el Dr,
Donald Dean, Ohio State University. Columbus) a un tubo con 5 ml de medio Luria-Bertani
{LB) suplementado con kanamicina (30 pg/ml) y ampicilina {50 pg/ml), que luego se incubd teda
la noche a 37°C en agitacién constante. Un ml del tubo de toda la noche se incculd en un
matraz con 500 ml de medio L8 con 0.5 ml de ampicilina y 0.5 mt de kanamicina, que se
mantuvo en agitacién por 5 h a 37°C; se adicionaron entonces 500 pl de isopropl f~D-
tiogalactopirandsido (IPTG) | mM y se incubd por 24 h, al cabo de las cuales se adiconaron 250
pl de IPTG | mM, 0.5 ml de kanamicina y se continud la incubacion otras 24 h hasta que la
absorbancia {A) Aq,, llegd a 0.5-1.0. Las bactenas se cosecharcn por centrifugacién a 4°C y 12
000xg por |G min, se resuspendio la pastillz con 50 mi de TE (Trizma 50 mM pH 8, EDTA 10
mM). se centrifugd nusvamente y se resuspendié con 50 ml de TE, se le afadid 0.5 ml de
lisozima (2 mg/mb y se incubd | h a 37°C mezdando suavemente de vez en cuando. El
volumen se repartid en dos tubos Nalgene de 50 ml y cada uno se sonicd tres veces mientras
estzaba sumergido en hielo por 5 min (Ultrasonic Homogeneizer 4710). Se reuniercn ios

sonicados, y la mezcla resultante se centrifugd a (2 000xg durante 20 min a 4°C. A la pastilia
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con los cuerpos de inclusidn se anadieron 100 pl de flucruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) |
mM y 10 ml de agua; la mezcla se agitd y se centrifugd a 12 000xg por 10 min a 4°C. El
sobrenadante se aspird y la pastilla se resuspendié en 10 mi de Na,CO; 0.1 M pH 9.6 con
100 1 de PMSF | mM v 100 Wl de 2-B-mercaptoetancl 1% (2-ME): la mezcla se incubd 30 min
a 37°C, se centrifugd a 4°C por 15 min a |12 000xg y el sobrenadante con la protoxina
solubilizada se colocd en un tubo de 25 ml Se esterilizd por filtracion a través de una
membranza de nitrocelulosa {poros de 0.25 pm), se repartio en tubos Eppendorf en volimenes
de | mly se almacend a 4°C. La pureza de la proteina se analizd por electreioresis en geles de
SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) v el contenido de proteinas se cuantificd con
el método de Bradford (Bradford, 1976).

Conjugacion de Cry | Ac con BSA

Se uso el métode descrito por Johnson and Dorling (1981). Un mi de la protoxina Cry | AC
recién purificada (4 mg/ml} se dializé (bolsas de didlisis SpectrafPor®, MWCQO: 6-8 kDa) en
contra de dos cambios de 500 mi de regulador de fosfatos salino |5 mMMNaCl 0.15 M pH 7.4
(PBS) a 4°C durante toda la noche, Se realizd un cambio a2 una solucién de amortiguador de
fosfatos (NaH,PO, H,O 2M, Na,HPQ, 0.2M) 0.1 M pH 6.8 manterida en agiacion suave por 2
h, posteriormente la protoxina se ccloco en un tubo con rosca y se afadiercn 12 mg de
albUmina sérica bavina (BSA). Pasados 2 min, para acoplar ambas proteinas se adicionaron 50 ul
de glutaraldehido 1% y la mezcla se incubd en ausencia de [uz a temperatura ambiente por 2 h
en agitacion suave. La mezcia fue dializada contra tres cambios de PBS a 4°C toda fa noche. Se
centrifugd en tubos Ultrafree®-15 (Biomax- 100k NMWL, Millipare) a 2 800 rpm durante 8 min
a 4°C. El sobrenadante fue colocado en tubos Eppendorf en volimenes de 250 ul y
almacenados 2 4°C. Se evalud el contenide de proteinas totales (Bradiord, 1976), y el
conjugado se caracterizé por SDS-PAGE (Laemmli, [970) e InmunoBlot (Towhbin et af, 1979).
Para usar el conjugado como inmundgeno se esterilizé por filtracién a través de una membrana

de nitrocelulosa (poros de 0.22 um).



Conjugacion de Cry | Ac con PSC6B

Concentracion de CrylAc. Ochox3 ml de CrylAc recién purificada fueron colocades en bolsas
de didlsis (Spectra/Por® 3787-D22, MWCO: 12-14 kDa) que se recubrieron completamente
con polietilénglcol 800 (PEG) y se mantuvieron en fric por | h. Se realizaron dos cambios
iguales del PEG hidratado. La solucién final de cada bolsa tenfa un velumen de 2 ml y 2.3 mg/ml
de proteinas. Se mezclaron y a esta solucidn se le afadieron 70 ul de 2-ME al 19, la mezcla se
incubd por 30 min a 37°C y se mantuvo 2 h en hielo.

Compugacion directa. Se uso el método descrito por Lees et al (1996). Para activar el
polisacarido del serotipo de Streptococcus pneumoniae 6B (PSC6B), a 1.3 ml de una solucion
acuosa de PSCSB ([0 mg/ml} mantenida en agitacion suave a 4°C. se anadieron lentamente (31
pl de tetrafluoroborato de | -ciano-4-dimetilaminopiridinio (CDAP, 100 mg/m#) y después de 30
seg se adicionaron 524 pl de borato de sodio 0.1 M pH 8.8. Pasados 2 min, para acoplar la
proteina al polisacaride activado se adicionaron répidamente | .8 ml de CrylAc (3.6 mg/ml) y la
mezcla se mantuvo en agitacion suave por 4 h. La reaccién se detuvo con 100 pl de
etanolamina 0.5 M en Hepes 0.75 M, pH 7.5. La mezcla fue dializada contra cuatro cambios de
500 ml de PBS a 4°C. Volimenes de 250 pl del dializado fueron colocades en tubos Eppendorf
y almacenados a 4°C. Se evalud el contenido de protelnas (Bradford, 1976) y carbohidratos
(Monsigny et a/, (9B8) y se calculd la relacidn de proteinas/carbohidratos en e! producto de
conjugaaén.

El conjugado se caracterizd por filtracidn en una columna de Sephacryl S300HR y SDS-PAGE.
Para usarlo como inmundgeno el conjugado se esterilizd por fitracién a través de una

membrana de nitrocelulosa (poros de 1.22 pm),

Contenido de Proteinas

Se obtuvo la curva tipo de proteinas con el método de Bradford (1976) empleande albimina
sérica bovina como estandar, Las muestras problema fueron analizadas por duplicado en vanas
diluciones. Por regresidn con minimos cuadrados se obtuvo Ja ecuacion de la curva tipo con la
que se calculd la concentracion de proteinas de las muestras diuidas apropradamente

(0.05<A,,<0.5).
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Determinacion de Carbohidratos

Las curvas tipo de los carbohidratos se obtuvieron a partir de soluciones de los polisacridos
auténticos. Para medir la cantidad de carbohidratos con el método de Monsigny er af (1988). el
contenido de un vial (10 mg) de PSCéB se disolvié con 5 ml de agua estéril y se almacend a -
70°C en volumenes de 0.5 mil,

Un frasco dmputa con 575 pg de la vacuna Pulmovax se mantuvo abierto en una incubadora a
37°C hasta sequedad (72 h). se disolvié con 0.5 ml de agua y se volvid a secar para eliminar la
mayor cantidad posible de fencl. Se redilsolvié en 0.1 mi de aguz y se usd como solucion de
trabajo.

A los pozos de placas de ELISA (Costar 3390 High binding) se afadieron por duplicado
muestras de 20 ul de la solucién de polisacaridos, 20 pl de resoranol 0.55 mM, 100 i de
H,50, 3.75 mM y 50 pl de fa solucidn comerdial de pristano (2.9 M). Las placas se taparon con
cubiertas autoacherentes, se mezcfaron por inversidn v se calentaron en un bafio de agua a
90°C por 30 min. Luego se mantuvieron a temperatura ambiente y en oscundad por 30 min y

se determind su A, en el iector Multiskan MCC/340 (Labsysterns).

Electroforesis en Geles de Dodecil Sulfato de Sodio-Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras de Cry | Ac sin conjugar v conjugada se sometieron a SDS-PAGE (Laemml;, |970)
en condiciones no reductoras y reductoras (2-B-mercaptoetanol 10 mM). Las muestras se
mezclaron con el regulador de muestras con © sin 2-B-mercaptoetanol y se aplicaron después
de haber sido sumergidas en agua henviendo por 3 min. Se usaron marcadores de peso
molecular pretefidos (Sigma Cherical Co., SDS-7B). Se prepararon geles de 80x73x0.75 mm
con polacrilamida al 7.59% y 8% ({para los conjugados CrylAc-BSA y CrylAc-PSCaB,
respectivamente), s& montaron en la cdmara de electroforesis (Mini-Protean I, Bio-Rad)
conectada a una fuente de poder (Bio-Rad. Modelo 1000/500). Se iniid la eleciroforesis a 60 V
y después de 30 min se aumentd a 100 V hasta que el colorante indicador llegd a 0.5 em del
extremo inferior del gel separador. Ef gel se ¢olocd en un recipiente con colorante de Fairbanks
(0.25 g de azu! de Coomassie R-250, 125 ml de metanol, 50 ml de icido acéuco glacial, 325 ml
de agua) por toda la noche, se enjuagd con agua y luego se incubd en soluc dn destefidora

rapida (45% de metano!, 45% de agua, 10% de dcido acético) por 25 min. Se hiceron luego



varios cambios de dcido acético al 7.5% vy éste se elimind con varios cambios de agua destilada
por unas 12 h. Las imdgenes de los geles tefiidos se capturaron en un digitalizador de iméagenes

(Eagle Eye [, Stratagene) y luego se secaron al vacio sobre papel celofan en un secador de geles
(Gel Slab Dryer, Bio-Rad 224).

Antisueros

Antisueros de ratén anti-BSA fueron obtenidos inmunizando 3 ratones Balb/c a intervalos de 7
dias intraperitonealmente con 100 pg de BSA emulsificada en 100 pi de adyuvante completo de
Freund (FCA), seguido de la inmunizacién con 100 pg de BSA y 100 pl de adyuvante
incompleto de Freund (FIA) por dos semanas.

Antisueros de raton anti-Cry | Ac fueron obtenidos inmunizando 3 ratones Balb/c a intervalos de
7 dias intraperitonealmente con 50 pg de CrylAc en 100 ul de PBS, Los sueros fueron

obtenidos una semana después de [a (itima inmunizacén.

Inmunoblot (Inmunoelectrotransferencia) de Proteinas de SDS-PAGE

El inmunoblot se realizé por el método de Towbin er af (1979). Inmediatamente después de la
electroforesis, las proteinas del gel se transfirieron a papel de nitrocelulosa (Bio-Rad, Trans 8lot®
0.45um) en presencia de amortiguador de transferencia (20 ml de metancl, 20 ml de Tris-
Glicina 5X, 60 ml de agua, pH 8.3). La inmunoelectrotransferencia se realizé en la cdmara de
transferencia (Labconco, Semi Dry Blotter) durante 30 min a 200 mA. El papel de nitrocelulosa
se colocd en un recipiente con rojo Ponceau 0.5% en dcdo acético 2% para observar las
proteinas transferidas. H bloqueo de los sitios reactivos se realizd con leche Svelty al 6% en
PBS-T pH 7.4 (PBS con Tween 20 af 0.05%) curante toda la noche a 4°C en agitacién suave;
posteriormente se lavo tres veces con PBS-T. El blot se incubo con 3 ml de antisuere de ratdn
anti-Cryl Ac o anti-BSA diluido 1:500 en PBS toda la noche a 4°C. El papel se lavo tres veces
con PBS-T. Se adiciond el segundo anticuerpo anti-lgG diluide 1:2000 en PBS-T
{inmunoglobulinas de cabra anti-cadenas pesadas v (Pierce) de ratdn conjugadas a peroxidasa) y
se incubo 2 h a temperatura ambiente. £l blot se lavo tres veces con PBS-T y dos veces con
PBS |:3. Posteriormente se seco, y las bandas se visualizaron con solucidén de sustrato-

cromdgeno {20 mg de diaminobenziding, 100 ml de P85 1:3, 0.5 ml de H,O; 1%).
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Cromatografia en Sephacryl S300HR

A una colurmna (0.7x6.5 cm) de Sephacryl S300HR (Sigma Chemical Co.) equilibrada con PBS vy
conectada a una bomba penistdltica {flujo = 0.2 mil/min) se aplicaron 68 pl de azul de dextrana
(106 mg/ml) para determinar el volumen de exdusidn (V). Se colectaron 60 fracciones de
200 pt y se midid su Ag,. La misma columna se lavé con dnco volimenes del lecho con PBS y
se le aplicaron en corridas independientes muestras de CrylAc, PSC6B y del conjugado
CrylAc-PSC6B. El contenido de proteinas y carbohidratos se evalud con los métodos ya

descritos.

inmunizaciones

Administracidn Cral e Intranasal de Cry |Ac Coryugada o Coadministrada con 854

En todos los experimentos, se usaron ratones hembras Balb/c de B-1C semanas de edad.
Fueron mantenidos en jaulas con agua y alimento (Lab diet 5015, OMI Nutrition International)
adl fibitun. Los inmundgenos fueron administrados via oral en 0.1 ml de NaHCO,, o via
intranasal colocados directamente en las fosas nasales. Los grupos experimentales estuvieron
formados por 5 ratones hembras, y cada uno recibié tres dosis de inmundgeno a los dias 0, 7 y
14. Los ratones fueron sacrificados 7 dias después de fa (ltima inmunizacidn. Para cada nuta se
usaron como inmunggenos albimina sérica bovina (B3A) sola (10 ug), CrylAc vy toxina del
cdlera (CT) coadministrados con 85A {10 ug de CT o CrylAc y 10 pg de BSA), y CrylAc
conjugada a BSA (10 pg de conjugado). Para cada ruta se emplearon animales inmunizados

solamente con PBS como controles negativos (Tabla 1),

Administracicn intranasal de CrylAc Conjugada o Coadministrada con PSCEB

Grupos de 5 ratones Balb/c hembras fueron inmunizados a intervalos de 7 dias por la nuta
intranasal. Se usaron come inmundgenos polisacdrido capsular 6B (PSC6B) solo (23.5 ug),
CrylAc y CT coadministrados con PSC6B (10 ug de CrylAc o CT y 23.5 pg de PSC6B), y
CrylAc conjugada al PSC6EB (10 pg - 23.5 pg). Se emplearon animales inmunizados solamente

con PBS como controles negativos (Tabla 2).



Coadministracion Intranasal de CrylAc ¢ CT con Pulmovax

Grupos de 5 ratones Balb/c hembras fueron inmunizados a intervalos de 7 dias por la ruta
intranasal. Se usaron como inmundgenos la vacuna Pulmovax, la CT o CrylAc a las dosis
indicadas en |a tabla 3. Se emplearon animales inmunizados solamente con PBS como

controles negativos.

Tabla |. Grupos de ratones inmunizados con BSA sola, conjugada o

coadministrada con Cryl Ac

Dosis Inmunégenc’ Via de administracion®
100 pl PBS Oral
10pug BSA Oral
10 g + 10 ug CT + BSA Oral
10pg + 10 g CrylAc + BSA Oral
i0 ug CryiAc-BSA Oral
10l PBS Intranasal
10 g BSA Intranasal
10ug + 10 g CT + BSA Intranasal
10ug + 10pg CrylAc + BSA Intranasal
10pg CrylAc-BSA Intranasal

*CrylAc, Protoxina Cry | Ac; BSA, Albtimina Sérica Bovina; CT, Toxina del Colera.
®Grupos oral e intranasal; 5 ratones hembras Balb/c de 8- 10 semanas de edad por grupo; se
obtuvieron muestras de suero, liquidos intestinales, favados vaginales y

traquecbronqueales.



Tabla 2. Grupos de ratones inmunizados con PSC6B solo, conjugado o

coadministrado con Cryl Ac

Dosis lnmunégeno® Via de administracién”
10l FBS Intranasal
23.5ug PSCéB Intranasal
10ug + 23.5ug CT + PSCeB Intranasal
I0ug + 23.5g CrylAc + PSC6B Intranasal
10pg-23.5ng CrylAc - PSC6B Intranasal

*CrylAc, Protoxina CrylAc; PSC6B, Polisacarido Capsular serotipo 6B; CT, Toxina del
Calera.
"Grupos intranasal; 5 ratones hembras Balb/c de 8-10 semanas de edad por grupo: se

ebtuvieron muestras de suero, liquidos intestinales y lavados traquecbronqueales.

Tabla 3. Grupos de ratones inmunizados con Pulmovax sola o coadministrada con

CToCrylAc

Dosis Inmundgeno® Via de administracién”’
10 pl PBS Intranasal
1t.5ug P23 Intranasat
10pg + 115 pg CT + P23 Intranasal
1Opug + 1.5 g CrylAc + P23 Intranasal

*Cryl Ac, Protoxina Cryl Ac; P23, Vacuna Pulmovax; CT, Toxina del Célera.
*Grupos intranasal; 5 ratones hembras Balb/c de 8-10 semanas de edad por grupo; se

obtuvieron muestras de suero, liquidos intestinales y lavados traquecbronqueales.

Obtencion de Muestras
Se obtuvieron muestras de suero, de secreciones de intestino delgade, grueso, vagina y de

tracto respiratorio como se describe a continuacion.



Lavados Vaginales, Antes de sacrificar a los ratones se realizaron cinco lavados vaginates ¢on 50
ul de medio RPMI-1640 pH 7.4 (Sigma Chemical Co.) adicionado de garamicina (40 pg/ml)
(RPMI-G). El fluido se colecto en tubos Eppendorf; las muestras se centrifugaron a 8000xg

durante 10 minutos a 4°C, y los sobrenadantes se almacenaron inmediatamente a -20°C.

Sueros. Los ratones se anestesiaron con éter y se obtuvieron muestras de sangre por puncion
cardiaca. Las muestras se mncubaron a 37°C por 20 minutos y los sueros se separaron por

centrifugacidn a 15 000xg por 5 minutos e inmediatarnente después se almacenaron a -20°C,

Lavados Traquecbronqueales. En el cuarto frio se disectaron cuidadosamente los pulmones
unidos a la trdquea, y se colocaron en una caja de Petri. El exterior se lavo exhaustivamente con
Hank s Balanced Sait (HBSS) (Sigma Chernicat Ce.). Con una jeringa con cdnula conectada a la
traquea se pasaron 2 ml de medic RPMI-G en dos ocasiones y el liquido se colectd en tubos
Eppendorf. Las muestras se centrifugaron a 8000xg por 10 minutos a 4°C, y los sobrenadantes

se almacenaron inmediatamente a -20°C.

Liguidos Intestinafes. En el cuarto frio se disectaron los intestinos delgado y gruesc, y se
colocaron en cajas de Petri por separado. £l exterior se lavo con HBSS. Se lavaron
internaménte mediante  ¢dnula  con  medio RPMI-G  adiciomado de acdo p-
hidroximercunibenzoico (pHMB) (Sigma Chemical Co)) 100 mM en Trizma base 150 mM
{RPMI-GP); para el intestino delgado se pasaron S ml y para el intestino grueso 3 il de medio
RPMI-GP. Las muestras se centrifugaron a 8000xg durante 10 min a 4°C y los sobrenadantes se

almacenaron inmediatamente a -20°C.

Andlisis de la Respuesta de Anticuerpos en Suero, Liquidos Intestinales, Lavados
Vaginales y Traqueobronqueales
La evaluacidn de la respuesta de anticuerpos de clase tgM, 1gG e IgA antigeno-especifico se

determind mediante la técnica de ELISA indirecta.
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Ensaye Inmunoenzirmdtico anti-B5A

Se recubrieron placas de 96 pozos (Metrix) con 100 pl de BSA (10 pg/ml) en amortiguador de
carbonatos-bicarbonatos pH 9.6. Las placas se incubaron 24 h a 4°C; se lavaron tres veces con
250 pi de PBS-T ph 7.4 (PBS con Tween 20 al 0.05%). El bloqueo de Ios sitios reactivos se
realizé con 100 ul de caseina (Sigma Chemical Co.) al 19 en PBS-T durante 2 h a temperatura
ambiente, posteriormente se lavaron tres veces con PBS-T. Se analizaron por duplicado las
muestras de suercs diluidos 1:100 con caseina al 1% en PBS-T, los liquidos intestinales se
dikuyeron con caseina al 10% en PBS-T (concentracion final 19%), los lavados vaginales y
traqueobronqueales no diluidos se incubaron a 4°C por 24 . Las placas se favaron tres veces
con PBS-T. Se adicionaron 100 i de los segundos anticuerpos diluidos en caseina 1% PBS-T
{1:500 para anti-lgA, 1:6400 para anti-IgG y 1:4800 para anti-IgM; inmunoglobulinas de cabra
anti-cadenas pesadas p, y (Pierce) y o (Zymed) de ratdn conjugadas a peroxidasa) y se
incubaron 2 h a temperatura ambiente. Se favaron tres veces con PBS-T v la reaccidn enzimitica
se realizd con solucién de sustrato para ELISA (0.5 mg/ml de o-feniléndiamina, 0.01% H,O, en
amortiguador de citratos-fosfatos 0.05 M pH 5.2) durante 30 min en la oscuridad. La reaccidn
se detuvo con H,50, 2.5 N v se midié la Ay, en el lector de ELISA Bio-Rad M-450.

Ensayo Inmunoenzimdtico anti-PSCEB

Las placas de ELISA (Costar 3590 High binding) se recubrieron con 100 pl de PSC6B (10
pg/ml) en amortiguador de carbonatos-bicarbonatos pH 9.6, tas placas se incubaron 24 h a
4°C; se lavaron tres veces con 250 pl de PBS-T. El blogqueo de los sitios reactivos se realizd con
100 ut de caseina al 1% en PBS-T durante 2 h a temperatura ambiente, posteriormente se
lavaron tres veces con PBS-T. Se anafizaron por duplicado las muestras de sueros diluidos 1:100
con caseina al 19 en PBS-T, tos liquidos intestinales se diluyeron con caseina al 10% en PBS-T
{concentracion final 196), y los lavados traquecbrongueales no diluidos se incubaron a 4°C por
24 h. Las placas se lavaron tres veces con PBS-T. Se adicionaron 100 pl de los segundos
anticierpos diluidos en caseina 1% PBS-T (1:1000 para anti-lgA, 1:2000 para anti-igG v 1:4000
para anti-lgM; inmunoglobulinas de cabra anti-cadenas pesadas p, y (Pierce) y « (Zymed) de
ratén conjugadas a peroxidasa) y se incubarcn 2 h a temperatura ambiente. Se lavaron tres

veces con PBS-T y la reaccidn enzimdtica se realizd con solucidn de sustrato para ELISA durante



30 min en la oscuridad. La reaccién se detuvo con H,5O, 2.5 N y se midid la A, en el lector

de ELISA Multiskan MCC/340.

Ensayo Inmunoenzimdtico anti-Fulmovax

Las placas de ELISA (Costar 3590 High binding) se incubaron toda la noche 2 4°C con 100 pl de
la solucidn de polisacéridos (Pulmovax [0 ug/ml) en amortiguadar de carbonatos-bicarbonatos
pH 9.6. Se lavaron tres veces con 250 pl de PBS-T. Para asegurar la completa eliminacién de
uniones  inespecificas se bloques de la sguiente manera: para sueros y lavados
traqueobronqueales se colocaron 100 ul de PBS con Tween 20 al 0.1% durante | h, y 100 pl
de BSA al 1% en PBS-T 0.05% | h mis a temperatura ambiente. Para liguidos intestinales el
blogueo de los sitios reactivos se realizéd con 100 pl de BSA al 196 en PBS-T 0.05% durante 2 h
a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaren tres veces con PBS-T. Se analizaron por
duplicado las muesiras de sueros diluidos 1:1000 para lgA, §:500 para IgG y 1:2000 para IgM en
BSA al 1% en PBS-T. Los liquidos intestinales se diluyeron con leche Svefty al 10% en PBS-T
(concentracién final [96), y Jos lavados traqueobronqueales no diluidos se incubaron a 4°C por
24 h. Las placas se lavaron tres veces con PBS-T. Se adicionaron 100 pi de los segundos
anticuerpos difuidos en BSA 1% PBS-T (1:1000 para anti-IgA y anti-IgG, 1:12000 (sueros) y
1:3000 (liquidos intestinales y lavados traqueobrongueales) para anti-IgM; inmunoglobuinas de
cabra anti-cadenas pesadas y, y (Pierce) y o (Zymed) de ratén conjugadas a peroxidasa) y se
incubaron 2 h a temperatura ambiente. Se lavarcon tres veces con PBS-T y la reaccidn enzimética
se realizd con solucion de sustrato para ELISA durante 30 min en la oscuridad. La reaccidn se

detuvo con H,80, 2.5 Ny se midid la Ay, en el lector Multiskan MCC/340.

Andlisis Estadistico

Bl andlisis de significancia estadistica entre los niveles de anticuerpos en los grupos
experimentales se determing con un Andlisis de Varianza (ANOVA) (P <0.05), seguido de una
comparacién miltiple de medias (Prueba de Tukey) (P<0.05).
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RESULTADOS

Induccion con IPTG y Obtencion de Cryl Ac

Para analizar la expresion y la formacion de cuerpos de inclusion de la protoxina
recombinante CrylAc, analizamos mediante microscopia electrénica de transmision los
cultivos de E. coli )M 103 {(pO59300) inducidos con IPTG. La acumulacién de la protoxina se
aprecié claramente por la formacidn de los cuerpos de inclusién de forma y tamario
varizbles que ocupaban gran parte del citoplasma; también se observd alargamiento de las

células tratadas (Fig. | y 2).

Pt e g M T R K e

Fig. |. Aspecto de los cultivos de E. coli JM{03 (pOS9300} & microscopio
electrénico de transmisién, (A) Sin inducir. (B) Inducidos 48 h con IPTG |

mM (Barra = 500 nm).

De un litro de cultivo de E. cofi JM103 obtuvimos un rendimiente de 50 mg de CrylAc,
poco mas de lo necesario para el proyecto, El peso molecular de Cry|Ac purificada (133

kD¥a) coincidié con el esperado (Adang et af., 1985) (Fig. 3).
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Fig. 2. Cuerpo de inclusién en una célula de E. Fig. 3. Electroforesis de CrylAc purificada.
coli. jM103 (pOS9300) inducida con IPTG (Barra Carril |, marcadores de pesc molecular (en
= 100 nm}). kDa): o,macroglobutina 193, P-galactosamina

112, fructosa-6-fosfato-cinasa B6, piruvato cinasa
70, fumarasa 57, deshidrogenasa lactica 39.5 y

triosa fosfatoisomerasa 36. Carril 2, CrylAc (4

ug).

Conjugacion de Cryl Ac con BSA

Para la conjugacion de Cry!Ac con BSA se empleo el método de glutaraldehido de un paso
{Johnson and Dorling. 1981), para unir de manera covalente los grupos amino disponibles
de CrylAc {la protoxina contiene | | 78 residuos de aminoacidos; Choma and Kaplan, [990)
con los grupos amino de BSA (la proteina presenta 62 grupos amino disponibles para
enlaces; Meyer et al., 1991) mediante la formacién de enlaces transversales via grupos
amino. La secuencia de reacciones para el entrecruzamiento de las proteinas se ilustra en la
Fig- 4. La concentracion de proteinas totales en el conjugado {16 mg/ml} indico una relacién
CrylAc/BSA = I:4. Al realizar el entrecruzamiento, se observo un color amariflo en el
producto de conjugacién lo cual indico un acoplamiento exitoso de ambas proteinas, similar

al obtenido por otros autores (Borel et af., 1984).
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Para determinar si el peso molecular del complejo proteina/proteina aumentaba al conjugar BSA
con CrylAc, el producte de la reaccién de conjugacion, BSA y CrylAc se sometieron a
electroforesis en condicienes reductoras (2-ME). Bl conjugado tuvo un peso molecular mayor a
185 kDa (Fig. 5). En el carril | se presentan los marcadores de peso molecular; los carriles 2y 3
contienen a B3A y Cry | Ac respectivamente. En el carril 4 se presentaron un ndmero de bandas
que corresponden a B3A libre (62 kDa), CrylAc libre (133 kDa), ¥ una banda de alto peso
molecular que corresponde al conjugade CryftAc-BSA. Este resultado indica que <on la
conjugacién se generaron moléculas mayores que Cry | AC monomérica.

B inmunoblot fue realizado para determinar cudles bandas del gel (SDS-PAGE) contenian
CrylAc, cudles contenan BSA o cudles contenfan ambas proteinas (Fig. ). En la
inmunotransferencia de BSA revelada con el anticuerpo anti-BSA se reconocié la regién de 62
kDa. En el inmunoblot de CrylAc revelado con el anticuerpo anti-Cry|Ac se reconocid la
region de 133 kDa. En la inmunotransferencia del conjugado CrylAc-BSA revelado con el
anticuerpo anti-BSA se reconocieron tres regiones con pesos moleculares de 62, 133 y mayor a
185 kDa. En el inmunoblot del conjugado Cry | Ac-BSA revelado con el anticuerpo anti-Cry | Ac
se reconocio la regidn mayor a 185 kDa. Estos resultados sugieren que en la banda de mayor
peso molecular presente en la preparacion del conjugado, BSA y CrylAc estin asociadas de

manera covalente.
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Fig. 4. Polimerizacién con glutaraldehido y entrecruzamiento de proteinas. Tomado de Wong, 1991.
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Fig. 5. Electroforesis del conjugado CrylAc-BSA. Carril |, marcadores de peso
motecular (en kDa). Carril 2, BSA (2 ug). Carril 3, CrylAc {4 ug). Carril 4,
conjugado Cry | Ac-BSA (2 pg). La flecha indica la posicidn del conjugado, con un peso

molecular mayor a 185 kDa.

185

118
85
62

51

Fig. 6. Inmunoblot del conjugado CrytAc-BSA. Carril |, marcadores de peso molecular
(en kDa). Carril 2, 8SA. Carril 3, CrytAc. Carril 4, conjugado Cry | Ac-BSA revelado con
el anticuerpo anti-BSA. Carril 5, conjugade CrylAc-BSA revelade con el anticuerpo anti-

CrylAc..
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Eecto de la Administracién Oral e Intranasal de Cry|Ac Conjugada o Coadministrada

con BSA en la Respuesta de Anticuerpos anti-BSA

Respuesta de Anticuerpos anti-B5A en Suero

La administracién oral de la albdmina sérica bovina {BSA) sola, coadministrada con CrytAco CT, 0
conjugada (CrylAc-BSA) no indujo respuesta de anticuerpos anti-BSA IgA, 1gG e IgM (P>0.05)
(Fig. 7).

La inmunizacién intranasal con BSA indujo respuesta de anticuerpos anti-BSA IgA e 1gG con
respecto al grupo no inmunizado (P<<0.05). La inmunizacidn con el conjugado CrylAc-BSA
incremento significativamenite la respuesta de anticuerpos especificos 1gG e IgA con respecto al

grupo que recibid solamente BSA (P <0.05) (Fig. 7).

Respuesta de Anticuerpos anti-BSA en Lavados Traqueobrongueales (lavados th)

La inmunizacién oral con BSA sola, coadministrada con CrylAc o CT, o conjugada no indujo
respuestas de anticuerpos traquecbronqueales anti-BSA IgA, IgG e IgM (P>0.05) (Fig. 8).

La administracidn intranasal de BSA indujo respuestas significativas de anticuerpos anti-BSA de clase
lgA e IgG pero no de 1gM. BSA conjugada con CrylAc indujo niveles aftos de anticuerpos
espediiicos IgG e IgA mayores respecto al grupo de BSA, siendo signilicativa para este Ultimo isotipo
(P<0.05) (Fig. 8).

Respuesta de Anticuerpos anti-B5A en Lavados Vaginales

Por via oral BSA coadministrada o conjugada con Cry [Ac no indujo respuestas anti-BSA. CT indujo
respuestas de anticuerpos anti-BSA de clase IgA no significativas (P>0.05} (Fig. 9).

Por wia intranasal el comjugado CrylAc-BSA incremento significativamente lz respuesta de
anticuerpos de dase IgA anti-BSA (P<0.05). Mientras que la inmunizacon de BSA sola,
coadministrada con Cry |Ac o CT ne indujo anticuerpos espedicos (P>0.05) (Fig. 9).

Respuesta de Anticuerpos ant-BSA en Liguidos de Intestino Delgado

La inmunizacidn oral e intranasal con BSA indujo niveles moderados de anticuerpos especificos IgA

(P<0.05) pero no de lgG e IgM, La inmunizacidn por ambas rutas con BSA conjugada,
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coadministrada con Cry [A¢ o CT no modificaron significativamente los niveles de anticuerpos IgA,
[gG e 1gM (P>0.05). La respuesta de IgA inducida por los diferentes tratamientos fue similar a fa
inducida por BSA (Fig. |0).

Respuesta de Anticuerpos anti-BSA en Liguidos de Intestino Grueso

La administracién de BSA sola, coadministrada con CrylAc o CT, o conjugada por ambas rutas
{oral o intranasal) fue incapaz de inducir anticuerpos anti-BSA IgA, 1gG e 1gM en liquides de intestino
grueso (P>0.05) (Fig. 11).

En [a tabla 4 se resumen los resultados que fueron significativamente diferentes (P <0.05).
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Via Intranasal
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Fig. 7. Anticuerpos séricos anti-BSA de clases IgM, IgG e igA. Grupos de cinco ratones hermbras Balb/e
fueron inmunizados con 10 pg de BSA sola, coadministrada con 10 pg de CrytAc o CT. o con el
conjugado CrylAc-BSA (10 pg) por fas vias oral e intranasal, Los nweles de anticuerpos fueron
determinados por ELISA y sus valores se expresan como lecturas de Ag,. B signo + indica dierencias

significativas (P<<0.05) respecto al grupo control (PBS), v los asteriscos * indican diferencias significativas

1.0 05 0.0 05 1.0 1.5

A492

(P<0.05) respecto al grupo inrmunizado con antigeno solo (BSA).
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Via Oral Via Intranasal
Cry1Ac-BSA Zl3
Cry1Ac+BSA )
CT+BSA H4)
BSA 4 H
PBS 7l igM
Cry1Ac-BSA B
Cry1Ac+BSA Bl
CT+BSA HA |
BSA B+
PBS a] l gG
Cry1Ac-BSA W 1 %
Cry1Ac+BSA N
CT+BSA A H
BSA HZ_ 1+ +
PBS -} IgA

1.5 1.I0 0_|5 0.0 015 1.|0 1.5
A492

Fig. 8. Anticuerpos ant-BSA de clases IgM, 1gG e [gA en lavados traqueobronqueales (lavados tb).

Grupos de dnco ratones hembras Balb/c fueron inmunizados con 10 pg de BSA sola. coadministrada

con |0 pg de CrylAco CT, o con el conjugado CrylAc-B5A (10 ng) por las vias oral e intranasal. Los

nmiveles de anticuerpos fueron determinados por ELISA y sus valores se expresan como lecturas de Ay,

B! signo + indica diferencias significativas (P<0.05) respecto al grupo control (P8BS}, ¥ los asteriscos *

indican diferencias significativas (P<0.05) respecto al grupo inmunizado con antigeno solo (BSA).
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Via Oral Via Intranasal

Cry1Ac-BSA a

Cry1Ac+BSA il

CT+BSA |
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PBS il gVl
CrylAc-BSA g

Cry1Ac+BSA #]

CT+BSA )

BSA /lg

PBS el IgG

CrylAc-BSA W *
Cry1Ac+BSA Zy

CT+BSA — T
BSA — 1—
PBS ),

1.0 0.5 0.0 0.5 1.0

Fig. 9. Anticuerpos anti-BSA de clases IgM, IgG e IgA en lavados vaginales. Grupos de anco ratones
hembras Balb/c hueron inmunizados con 10 pg de BSA sofa, coadminisirada con 10 Hg de CrylAc o
CT, o con el conugado Cry |Ac-BSA (10 pg) por las vias oral e intranasal. Los niveles de anticuerpos
fueron determinados por ELISA y sus valores se expresan como lecturas de Ay, El signo + indica
diferencias significativas (P<0.05) respecto al grupe control (PBS), y fos asieriscos * indican diferencias

significativas (P<0.05) respecto al grup inmunizado con antigena sclo (BSA).
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Via Oral

Via Intranasal

Cry1Ac-BSA Zl]
Cry1Ac+BSA ¢l
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PBS i IgM
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PBS g7y IgA
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A492

Fig. 10. Anticuerpos ani-BSA de dlases IgM, 1gG e IgA en liquidos de intestino delgado. Grupos de anco

ratones hembras Balb/c fueron inmunizados con 10 pg de 8SA sola, coadministrada con 10 pg de Cry | Ac

o CT, o con el conjugado Cry| Ac-BSA (10 pg) por las vias oral e intranasal. Los niveles de anticuerpos

fueron determinados por ELISA y sus valores se expresan como lecturas de Ay, €l signo + indica

diferencias significstivas (P<0.05} respecto al grupo control (PBS), y los asteriscos * indican diferencias

significativas (P <0.05) respecto & grupo inmunizado con antigeno solo (BSA).
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Fig. 11. Anticuerpos anti-BSA de dases 1gM, IgG e IgA en liquidos de intestino grueso. Grupos de anco

ratones hembras Balb/c fueren inmunizados con 10 pg de BSA sola. coadministrada con 10 ug de

Crylac o CT, o con el conjugado CrylAc-BSA {10 pg) por las vias oral e intranasal. Los niveles de

anticuerpos fueron determinados por ELISA y sus valores se expresan coma lecturas de Assy. El signo -+

indica diferencias significativas (F<0.05) respecto al grupo controf (PBS), y los asteriscos * indican

diferencias significativas (P<0.05) respecto al grupo inmunizado con antigeno solo {BSA).
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Tabla 4. Grupos de ratones inmunizados con BSA sola, conjugada o
coadministrada con Cry | Ac que presentan diferencias significativas

Muestra | Isotipo® | Via de administracion® Resultados®
Suero IgA Intranasal CrylAc-BSA>BSA>todos los demis
grupos
1gG Intranasal CrylAc-BSA>BSA>todos los demas
grupos
Lavados tb| IgA Intranasal Cryl Ac-BSA>todos los demis grupos
lgG Intranasal CrylAc-BSA y BSA>todos los demas
grupos
Lavados IgA Intranasal Cryl Ac-BSA>Control
vaginales
Liquidos IgA Oral BSA>Control
de
intestino
delgado
IgA Intranasal BSA>Control

*La evaluacién de la respuesta de anticuerpos de clase IgA, igG e IgM antigeno-
especifico se determino mediante la técnica de ELISA indirecta.

®Grupos oral e intranasal; 5 ratones hembras Baib/c de 8-10 semanas de edad por
grupo; se obtuvieron muestras de suero, liquidos intestinales, lavados vaginales y
traquecbronqueales.

“Se indican los grupos que presentaron diferencias significativas; el analisis de
significancia estadistica entre los niveles de anticuerpos en los grupos
experimentales se determiné con un andalisis de varianza {P<0.05), y con la prueba
de Tukey (P<0.05).
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Conjugacién de Cryl Ac con PSCé6B

La conjugacién de Cry | Ac con PSC6B se verificd en des pasos: ef PSC68B se activé primero con
CDAP y luego se uniod covalentemente a los grupos tiol disponibles de CrylAc (la protoxina
contiene 178 residuos de aminodcidos de los cuales 16 son cisteinas relacionadas con la
formacion de enlaces moleculares; Choma and Kaplan, 1990). La concentracién de proteinas y
carbohidratos en el conjugado dializado (192 y 452 ug/ml, respectivamente) indicaron una
relacién PSC6B/CrylAc = 2.4, similar a la obtenida por otros autores con el mismo método
(Lees et at, 1996; Peeters et af, 1996).

La unidad de repeticidn del PSC6B consta de —2) a-D-galactosa (1 -3} a-D-glucosa (| -53) a-
L-ramncsa (| —4) -D-ribitol-5 fosfato con peso aproximado de 700 Da. El numero de unidades
por nimero en la preparacién comercial es variable.

Para determinar si el peso molecular det complejo polisacando/proteina aumentaba al conjugar
el PSC6B con CrylAg, el producto de la reaccion de conjugacion y CrylAc se sometieron a
electroforesis en condiciones no reductoras. El conjugado tuvo un peso molecular mayor a 193
kDa (Fig. 12). Este resulado indica que con la conjugacién se generaron moléculas dos o mis
veces mayores que Cry |Ac monomérica.

CrylAc, el PSCEB y el conjugado sé eluyeron en una columna de Sephacryl S300HR. El perfil
de elucidn del PSC6B constd de varios picos con pesos moleculares menores que CrylAc
como se esperaba del nimero variable de unidades de repeticidn que contiene el polisacérido.
Cry |Ac dio un pico entre las fracciones 19 y 2% con un méximo en la 21 (Fig. 13) lo que indicd
que era relativamente homogénea. En las fracciones det conjugado el pico de proteinas eluido
coincidid con el dnico pico eluido (Fig. |13). Estos datos indican que mediante la reaccidn de

conjugacion el polisacirido se asocié covalentemente a la proteina.
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Fig. 12. Electroforesis del conjugado CrylAc-PSC6B en condiciones no reductoras.
Carrit |, marcadores de peso molecular. Carril 2, CrylAc en condiciones no
reductoras. Carril 3, CrylAc en condiciones reductoras (2-ME 71 mM). Carril 4,

conjugado Cryl Ac-PSC6B en condiciones no reductoras.

46



o
N

-y
(@]
o %
5 {03 -
) @)
T
- 00
E‘ 02 Py
‘@) R
w
L8]
% 01 ~
¢ ‘-"’;";""' 5
07T e 00

10 20 30 40 50
Fracciones

Fig. 13. Cromatografia de CrylAc, PSC6B y el conjugado CrylAc-PSC6B en Sephacryl
S300HR. Muestras de 100 pl de Cryl|Ac (300 ng). PSC6B (400 ug) y del conjugado (192 g de
Cry!Ac/452 pg de PSC6B) aplicadas en corridas independientes a una columna de Sephacryl
S300HR (0.7x6.5 cm) fueron eluidas a 200 plimin y colectadas en fracciones de 200 pi. (A)
CrylAc y PSC6B aplicados por separado. (B) Conjugade Cry | Ac-PSC6B.
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Efecto de la Administracion Intranasal de CrylAc Conjugada o Coadministrada con

PSC6B en la Respuesta de Anticuerpos anti-PSC6B

Respuesta de Anticuerpos anti-PSCEB en Sueros

La administracion del PSC6B no indujo respuesta de anticuerpos anti-PSCEB 1gA, IgG e IgM
{P>0.05); mientras que cor la administracién del conjugado o con la coadministracién con CT
o Cry|Ac se incremento significativamente |a respuesta de anticuerpos anti-PSC6B IgA e IgM
con respecto al grupo que recibib dnicamente PSC6B (P<0.05) (Fig. 14). La coadministracidn
de PSC6B con CrylAc indujo una mayor respuesta de anticuerpos de clase IgA que la
coadministracion del PSC6B con CT (P<0.05). La coadministracién del PSC6B con CT o
CrylAc, asi como ¢on la administracién del conjugado no incremento la respuesta anti-PSC6B

1gG con respecto at grupo de PSC68 (P>0.05).

Respuesta de Anticuerpos anti-PSC68 en Lavados Traqueobronqueales (lavados th)

PSC68B sdlo, coadministrado con CrylAc o CT no indujo respuestas de anticuerpos anti-PSC6B
(P>0.05). Después de la administracién del conjugado CrylAc-PSCEB se incrementaron
significativamente los niveles de anticuerpos de clase 1gM e IgA con respecto al grupo que
recibié solamente PSC6B (P<0.05) (Fig. 14). Los niveles de anticuerpos 1gG no fueron

modificados por ninguna forma de administracidn,

Respuesta de Anticuerpos anti-PSC68B en Liguidos de Iritestino Delgado

La administracién det PSC6B indujo niveles moderados de anticuerpos anti-PSCEB IgA respecto
al control (P<0.05). Cuando se coadministro con CryiAc o CT, o se administro el conjugado
CrylAc-PSC6B se indujeron altos niveles de anticuerpos especificos IgA significativamente
mayores al grupo con PSCEB sdlo (P<0.05) (Fig. 15). La inmunizacion con el PSC6AB sélo,
coadministrado con CrylAc o CT o conjugado no fue capaz de inducir respuestas de

anuicuerpos anti-PSCéB 1gG e IgM (P=>0.05).
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Respuesta de Anticuerpos anti-PSC68 en Liguidos de intestino Grueso
L.a inmunizacién con PSCEB sdlo, coadministrado {con CT o CrylAc) o conjugado no indujo

respuesta anti-PSC6B para los tres isotipos analizados (P>0.05) (Fig. 15).

En la tabla 5 se resumen los resuttados que fueron significativamente diferentes (P <0.05).
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Fig. |4. Anticuerpos ant-PSCEB de dases IgM, 1gG e IgA en suercs v lavados traguectronqueales

(lavados tb). Grupos de ance ratones hembras Balb/c fueron inmunizados con 23.5 pg de PSCEB sclo,

coadministrado con 10 pg de CrylAc o CT, o con el conjugado CrylAc-PSCEB (las dosis de los

componentes del conjugado fueron 1guales a las coadrministradas) por la ruta intranasal. Los mveles de

anticuerpos fueron determinados por ELISAY sus valores se expresan como lecturas de Ag,. Elsgno +

indica diferencias significativas (P<0.05) respecto al grupe control (PBS), y los asteriscos * indican

aiferencias significativas (P <0.05) respecto al grupe nmunizado con antigene solo (PSCEB).
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Fig. 15. Anticuerpos anti-PSCEB de clases 1gM, 1gG e IgA en liqudos intestnales (intesuno delgada y
gruesa). Grupos de anco ratones hembras Balb/c fueron inmunizados con 23.5 pg de PSCEB solo,
coadmnistrado con 10 pg de CrylAc o CT. o con el conugade Cryl Ac-PSC6B (las dosis de los
componentes del conugado fueron sguales a las coadministradas) por la ruta ntranasal, Los niveles de
anticuerpos fueron determinados por ELISA v sus valores se expresan como lecturas de Ay, Bl signo -
nd:ica diferencias significativas (P <0.05) respecto al grupe control (PBS), y los astenscos * indican diferencias

significativas (P <0.05) respecto al grupo nmunizado con antigeno solo (PSCEB).
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Tabla 5. Grupos de ratones inmunizados con PSC6B solo, conjugado o
coadministrado con Cryl Ac que presentan diferencias significativas

Muestra | Isotipe® | Via de administracién® Resultados®
Suero IgA Intranasal Cryl Ac+PSC6B>CT+PSC6B>FPSC6B y
Control
IgM Intranasal Cryl Ac-PSCéB, CT+PSC6B y
CryiAc+PSC6EB>PSC6B y Control
Lavados th] IgA Intranasal Cryl Ac-PSC6B > todos los demas grupos
lgM Intranasal Cry | Ac-PSC6B >todos los demas grupos
Liquides IgA Intranasal Cry|Ac-PSC6B, CT+PSCéB y
de Cry|Ac+PSC6B>PSC6B > Control
intestino
delgado

*La evaluacién de la respuesta de anticuerpos de clase IgA, 1gG e IgM antigeno-
especifico se determino mediante la técnica de ELISA indirecta.

®Grupos intranasal; 5 ratones hembras Balb/c de 8-10 semanas de edad por grupo;
se obtuvieron muestras de suero, liquidos intestinales, lavados traqueobronqueales.
“Se indican los grupos que presentaron diferencias significativas: el andlisis de
significancia  estadistica entre jos niveles de anticuerpos en los grupos
experimentales se determind con un andlisis de varianza {P<0.05), y con la prueba
de Tukey (P<0.05).
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Efecto de la Coadministracidn Intranasal de Cry | Ac o CT con Pulmovax en la Respuesta

de Anticuerpos anti-Pulmovax

Respuesta de Anticuerpos anti-Fulrovax en Suero

La vacuna Pulmovax (P23) no indujo respuesta de anticuerpos anti-Pulmovax IgA, 12G e 1gM
(P>0.05). la coadministracién con CrylAc incremento significativamente los niveles de
anticuerpos anti-Pulmovax de los tres isctipos, mientras que CT solo los incremento para 1gG
(P<0.05) {Fig. 16). La coadministracion de Cry|Ac con Pulmovax indujo una mayor respuesta

de anticuerpos de dase 1gG que CT (P<0.05).

Respuesta de Anticuerpos anti-Pulmovax en Lavados Traqueobronqueales (lavados tb)

La administracion de la vacuna indujo respuesta anti-Pulmovax alta de 1gM y baja de 1gG pero
significativa con respecto al grupo contrel (P<<0.05). CT o CrylAc coadministrada con
Pulmovax indujo &lttas respuestas de I1gM y bajas de IgA con respecto al grupo gue recibié fa
vacuna {P<{0.05). Sélo la coadministracién de CrylAc con Pulmovax incremento los niveles de

anticuerpos de clase 1gG significativamente (P <0.05) (Fig. 16).

Respuesta de Anticuerpos anti-Pulmovax en Liguidos de Intestine Delgado

ta vacuna no indujo respuesta de anticuerpos anti-Pulmovax, CT coadministrada con la vacuna
incremento los niveles de anticuerpos 1gG (P<0.05). Tanto CrylAc como CT incrementaron
significativamente la respuesta anti-Pulmovax de dase IgA (P<0.05). La coadministracién con
CrylA¢ indujo respuestas significativamente mayores que la coadministracién con CT para lgA

(P<0.05) (Fig. 17).

Respuesta de Anticuerpos anti-Puimovax en Liguidos de intestino Grueso

Pulmovax sola o coadministrada cort CT no indujo respuestas significativas de anticuerpos IgA,
IgG e lgM (P>0.05). Mentras que la coadministracion de CrylAc con Pulmovax mcremento

significativamente los niveles de anticuerpos de diase gM e gA (P<0.05) (Fig. 17).

En latabla 6 se resumen los resultados que fueron significativamente diferentes (P <0.05).
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Fig. 16. Anticuerpos anti-Pulmovax de dlases 1gM. 12G e IgA en sueros y lavados traquecbronqueales

(lavados tb). Grupas de cnco ratones hembras Balb/c fueron inmunizados con 1.5 ug de la vacuna

Pulmovax sola, coadministrada con 10 pg de CrylAc o CT, por la ruta intranasal. Los niveles de

anbcuerpos fueron deterrminados por ELISA y sus valores se expresan como lecturas de Agy,. El signo +

indica diferencias significativas (P<0.05) respecto al grupo control (PBS), y los astersscos * indican

deferencias significativas (P <0.05) respecio al grupo inmunizado con antigeno solo (Pumovax).
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Fig. 17. Anticuerpos anti-Pulmovax de dlases 1gM, IgG e {gA en fiquidos intestinales (intestino delgado y

grueso). Grupos de anco ratones hembras Batb/c fueron nmunizades con 11.5 pg de la vacuna

Pulmovax sola, coadministrada con 10 pg de CrylAc o CT, por la ruta mitranasal, Los niveles de

anticuerpos fueron determinades por ELISA y sus vatores se expresan como lecturas de Ag,. El sgno

+ indica diferenaas significativas (P<C.05) respecto al grupo contrel (PBS), y los astenscos * indican

diferencias significatrvas (P<0.05) respedio al grupo inmunizado con antigeno solo {Pulmovax).
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Tabla 6. Grupos de ratones inmunizados con Pulmovax sola o
coadministrada con CT o Cry| Ac que presentan diferencias significativas

Muestra | Isotipo® | Via de administracion® Resultados®
Suero IgA Intranasal CrylAc+P23>P23
IgG Intranasal CrylAc+P23>CT+P23>P23 y Control
lgM Intranasal CrylAc+P23>P23
Lavadostb ] IgA Intranasal CrylAc+P23y CT+P23>P23 y Control
lgG Intranasal CrylAc+P23>P23>Control
IgM Intranasal CrylAc+P23 y CT+P23>P23>Control
Liquidos IgA Intranasal CrylAc+P23>CT+P23>P23
de
intestino
delgado
lgG intranasal CT+P23>P23
Liquidos IgA Intranasal CrylAc+P23>P23
de
intestino
grueso
igM Intranasal CrylAc+P23 >todos los demds grupos

*La evaluacién de la respuesta de anticuerpos de clase IgA, IgG e IgM antigeno-
especifico se determinc mediante la técnica de ELISA indirecta.

®Grupos intranasal; 5 ratones hembras Balb/c de 8-10 semanas de edad por grupo;
se obtuvieron muestras de suero, liquidos intestinales, lavados traquecbronqueales.
‘Se indican los grupos que presentaron diferencias significativas; el andlisis de
significancia estadistica entre los niveles de anticuerpos en los grupos
experimentales se determiné con un andlisis de varianza (P <Q.05). y con la prueba
de Tukey (P<0.05).




DISCUSION

Induccién con IPTG y Obtencién de CrylAc

L. col MI03 (pOSI300) inducida con IPTG formd cuerpos de inclusion de forma y tamafo
variables, similares a los encontrados por otros autores (Oeda et al, 1989, Ge er al, 1990).
Para nuestro trabajo eran necesarios aproxmadamente 40 mg de CrylA¢ pura. La
recuperacion y solubilizacién de los cuerpos de inclusién generaron 50 mg de CrylAc por litro
de medio de cultivo con un alto grado de pureza por lo que el método de obtencidn fue
eficente y el rendimiento suficiente para nuestro proyecto. B! peso molecular de CrylAc
determinado por SDS-PAGE fue de |33 kDa Que concuerda con el reportado por Adang ef al
(1985).

Conjugacion de Cry | Ac con BSA

Los resultados del inmunoblot revelan que las moléculas de CrylAc y BSA presentes en el
conjugado estdn acopladas unas a otras. En la inmunotransferencia del conjugado Cry [ Ac-BSA
revelado con el anticuerpo anti-BSA se reconocieran tres regiones que corresponden a pesos
moleculares de 62, 133 y mayor a 185 kDa, que contienen BSA. En el inmunoblot del
conjugado Cry | Ac-BSA revelado con el anticuerpo anti-Cry | Ac se reconodi la regidn mayor a
185 kDa. Esto indica que fa regién de mayor peso molecuiar contiene a CrylAc y BSA
acopladas de rnanera covalente,

En SDS-PAGE el conjugado Cry | Ac-BSA tuvo una distribucién mas difusa que BSA y CrylAc, y
peso molecufar mayor a 185 kDa fo que parecid confirmar la eficacia del métcdo de

conjugaadn,

En este estudio empleamos glutaraldehido como agente acoplante para unir de manera
covalente BSA con Cry!Ac. Muchos procedimientos han sido descritos para conjugar antigenos
de nterés vacunal con proteinas acarreadoras, Los pancipales grupos funcionales empleados
para los conjugados son los  grupos amino, carboxlo y uol EDC (1-eti-3-(3-
dmetlaminopropiljcarbodimida) es un agente heterobifuncional que acopta un grupo aming con

un grupo carboxilo para formar un enlace peptidico. MBS (succinimidyl rr-maleimidobenzoato),
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MHS  (succinimidyl-6-(N-maleimido)-n-hexancato) y SMCC  (succinimidyl-4-(N-maleimido-
metil}-ciclo-hexano- f -carboxilato) son usados cuando un grupo amino y un grupo tiol estdn
disporibles (Zegers er af, 1990},

El glutaraldehido es un agente homobifuncional que acopla dos proteinas © péptidos via grupos
amino. Para acoplar BSA con CrylAc empleamos el método de glutaraldehido de un paso.
Algunos autores reportan que este método falla para evocar respuestas de anticuerpos antigeno-
especifico debido a la conjugacién ineficiente (por ejemplo, polimerizacién no deseada o
precipitacion durante el acople), y recomiendan emplear el método de dos pasos (Zegers et al.,
1990; Meyer et 2, 1991). Sin embargo. este méiodo también presenta desventajas (por
ejemplo, puede alterar la estructura fisica de los epitopos) (Meyer et af, 1991).

La conjugacién estadle de proteinas puede ser lograda por medio de aldehigos o, B-insaturados.
El gltaraldehido forma polimeros de aldehidos «, B-insaturados antes o durante la
condensacidn con un grupo aminG primario. Por medio de esta via, més de tres moléculas del
hapteno pueden urirse a un grupo amino de la proteina acarreadora (Meyer et al, 1991), y esta

relacion es considerada alta y aceptable para conjugados vacunales {Peeters et afl, 19%6).

Efecto de la Administracion Oral e Intranasal de Cry | Ac Conjugada o Coadministrada
con B5A en la Respuesta de Anticuerpos anti-BSA

Un componente importante en la investigacion para el desarrollo de vacunas en contra de
enfermedades virales o bacteriales adquiridas por las superficies mucosas es |a definicién de la (s)
ruta (s) y otras condiciones de inmunizacién que estimulen respuestas inmures mucosas en e
tracto respiratorio, gastrointestingl y urogenial, y también respuestas sistémicas. En afios
recientes la inmunizacién intranasal se ha vuelto una interesante ruta de admunistracidn para
vacunas, y se ha demostrado su eficiencia en la inducodn de respuestas inmunes en animales
(Bergquist et af, 1995; Hopkins et af, 1995, Russell et al, 1996; johansson er af. |998).
iNuestros resultados después de la inmunizacdn con Cry | Ac demuestran gue (i) la inmunizacidn
intranasal premueve el incremenio de ambos tipos de inmunidad: sistémica y en mucosas,
mientras que la inmunizacion oral es menos eficienta; (i) la comugacidn de CrylAc con BSA
incrementa significativamente la respuesta de anticuerpos {gA e IgG antigeno-especifico a nivel

sistémico y en mucosas locales (tracto respiratono) y distantes (tracto genital femening) cuando

58



se administra por ruta intranasal; y (jii) fa vanacion de respuestas en los diferentes sitios mucosos
analizados {tracto respiratorio, urogenital y gastrointestinal) aporta ewidencias acerca de la

regionalizacion de la respuesta inmune en mucosas.

Este estudio fue disefiado para evaluar fa habilidad de CrylAc como acarreador de epitopos
después de la inmunizacién intranasal, y compararla con la ruta oral, la cual es la nuta de
vacunacion que se usa generalmente hoy en dia para estimular respuestas inmunes en mucosas,
Las observaciones indican claras diferencias entre ambas rutas. Generalmente se infiere del
concepto del sistema Inmune comin de mucosas que la inmunizacién oral resulta en la
migracién de células productoras de anticuerpos no solo en el ntestino sino también en e tracto
respiratono, genital y glandulas mamarias (Corthesy and Spertini, 1999; Mestecky and Fultz,
1999). Nuestros resultados demuestran que mningln grupo que recibié BSA coadmirstrada con
CT ¢ CrylAc, o conjugada por ruta oral indujo niveles detectables de anticuerpos BSA-
espedficos en suero y secreciones. Esta discrepancia entre nuestros resultados y otros estudios
puede deberse al hecho de que otros autores emplean dosis mas ahas de antigene y adyuvante
(Tochikubo et af, 1998) a las empleadas por nosotros, © utilizan virus vivos como inmundgenos
(Ogra et &, 1968; Moldoveanu et af, 1995), mientras que nosotros inmunizamos con un
antigeno no replicativo. Otra posibilidad es que la respuesta de anticuerpos en el mntestino es y
necesita ser, regulada mas fuertemente que en el tracto respiraterio, con el propdsito de reducir
al minimo el riesgo de reaccién en contra de bactenas comensales y de antigenos alimenticios o
ambientales y mantener (a integridad del tejido. Ademds, se ha demostrado que en individuos
Inmunizados por ruta oral, existe un pico de células secretoras de anticuerpos {ASC) después de
la primera semana de inmunizacién, sin embargo, estos niveles desaparecen dos semanas
después de la vacunacion (Rudin et af, 1998). Finalmente, otra razén puede ser, y esto es mis
probable, que se haya inducido tolerancia oral, por medio de enterocitos. Estas células
presentan tres caracteristicas que pueden contribur con este mecanismo inmunaldgico: (i)
carecen de motéculas co-estimuladoras (CDB0, COB6, CD40 y HSA) requendas para estimutar
células T naive; (ii) expresan una conformaadn anormal de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase 1t (MHC-I) por lo que son ineficientes en procesar y presentar

antigenos a células T de memona antigenco-especifico; y (1) pueden inhibir s respuestas
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inmunes mediadas por células T por medio de la secrecén de dtocinas inmunosupresivas,
como intedeucina (IL)-10 y factor de crecimiento transformante B (TGF-B) (ambas ctocinas
producidas por células epitefiales intestinales) (Kaiserfian, 1999). Ademds, se ha reportado que
en este estado mmurolégico existe una tendencia hacia una respuesta de céiulas T donde el
TGF-B predomina, meentras que las concentraciones de interferon gamma (IFN-y) estan
disminuidas (MacDonald, 1999). Esta evidencia sugiere que la tolerancia es un mecanismo
mediado por citocinas. Por otro lado, es probable que los enterocitos jueguen un papel directo
en la inhibicidn sistémica de respuestas antigeno-especificas, ya que no migran y sus efectos
inhibidores mediados por citocinas son antigeno-no-especifico. Otros mecanismos, incluyendo
antigenos que interactdan en las placas de Pever y su transporte hacia teydos penféncos, pueden
ser responsables de fa tolerancia periférica inducida por la administracsdn oral de BSA. Respecto
a esto, se ha reportado que células T restringidas a MHC-II estdn involucradas en la tolerancia
oral, ya que en un estudio utilizando ratones knockout (se les ha supnmido un gen especifico)
del MHC-I y ratones normales tratados con un anticuerpo menoclonal anti-CD4*, no
desarrolfaron tolerancia oral hapteno-especifico (Kaiserlian, 1999). Esto sugiere que la sub-
regulacion de células T CID4" puede ser la clave en el mecanismo de toleranca sistémica

inducida por un tolerogenc oral.

Por otra parte, en este trabajo la respuesta de anticuerpos anti-BSA 1gG e IgA séncos y mucosos
(lavado traqueobrongueal y vaginal) después de la inmunizacdn intranasal con el conjugado
Cry|Ac-B5A fueron mayares a los inducidos por la administracidn de BSA sola, coadmiristrada
con CT o CrylAc (Fig. 7, By 9). Esto sugiere que la inmunizacién intranasai de BSA con Cry | Ac
como acarreador puede inducir respuestas sistérmicas y en mucosas locales y distantes, y que la
superficie mucosa de la cavidad nasal es una ruta potencial para la vacunacaidn.

Una postble explcacion, pero no exclusiva, del porque la coadmimistracidn intranasal de BSA con
CT o CrylAc no fue capaz de inducir respuestas de anticuerpos SiStemicos y €N Mucosas s que
se haya inducide tolerancia nasal. Este mecanismo presenta caracteristicas similares a la
tolerancia oral (MacDonald, 1999). Otra posibilidad es que los antigenos no hayan sido
debidamente admimistrados ya que los animales fueron inmumizados sin estar anestesiados. Se

ha demostrado que manipulando la liberacén de las vacunas, siendo el blanco el tracto
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respiratorio, se influye en el resuitado de la respuesta inmune (Ryan er af, 1999). El empleo de
anestesia y un volumen relatvamente grande de antigeno, que permite la entrada en los
pulmones (Pizov et af, 1992; Thompson et al, 1999), resulta con altas respuestas de lgAy Th2
locales en el nddulo linfoide cervical y tordaco. En contraste, volimenes pequerios y sin el
empleo de anestesia, puede confinarse fa vacuna en la cavidad nasal, resulta con altas respuestas
Th, especialmente en el nédulo linfoide cervical superior, pero con respuestas de anticuerpos

débiles.

Las razones por las cuales la inmunizacidn intranasal del conjugado Cryl Ac-BSA dio una mayor
respuesta de anticuerpos sistémicos y mucosos en contraste con la inmunizacidn oral
probablemente incluyen: una baja exposicidén del inmundgeno a condiciones adversas tales
como pH 4cido y fa abundancia de enzimas protecliticas que prevalecen en el estomago e
intestino. Ademis, ya que el tracto respiratono contiene ambos compartimentos, sistémico
{espacio alveolar) y mucoso (vias aéreas superiores y bronquios), la coexpresién de un fenotipo
periférico (adresina de nédulo periférico, PNAd) con la adresina mucosa {molécula-1 de
adhesion celular a mucosas, MadCAM-1) puede permitir el trafico de linfocitos y fadlitar la
respuesta inmune sistémica y en mucosas (Csencsits ef al, 1999). Ademas, con la Inmunizacion
intranasal se libera el inmundgeno directamente en el sitio de captacién y de induccién inmune,
el NALT (Kuper ef af, 1992; Wu et al, 1997a), mientras que al llegar at GALT, tales como
placas de Peyer que estén distribuidas a lo largo del intestino deigado, el inmundgeno se difunde
a través del intestino y por lo tanto queda muy distribuido. Consecuentemente, es probable que
una zha proporcidn del inmunégeno administrado  establezca contacto  con  células
inmunocompetentes de! NALT comparado con el GALT. Andlisis de las propiedades de las
células del NALT demuestran que ellas se asemeyan a las del GALT, excepto que ellas presentan
un fenotipe naive (Wu et al, 1996), y existen mis céiulas T CD4" que células T COB” (Hirol et
af, 1998) (Fig. 18). Los antigenos liberados en el tracto nasal pueden peretrar faclmente el
epitelio 0, ser capturados y transportados por células M hacia el tejido finfoide inferior (NALT) y
ser capturados por células presentadoras de antigeno (APC) residentes, pnncipalmente célutas
dendriticas {Porgador et af, 1998}, estas migran haca €l nddulo linfoide cervical superior que a

su vez drena al nédulo infoide cervical postenor (Kuper ef af, 1992), imcdndose una respuesta

6!



inmune. Si el antigeno penetra en el pulmén (BALT), entonces el nédulo tordcico se activa
también, resultando con altas respuestas de IgA y Th2 locales (Fig. 19). La IgA es el anticuerpo
predominante en el compartimento mucoso y se sabe que depende de ¢élulzs Th, ias células
Th2 son las células T predominantes en los sitios productores de IgA del sisterna mucoso (Hiroi
et al., 1998) y diferentes estudios han indicado la importancia de citocinas Th2 para el desarrallo
e incremento en la produccidn de IgA (McGhee et al, 1989; Husband et a/. 1996; Yamamoto
et al, 1996; Corthesy and Spertini, 1999). Se ha demostrado que IL-6 € IL-10 juegan un papel
esencal en fa diferenciacion de células B productoras de IgA {Husband et af, 1996; Yamamoto
et al, 1996). Ademas basindose en estudios donde se inmunizo con Salmonelia typhimurium
recombinante, Yamamoto et @ (1996) sugieren que la combinacién de IL-6, IL-10 y célufas
Thl antigeno-especifico pueden estimular la produccion de igh en ausencia de citocinas

tradicicnales Th2.
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Fig. iB. Representanén esquerndtca de los compartmentos y componentes celuares del NALT (Tejdo Lnfode Asooado a Nasofannge).
B: Células B; T4: Células T CD4"; T8: Células T CD8*; M,,: Macréfagos; IDC: Célula Dendritica Interd giante; FOC: Céliuta Dendritica Folicular;
HEV: Veruias de Endotelio Ato: M Células M. (Modficado de Kuper ef al, 1992),
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Fig. 19. Esquemna hipotético de las rutas que evocan respuestas inmunes en mucosas (Jocales y distantes) y sistémicas o tolerancia, via NALT y
Mucosa Nasal (para explicacién ver texto). APC: Células Presentadoras de Antigeno {Macroéfagos, Células Dendriticas); M: Células M; NALT:

Tejido Linfoide Asociado a Nasofaringe; PCLN: Nédulo Linfoide Cervical Posterior (o Central); SCLN: Nodulo Linfoide Cervical Superior; S-lgA:

lgA Secretora (Modificado de Kuper et al., 19912).
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En este trab3o encontramos altos niveles de anticuerpos 1gG BSA-especificos en el lavado
traqueobronqueal después de la inmunizacién intranasal con el conjugado Cry | Ac-BSA. Se ha
propuesto que estos anticuerpos atraviesan la barrera epitelial por transudacidn, es decir, que
son de origen sérico. Sin embargo, creemos que la mayor parte de la IgG nasal es producida
localmente por la estimulacién directa de CrylAc en el NALT. Esto se ve apoyado por estudios
previos, donde CrylAc indujo altos titulos de anticuerpos IgG antigeno-especifico en mucosas

(Vézquez et af, 1999a; Vizquez et 2/, 1999b).

Después de la inmunizacién intranasal con alguno de los tratamientos, no se indujeron
respuestas de anticerpos BSA-especificos en lavados intestinales. Una posible explicacién viene
dada por evidencia que sugiere la existencia de una regionalizacion o compartamentalizacidn del
sistema inmune mucoso. Recientes estudios han demostrado que después de la iInmunizacidn
intranasal, células secretoras de anticuerpos IgA aparecen en el NALT, asi como en sitios
efectores (Idmina propia y glandulas safivales), pero ninguna o muy pocas en otros Sitios
inductores, como placas de Peyer del intestino delgado (Wu er af, 1997a). Los argumentios para
uma compartamentalizacién entre las respuestas de anticuerpos mucosos en el tracto
respiratorio y el intestino son reforzados por el hecho de que la mmunizacén nasal no induce
respuestas de anticuerpos de clase IgA CTB-especificas en extractos fecales, mientras que
muchos suietos responden con anticuerpos IgA especificos en extractos fecales después de fa
inmunizacion oral con la subunidad B de la toxina del cdlera (CTB) (Jertborn et a4, 1996; Rudin
etal, 1998).

En afios recientes muchos grupos han comparado la relativa eficencia de dferentes rutas de
inmunizaaidn para indudir anticuerpos en el tracto genital de animales y humanes. ta mayorfa de
estos estudios han demestrado que la inmunizacidn intranasal o vaginal es la ruta mas eficiente
para la induccion de anticuerpos especificos y células productoras de anticuerpos en el tracto
genital, aunque la inmunizacidn oral con organismos vivos también es efectva (Cu et af, 1991,
Di Tommaso et al, 1996; Russell et af, 1996; Johansson er al, 1998; Rudin er af, 1998). Sin
embargo, existen diferencias entre roedores y humanos en la organizacién del sistema inmune

genital. En humanos, el cervix es el érgano efector inmune predominante, mientras que en

65




roedores el (tero es el abergue de fa mayoria de las células productoras de anticuerpos
genitales (Kutteh and Mestecky, 1994; Brandtzaeg, |997; Kuttheh, 1999). Ademis, a diferencia
de la IgA sérica humana, la mayor parte de la |gA sérica de roedores es diménca y puede ser
transportada en la mucosa genital via componente secretor (SCy (Kuttheh. 1999). En el
desarrolle de vacunas en contra de infecciones de! tracto genital (por ejemplo, las ocasionadas
por el virus herpes simplex, papilomavirys humano, HIV, Clamyda trachomnatss, Neisseria
gonorrhoeae y Haemophilus ducrey)) es necesario explorar como estimular una respuesta
inmune optima (inmunidad humoral y mediada por células) en el tracto urogenital femenino

humane,

Estudos previos han demostrado que la vacunacion nasal evoca respuestas de anticuerpos en
secreciones vaginales (Rudin et al, 1998; |ohansson ef af, 1998). En nuestro estudio
comparamos las rutas oral e intranasal respecto a la respuesta de anticuerpos genitales en
ratones. Demostramos que solo con el conjugado CrylAc-BSA, administrado por nita
intranasal, se indujo una respuesta significativa de IgA BSA-especifica en lavados vaginales {Fig. 9).
Este resultado demuestra que la ruta intranasat puede inducir anticuerpos antigeno -especfiico en
mucosas distantes. Por nta oral, solo cuando se coadministro BSA con CT, se indujeron
respuestas anti-BSA de IgA no significativas. Es posible que la desviacion estindar, que fue
grande para este grupo (CT+BSA), se deba a la influencia del aclo estral v/o a las hormonas
sexudles. Se sabe que estas Ultimas influyen sobre la respuesta inmune del tracto genital. En
ratas, €l estadio del ciclo estral influye en la acumulacién de IgA e IgG en secreciones utennas
(Li etal. 1999). Cuando tos animales se encuentran en el estro, el epitefio puede actuar como
una barrera para el movimiento de las proteinas y puede interferir con la captacidn del antigeno
{lohansson et af, 1998). Ademds, se ha demostrado que la habilidad de las APC para presentar
antigenos en el (tero y vagina varia con el estado del ciclo estral. También 2 expresién del
receptor de la IgA polimérica por ¢células epitetiales cervicales y ulernas varia con el estado del
ado menstrual en mujeres (LG er af, 1999). Estos cambios ciclicos en la respuesta inmune
pueden ser el ongen de la falta de respuesta en nuestro trabajo, ya que no se llevd un control
del cido estral, y por lo tanto trabajamos con una poblacion heterogenéa. Como alternativa para

evitar estas variaciones, podemos monitorear el ciclo estral de los ammales o bien
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homogeneizario con hormonas, particularmente con progesterona. Esta hormona mantiene a
los animales en el estadio diestro del ciclo, donde la influencia de estrdgenos es baja.

Por otro lado, no esta claro porque la ruta intranasal induce fuertes respuestas de anticuerpos
en el tracto genital, mucho mejor que la inmunizacidn oral y parenteral. Una posibilidad es la
expresién diferencial de receptores del "homing" sobre inmunocitos activados por antigenos de
diferentes sitios inductores mucosos. Tal diferencia fue recientemente encontrada en humanos
después de la inmunizacién con CTB por las rutas intranasal, oral y rectal, donde células
secreteras de anticuerpos después de fa inmunizacidn oral o rectal expresaron la integrina
odp7, y solo una pequefia fraccién de estas células expresaron L-selectina, mientras que las
células secretoras de anticuerpos co-expresaron, después de la inmurizacién intranasal, t-
selectina y a4f7 (Corthesy and Kraehenbuhl, 1999). Ademds, recientes estudios en ratén han
demostrado que la interaccidn a4f7-MadCAM- | puede jugar algdn rol en el reclutamiento de
linfocitos del tejido nasal y por lo tanto pueda proporcionar un método de diseminacién de
células productoras de anticuerpos en sitios efectores mueosos distantes, induyendo el tracto
genital y gastrointestinal (Csencsits et af, 1999). Sin embargo, no se sabe cuales ligando-
receptor especificos estdn involucrados en el "homing” de linfocitos del tracto genital. Nuestros
resuftados confirman observaciones previas, donde la inmunizacién intranasal evoca respuestas
de anticuerpos en tracta genital (Rudin et af, 1998; Johansson ef a/, F998). Por lo tanto, parece
que las rutas intranasal y vaginal son rutas de administracién eficientes para futuras vacunas STO
fenfermedades transmitidas sexualmente) en mujeres, y es necesario determinar si la

inmunizacién intranasal puede servir para la vacunacién de hombres.

Conjugacién de Cry | Ac con PSC6B

El contenido de proteinas y carbohidratos en las fracciones de la cromatografia de fikracidn en
S300HR reveld el conjugado (Cry | Ac-PCS6B) formado por moléculas de PSC6B y Cry IAc (en
promedic 250 unidades de repeticidn de PSC6B por molécula de CrylAc) unidas
covalentemente. La muestra de PSC6B eluyd en varios picos de menor pesc molecular que
CrylAc, en cambio las fracciones de mayor peso molecular que contenfan el polisacarido y

proteina conugados eluyeron en el mismo pico, poco después de Vg La relacidn
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polisacarido/proteina de 2.4 obtenida es considerada alta y aceptable para conjugados vacunales
(Peeters er 2/, 1996; Lees et al, 1996).
En SOS-PAGE el conjugado tuvo una distribucién mis difusa que CrylAc y peso molecular

mayor a 193 kDa lo que parecié confirmar la eficacia del método de conjugacion.

Algunos polisacaidos contienen grupos quimecos convenientes para su conjugacion COmo
aminas, carpoxilos © aldehidos, mientras que otros requieren activacién y derivacién con
moléculas espaciadoras antes de acoplario a las proteinas. El tetrafluoroberato de (-ciano-4-
dimetlaminopiridinie (CDAP) tiene ventajas respecto al CNBr (bromuro de ciandgeno), que es
el agente actvador de polisacdridos mds empleado, como agente acopiante va que las
condicones de cianilacidn son relativamente més suaves ((tl para polisacAndos acidicos o
neutros sensibles al pH como los que contienen ésteres de fosfato), no reduce los Cracetiles, la
activacién es rdpida y puede realizarse (sin emplear espaciador) en menos pasos. Estas
condigones mantienen la mejor inmunogeniadad de los antigenos (Lees er af, 1996; Shafer ef
al, 2000) y evocan altos niveles de anticuerpos antigeno-especifico (Konadu et &, 1996;

Konadu et al, 2000; Kossaczka et af, 2000).

Efectc de la Administracién Intranasal de Cry |Ac Conjugada o Coadministrada con
PSC6B en la Respuesta de Anticuerpos anti-PSCEB

El serotipo 6 de S pneumnonize es uno de los més frecuentes causantes de infecciones
neumocdcicas en tode el mundo y en individuos de todas las edades, aunque estas son mas
comunes en pacientes pedidtricos. Las respuestas inmunoldgicas contra los neumococos del
grupo & son tardias en nifcs de hasta 4-6 afios 0 més. En adulios enfermos, alrededor del 80%
de los aislados son del tipo 6A y 209% del tipo 6B, meentras que en nifios los aislzdos
comanmente son del serotipo 6B (Van Dam et af, 1990). De los 84 serotipos de neumococos
s6lo unes poces son respansables de la mayoria de las enfermedades pedidtricas. Los serotipos
6B, 14, 19F y 23F son los méds comunes y comprenden aproxirnadarente el 50% de las
enfermedades nvasivas por neurnococos en mitos (Vella et af, 1992).

De los anticuerpos contra los polisacaridos de la vacuna actual, los dirigidos contra el serotipo 6B

(PSC6B) llaman la atencién porque {i) hay una baja correlacion entre la concentracién de
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anticuerpos anti-PSC6B y su capacidad de opzonizacidn; (i) su variabilidad funcional puede tener
un significado clinico a pesar de que el PSC6B es inmunogenicamente pobre y en nifics, los
anticuerpos anti-PSC6B podrian estar en bajas concentraciones; y (iii) el grade de reactividad
cruzada del serotipo 6B con el 6A vania individuaimente aunque todavia no hay evidencias de
proteccidn cruzada en humanos (Park ez af, 1996).

La unidn covalente de polisacAnidos capsulares de neumococos con proteinas acarreadoras
puede inducir aumentos importantes en la respuesta de anticuerpos especfficos que de otra
forma son poco inmunogénicos al inicio de la vida (Lee et af, 1997).

Este antecedente y los datos abtenidos de la inmunizacién intranasal con el conjugado Cry |Ac-
BSA, nos llevarcn a probar el conjugado constituido por CrylAc y el polisacando capsular
serotipo 6B (PSC6B) en ratones Balb/. Nuestros resultados demuestran que (i) la conjugacion y
coadministracion de CrylAc con PSC6B incrementan significativamente la respuesta de
anticuerpos IgA e 1gM antigeno-especifico a nivel sistémico y en mucosas locales (tracto
respiratono) y distantes (tracto gastrointestinal) por ruta intranasal; (i) 1a induccidn de respuestas
sistémicas y mucosas arti-PSC6B es relevante, ya que demuestra que CrylAc no solo es
adyuvante y acarreador de antigenos proteicos sno también de antigenos de naturaleza
polisacarida (carbohidratas); y (iii) la superiicie mucosa de la cavidad nasal es una ruta potencial

para la vacunacian.

Este estudio se disefio para evaluar la habilidad de CrylAc como acarreador y adyuvante de
polisacéridos de S, pneumoniae de interés vacunal después de la inmunizacion intranasal, y
compararla con la inducida por toxina del colera (CT). que es el principal adyuvante de mucosas
descrito hoy en dia. la imunizacién intranasal del conjugado CrylAc-PSCEB y la
coadministracién de CT o Cry|Ac con PSC6B indujo respuesta alta de 1gM y moderada de IgA
anti-PSC6B en suero (P<0.05), y en lavados traqueobronqueales (lavados tb) la respuesta fue
rnoderada para ambos isotipos (P <0.05). La coadministracion de CrylAc con PSCER estimuld
una mayor respuesta de anticuerpos séricos de clase igA que CT (P<0.05} En un estudio
previo de nuestro grupo (datos no publicados) se indujeron respuestas de anticuerpos IgM e IgA
anti-PSC6B en suero y lavados tb, sin embargo, estas respuestas fueron menores a las

encontradas en este trabajo. Esta discrepancia entre nuestro trabajo v el estudio previo puede
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deberse al hecho de que en ese estudio se emplearon dosis mas bajas de antigeno y adyuvante,
© se administraron por una via parenteral {subcutdnea e intraperitoneal), mientras que nosotros
INMUNIZAMOS POr una via mucosa, la nasal, y con dosis més altas. Se szbe que la :nmunizacién
por mucosas puede lograr ambos tipos de inmunidad: sistémica y en mucosas, mientras que la
parenteral solo induce respuestas a nivel sistémico (McGhee er 2/, 1999b; Baldridge er af,
2000). En la seccién donde se evalué CrylAc como acarreador de BSA, se discuten otras
razones por las cuales la inmunizacién intranasal da una mayor respuesta de anticuerpos. Por
otra parte, varios mecanismos pueden contribuir con la actividad adyuvante y acarreadora de
CrylAc por la ruta intranasal. De acuerdo con un estudio reciente (Guttormsen er af, 1999), el
INCremento en fa inmunogenicidad de las vacunas conjugadas es ef resultado de interacciones de
células B PSC-especificas y células T. Los eventos involucrados son: (i) los polisacaridos
capsulares (PSC) se unen a inmunoglobulinas de superficie de células B (BCR) PSC-especificas,
resultando con la internalizacién del conjugado por endocitosis mediada por receptores. La
porcidn proteica del conjugado es procesada en péptidos, v los epitopos son presentados -en el
contexto de moléculas del MHC dlase Il- al TCR (receptor de células T) de células Th
acarreador-especifico (sefial 1); (i) la coestimulacién de células T se realiza a través de [a
interaccién B7-CD28 (sefal 2), y es critica para la induccion de memona inmunoldgica y switch
de isotipo; y (iii) la coestimulacién de célufas B a través de la interaccion CD40-CD40L es
esencial [Sara el switch de isotipo timo-dependiente. Por lo que las interacciones MHC clase |-
Ag-TCR, B7-CD28, y CD40-CD40L son criticas en las respuestas mmunes para vacunas
conpugadas w7 vivo (Garg et &f, 1996; Guttormsen ef af, i999). Ademis, se ha cbservado que
la protoxina CrylAc se une al epitelio del yeyuno y més intensamente a2 enterocitos. La
protoxina se une principalmente a la superficie apical induyendo el "brush-border” {Vazquez et
al, 2000). Nuestros resultados en conjunto, aunque obviamente se necesitan rmds estudios,
sugieren que un receptor para Cry!Ac puede estar presente en el epitel:o nasal, donde CrylAc
puede inducir cambios temporales 7 st en las propiedades electrofisiolégicas similares a las
ocasionadas en el epitelio intestinal (yeyuno), resultando con un incremento en la permeabilidad
de ia barrera mucosa nasal, Por lo tanto, fa adyuvanticidad de Cry | Ac puede ser el resultado de
un incremento en a liberacién de antigeno en el tejido linforeticular nasal {NALT). En relacién a

esto se ha demostrado que el incremento en la permeabilidad observada en la mucosa intestinal
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y nasal expuesta a CT contribuye con su actividad adyuvante (Lycke et a/, 199 1; Gizurarson et
al, 1992} Sin embargo, es posible que CrylAc también ejerza algin efecto inmunomodulador
sobre las células inmunitarias, como se ha reportado para CT y LT (Takahashi et 2/, 1996;
Cong et al., 1997, Lycke et af, 1997; Marinaro et af, 1997; Li and Fox, 1998). En un trabajo
recente, Rodriguez et al (datos no publicados) demostraron que CrylAc incrementa la
actividad fagocitica de APC (monocitos/macrdfagos), y tiene efectos mitogénicos tanto i wivo
como M wiro sobre monocitos y drgancs linfoides del compartimiento mucoso {(GALT) y

sistémico (bazo).

Es interesante que la mayoria de los adyuvantes mucosos son toxinas producidas principalmente
por enterabacterias u otras bactenias que infectan Jas superficies mucosas. Estas incluyen LT, CT,
y la toxina pertussis {Roberts ef af, 1995), y algunos toxoides como el diftérico y tetdnico (Isaka
et af, 1998; Isaka ez af, 2000). Interesantemente, para muchas de estas toxinas la actividad
enzimética es responsable de su toxicidad mientras que el efecto adyuvante, al menos para
alguna de ellas, es independiente de la actividad enzimdtica (Douce et af, 1995; Douce et af,
1997; Ryan et al, 1999; Douce et af, 1999) y depende de la unidn de la toxina a las células
(Nashar et al, 1996; Ryan et af, 1998, Willams et af, 1999). Por lo tanto es tentador
especular, desde el punto de vista evolutivo, que estas toxinas se desarrollaron para ltevar a
cabo una funcidn principal {que es dependiente de la actividad enzimatica) y que adquineron su
actividad adyuvante como un “efecto secundano”, probablemente dependiente de su unidn a
membranas celulares. Las proteinas Cry son activadas previamente por enzimas proteoliticas, y
una vez activadas se unen a la membrana apical de las célutas columnares presentes en el
intestine medio de insectos ocasionando desbalance osmético y provocando lisis celular
{Cannon, 1996). De esto se puede deducir que la actividad enzimatica es responsable de la
toxicidad en nsectos, mientras que su adyuvanticidad en mamiferos al parecer, es dependiente

de su unién con receptores de membrana (Vazquez et al, 2000).
Se sabe que los anticuerpos sistémicos 1gG PSC-especifico protegen en contra de las infecciones

invasivas {Jakobsen et af, 1999). Nuestros resultados demuestran que ninglin grupo que recibid

PSC6B coadministrado con CT o CrylAc, o conjugade por ruta intranasal induie niveles
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detectables de anticuerpos 1gG PSCéB-especifico en suero y secreciones. Esta discrepancia
entre nuestros resuftados y atros estudios puede deberse a diversas factores que infiuyen en la
inmunogenicidad de los antigenos. Estos incluyen (1) la naturaleza fisica del antigeno ya sea como
un oligosacarido o polisacdrido; (i) el serctipo empleado; (i) la via de administracion; {iv) la
relacion proteina/carbohidrato presente en el conugado; (v} la presencia de polsacdrido libre;
(vi) el uso de adyuvantes; y (vii) la proteina acarreadora usada {Shelly et af, 1997). Otra
posibiidad, es que se hayan estimulado céiulas dendriticas (OC) de ia mucosa nasal y del NALT.
Existe evidencia que indica que las DC tienen un papel en el switch de sotipo. La activacién de
células T por DC de la mucosa inducen un patrén de citocinas Th2, mientras que las DC del
bazo inducen citocinas Thi (MacPherson and Liv, 1999). Las citocinas Thi inducen anticuerpos
de clase 1gG mientras que las citocinas Th2 de clase IgA. Nosotros nmunizamos por una via
mucosa, la nasal, mientras que la mayoria de los trabajos lo hace por una via sistémica, y esto
pudiera tener repercusiones imporiantes en el patrén de dases de anticuerpos. Se sabe que las
citocinas Th2 son de gran importancia para el desarrollo e incremento en la produccion de 1gA
{McGhee et al, 198%; Husband et &/, 1996; Yamamoto et af, 1996; Corthesy and Spertini,
1999). Esto explicarfa en parte porque no se indujeron anticuerpos de ciase 1gG, pero si de IgA

e IgM en nuestro estudio.

L2 presencia de amticuerpos séricos 1gG e IgM son esenciales para la opzonizacién de
NEUMOoCoCos, Pero no se sabe si los anticuerpos 1A jueguen algin papel en la prevencion de
infecacnes.  Pacientes con  hipogammaglobulinemia  son  generalmente  predispuestos a
infecaiones por 5. pneunorize o H. influenzae, mientras que pacentes con defiaencias en igA
no lo son (Bruyn et al, 1992). En un trabajo reciente, Jakobsen et &/ (1999) encontraron una
correlaadn negativa entre los niveles de anticuerpos séricos igA y fa densidad de neumaococes
en pulmones y suero, indicando que la IgA puede ser de gran importancia en la eliminacion de
neumococos, Esto Gltimo se ve apoyado por estudios en humanos, donde s¢ ha demostrado
que la habilidad de la IgA sérica para regular la eliminacidn de S pneumomae por fagoQitos
(neutrofilos, PMN) esta asociada principalmente con la forma polimérica del anticuerpo y con la
participacion de la via alternz del complemento. Ademds, la IgA puede regular la captacion v

efiminacdn del organismo mediante PMN en ausencia de complemento (Janoff et af, 1999).

72



Por lo tanto, la tgA sérica puede servir en el control de las infecciones neumocécicas y bloquear

la entrada del patégeno a ta airculacion (Johnson et af, 1996; lanoff et af, 1999).

Por otra parte, los anticuerpos mucoses IgA e igM antigeno-especifico funcionan para prevenir
fas infecciones en las superficies mucosas, En este estudio se indujeron anticuerpos de clase (gA
e 1gM PSC6B-especifico en lavados traguecbronqueales solo después de la inmunizacion
intranasal con el conjugado CrylAc-PSCHB (Fig. 14). Las superficies mucosas estdn
caracterizadas principalmente por la presencia de anticuerpos de clase lgA-secretora (S-IgA).
Estos anticuerpos protegen a las superficies mucosas en cortra de patdgenos por medio de un
fenémeno denominado Exclusién inmune. Este mecanismo previene la adhesidn de
microorganismos a la membrana plasmitica de células epiteliales bloqueando la invasidn e
infeccidn (Corthesy and Kraehenbuhl, 1999; Corthesy and Spertini, 1999). Aunque existen muy
pocos trabajos donde se haya estudiado la respuesta mucosa IgA con vacunas de neumococo,
se ha observado que la inmunidad en estas superficies puede jugar un papel importante en la
proteccion en contra de la colonizacién y enfermedades por neumococos (Bruyn et al, 1992;

Wu etal, 1997b; |akobsen et af, 1999; Korkeilz et af, 2000),

La magnitud de las respuestas de anticuerpos de clase IgM vario dependiendo del sitio analizado.
En suero las respuestas fueron mayores que en lavados tb. Una posible explicacién de esta
vanacidn viene dada por evidencia que sugiere que las células T reclutadas por vacunas
conjugadas juegan un papel central en la magnitud de las respuestas IgM anti-PSC. Ademds, las
interacciones MHC clase 1-Ag-TCR, B7-CD28 |, y CD40-CD40L son criticas en los
incrementos de 1gM PSC-especifico (Guttormsen et af, 1999). Esto indica que las células T
juegan un papel importante en la regulacidn de las respuestas de anticuerpos IgM para PSC. La
induccién de anticuerpos de clase IgM son importantes, ya que la igM es el mejor activador de la
via dasica del complemento en modelos animales de bactenemia neumococica (Bruyn et al,

1992),

Adicionalmente, analizamos la respuesta de anticuerpos en secreciones intestinales. La

inmunizacion ntranasal con el conjugado Cry [AC-PSCHB v la coadministracidn de CT o Cry | Ac
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con PSCEB indujo una alta respuesta de anticuerpos anti-PSCEB de clase IgA en intestino
delgado. Esta respuesta no es relevante para inducir proteccidn en contra de las infecciones por
5. pneumomiae. sin embargo, debido a la amplia reactvidad cruzada de los polisacarido
capsulares (PSC) de neurnococo y de otros géneros bacterianos como £ col, Klebsiella K2, H.
influenzae b, estreptococos del grupo B, y de algunas plantas (Lee ef al, 1991: Bruyn et af,
1992). la induccién de una respuesta de anticuerpos funcionales contra los PSC podria
extenderse a la bisqueda de proteccién en contra de otros patbgenos que ocasionan
infecciones del iracto gastrointestinal, como £, cof. Por otra parte, una posible explicacion del
porque la nuta intranasal indujo una fuerte respuesta de anticuerpos a nivet intestinal viene dada
por estudios recientes donde se demostré que la interaccién a4p7-MadCAM- | puede jugar
algn papel en el reclutamiento de linfocitos del tejido nasal y por lo tanto pueda proporcionar
un método de diseminacion de células productoras de anticuerpos en sitos efectores mucosos

distantes, inchsyendo el tracto gastrointestinal (Csencsits et af, 1999).

Efecto de la Coadministracion Intranasal de Cry | Ac ¢ CT con Pulmovax en la Respuesta
de Anticuerpos anti-Pulmovax

Si bien es cierto que las infecciones bacterianas pueden ser mortales, el tratamvento de fas
enfermedades virales con antibiéticos no sdlo es ineficaz sino que contribuye a ia aparicion de
cepas resistentes (WHO, 2000). Ademis de prevenir la aparicién de enfermedades. las vacunas
también ofrecen la mejor esperanza de combatir la resistencia porque reducen el nimero de
personas infectadas y de ese modo reducen al minmo la transmisidn, las infecciones y la
necesidad de tratamiento. Se han desarrollado vacunas para prevenir algunas neumonias virales
y bacterianas. L.a versién més reciente de una vacuna antineumacscica para uso humano a base
de polisacéndos capsulares (PSC), licenciada en 1983 en USA y denominada Pneumovax
(Pulmovax en México), ha sido formulada con una mezcla de los PSC determinantes de 23
serotipos de S. preumoniae responsables del ~90% de las infecciones. Incluye los serotipos |,
2,3,4,5 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, | |A, I12F, (4, I5B, I7F, 18C. I9F, 20, 22F, 23F y 33F, de
acuerdo a la nomenclatura danesa; y es un instrumento importante en la profilaxs ce infecciones
neumnocdcicas (Lee et af, 1997), aunque hay controversias sobre su eficacia (Butler &f af, 1993;

Koivula et al, 1997). La principal desventaja de la vacuna Pulmovax es la pobre respuesta de
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anticuerpos en nifios e infantes hacia los serotipos que ocasionan infecciones invasivas y otitis
media. En el presente estudio, demostramos que (i) la baja inmunogeniaidad de fa vacuna puede
ser incrementada mediante su coadministracién con CrylAc o CT; y (i) una ver mas fa

inmunizacién intranasal promueve (a inmunidad sistérmica y en mucosas.

Este estudio fue disenado para evaluar la adyuvanticidad de CrylAc y compararia con la inducida
por CT. Los resultados demuestran que solo la coadministracidn de Pulmovax con CrylAc
incremento los niveles de anticuerpos seéricos y en lavados traguecbronqueales (lavados th) anti-
Pulmovax de clase IgA, 1gG e 1gM (P<0.05), mientras que CT solo los incremento para 1gG en
suero, ¥ en lavados tb lo hizo para IgM e IgA. Sin embargo, estas respuestas fueron menores
respecto a la coadministracién con CrylAc. En un trabajo previo de nuestro grupo (datos no
publicados) se demostrd que sclo con dosis altas de Pulmovax (115 pg) y adyuvante (100 pg)
(10 veces mds elevadas que las nuestras) se obtenian respuestas significativas de anticuerpos
séricos y mucosos anti-Pulmovax, sin embargo, estas respuestas fueron menores a las nuestras.
Esta discrepancia entre nuestros resuttados y Yos del estudio previc pueden deberse al hecho de
que en ese estudic tos antigenos se administraron por via intrapentoneal y subcutinea, que son
vias sistérnicas, mientras que nosotros inmunizamos por una via mucosa, la nasal,

Casi no hay datos publicados sobre el electo de proteinas coadministradas con la vacuna
completa antineumocdcica actual. La mayorfa de los estudios se enfoca en medir los niveles de
anticuerpos séricos. En general los individuos inmunizados con la vacuna presentan incrementos
en los niveles de anticuerpos de dase 1gG hacia los 23 serotipos de la vacuna. Sin embargo, no
responden a la mayoria de los serotipos que ocasionan enfermedades invasivas {(Rubins et af,
[99%). En este estudio demostramos que la coadministracion de Cry 1Ac con Pulmovax no sélo
incrementa los niveles de anticuerpos séricos de dase IgG sino también de clase lgA e lgM yen

sitios mucosos (tracto respiratorio y gastrointestinal).

Esto sugiere que la inmunizacién intranasal de Pulmovax con CrylAc¢ como adyuvarte puede
sustituir en humanos el protocclo existente en el cual la vacuna es administrada por via sistémica
{subcutdnea o intramuscular), ya que con esta forma de administracion se necesitan grandes

cantidades de antigeno o inducen reacciones alergicas. Ademds el anilo de Waldeyer que
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consiste de amigdalas y adenoides en humanos es equivalente en funcionalidad al NALT de
ratones (Kuper et &/, 1992). La efectividad de la inmunizacion intranasal en humanos ha sido
investigada con el virus influenza de fa hemaglutinina y vacunas combinadas de tétanos-difteria

mezdadas con polisorbato y glicéridos caprilico/caprico (isaka et af, 1998).

Los adyuvantes de aluminio (hidréxido y fosfato de aluminio, genéricaments denominados
“alum”} y el fosfato de calcio son aceptados para vacunas en humanos por la US FDA (Rockville,
MD) cuande se inoculan subcuidnea o intramuscularmente con un antigeno. A pesar de que
incrementan a respuesta inmune humoral Th2 para toxoides bacteriales y otros antigenos,
presentan limitaciones. Los compuestos de aluminio no han presentado efectos adyuvantes
cuando se coadministran con algunos antigenos, tales como el virus influenza de Ja
hemaglutinina, vacunas cenjugadas de polisacindos capsulares de Haemophius influenzae b-
toxoide tetdnico, y para la vacuna de la tifoidea. Por otro lado, se han reportado efectos
colaterales de estos adyuvantes, tales como forrmacién de nddulos subcuténeas, granulomas y
abscesos (Isaka ef 2/, [998). Ademds, los antigenos adsorbidos con sales de aluminio evocan
frecuentemmente respuestas de anticuerpos de clase IgE qué en ausencia de éstas sales no
ocurre; estos anticuerpos pueden provocar hipersensibilidad para antigenos de vacunas (Alfison,
1999; Singh and O 'Hagan, 1999). Por otre lado, existen muy pocas sustancias con propiedades
adyuvantes capaces de incrementar las respuestas inmunes en mucosas. CT y LT tienen efectos
adyuvantes en las respuestas cuando se coadministran © se conjugan con proteinas solubles que
no son inmunogénicas en mucosas (Wilson et al., 1989; Kalambaheti et af, 1998; Tochikubo et
2/, 1998; Johansson et &/, 1998). Sin embargo, su aplicacién en humanos no es factible por su
toxicidad y altos costos de produccion (McGhee et af, 1999b). Las formas mutantes no xicas
de CT y LT que mantienen parcialmente su adyuvanticidad son también excesivamente costosas
de producirse {Douce et al, 1999 Ryan et al, 1999). Debido a estos inconvenientes,
proponemos que la coadministracidn intranasal de Pulmovax con Cry | Ac parece ser un buen
medio de vacunacidn en contra de las neumonias estreptococcales con respecto a facilidad,

innocuidad, seguridad y bajos costos de produccién,
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La habikdad de CrylAc para incrementar los niveles de anticuerpos de clase 1gM e IgG séricos v
mucosos es de gran importancia, ya que estos anticuerpos opsonizan y activan la via dasica del
complemento. Los polisacridos inducen anticuerpos 1gG que son predominantemente de
subclase 1gG2 en humanos, 1gG2c¢ en ratas e 1gG3 en ratones (Lottenbach et af, (999). Las
subclases de IgG difieren en sus funciones efectoras. Los anticuerpos IgG 1 e 1gG3 son mis
eficientes activadores del complemento que 1gG2 e 1gG4. Ademis, la interaccidn con receptores
Fc es mayor con IgG | que con IgG2. Se ha demostrado que la conjugacidn de polisacridos con
proteinas acarreadoras cambia la distribucién de subclases de anticuerpos 1gG anti-polisacdrido
hacia IgG1 en ratones (Scininen et al, 1999). Aunque nosctros no analizamos las subclases de
lgG, es tentador especular que la protoxina CrylAc puede ejercer algin efecto sobre Ja
distribucién de subclases de anticuerpos, y esto pudiera tener repercusiones importantes en ia
proteccidn contra infecciones respiratorias, principalmente las ocasionadas por S, preumoniae y
H. influenzae b, ya que la porcién Fc del anticuerpo se une a receptores FcyR de APC
(macrofagos y células dendriticas).

Adiciomalmente, analizamos fa respuesta de anticuerpos en secreciones intestinales. La
coadministracién de CrylAc con la vacuna indujo respuestas de anticuerpos anti-Pulmovax de
dase IgA e IgM en intestino delgado y grueso, mientras que CT incremento los niveles de
anticuerpos 1gG en intestino delgado. Esta respuesta no es relevanie para inducir proteccion en
contra de las infecciones por 5. pneurnoniae, sin embargo, como ya se mencone fa induccidn
de una respuesta de anticuerpos funcionales contra los PSC podria extenderse a la bisqueda de

proteccidn en corira de otros patdgenos que ocasionan infecciones del tracto gastrointestinal.

En el proceso de bisqueda de vacunas en contra de enfermedades infecciosas (respiratorias,
urogenitales y gastrointestinales) se ha hecho patente la necesidad de encontrar nuevos
adyuvantes y acarreadores para mucosas y dentro de €stos, la protoxina CrylAc es un buen
candidato ya que es altamente inmunogénica y posee efectos adywantes y acarreadores tanto a
nivel sistémico como de mucosas tan potentes como los de 1a toxina del cdlera pero con la
ventya de ser innocua para mamiferos. Las respuestas inducidas por fa inmunizacion intranasat

de CrylAc cumple con varias de las caracteristicas deseables para vacunas en contra de
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diferentes enfermedades infecciosas, como son (i) incremento de ambos tipos de inmunidad:
sistémica y en mucosas (tracto respiratorio, gastrointestinal y urogenital); {n) eficencia en
prevenic la transmisién por mucosas y sistémicas: (i) estimular snmunidad humoral y mediada
por células; (iv) adyuvante y acarreador de antigenos de naturaleza proteica y polisacdrida
(carbohidratos); (v) un excelente perfil de segunidad, con un minimo riesgo de reacciones
adversas; (vi) bajos costos de produccién, lo que permitiria una amplia cobertura en pafses en
desarrollo; {vii} estabilidad y faclidad de adrunistracién para oplimizar campanas de vacunacién
masivas en paises subdesarrollados; y (viii) la coadministracidn de antigencs con Cry) Ac como
adyuvante es importarte ya que pueden administrarse vacunas multiples, no requiere de
personal entrenado y disminuyen los riesgos de contaminacién, mientras que la preparacion de
conjugados antigenc-acarreador es més laboriosa, eleva los costos de producaidn y el método
de conjugacién puede afectar las caracteristicas conformacionales de I3 proteina e inactivar los

epitopos de las células T y B,
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CONCLUSIONES

I CrylAc funciona como acarreador de antigenos, ya que la conjugacién de Cry|Ac con BSA
incremento significativamente la respuesta de anticuerpos de dlase igA e 1gG BSA-especificos
a nivel sistémico y en mucosas locales (tracto respiratorio) y distantes (tracto urogenital
femenino) cuando se administra por ruta intranasal.

2. La conjugacién de CryiAc con PSC6B incrementa significativamente la respuesta de
anticuerpos IgA e IgM antigeno-especifico a nivel sistémico v en mucosas locales (tracto
respiratono} y distantes (tracto gastrointestinal} por ruta intranasal.

3. Lacoadministracién de CrylAc con Putmovax incrementa la inmunogenicidad de la vacuna.

4. La superficie mucosa de la cavidad nasal es una ruta potencial para la vacunacién, ya que la
inmunizacién intranasal promueve el incremento de ambos tipos de inmunidad: sistémica y
en mucosas, mientras que la inmunizacién oral es menos eficiente.

5. La variacidn de respuestas en los diferentes sitios mucosos analizados (tracto respiratorio,
gastrontestinal y urogenital) aporta evidencias acerca de la regionalizacidon de la respuesta
inmune en muccsas.

6. CrylAc no solo es adyuvante y acarreader de antigenos proteicos sino también de antigenos
de naturaleza polisacarida (carbohidratos).

7. La capacidad adyuvante de Cryl|Ac es importante ya que pueden administrarse vacunas
miltiples, es innocua para vertebrados, no requiere de personal entrenado y disminuyen los
riesgos de contaminacidn, mientras que la preparacion de conjugados antigeno-acarreador
es mas laboriosa, eleva los costos de produccion y el método de conjugacion puede afectar
las caracteristicas conformacionales de la proteina e inactivar los epitopos de las células Ty
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