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Tesis M. Noelia Olivera Capitulo I: Introduccion general

1.1 Pertussis o coqueluche, un poco de historia

Pertussis, tos convulsa, coqueluche o tos ferina son todos sindnimos que se emplean para
designar a la enfermedad respiratoria aguda causada por la bacteria Gram negativa Bordetella
pertussis. Esta enfermedad inmunoprevenible y de alta contagiosidad es mas grave en
lactantes y nifos pequefios pero también afecta a los adolescentes y adultos. Su principal
manifestacion es una tos prolongada que dura varias semanas, marcada por accesos tipicos de
tos violenta y espasmddica con sensacion de asfixia, que terminan con un ruido estridente
durante la inspiracion (estridor inspiratorio).

El primer registro de un brote de tos convulsa fue realizado por Guillaume De Baillou. Dicho
brote que tuvo lugar en Paris en el verano de 1578 afectod principalmente a lactantes y nifos
pequefos y tuvo una elevada mortalidad (119).

En 1679, Sydenham nombro a la enfermedad como “tos ferina” (es decir, tos violenta). En
1865 el profesor Trousseau durante su clase magistral en el Hotel-Dieu de Paris, se refiere a la
enfermedad como la “toux qui houpe”, de donde los ingleses hicieron derivar el término
“whooping cough”.

Por su parte, coqueluche es una palabra de origen francés que fue incluida en algunas
ediciones del Diccionario de la Real Academia (1927, 1950, 1983, 1989), siempre con la marca
de galicismo como sinénimo de tos ferina. El vocablo francés se formé a partir del bajo latin
cuculuccia, derivado del latin cucullus o “capucha”. En Francia, antiguamente, las personas
enfermas de tos ferina estaban obligadas a cubrirse la cabeza con una capucha o caperuza, lo
que dio lugar al nombre francés de la enfermedad, coqueluche, asi adoptado durante algun
tiempo por el espaiol. Se cree que la palabra francesa recibid, asimismo, la influencia de cog,
“gallo”, ya que la tos ferina se conocia también como chant du coq (canto del gallo).

En relacion al agente etioldgico de la tos convulsa, hasta el advenimiento del siglo XX se
pensaba que la enfermedad era causada por un hongo (155). En el afio 1883 esta descripcion
fue rebatida por Burger, quien publicé el hallazgo de un bacilo pequefio y elipsoidal en la
expectoracion de los coqueluchosos. En 1901, Jochmann y Krause a partir del esputo de un
pequeno paciente lograron aislar en placas agar sangre, un bacilo que llamaron Bacillus
pertussis eppendorf, en honor al sector de Hamburgo donde estaba su hospital. Solo recién en
el afio 1906 Joules Bordet y Octave Gengou lograron identificar como el agente causal de la
sintomatologia de la enfermedad a una bacteria que denominaron Bordetella pertussis. Estos
autores lograron ademas replicarlo in vitro gracias al desarrollo de un medio de cultivo

formulado en base a sangre, glicerol y papa (29).
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Tesis M. Noelia Olivera Capitulo I: Introduccion general

1.2 Manifestaciones clinicas

La tos convulsa es una enfermedad respiratoria aguda que se caracteriza por presentar una
tos progresiva, repetitiva y con paroxismos.

El periodo de incubacion dura entre 7 y 10 dias. La enfermedad clasica ocurre con mayor
frecuencia como una infeccion primaria en nifos no vacunados, dura de 6 a 12 semanas y
tiene tres fases: catarral, paroxistica y de convalecencia.

Entre las manifestaciones que se presentan durante la fase catarral se encuentran la rinorrea,
lagrimeo y tos leve. Estos sintomas son similares a los de un resfrio comun. En los siguientes 7
a 14 dias, generalmente la tos empeora, tanto en la frecuencia como en intensidad aunque la
temperatura corporal es normal o ligeramente elevada. Durante este periodo, el agente
causal B. pertussis puede ser aislado a partir de las secreciones nasofaringeas de los pacientes.
La fase paroxistica tiene su inicio durante la segunda semana de la enfermedad y puede
extenderse hasta 6 semanas. Se caracteriza por numerosos y rapidos paroxismos de tos,
debido a la dificultad de expulsar el moco espeso del espacio broncoalveolar. Los ataques
paroxisticos se producen con frecuencia por la noche, con un promedio de 15 ataques cada 24
horas. Luego de un paroxismo, se produce un fuerte esfuerzo inspiratorio durante el cual se
produce el silbido o estridor inspiratorio clasico. Ademas del paroxismo, pueden manifestarse
sintomas como cianosis, ojos saltones, protrusion de la lengua, salivacion, lagrimeo, y la
distension de las venas de cuello. Los paroxismos se asocian con mucosidad, pero la
produccion de esputo purulento no se produce. El vdmito después de la tos es comun, lo cual
puede llevar a la pérdida de peso.

Las manifestaciones clinicas de coqueluche varian con la edad del paciente, la inmunizacion o
la infeccion previa y el tratamiento con antibidticos, asi como la carga bacterianaen la
exposicion, factores genéticos del huésped y el genotipo del microorganismo (169).

Las complicaciones mas frecuentes de la enfermedad incluyen neumonia, otitis, convulsiones
y encefalopatia. La neumonia puede ser un evento primario en respuesta a la infeccion por B.
pertussis o puede deberse a una infeccion secundaria con otros patdgenos. En la Tabla I se
detallan algunas de las complicaciones descriptas de acuerdo a la edad del paciente.

El diagndstico etioldgico de la patologia suele ser realizado en la fase paroxistica pero se

vuelve mas dificultoso a medida que pasa el tiempo.
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Tesis M. Noelia Olivera Capitulo I: Introduccion general

La fase convaleciente puede durar entre 4 y 21 dias y se caracteriza por una recuperacion
gradual del paciente. En esta etapa los paroxismos ocurren con menor frecuencia y
desaparecen dentro de las 2-3 semanas (169).

Tabla I. Complicaciones de la tos convulsa.

Infantes y nifios Adolescentes y adultos

Apnea Pérdida de peso

Neumonia Incontinencia urinaria
Convulsiones Sincope

Encefalopatia Fractura de costillas por tos severa
Dificultad para dormir Otitis

Otitis Deshidratacion

Deshidratacion Epistaxis

Epistaxis Encefalopatia por hipoxia

Muerte Hematoma subdural

1.3 Agente causal

El principal agente causal de la tos convulsa es Bordetella pertussis, un bacilo Gram negativo
pequefio y aerobio de metabolismo no fermentativo. B. pertussis es un patégeno obligado del
hombre del cual no se conoce hasta el presente ningun reservorio ambiental o animal. B.
parapertussis también es capaz de causar la enfermedad aunque en general con
sintomatologia mas moderada (24).

Actualmente, se conocen diez especies del género Bordetella: B. pertussis, B. bronchiseptica, B.
parapertussis (humana), B. parapertussis (ovina), B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. trematum,
B. petrii y B. ansorpii. Todas estas especies son cocobacilos pequefios (0.2 pm por 0.7-1um),
Gram negativos, aerobios estrictos (con excepcion de B. petri)) con un metabolismo no
fermentativo.

De las especies que se han identificado hasta la fecha, ademas de B. pertussis solo tres han
sido asociadas con infecciones respiratorias en humanos y otros mamiferos: B. bronchiseptica,
B. parapertussis y B. holmesii (170).

B. bronchiseptica infecta una amplia gama de huéspedes (perros, gatos, conejos, ovejas,
roedores, caballos, cerdos y 0sos) y ocasionalmente causa enfermedades de tos en humanos.
En particular, se han observado infecciones graves en personas inmunocomprometidas, como

pacientes con SIDA (53).
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En relacion a B. parapertussis se describen dos especies: una capaz de producir infeccion en los
humanos, B. parapertussis,, y otra que infecta exclusivamente al ganado ovino, B.
parapertussis,, (53). B. holmesii es una especie del género que fue asociada primariamente con
septicemias pero recientemente se la ha asociado a infecciones del tracto respiratorio
humano que conducen a sintomatologias similares a la de la tos convulsa (272). Se la ha
encontrado en adultos jévenes (260), asi como también en nifios menores de 1 afio (33).

En la Tabla Il se muestran algunas caracteristicas de las distintas especies del género
Bordetella.

Desde el punto de vista evolutivo, se ha propuesto a B. bronchiseptica como el progenitor de
B. pertussis. Por su parte B. pertussis y B. parapertussis se consideran dos linajes separados
adaptados al ser humano (169).

A continuacion describiremos caracteristicas de B. pertussis y el proceso infeccioso que

induce, por ser el patdgeno de cual nos ocuparemos en este trabajo.

1.4 B. pertussis: proceso de infeccion y patofisiologia

La infeccion comienza con el ingreso de B. pertussis a las vias aéreas de un huésped
susceptible a través de gotitas o aerosoles expelidos por un individuo infectado. Una vez
dentro del huésped, la bacteria se adhiere a la mucosa nasofaringea causando una leve
inflamacion local. También puede adherirse a otros tipos celulares como los macrdéfagos
alveolares y células dendriticas (208). Las bacterias adheridas proliferan y liberan toxinas
causando ciliostasis, dafno en el epitelio respiratorio, liberacion de mucus, inflamacion del
lumen del tracto respiratorio e inhibicion de las funciones de células del sistema inmune del
huésped. Esta disrupcion de la funcion normal de la mucosa ciliada y el dafo del epitelio
respiratorio son las patologias primarias asociadas con la infeccion por B. pertussis.

En los pulmones, la primera lesion causada por pertussis parece ser la hiperplasia linfoide de
los nodulos linfaticos peribronquiales y traqueobronquiales. En la mayoria de los casos de
muerte por pertussis, los pacientes presentan bronconeumonia, generalmente debida a una
infeccion secundaria (118) aunque también puede producirse solo por la propia infeccion por
B. pertussis.

Los modelos de infeccion en animales han permitido conocer mejor la patofisiologia de esta
infeccion. En el modelo murino de infeccidn intranasal de B. pertussis, la bacteria causa una
bronconeumonia asociada a hemorragia alveolar con edema, sin evidencia de lesiones
necroticas. El pulmdn infectado presenta una inflamacion perivascular y peribronquial

generalizada, con un gran numero de células infiltrantes, predominando los neutrofilos. La
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distribucion de estas células es homogénea en todo el pulmodn. Se observa en general,
inflamacion del parénquima pulmonar con aflujo de linfocitos, mientras que el exudado intra-
alveolar estd compuesto principalmente por monocitos. En la infeccion murina temprana
también se ha observado una afluencia de células T y & en los pulmones, asi como un rapido
reclutamiento de células dendriticas. En animales inmunizados el curso de la infeccidn es

menos prolongado y el influjo de células es mas transitorio (178).

Factores de virulencia

Para el desarrollo de las distintas etapas de infeccion, la bacteria utiliza una serie de factores
que en conjunto se denominan factores de virulencia. De acuerdo a su rol, a varios de estos
factores se los ha clasificado como adhesinas o toxinas. Sin embargo, hay otros factores mas
complejos como el Sistema de Secrecion Tipo lll, que también juegan un rol clave en la
patogénesis de pertussis, u otro grupo de proteinas denominadas autotransportadores. En la
Tabla Il se muestran los factores de virulencia mas relevantes de B. pertussis que ha

continuacion son descriptos.

e Adhesinas

Dentro de este grupo se encuentran:

La hemaglutinina filamentosa (FHA) es una de las principales adhesinas de Bordetella.
Consiste en una proteina de 220 kDa asociada a la superficie bacteriana pero también se
secreta al medio extracelular. FHA posee varios dominios involucrados en la adhesion a las
superficies del huésped. Estos incluyen: unidn a fagocitos mediada por integrinas, unién a
azuUcares sulfatados de la matriz extracelular y de las células epiteliales, y adhesion a células
epiteliales ciliadas. La regidn responsable de esta adhesién es un dominio tipo lectina que se
denomina CRD (Carbohydrate Recognition Domain). Este dominio tiene afinidad particular por
carbohidratos y glicolipidos y participa en la unidn de la bacteria a las células ciliadas y a los
macrofagos.

La adhesina FHA también promueve la fagocitosis de B. pertussis por macréfagos y
neutrofilos, efecto que puede ser inhibido in vitro por anticuerpos anti-FHA obtenidos de nifios
infectados (182). Dada las propiedades inmunogénicas de esta proteina, se la ha incluido

como componente en la mayoria de las formulaciones acelulares contra pertussis (53).
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Tabla Il. Principales caracteristicas de las especies del género Bordetella.

Capitulo I: Introduccién general

B.
B pertussis B. bronchiseptica B. holmesii B. hinzii B. avium B.trematum B. ansorpii B. petrii
parapertussis
Hospedador Hombre Hompm, Mamiferos, incluyendo al Hombre Avesy Aves y reptiles Hombre Hombre Hombre
ovejas hombre hombre
Rinitis atrofica en cerdos, . . .
: Septicemia, Enfermedad Infecciones en . .
Enfermedad Tos Tos convulsa | tos ferina en perros y gatos, — ) . , L Infecciones Infecciones
. . . X enfermedad Septicemia respiratoria en heridas, otitis : .
convulsa leve infecciones respiratorias en . . . oportunistas oportunistas
humanos respiratoria el pavo media
Lugar de Tracto Tracto Infecciony
. . Tr.acto . Tr.acto . Tracto respiratorio, sangre respiratorio, respiratorio, Tr.acto . Heridas, oido Herida Medio
aislamiento Respiratorio respiratorio respiratorio .
sangre sangre ambiente
Contenido
G+C 66-68 66-68 66-68 61.5-62.3 65-67 62 64-65 ND 63.8
(% en moles)
Tamano del
genoma 4086 4773 5338 ND ND 3730 ND ND 5287
(Kpb)
Crecimiento
én agar - Variable + + + + + + +
MacConkey
Catalasa " . + + + + ND ND
Produccion
de ureasa - +(24 hs) +(4 hs) - variable - - - -
Oxidasa n i} ¥ R + + . i +
Asimilacion
de Citrato + + + + + + - ND ND
Movilidad ) ) " R i + _ + _
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Las Fimbrias (Fim) son proteinas poliméricas y filamentosas de la superficie bacteriana. B.
pertussis produce dos tipos de fimbrias seroldgicamente diferentes, fimbrias 2 y 3 (Fim2 y Fim
3, respectivamente). Las Fim2 y Fim3 estdn compuestas por una subunidad proteica
mayoritaria de 22,5 kDa y de 22 kDa respectivamente y una subunidad minoritaria FimD, de
40 kDa, que se ubica en el extremo de la proteina (169). Las proteinas que forman la
estructura helicoidal de las fimbrias se unen a receptores heparan sulfato, sulfato de
condroitina y dextran sulfato, azucares ampliamente distribuidos en el tracto respiratorio de
los mamiferos, pudiendo mediar de esta manera la funcion de adhesion (84). Varios estudios
sugieren que las fimbrias pueden participar en la unidn de Bordetella al epitelio respiratorio a
través de las subunidades mayores, y a los monocitos a través de FimD (107). Por otra parte,
estudios in vivo demostraron que cepas defectivas en la expresion de fimbrias presentan
alteraciones en su capacidad de multiplicarse en el tracto nasofaringeo y en la traquea de los
ratones (184).

Desde hace varios afios, se ha visto que los anticuerpos anti-fimbria en suero de pacientes
infectados o de nifios vacunados aglutinan la bacteria. Ademas, se ha visto que existe una
correlacion directa entre la presencia de anticuerpos aglutinantes y la proteccion contra
pertussis (210), lo cual ha justificado su inclusién como antigenos en algunas de las vacunas

acelulares contra pertussis.

Dentro de los factores de virulencia de B. pertussis denominados autotransportadores, el mas
relevante es la pertactina (PRN). PRN es una proteina autotransportadora presente en la
membrana externa de B. pertussis que participa en el proceso de adhesion de la bacteria al
hospedador. Esta proteina es secretada al espacio periplasmico y posteriormente se
autoprocesa mediante clivaje sobre su extremo C-terminal. PRN participa en la adhesion a
través del motivo Arg-Gly-Asp (RGD) para facilitar la union e invasion a células eucariotas
(169).

PRN es altamente inmunogénica y es un componente de la mayoria de las vacunas acelulares
en uso. Después de la infeccion natural o de la inmunizacidn con vacunas que contienen esta
proteina, se encuentran anticuerpos contra PRN en suero de pacientes (45). Ademas, ratones
que han sido inmunizados pasivamente con anticuerpos contra PRN son altamente
resistentes a un desafio intranasal con B. pertussis virulenta (47).

Se ha demostrado que existe variacion genética en PRN, con un cambio en el tiempo de las
cepas circulantes hacia variantes que no estan representadas por las vacunas contra pertussis

que se utilizan como medida de prevencion contra la enfermedad en la comunidad (186).
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Ademas de la PRN se han descripto otras proteinas autotransportadoras como BrkA (del
inglés, Bordetella resistence killing), el factor de colonizacion traqueal (TcfA) y Vag8. A estas
proteinas se les ha adjudicado un rol durante el proceso infectivo. BrkA pareceria impedir la
lisis mediada por la via clasica del complemento y contribuiria a la adhesion de B. pertussis a
las células del huésped (66, 207). Ademas, esta proteina posee actividad protectora, siendo
capaz de aumentar la eficacia de vacunas acelulares cuando ésta es evaluada en el modelo
murino (166). Vag8 es una proteina autotransportadora de 95 kDa que contiene una secuencia
RGD involucrada en procesos de adhesion (169). El rol de esta proteina en la patogénesis de B.
pertussis aun no ha sido determinado. TcfA es una proteina autotransportadora expresada
exclusivamente por B. pertussis. Ensayos in vivo empleando el modelo murino sugieren que el

Tcf es importante para la colonizacion y persistencia de la bacteria en la traquea de los ratones

(250).

e Toxinas
Las toxinas producidas por B. pertussis son conocidas por contribuir a la patogénesis y por

estar involucradas en la proteccion o evasion del sistema inmune. Entre ellas se encuentran:

La toxina pertussis (PTx) es una toxina del tipo AB con actividad ADP-ribosiltransferasa. Esta
toxina multimérica solo es sintetizada por B. pertussis y esta compuesta por 5 subunidades
polipeptidicas diferentes S1 a Sg, cuyos pesos moleculares estimados son de 28, 23, 22, 11,7y
9,3 kDa, respectivamente. El monomero A de la toxina esta compuesto por la subunidad S1y

posee actividad ADP ribosiltransferasa. El oligémero B posee

Subunidad 4

Subunidad 4 11,7 kDa

Receptor

e

Subunidad 1

Membrana
plasmatica

Citoplasma

Figura 1. Esquematizacion de la estructura de la toxina pertussis. (Adaptado de
http://pathmicro.med.sc.edu).
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Tabla Ill. Factores de virulencia de B. pertussis.

Factor de virulencia

Descripcion

Hemaglutinina

filamentosa (FHA)

Adhesina dominante; necesaria para la colonizacion
traqueal, altamente inmunogénica, principal

componente de las vacunas acelulares.

Adhesinas
Estructuras filamentosas de la superficie celular,
Fimbrias (Fim) requeridas para la colonizacion persistente de la
traquea; componentes de algunas vacunas acelulares.
. Media la union de células eucariotas in vitro; mejora la
Pertactina (PRN)
inmunidad protectora.
Vag8 Proteina de membrana externa.
Auto- BrkA Confiere resistencia al suero y proteccion contra
r
transportadores péptidos antimicrobianos en B. pertussis.
Factor de
L Rol en la colonizacién de la traquea en el modelo
colonizacion
murino.
traqueal (FCT)
) ) Toxina AB; ADP-ribosila proteinas G; responsable de la
Toxina pertussis
tos convulsa asociada a linfocitosis; adyuvante fuerte y
(PTx)
principal componente de las vacunas acelulares.
. . Posee actividad adenilato ciclasa/hemolisina; actUa
Adenilato ciclasa
como facto anti-inflamatorio y antifagocitico durante la
(AQ) . .
infeccion.
, Permite a Bordetella trasladar proteinas efectoras
Sistema de
Toxinas directamente en las células huésped. Se requiere para la

Secrecion tipo lll

(5STT)

colonizacion traqueal persistente; inhibe la respuesta

inmunitaria del huésped.

Toxina

dermonecrotica

Toxina labil al calor secretada; activa Rho; induce

necrosis in vitro.

Toxina citotraqueal

(TCT)

Causa hinchazén mitocondrial, alteracion de las uniones
estrechas, dafio a los cilios, y la produccion de IL 1-a y

ON

LPS

Efectos mitogénicos y toxicos. Contribuye a la

colonizacion de la traquea.

(Matoo and Cherry, Clin Microbiol Rev, 2005)
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estructura de anillo, esta formado por las subunidades S2 (1), S3 (1), S4 (2) y S5 (2) y es el
responsable de la union de la toxina a las células blanco (Figura 1). Se une a glicoproteinas de
superficie y ganglidsidos de una variedad de células de mamiferos (135). Luego del proceso de
adhesion, el monomero A de la toxina es translocado al citosol de la célula blanco en un
proceso independiente de endocitosis. La union de ATP al oligémero B de la toxina causa la
liberacion de la subunidad S1 en el citosol y es activada luego de sufrir la reduccion de su
puente disulfuro. En su forma reducida, S1 cataliza la transferencia de una unidad de ADP-
ribosa del NAD a la subunidad a de una proteina G, inactivandola. Los efectos bioldgicos
atribuidos a la interrupcion de estas vias de sefalizacion incluyen sensibilizacion por
histamina, aumento de la secrecion de insulina en respuesta a sefales regulatorias, y efectos
inmunoldgicos tanto supresores como estimuladores (116). Recientemente se ha sugerido que
PTx seria importante en los primeros estadios de la infeccion (43).

Actualmente, PTx esta incluida en todas las vacunas acelulares contra la tos convulsa
licenciadas a la fecha y posee epitopes protectores polimorficos situados en las subunidades
Siy S3, denominadas hoy subunidad A y C, respectivamente. Al igual que la pertactina, se
encontraron variantes polimorficas de PTx en la subunidad A, clasificadas como ptxA 1, 2,3y
4. Estas variaciones se encuentran localizadas en regiones que codifican para epitopes

involucrados en la unidn a células T (188).

La adenilato ciclasa-hemolisina (AC-Hly), es una proteina bifuncional sintetizada por todas
las especies de Bordetella que infectan mamiferos. Pertenece a la familia de citotoxinas
formadoras de poro y dependientes de calcio conocidas como toxinas RTX (repeticiones en
toxinas). Estas toxinas contienen un arreglo de repeticiones en tdandem de 9 aminoacidos (L-
X-G-G-X-G (N/D)-D-X) que estan involucrados en la union a calcio. Esta proteina se caracteriza
por ser expresada solo en el estado virulento de la bacteria y por esto es considerada un
marcador de dicho estado.

Tanto la actividad hemolitica como la de ciclasa son esenciales para el inicio de la infeccion de
B. pertussis. Se ha observado que mutantes defectivos en la expresion de AC-Hly presentan
una menor virulencia en el modelo de infeccion murino. Ensayos en modelos animales
demostraron que inmunizaciones con esta proteina inducen proteccion contra la colonizacion
bacteriana. Ademas, AC-Hly participaria también en etapas posteriores a la colonizacion,

modulando la respuesta del hospedador (63).
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La toxina citotraqueal (TCT) es un disacarido-tetrapéptido derivado del peptidoglicano.
Aunque es producido por todas las bacterias Gram negativas, solamente Bordetella spp y
Neisseria gonorrhoeae lo liberan durante la fase exponencial de su crecimiento (221).

Esta toxina induce paralisis y destruccion del epitelio ciliado respiratorio, causando ciliostasis
y tos persistente. La toxicidad es inducida por un mecanismo indirecto, a través de la
induccion del aumento de la produccién de IL-1. Esta interleuquina activa a la enzima 6xido
nitrico sintasa, produciendo grandes cantidades de radicales ON (6xido nitrico). Estos
radicales destruyen enzimas dependientes de iones y eventualmente inhiben la funcién
mitocondrial y la replicacion del ADN de las células epiteliales ciliadas que se encuentran en
contacto con la bacteria. Esta toxina también actUa sobre otras células, inhibe la quimiotaxis y
el metabolismo oxidativo de neutrofilos, lo cual podria contribuir a la persistencia de B.
pertussis en el huésped (170). Estudios recientes han mostrado que TCT estimula la respuesta
en células inmunes a través de moléculas patrones de reconocimiento microbiano que

interactuan con peptidoglicano y sus derivados (41).

La toxina dermonecrética (TDN) es una tipica toxina AB compuesta de un dominio N-
terminal de union a receptor de 54 aminoacidos y un dominio C-terminal de actividad
enzimatica de 300 aminoacidos. Esta toxina es labil al calor e induce lesiones locales
necrdticas en ratones y otros animales de laboratorio cuando se la inyecta por via
intradérmica, mientras que es letal cuando se la administra por via intravenosa en dosis bajas.
Estudios in vitro mostraron que la TDN purificada a partir de B. bronchiseptica induce cambios
morfoldgicos, estimula la replicacion de ADN, y perjudica la diferenciacion y proliferacion de

células osteoblasticas (169).

El lipopolisacarido (LPS) de la especie Bordetella es pirogénico, mitogénico, toxico y puede
activar e inducir la produccion de factor de necrosis tumoral en macrofagos (169). A diferencia
de otras bacterias Gram negativas, B. pertussis no presenta antigeno O. En corridas
electroforéticas en geles de poliacrilamida, el perfil del LPS se presenta con una banda
denominada B de mayor movilidad, compuesta por el lipido A y el core interno, y una banda
de menor movilidad denominada banda A (203).

Estudios con ratones defectivos en TLR4 sugieren que la sefializacion del LPS mediada a
través de los receptores TLR4 es necesaria para inducir una respuesta innata robusta y generar
una respuesta protectora contra B. pertussis en el modelo murino (115). En los ratones
defectivos, la colonizacidon bacteriana en los pulmones fue mayor a la observada en los

ratones salvajes, y con un mayor aumento de infiltrado celular y de patologia pulmonar (115).
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Recientemente, nuestro grupo de investigacion encontré que la estimulacion exacerbada de
la respuesta inmune innata en los pulmones por el LPS confiere un alto nivel de proteccion
frente al desafio con dosis altas de B. pertussis y que esta proteccion es dependiente de la

produccidn de especies reactivas del oxigeno (68, 280).

El Sistema de Secrecion de Tipo Ill 0 SSTT, es un aparato secretor especializado que permite
a bacterias Gram negativas inyectar proteinas efectoras directamente en el citosol de la célula
eucariotica. Las proteinas secretadas por el SSTT se dividen en dos grupos: proteinas
translocadoras y proteinas efectoras. Las proteinas translocadoras son transportadas vy
translocadas en la membrana plasmatica de la célula huésped, donde se insertan y forman un
poro. Luego las proteinas efectoras pueden translocarse a través del SSTT por los poros
formados por las translocadoras (1). Las proteinas efectoras constituyen normalmente
factores de virulencia que producen efectos en la célula del hospedador que le permiten al
patogeno invadir para colonizar, multiplicarse y en algunos casos persistir de forma cronica en
la traquea de ratas y ratones (274). Las proteinas efectoras BopC y BteA inducen la muerte
celular por mecanismos desconocidos. Proteinas efectoras que aun no han sido identificadas
estarian involucradas en la inhibicion la translocacion del factor NF-kB al nucleo vy la
regulacion positiva de la expresion de IL-10 (Figura 2) (274).

Dentro del género Bordetella, se ha descripto un cluster de genes del SSTT altamente
conservados en B. bronchiseptica, B. parapertussis y B. pertussis (275). El locus del SSTT de
Bordetella, denominado bsc, codifica para 22 ORF entre los que se encuentran los que
codificarian para las proteinas de la maquinaria del SSTT, la ATPsa BscN, proteinas secretadas
por el SSTT y posibles chaperonas. Originalmente, la expresion funcional del SSTT se
describio solamente para B. bronchiseptica y la mayoria de los estudios del SSTT en Bordetella
se han focalizado sobre esta especie. B. bronchiseptica expresa las proteinas BopB y BopD, que
son ortdlogas de las proteinas translocadoras YopB y YopD de Yersinia spp. Estas proteinas
interaccionan entre si para formar el poro en la membrana de la célula del huésped y son
requeridas para la actividad citotoxica del SSTT (171). BopN aun no ha sido caracterizada en
Bordetella spp. En Yersinia, su ortdloga YopN previene la secrecidn de proteinas en ausencia
de contacto con células del huésped. A diferencia de las otras proteinas efectoras del SSTT,
Bsp22 es exclusiva del género Bordetella. Esta proteina se sintetiza en mayor proporcion
durante el crecimiento in vitro de B. bronchiseptica y aunque mutaciones en bsp22 no afectan
la secrecion de las otras proteinas, si eliminan los efectos in vivo e in vitro descriptos para el
SSTT de Bordetella (174). Resultados sobre la inmunogenicidad de esta proteina se presentan

en esta tesis (ver Capitulo Il).
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En el caso de B. pertussis, las condiciones de secrecion del SSTT difieren entre la poblacion
bacteriana circulante y las cepas adaptadas al laboratorio. Por ejemplo, la expression in vitro
de Bsp22 se detectd en grandes proporciones en aislamientos clinicos irlandeses, pero no en
las cepas adaptadas al laboratorio (71). El mismo resultado fue confirmado por nuestro grupo
de investigacion, donde ademas se demostro que la expresion de las proteinas asociadas al
SSTT se pierde luego de pasajes in vitro en el laboratorio pero se recupera cuando la bacteria
toma contacto con el hospedador. Esta activacion in vivo se observé no solo para aislamientos
clinicos sino también para cepas vacunales, sugiriendo una respuesta adaptativa de este

patogeno (81).

Bordetella

SST3

Translocén

— (BopB y BopD)

Célula huésped

Figura 2. Sistema de Secrecion de Tipo lll en Bordetella. Adaptado de Abe et. al., Microbiol
Immunol, 2008.

Regulacion de la expresion de factores de virulencia a través de un sistema de dos

componentes

La expresion de la mayoria de los factores de virulencia antes descriptos esta requlada por un

sistema de dos componentes al que se denomina BvgAS (50), el cual permite una variacion
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dindmica de la expresion génica en respuesta a las sefiales provenientes del entorno. Esto a su
vez determina la capacidad de B. pertussis de oscilar entre distintos estados fenotipicos en
cuyos extremos se encontraria, por un lado, el fenotipo virulento (mas conocido como fase
virulenta o Bvg") y por otro el avirulento (conocido como fase avirulenta o Bvg). Asi, la fase
virulenta se caracteriza por la expresion de un grupo especificos de genes de virulencia y la
represion de otros. Entre los primeros se encuentran la mayoria de los factores de virulencia
de B. pertussis antes descriptos cuya activacion no ocurre en forma simultanea sino de manera
secuencial, pudiendo encontrar genes de activacion temprana, intermedia y tardia de acuerdo
a la etapa de la infeccion (50). Sin embargo, las sefiales in vivo que determinan el pasaje de
una fase a otra en relacion a la infeccion no son conocidas, al igual que el significado de la fase
avirulenta, sobre todo teniendo en cuenta que a B. pertussis no se la ha encontrado en otro
nicho que no sea el hombre.

Experimentos realizados con mutantes de B. pertussis y B. bronchiseptica bloqueados en Bvg"
o Bvg’ demostraron que la fase Bvg® es necesaria y suficiente para que se desarrolle la
infeccion, mientras que la fase Bvg seria incapaz de iniciarla. Estos datos sugieren que la
funcion de BvgAS seria fundamental durante procesos como la transmision, la persistencia o
la sobrevida fuera del huésped para el caso de B. bronchiseptica. Recientemente se ha
identificado un modelo animal de transmision que quizas de luz sobre estos aspectos (258) lo

que debera ser confirmado en futuras investigaciones.

1.5 Respuesta inmune frente a B. pertussis

Los estudios inmunoldgicos sefalan la complejidad de la infeccion por B. pertussis, en la cual
parece no haber un Unico perfil de respuesta relevante sino que diversos mecanismos
inmunoldgicos son capaces de brindar proteccion contra la enfermedad (178). Por otra parte,
a diferencia de lo que ocurre frente a otros patdgenos, en B. pertussis no existe un antigeno
dominante sino que la respuesta a distintos antigenos y factores de virulencia de la bacteria
parecen tener una contribucion, existiendo cierto grado de redundancia entre los mismos. La
informacion disponible sefiala que tanto la inmunidad humoral como la celular son relevantes
en la resolucion de la infeccidon participando ambos tipos de respuestas en la inmunidad
conferida por las vacunas (144, 178, 180).

La mayor parte del conocimiento alcanzado sobre la respuesta inmunoldgica frente a B.
pertussis proviene del estudio en modelos animales. El modelo mas ampliamente utilizado
para estos estudios es el modelo murino de infeccion intranasal o por aerosolizacion de una

suspension bacteriana (178). A pesar de la ausencia de tos, este modelo reproduce varias de
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las caracteristicas de la enfermedad incluido el ciclo de proliferacion y eliminacion bacteriana,
la restriccion de la infeccion al tracto respiratorio, el aumento de la severidad en animales
jovenes y varios de los cambios fisioldgicos sistémicos como la leucocitosis y la hipoglucemia.
El modelo incluso permite evaluar la eficacia de vacunas tanto celulares como acelulares (94,
181).

Para realizar una breve revision sobre el conocimiento existente de respuesta inmune innata 'y
adaptativa frente a B. pertussis nos referiremos primero a datos provenientes del estudio
sobre la infeccidn, y luego a la respuesta observada frente a la vacunacidn. Estos datos

provienen tanto de estudios clinicos como de modelos animales.

1.5.1 Respuesta inmune innata

Dentro de las células que juegan un rol en la respuesta innata frente a B. pertussis se

encuentran:

Macréfagos. Estudios in vitro e in vivo empleando el modelo de infeccion en animales han
revelado que B. pertussis es capaz de persistir en los macrofagos (78, 232). Estos hallazgos
indicarian que estas células pueden proporcionar un nicho intracelular para extender la
infeccion y diseminarse a otros huéspedes susceptibles. La mayor parte de las bacterias que
son fagocitadas son destruidas dentro de los compartimentos acidos. Sin embargo, un grupo
de bacterias elude la destruccion pudiendo multiplicarse y residir en los compartimientos no
acidos (151).

Se ha observado en ratones que los macréfagos contribuyen también a la inmunidad
protectora ya que su deplecion en las vias aéreas conduce a un incremento de la infeccion
causada por B. pertussis (44). La capacidad de destruccion bacteriana de los macrdfagos se ve
aumentada por IFN-y (163) e IL-17 (115), a través de un mecanismo que puede ser tanto
dependiente como independiente de ON. Esto proporciona parte de la evidencia sobre la

importancia de las células Th1y Thay en la eliminacion de las bacterias (75).

Células dendriticas (CD). Las CD inmaduras residentes y las infiltradas del tracto respiratorio
son las responsables de sensar los patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs (del
inglés, pathogen-associated molecular patterns) y los factores de virulencia de B. pertussis. Este
reconocimiento promueve sefiales pro-inflamatorias que resultan ser cruciales para gatillar la
produccidn temprana de citoquinas y quimiocinas. Esta etapa se acompana de la infiltracion
de leucocitos, sequida por la activacion de células T. La union del LPS a los TLR4 de las CD

promueve la maduracion de las mismas y la secrecion de IL-12 e IFN-y (27), que lleva a la



Tesis doctoral M. Noelia Olivera Capitulo I: Introduccidn general

induccion de células Th1 las cuales ayudan a mediar la eliminacion de la bacteria. Las CD que
son activadas por la AC-Hly también promueven la induccion de células Thay especificas, las
cuales actUan junto con las células Tha para eliminar a las bacterias.

Neutrofilos. B. pertussis puede sobrevivir dentro de estructuras subcelulares en los neutrdfilos
(150), aunque estos no actuarian como los macrdéfagos en ser reservorios intracelulares de la
bacteria debido a su corta vida media. Sin embargo, los neutréfilos si juegan un rol en la
destruccion de bacterias fagocitadas. Los neutrofilos infiltran los pulmones desde los 5 dias
post-infeccion (7) y parecen ser importantes en el control de la infeccion en ratones inmunes,

posiblemente a través de la captacion mediada por anticuerpos y la muerte intracelular (7).

Células NK. Las células NK luego de la infeccion por B. pertussis proporcionan la fuente inicial
de IFN-y, el cual es esencial para contener las bacterias dentro del tracto respiratorio (39) y
para promover una respuesta Thi responsable de la eliminacion bacteriana (18). La deplecion
de las células NK lleva a la diseminacion de la bacteria en el higado (39) y a la reduccion de las
células Thay al aumento de la respuesta Th2. Estos resultados marcan el rol de las células NK

en la proteccion y regulacion de las respuestas Th (179).

Ademas de estas células existen otros mecanismos de defensa de la respuesta inmune innata
entre los que se encuentran la secrecion de péptidos antimicrobianos y proteinas del
complemento. Todos estos elementos participan en las defensas del huésped contra la
infeccion pero no son suficientes para eliminar al patdgeno y controlar efectivamente la

infeccion con B. pertussis, necesitando de una respuesta inmune adaptativa.

1.5.2 Respuesta inmune adaptativa

Inmunidad humoral

La infeccion natural con B. pertussis induce la formacion de IgG e IgA en ratones y humanos.
La IgA secretoria (IgA-S) ha sido detectada en las secreciones de la mucosa antes que la IgG
en suero, sugiriendo que puede tener un rol importante en el control de la infeccion de B.
pertussis (110).

En humanos, los anticuerpos IgA e IgG que estan presentes en el pulmon tendrian un rol mas
relevante que los que se encuentran en circulacion (116). Sin embargo, algunos estudios
mostraron que la severidad de pertussis es menor en individuos con altos niveles de
anticuerpos séricos contra PTx y PRN (240). Los anticuerpos anti-FHA parecerian tener poca

relevancia segun lo observado en los estudios clinicos. Mas aun, pareceria que lo mas efectivo
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seria una combinacion de anticuerpos lo cual estaria de acuerdo con los ensayos clinicos de las
vacunas acelulares de 3y 5 componentes.

Los hallazgos en ratones defectivos en inmunoglobulinas mostraron que cuando estos
animales son inmunizados con una vacuna acelular o celular no son capaces de eliminar a las
bacterias del huésped, sugiriendo el rol de los mismos en la proteccion (144). Todos estos
datos muestran que los anticuerpos juegan un rol importante en la defensa contra el patégeno
aunque no hay un correlato directo entre proteccion vy titulo de anticuerpos. De hecho,
recientemente se ha establecido que la respuesta humoral por si sola no alcanza para brindar

una proteccion completa frente a la infeccion por B. pertussis (116).

Inmunidad celular

Si bien al inicio los estudios sobre la inmunidad protectora contra pertussis se centraron en el
analisis de la respuesta de anticuerpos en suero, existe evidencia creciente de que la
inmunidad celular es necesaria para el control efectivo de la infeccion inducida por B.
pertussis.

En humanos, la infeccion por B. pertussis da como resultado la produccion de células T CD4*
especificas para los antigenos PTx, FHA y PRN (59, 223). Mas aun, se encontré que en sangre
de bebés que padecian tos convulsa, las células T presentes secretaban IFN-y e IL-2, pero poco
o nada de IL-4 o IL-5 (223). Estos resultados, que han sido confirmados por otros estudios
(102, 167), sugieren que durante la infeccion por B. pertussis se desencadena una respuesta de
tipo Tha. Por otra parte, estudios recientes han sugerido que las células Th17 también son
inducidas en respuesta a la infeccion con B. pertussis (115).

En ratones, las células Tyd son reclutadas tempranamente a los pulmones luego de la
infeccion con B. pertussis (172). Por otra parte, células CD4" especificas de antigeno de ratones
infectados o convalecientes secretan IFN-y y/o IL-17, lo que sugiere que las células Th1y Thiy
son inducidas por la infeccion con B. pertussis, al igual que en humanos (62, 179). El IFN-y
producido por las células Th1 activa la produccion de ON por los macrégagos, el cual ayuda a
eliminar la bacteria (40, 245). Curiosamente, ratones IFN-y” pueden eliminar a la bacteria si
sobreviven a la infeccion inicial aunque carezcan de una respuesta Th1 y no desarrollen una
respuesta Th2 (164). Esta eliminacion de la bacteria probablemente ocurra a través de la
funcién de las células Thay. Las células CD4" que producen IL-17 son inducidas durante la
infeccion (7, 62, 70) y su induccidn es impulsada por las citoquinas de la respuesta innata, IL-1
e IL-23. Estas células CD4" productoras de IL-17 son criticas para la eliminacion de B. pertussis

mediada tanto por macréfagos como por neutrofilos (115, 143).
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Por otra parte, luego de la infeccion primaria con B. pertussis en ratones se producen muy
pocas células Th2. Mas aun, ratones IL-4” eliminan la bacteria de la misma manera que los
ratones salvajes (173). Por lo tanto, la induccion de una inmunidad adaptativa eficaz contra B.
pertussis requiere tanto de células Thi como Thay.

En la Figura 3 se muestra la respuesta inmune del huésped frente a B. pertussis en el modelo
murino.

En relacidn a la inmunidad inducida por vacunacion, resulta importante tener en cuenta que
en la actualidad existen dos tipos de formulaciones vacunales, una denominada celular o wP
(del inglés, whole cell pertussis vaccine) constituida por una suspension de bacterias enteras
muertas por calor y detoxificadas, y otra acelular denominada aP (del inglés, acellular pertussis
vaccine) o de componentes constituida por antigenos purificados (ver mas adelante). La

respuesta inmune que generan ambos tipos de vacunas esta representada en la Figura 4. En

AC-Hly L|
FHA r
PTx Lps [ ?
l | SSTT =
AC-Hy @ ® ‘. .TCT IL-1
“~ 1 . —— TNF-a
Macréfago/CD ON
N\ \. mmadura quimoquinas
IL-12 1L-23 roTs
l IL-1 . 10y otras/ \ 3
19G2a  cglula NK . | IFN-y IL-17 !
T T Neutréfilos

| |CélulaTht  CélulaTh17  ~

Célula B
CélulaM

Célula T naive IL-10, TGF-B

Célula
dendritica
¥ Célula Treg

Ganglio linfatic

Figura 3. Inmunidad del hospedador frente a B. pertussis en el modelo murino. La bacteria se une
a células epiteliales cicliadas y es captada por células del sistema inmune innato como macrofagos
(Mac) y células dendriticas inmaduras (CDi). Las CD procesan y presentan antigenos bacterianos a
las células T. La produccion de IL-12 por las células innatas resulta en la polarizacion de la respuesta
de células T hacia el subtipo Thz, y las interleuquinas IL-1[3 e IL-23 promueven la diferenciacion de
las células Thay. En la infeccion temprana las respuestas locales de células T son reprimidas por las
células innatas secretoras de IL-10 en respuesta a FHA, AC-Hly o SSTT, y por las células Treg. El ON
y las citoquinas pro-inflamatorias, IL-1 y TNF-a son inducidas por LPS, TCT, AC-Hly y PTx. El IFN-y
secretado por las CD y las células NK y luego por las células Thi, estimula el reclutamiento y la
activacion de Mac y neutrofilos y ayudan a las células B a secretar los anticuerpos IgG2a. La IL-17
promueve el reclutamiento y activacion de neutrofilos. Las bacterias opsonizadas o no opsonizadas
son captadas por neutrofilos y Mac y son eliminadas por el ON o por los intermediarios reactivos de
oxigeno. Las flechas negras representan resguestas inmunes inflamatorias/efectoras y las rojas
representan respuestas anti-inflamatorias e inmunosupresivas. Adaptado de Higgs et. al, Nature,
2012
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las vacunas wP se incluyen PAMPs tales como LPS, que inducen la activacion de las
interleuquinas IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23 por las CD y los macrofagos. Estas citoquinas
proinflamatorias promueven la induccion de células Th1 y Thiy a partir de células T naive. El
IFN-y y la IL-17 estimulan la produccion de anticuerpos opsonizantes y la activacion de
macrofagos y neutrofilos que ayudan a lisar las bacterias que persisten dentro de las células
(126). Por el contrario, las vacunas aP, que se administran junto con el hidroxido de aluminio
como adyuvante, carecen de PAMPs pero estimulan la produccion de IL-1, y en consecuencia
de células Thay. Las células Thi7 ayudan al reclutamiento y activacion de neutrdfilos, los
cuales captan y aniquilan a B. pertussis. Las células Th2 son también inducidas por la influencia
de la IL-4 y proporcionan ayuda a las células B para la secrecion de inmunoglobulina E (IgE) e
IgG1 e 1gG3, las cuales evitan fundamentalmente la adherencia de la bacteria al epitelio

respiratorio.
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Figura 4. Mecanismos de inmunidad inducidos por las vacunas celular y acelular contra B.
pertussis. NLR, NOD-like receptor, TLR, Toll-like receptor. Adaptado de Higgs et. al, Nature, 2012

1.6 Quimioprofilaxis

Para el tratamiento de esta patologia y para el control del foco de infeccion, se emplean
agentes antimicrobianos para limitar la transmision a los contactos susceptibles. Los
antimicrobianos recomendados son los macrdlidos como eritromicina, azitromicina o
claritromicina. En caso de intolerancia a los mismos puede emplearse trimetoprima
sulfametoxazol (TMS). La duracion del tratamiento es de 7 o de 14 dias segun el
antimicrobiano que se emplee. Si el tratamiento se comienza en la primera semana de
iniciados los sintomas, su efecto es el de reducir la duracién y severidad de los mismos. Como

a veces esto no es posible debido a las demoras en consultar al médico, en la sospecha del
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caso y en su confirmacion en el laboratorio, el objetivo del tratamiento con antibioticos se
limita entonces a prevenir la diseminacion de la enfermedad. Por esto es que se recomienda la
administracion de antibidticos en las primeras cuatro semanas de iniciados los sintomas y en
las seis a ocho semanas para individuos que estan en contacto con personas de alto riesgo

como nifios, mujeres en el tercer trimestre de embarazo y profesionales de la salud (114).

1.7 Vacunas

Debido a que los agentes antimicrobianos no previenen la infeccion, la medida mas
importante para el control y prevenciéon de la infeccion con B. pertussis es la vacunacion.
Como ya se ha mencionado, existen en la actualidad dos tipos de vacunas: las vacunas
celulares y las acelulares. En general, estas formulaciones se aplican de forma combinada
como minimo con los toxoides diftérico y tetanico, dando lugar a las vacuna DTwP y DTaP o
dTap, segun si el componente pertussis es celular o acelular (en dosis pediatrica (DtaP) o
adolescente-adulto (dTap), respectivamente).

La historia de las vacunas celulares se remonta al afio 1906 cuando los investigadores Joules
Bordet y Octave Gengou identificaron y aislaron en el laboratorio al agente causal (29). Fue
recién en los 40's que Perla Kendrick y colaboradores formularon la vacuna pertussis junto a
los toxoides tetanico, diftérico y adyuvantes (DTwP) (136). En base a los buenos resultados de
eficacia en la década del 40’ y 50’, la vacuna DTwP fue incluida en los programas masivos de
inmunizacion. Dicha incorporaciéon condujo a una disminucidn significativa de la morbilidad y
la mortalidad debido a pertussis (169).

Este rotundo éxito fue al poco tiempo ensombrecido por los reportes de reacciones adversas
asociadas con la vacunacion las cuales incluian la aparicidon de un enrojecimiento, hinchazon,
dolor en el sitio de inyeccidon, o fiebre, hasta encefalitis, encefalopatia, dano cerebral
permanente y muerte (73, 246). Esto generd preocupacion en el area de la salud publicay en la
poblacidn en general y como consecuencia de ello a mediados de los afios 70" algunos paises
como Japodn, Suecia e Inglaterra dejaron de emplear estas formulaciones, lo que llevo al
aumento de la incidencia de la enfermedad. Este acontecimiento impulso la busqueda y
desarrollo de vacunas anti-pertussis conteniendo solo factores asociados con la proteccion en
ausencia de aquellos componentes que ejercian reacciones adversas (169). Comenzo asi el
desarrollo de vacunas acelulares o de componentes. La primera formulacion consistio en la
PTx. Luego se desarrollaron las vacunas compuestas por dos componentes, PTx y FHA, tres

componentes PTx, FHA y PRN y cinco componentes: PTx, FHA, PRN, fimbrias Fim2 y Fim3.
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Para estas formulacione se observd una marcada disminucion de la magnitud y de la
frecuencia de aparicion de los efectos adversos llevando a la aceptacion de las vacunas anti-

pertussis por parte de la poblacion (Tabla IV).

Tabla IV. Efectos adversos asociados a la administracion de las vacunas

DTaP y DTP
Categoria % de nifios con reaccién a

DTaP DTP
Fiebre > 38 °C 4,2 27,3
Agitacién 6,6 20,6
Somnolencia 29,9 43,5
Anorexia 9,3 19,5
Vomitos 6,3 7,0
Hinchazon 8,7 39,7
Dolor 3,8 27,7

Todas estas formulaciones son eficaces siendo la de cinco componentes la que induce niveles
de proteccidn similares a los de la vacuna celular contra pertussis (99, 195).

No existe un consenso internacional respecto a qué vacuna usar, ni qué esquema de
vacunacion sequir, sino que cada pais decide qué aplicar y cémo aplicarlo. En el caso particular
de las vacunas acelulares, tampoco existe consenso sobre qué formulacion usar, pero esta
aceptado que las de mayor componentes son las mas eficaces (99). Por lo general, todos los
esquemas de vacunacion incluyen tres dosis administradas durante el primer afo de vida
(generalmente alos 2, 4 y 6 meses de edad).

Ademas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la inclusidon de una dosis de

refuerzo entre los 18 y 24 meses (http://www.cdc.gov/vaccines/vpd-vac/pertussis) y varios

paises incluyen ademas una segunda dosis de refuerzo al ingreso escolar. En la Tabla V se
muestran esquemas de vacunacion de algunos paises de Europa y el tipo de vacuna

recomendada en cada caso.

Tabla V. Programas de vacunacion hasta el afio 2010 en 7 paises de Europa.

Pais Afio Calendario de vacunacion Calendario de refuerzos
1952 3,4y5mDTP 20-24m DTP
Finlandia
2003 3,4y5mDTP 20-24m DTPy 6a dTap
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2005 3, 4y12m DTaP 4adTaPy14a dTap
1953 3, 4y5mDTP 4a DTP
Holanda 2001 2, 3, 4, 12m, DTP-IPV-Hib 4a, DTP, aP
2006 2, 3, 4, 12m, DTP-IPV-Hib 4a, dTaP
1959 3, 4, 5m, DTP-IPV 16-18m, DTP-IPV
1995 2, 3, 4m, DTP-IPV-Hib 16—18m, DTP-IPV-Hib
Francia
16—18mo, DTaP-IPV-Hib; 11-13a, DtaP-IPV;
2008 2, 3, 4m, DTaP-IPV-Hib
26—27a, dTap-IPV
1995 2, 3, 4m, DTaP-IPV-Hib-HB 11-14m, DTaP-IPV-Hib-HB
11-14m, DTaP-IPV-Hib-HB; 9—17a, dTap o
2000 2, 3, 4m, DTaP-IPV-Hib-HB
dTap-IPV
Alemania
11-14m, DTaP-IPV-Hib-HB; 5—6a, dTap; 9—-
2009 2, 3, 4m, DTaP-IPV-Hib-HB 173, dTapo
dTap-IPV
1953 3,5,12m, DTP
1976- No hubo vacunacion contra
1996 pertussis
Suecia
1996 3, 5,12m, DTaP
1998 3, 5, 12m, DTaP-IPV-Hib
2007 3, 5, 12m, DTaP-IPV-Hib 5—6a, DTaP-IPV; 14—16a, dTap
1961 5,6,7,15m, DTP
Dinamarca
2004 3, 5,12m, DTaP-IPV/HIB 53, Tdap-IPV
1950 3,5,120m DTP
UK 1990 2,3,4mDTP
2004 DTaP-Hib aP sumada a DT preescolar

m: meses de edad, a: afios de edad DTP, IPV: vacuna Polio inactivada, Hib: vacuna Haemophilus
influenzae, tipoB. HB: Hepatitis B, aP: pertussis acelular, DTaP: Difteria- Tétanos- Pertussis acelular.
dTap: Difteria- Tétanos- Pertussis acelular (con cantidades reducidas de los componentes diftéria y
pertussis). Fuente: Advani et. al, J Clin Microbiol, 2013.

En nuestro pais, el esquema de vacunacion contra pertussis incluye tres dosis primarias con
vacuna pentavalente DTP-Hib-HB (Difteria, Tétanos, Pertussis, H. influenzae tipo b y Hepatitis
B) a los 2, 4, 6 meses, dos refuerzos a los 18 meses con vacuna cuadruple bacteriana DTP-Hib,
y a los 6 anos con vacuna triple bacteriana DTP. Recientemente se ha incluido en el calendario
un nuevo refuerzo a los 11 afos con una vacuna triple bacteriana acelular Tdap

(http://www.msal.gov.ar/htm/site/vacuna. cal2.asp).

Los programas de inmunizacion masivos han sido muy exitosos ya que han reducido

significativamente la morbi-mortalidad asociada a pertussis. Sin embargo, en las Ultimas dos
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décadas, muchos paises incluidos Estados Unidos, Francia, Canada y Australia, han registrado
un incremento significativo en el nUumero de casos notificados de tos convulsa, en
proporciones importantes para los infantes pero también para los adolescentes y adultos (20,
98, 175, 192). Nuestro pais no ha sido ajeno a esta situacion y desde el aflo 2002 viene
registrando un sostenido aumento de casos.

En respuesta a esta situacion epidemioldgica, las autoridades sanitarias de varios paises han
incluido nuevos refuerzos empleando vacunas acelulares en las que se ha disminuido la
cantidad de PTx y toxoide diftérico para disminuir la severidad de las posibles reacciones
adversas (38). La magnitud del incremento no es del todo conocida ya que existe sub-

diagndstico y sub-reporte para esta enfermedad (51, 77).

1.8 Estado actual de la epidemiologia de pertussis

La OMS ha considerado a esta enfermedad como resurgente y ha estimado que en el 2008 el
numero de casos fue aproximadamente de 16 millones con 195.000 muertes. En la actualidad
pertussis constituye una de las cinco primeras causas de mortalidad infantil asociadas a
enfermedades infecciosas. Aproximadamente entre el 50% y el 75% de los nifios menores de 6
meses que padecen pertussis requieren hospitalizacion. El 9o% de las muertes debidas a esta
patologia ocurren en los lactantes no inmunizados (58, 169). Si bien la mayoria de los casos se
registran en los nifnos pequeinos y mas especificamente en los que por la edad no han podido
completar los esquemas de vacunacion, también se registran casos en alza en la poblacidn
adolescente y adulta. Este aumento en la incidencia de la infeccién en la poblacidn
adolescente adulta es mas evidente en los paises con coberturas de vacunacion que superan el
85% (267).

En varios paises incluidos los desarrollados se ha documentado un resurgimiento de la tos
convulsa. En la Figura 5 se muestra el aumento de la incidencia de pertussis en Estados
Unidos. En los Ultimos afios, Estados Unidos ha experimentado el brote epidémico de
coqueluche mas grande de los Ultimos 5o afos. Segun el Centro para el Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC), el recuento provisional de los casos reportados durante el afio 2012
supero los 41.880, mas del doble de los registros del 2011 (18.719) y muy por encima del récord
anterior de 27.550 en 2010. En 2012, la tasa de incidencia nacional era 13,4 por 100.000 con

valores muy superiores en varios estados de Estados Unidos.
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En ese pais, pertussis es ahora un problema de dos grandes grupos de edad: los nifios mayores
de 10 afos y los menores de 5 meses, a diferencia de lo que ocurria en la era prevacunal en la
cual el 93% de los casos correspondia a nifios menores de 10 afios (108, 265). Este aumento de
la incidencia de pertussis entre individuos con mayor edad facilita la circulacion de B. pertussis
en la poblacion y su transmision. En la Figura 6 se muestra la incidencia de pertussis por grupo

de edad en Estados Unidos.
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Figura 6. Incidencia de pertussis cada 100.000 habitantes en Estados
Unidos por grupo de edad, 1990-2012.
(http://www.cdc.aov/pertussis/surv-reportina.html)
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Ademas de Estados Unidos, varios son los paises que han registrado esta situacion, entre ellos
Holanda, Bélgica, Espafia, Alemania, Francia, Australia, Canad3, y la Argentina (51, 242). En
Holanda en el afio 1996 tuvo lugar un brote epidémico de tal escala que la tasa de incidencia
resultd ser 5 veces mayor que las de epidemias anteriores (60). La Argentina no es ajena a esta
situacidn y viene registrando desde el afio 2002 un aumento sostenido del nUmero de casos. Si
bien las coberturas de vacunacion segun el Informe Global se encuentran en ascenso durante
los Ultimos afos, en nuestro pais la cobertura anti-pertussis se encuentra por debajo del nivel
optimo (Figura 7). Esta situacion implica un riesgo de aumento de la incidencia y ocurrencia
de brotes de esta patologia, por acumulacion de susceptibles. Este aumento de la incidencia
se ha sostenido en el tiempo, como puede observarse en la Figura 8. Varios brotes se han

registrado en distintas localidades y provincias de nuestro pais (124).

% cobertura de
vacunacion

Tasas por 100.000

Figura 7. Tasa de notificacion y cobertura DTP. Aiios 2002-2010. Argentina. Fuente:
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica por Laboratorios de Argentina.

La distribucion por grupo de edad, para lo que se ha tomado como base las notificaciones
realizadas por SIVILA, se ha concentrado en los menores de 6 meses, representando el grupo
de edad de o a 2 meses el 40,37% del total de las notificaciones para todos los grupos de edad
(Figura g). Cabe destacar que dentro de este grupo, la mayoria corresponden a nifios no
vacunados o inmunizados con menos de 3 dosis. No obstante, también se han registrado
casos con tres y cuatro dosis con edades en la que no es esperable pérdida de inmunidad
(124). Estos datos no deben descuidarse, sobre todo en el momento de disefiar una nueva

estrategia para mejorar el control de la enfermedad.
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Figura 8. Fichas notificadas para estudio de Coqueluche en Argentina. Semanas 1-52.
2008-2012 (Www.vacunas-vacsal.org.ar)
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Figura 9. NUmero de notificaciones y resultados positivos B. pertussis por grupo de
edad en Argentina. Afo 2011. Fuente: SIVILA.

1.9 Resurgencia de la enfermedad.

Varias son las razones que se han propuesto para esta situacion de resurgencia de la
enfermedad. Las causas principales a este fendomeno se dividen en tres grandes grupos:
definicion de caso y diagnostico incierto, pérdida de inmunidad luego de la vacunacion, y

cambios genéticos en B. pertussis.
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1) Definicion de caso y diagndstico incierto

La OMS recomienda emplear como definicion clinica de caso la siguiente: todo paciente que
presenta una tos de 14 dias de duracion y al menos uno de los siguientes sintomas o signos:
paroxismos de tos, estridor inspiratorio, cianosis, apneas o vomitos luego de toser sin otra
causa aparente. La confirmacion de la infeccion puede realizarse mediante una prueba en el
laboratorio o por presentar sintomas y ser contacto de un caso confirmado de coqueluche
(55). Esta definicion no tiene en cuenta a la enfermedad mas leve, lo cual podria dar una
sobreestimacion de la eficacia de las vacunas. Por otro lado, si bien los métodos de PCR han
sido de gran ayuda en el diagndstico de pertussis, estos deben realizarse siguiendo los
protocolos recomendados por el CDC, la OMS o por Laboratorios Nacionales de Referencia
(124) ya que aquellos métodos que solo usan como secuencia blanco la secuencia de insercion
IS481, puede detectar ADN de B. holmesii ademas de B. pertussis (218). Debido a que B.
holmesii no se puede prevenir con las vacunas acelulares de pertussis, la medida adicional en
que este patdgeno esta representado en los ensayos anteriores tenderia a subestimar la

eficacia de las vacunas. Lo mismo sucede con un método de PCR que detecta B. parapertussis

(55).

2. Pérdida de la inmunidad adquirida por infeccidn o vacunacion

La inmunidad conferida por las vacunas o por la infeccion no es de por vida. Se estima que la
duracion de la inmunidad adquirida ya sea por infeccidon natural o por vacunacion dura entre
4-20 Yy 4-12 anos, respectivamente (259). Esto hace que adolescentes y adultos se vuelvan
susceptibles con el tiempo constituyéndose ademas en una fuente de contagio para los nifos
mas pequenos (104).

Se han reportado datos que muestran que las vacunas celulares inducen una inmunidad mas
duradera que las vacunas acelulares, aumentando la posibilidad de que el cambio de wP a aP
haya agravado el problema de pertussis (99, 235). El aumento de la incidencia de pertussis en
EEUU y otros paises que emplean en sus dosis primarias vacunas acelulares en nifios de 7-10
anos y de 13-14 afios sugiere que la inmunidad después de la inmunizacion con una vacuna aP
disminuye mucho antes de lo esperado. La preocupacion por la corta duracion de la
inmunidad luego de la vacunacion contra pertussis salio a la luz en el afio 2006, cuando se
reporto un incremento especifico de la incidencia de la enfermedad en nifios suecos de 6-8
anos de edad, los cuales en su mayoria habian sido inmunizados con la vacuna acelular DTaP a
los 3, 5y 12 meses de edad (100). Los autores concluyeron que probablemente seria necesario
un refuerzo a los 5-7 afos. En varios paises de Europa se estd sugiriendo la necesidad de

refuerzos a lo largo de la toda la vida de forma de prolongar la duracion de la inmunidad (277).
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Esta pérdida de la inmunidad luego de la inmunizacion con vacunas acelulares de pertussis
parece estar asociada a falencias propias de las vacunas en cuanto a su composicion y dosis de
inmunogenos (56, 57, 169, 195, 240).

Ademas de los problemas asociados a las vacunas es importante tener en cuenta que un
esquema de inmunizacion incompleto genera proteccion incompleta. Al menos son
necesarias 3 dosis de inmunizaciones para generar proteccion contra B. pertussis (133, 194). En
un estudio realizado entre varios paises, aproximadamente el 75% de los nifios hospitalizados

habia recibido ninguna o una dosis Unica de la vacuna contra pertussis (147).

3. Polimorfismo en cepas de B. pertussis.

La disminucion de la eficacia vacunal también se ha asociado a la aparicion de variaciones
genéticas de B. pertussis que han permitido |la adaptacion del patégeno a las vacunas actuales
(87). Los cambios observados en las frecuencias alélicas en las poblaciones de B. pertussis
preceden a la introduccion de las vacunas acelulares y eran entonces presumiblemente
impulsadas por la vacunacion con wP. Las vacunas aP se introdujeron entre 1994 y 2005 en un
gran numero de paises y pueden ejercer presiones selectivas que son cualitativamente y
cuantitativamente diferentes de las wP. Las vacunas wP inducen un perfil de citoquinas Tha,
mientras que la respuesta después de la vacunacion con vacunas aP muestra un perfil de Th2
(126). Ademas, las vacunas wP inducen una respuesta inmune amplia, con relativamente bajos
titulos contra antigenos individuales, mientras que las vacunas aP inducen una respuesta
inmune contra solo unos pocos antigenos, pero con titulos mas altos (64). Por lo tanto, la
introduccion de las vacunas aP podrian haber dado lugar a nuevas adaptaciones en la
poblacion de B. pertussis. Se ha sugerido que cepas adaptadas de B. pertussis expresan los
factores de virulencia PTx y PRN antigénicamente distintos a los de las cepas incluidas en las
vacunas. Este fendmeno se observd principalmente en Finlandia y los Paises Bajos, pero en
Argentina también se hallaron cepas antigénicamente distintas pre-vacunales (32, 134, 142,
183). Incluso con altas dosis de vacuna, la vacuna de uso local elimina rapidamente a las cepas
vacunales pero no es eficaz en la eliminacion de aislamientos de B. pertussis que expresan una
PTx antigénicamente distinta, asignandole un rol también al polimorfismo observado en la
PTx (101). Resultados similares se observaron al evaluar la capacidad protectora de la vacuna
frente a aislamientos de B. pertussis conteniendo alelos de prn diferentes a los vacunales, en
donde se observd que la vacuna vigente resultaba efectiva solo contra cepas que llevan el
mismo alelo de prn pero no contra los aislamientos con alelos de prn diferentes (141).

Ademas, en estos paises se hallaron cambios significativos no solo en la expresion sino

también en la produccion diferencial de proteinas en la poblacion bacteriana que circula en la



Tesis doctoral M. Noelia Olivera Capitulo I: Introduccidn general

actualidad respecto de aislamientos mas antiguos como lo son las cepas vacunales o los
aislamientos obtenidos en la era prevacunal. De esta manera, la adaptacion de la poblacion de
B. pertussis parece haber afectado la eficacia de la vacuna y contribuido a la reemergencia.
Durante la disminucidon de la respuesta inmune inducida por la vacuna, los aislamientos
divergentes podrian producir una infeccion reduciendo asi el tiempo en el que las vacunas son
eficaces. Esto indicaria que la adaptacion bacteriana y la pérdida de la inmunidad son dos
caras de una misma moneda como se ha propuesto recientemente (185). Este tema sera

abordado en el Capitulo Il ya que forma parte de los objetivos de este trabajo de tesis.

En resumen, las vacunas DTP generalmente tienen mayor eficacia que las vacunas DTaP. La
eficacia de las vacunas se ha sobreestimado debido, al menos en parte, a la definicion de caso
empleada cuando se realizaron los ensayos clinicos. Otros factores asociados a fallas en las
vacuna acelulares en cuanto a su composicion, o a cambios genéticos en el microorganismo
pueden contribuir al problema de la resurgencia de pertussis. De esta manera, el
resurgimiento de pertussis en nifos muy jovenes y en los mayores de 10 afios hace que la tos
convulsa sea una enfermedad vigente en la cual es una necesidad prioritaria la reevaluacion de

los planes de vacunacion.

1.10. Acciones y perspectivas.

Para superar el problema de la resurgencia de la enfermedad, es necesario reconocer que B.
pertussis esta circulando en todos los grupos de edad y, por lo tanto, con las herramientas
actuales es necesario no solo alcanzar buenas coberturas en las dosis primarias sino también
aplicar refuerzos sobre todo en la poblacion que es fuente de contagio de los pequefios, los
cuales representan la poblacion mas vulnerable de contraer la enfermedad y tener
complicaciones. Resulta indispensable también desarrollar nuevas vacunas mas efectivas y en
lo posible que confieran inmunidad por mas largo plazo y contra los alelos hoy circulantes.
Esto podria logarse identificando nuevos componentes o haciendo que las vacunas celulares
contengan aislamientos circulantes pero tratando de disminuir la reactogenicidad debida

principalmente al LPS.

1.10.1 Efectivizacion del empleo de las vacunas actuales: administracion de refuerzos

La GPI (del inglés, Global Pertussis Iniciative) evalud recientemente siete estrategias
potenciales de vacunacion contra la tos convulsa (Tabla VI) (267). Estas estrategias, que no

son excluyentes entre si, incluyen: la vacunacion universal de adolescentes y/o adultos,
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vacunacion en capullo (vacunacion de los padres y otras personas que estén en contacto

directo con el recién nacido como abuelos y trabajadores de la salud), vacunacion del personal

de salud y cuidadores de nifios pequefos, inmunizacion infantil temprana (desde el

nacimiento hasta 1 mes de edad) e inmunizaciéon en mujeres embarazadas o durante el

postparto (95).

Tabla VI. Estrategias de inmunizacion evaluadas por la GPI.

Estrategia

Objetivo primario

Objetivo secundario

Inmunizacion universal de adultos

Reducir la morbilidad en
adultos, desarrollar

inmunidad de grupo

Reducir la transmision de

B. pertussis a los lactantes

Inmunizacion selectiva de las nuevas
madres, familiares y contactos cercanos
de los recién nacidos (vacunacion en

capullo)

Reducir la transmision de la

enfermedad a los bebés

Reducir la morbilidad en
adultos, especialmente los

adultos jovenes

Inmunizacion selectiva de los

trabajadores de la salud

Reducir la transmision de la
enfermedad a los pacientes

susceptibles

Reducir la morbilidad en los

trabajadores de la salud

Inmunizacion selectiva de los

trabajadores de cuidado infantil

Reducir la transmision de la

enfermedad a los bebés

Reducir la morbilidad en los
trabajadores de cuidado

infantil

Inmunizacion universal de los

adolescentes

Reducir la morbilidad en
adolescentes y adultos
jovenes; desarrollar

inmunidad de grupo

Reducir la transmision de la

enfermedad a los bebés

Dosis universal de refuerzo en edad

preescolar a los 4-6 afios de edad

Reducir la morbilidad en los
ninos en edad escolar;

desarrollar inmunidad de

grupo

Reducir la transmision de la

enfermedad a los bebés

Reforzar y/o mejorar las estrategias

actuales de inmunizacion infantil

Reducir la morbilidad y la
mortalidad en lactantes,

nifios pequenos y nifos

Reducir la circulacion

general de B. pertussis

Varios paises estan aplicando algunas de las estrategias mencionadas anteriormente, aunque

todavia es temprano poder evaluar el resultado de la implementacion de las mismas.
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Argentina, Australia, Austria, Canad3, Francia, Alemania y Suiza incluyeron refuerzos de
inmunizacion para adolescentes con vacunas acelulares (77). Para América del Norte, se
acordo que el objetivo principal sea el desarrollo de inmunidad de por vida a la infeccion por B.
pertussis. Esto se deberia lograr mediante la introduccion de refuerzos de vacunacion en
adolescentes y adultos.

Para la mayoria de los paises de Europa, la mejor estrategia seria anadir una dosis al
calendario existente mediante un refuerzo preescolar o adolescente. La vacunacion de los
trabajadores de la salud debe aplicarse en todos los paises, de acuerdo con la directiva de la
Comunidad Europea.

En Australia se ha retirado la dosis de la vacuna DTaP a los 18 meses de edad del calendario de
vacunacion y se ha sustituido la vacuna dT de los adolescentes de 15-19 afios de edad con una
vacuna DTaP.

En la Argentina y otros paises de America han recomendado también la vacunacion en el
personal de salud, en mujeres embarazadas luego de la semana de gestacion y en el
postparto. En nuestro pais se ha desarrollado un modelo matematico el cual permite predecir
el impacto que tendrian distintas medidas de control en la poblacion mas vulnerable (o a 1
ano). Los resultados mostraron que la inclusidn de un refuerzo a los 11 afos disminuiria un 3%
la incidencia de pertussis en los menores de 1 afio. Por su parte, la aplicacion de las dosis
primarias a tiempo calendario (sin retrasos) la reduciria un 16%. Al aumentar la cobertura del
80% al 95%, la incidencia en la poblacion vulnerable se reduciria significativamente (38%). Si
el porcentaje de embarazadas inmunizadas alcanza el 50%, la reduccidn de los casos mas

graves en los infantes superaria el 43% (o0 - 2 meses) (205).

1.10.2 Desarrollo de nuevas vacunas

El objetivo principal de las nuevas estrategias debe ser la reduccion de pertussis entre los
nifios pequenos, en los que la enfermedad es mas grave y a veces fatal. Un sequndo objetivo
debe ser la disminucidon de pertussis en adolescentes y adultos de forma de disminuir la
circulacion del patogeno.

En cuanto a las vacunas celulares, la mejora principal ademas de la incorporacion de
aislamientos locales deberia ser la reduccion de la reactogenicidad. Esto puede lograrse
mediante la modificacion del LPS de B. pertussis (85). Este enfoque ha mostrado ser efectivo
para la vacuna contra los serotipos B de Meningococco. Otra opcion seria disminuir el
contenido de LPS en la formulacién, estrategia utilizada en Brasil (279). Las vacunas wP

también pueden mejorarse mediante el aumento de su contenido en antigenos de proteccion,
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por ejemplo, mediante la construccidon de cepas en las que se aumenta la transcripcion de
genes de virulencia.

Por otra parte, dada la creciente incidencia de la tos convulsa en poblaciones vacunadas y en
adolescentes y adultos, es necesaria la investigacion de estrategias para que las nuevas
formulaciones acelulares sean capaces de inducir una proteccion perdurable en el tiempo y
ademas protejan frente a cepas antigénicamente distintas. Para ello hay que tener en cuenta
los hallazgos recientes sobre los mecanismos de la inmunidad inducida por las vacunas,
especialmente el rol de los subtipos de células T. La disminucidn de la duracion de la
inmunidad inducida por las vacunas aP puede deberse a una menor eficacia de estas vacunas
en comparacion con las wP. Como mencionamos anteriormente, esta disminucion también
puede ser causada por la presion de seleccion y variacion antigénica, que permiten que las
cepas circulantes de B. pertussis escapen de la inmunidad inducida por los antigenos presentes
en las vacunas aP, ya que éstos se derivan de las cepas de laboratorio (187, 193).
Alternativamente, también puede ser una consecuencia del adyuvante utilizado en las
vacunas aP existentes. Actualmente, las mismas se administran con hidroxido de aluminio, el
cual es un adyuvante que favorece la induccion de células Th2 y la produccion de anticuerpos.
Ya hemos visto que la infeccidn natural o las vacunas wP, que inducen niveles relativamente
mas altos de proteccidn, promueven respuestas de tipo Th1y Thiy, mientras que las vacunas
aP inducen células Th2 y Th1y en ratones (116).

Dentro de las mejoras que se pueden introducir en las formulaciones vacunales se pueden
mencionar entre otros: cambio en el adyuvante utilizado, composicion de la vacuna y via

de inmunizacion o una combinacion de las anteriores.

Respecto de los adyuvantes, las vacunas basadas en agentes patdgenos enteros por lo
general no requieren la adicion de adyuvantes ya que a menudo son lo suficientemente
inmunogénicas, aunque algunas de ellas (por ejemplo, las vacuna contra hepatitis A) se
pueden formular con adyuvantes para mejorar aln mas las respuesta inmune. Por el
contrario, las vacunas basadas en componentes o partes de componentes de los agentes
causales de enfermedades como proteinas, aunque seguras en la mayoria de los casos
generan una inmunogenicidad limitada y requieren la adicidon de adyuvantes para inducir una
respuesta inmune protectora y de mas larga duracion. Los adyuvantes que se incluyen
actualmente en las vacunas se dividen en inmunoestimulantes y vehiculos (216). Los
inmunoestimulantes actUan directamente sobre el sistema inmune para aumentar la
respuesta a los antigenos, mientras que los vehiculos funcionan presentando los inmundgenos

de una manera 6ptima al sistema inmune.
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Los adyuvantes utilizados son varios y generalmente se los clasifica de acuerdo a sus
propiedades quimicas y/o fisicas, lo que convierte su clasificacion en una lista que puede ser
resumida segun se muestra en la Tabla VII.

Tabla VII. Clasificacion y listado de los principales adyuvantes vacunales

Adyuvantes Composicion o accion Vacuna

Sales minerales

Sales de aluminio Absorben el antigeno DT, TT
Fosfato calcico Absorben el antigeno multiples
Emulsiones
MFs59 Escualeno/agua Gripe, VHB, VIH, VIH,
QS21 Saponina purificada melanoma
SBAS-2 Escualeno/agua+MPL+QS21 Malaria, VIH
SBAS-4 Gel de alumbre+MPL VHB, VHS
Detox Escualeno/agua+MPL+CWS Malaria, melanoma
Sistemas de
particulas
Liposomas (LP) Vesiculas con membrana bilipidica Gripe (monovalente)
Virosomas Liposomas asociados a prot. de fusion virica DT, TT, VHA
ISCOMs Micelas de QuilA, colesterol y fosfolipidos VPH16, H.pylori
Agonistas de TLR VHS, VHB, malaria,
MPL Monofosforil lipido A de S. Minnesota VSR
OM-174 Derivado del lipido A Malaria, cancer
CpG Oligonuclétidos con motivos CG (TLR-g VIH, gripe (trivalente),
oligonucléotidos agonista) melanoma
Poly (1:C) RNA bicatenario (TLR-3 agonista) VIH, cancer
Otros
Citoquinas IL-2, IL-12, IFN-y, GM-CSF, etc Malaria, VHB, VHA
Toxinas Toxina colérica, toxina de E. coli, etc Varias vacunas orales

ISCOM (immunoetimulating complex); MPL (monophosphory! lipid A); VHA y VHB (virus de hepatitis A y B);
VHS (virus herpes simple)

En lo que respecta a la mejora de la vacuna acelular de pertussis, la introduccion de
adyuvantes alternativos que favorezcan la induccidn de células Th1 podria proporcionar una
mejor proteccidon contra B. pertussis que una vacuna formulada con aluminio. Existen datos
promisorios en los que se emplea a oligonuclotidos de CpG solos o en combinacidn con sales

de alumnio como adyuvantes para las vacunas acelulares contra B. pertussis (15, 82). Los
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resultados alcanzados muestran un aumento en la respuesta humoral y una mayor proporcion
de respuesta del tipo Th1.

Sin dudas es un area que debe trabajarse de forma de hacer a esta alternativa factible en lo
que se refiere a pertussis.

En relacion a cambios en la composicion de la vacuna, la incorporacion de nuevos
inmundgenos constituye un camino tentador (195), ya que no solo podrian incorporarse
inmunogenos propios de la poblacidn bacteriana circulante sino también inmundgenos con
modificaciones génicas como puede ser el caso de la toxina pertussis. Resultados alentadores
se han obtenido reemplazando la PTx detoxificada quimicamente (Ptxqm) por la proteina
recombinante carente de reactogenicidad (Ptxq4en) (204, 240). En particular se ha demostrado
que el tratamiento quimico de esta toxina con formaldehido limita la presentacion de
antigenos a las células T y ademas, tiene un efecto significativo sobre la estructura de la
proteina y puede destruir epitopes protectores (61). Por su parte la Ptxg, es mas
inmunogénica en humanos que PtXqyim (64).

La adicion de otros factores de virulencia de B. pertussis en las vacunas, como la toxina
adenilato ciclasa hemolisina, también puede mejorar la inmunidad inducida por estas (42).
Otra opcion es agregar en la formulacidn vacunal, proteinas expresadas predominantemente
por cepas circulantes de B. pertussis, de manera tal de eliminar el desajuste respecto a las
cepas vacunales. Por ejemplo, la proteina IRP-3, la cual se encuentra altamente conservada en
cepas circulantes de B. pertussis y se expresa bajo condiciones de bajas concentraciones de
hierro, demostrd ser protectora en el modelo murino (6).

Otra estrategia que se puede emplear para mejorar las vacunas actualmente en uso es, como
mencionamos anteriormente, cambiar la ruta de inmunizacion. B. pertussis es un patogeno
exclusivo de la mucosa y la vacunacion por via de la mucosa nasal podria ser una estrategia
particularmente adecuada para la inmunizacién contra patoégenos respiratorios como B.
pertussis.

Las superficies de la mucosa constituyen la mayor interfase entre el cuerpo y el ambiente
externo, incluyendo los tractos respiratorio, gastrointestinal y genital (Figura 10A). La
inmunidad de mucosas (Figura 10B) juega un papel crucial en la defensa contra los patdgenos
invasores en la superficie de las células epiteliales, lo cual implica una compleja red de
componentes de las respuestas inmune innata y adaptativa. La vigilancia continua de los
patogenos en la superficie de mucosas estd mediada por células especializadas de transporte
de antigenos (células M) y CD de la ldamina propia. Una vez activadas, las CD migran a los
ganglios linfaticos y alli median la expansion de células T naive a distintos tipos de celulas T

helper y T reg. Esas células T vuelven luego a las superficies de la mucosa para efectuar sus
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funciones. Las citoquinas TGF-B, IL-4, IL-6 e IL-10 son importantes para la induccidon de
células B productoras de IgA. Las células Thiy y la expresion de IL-17 pueden aumentar la
expresion del receptor polimérico plg y promover el switch hacia IgA, aumentando la
secrecion de esta inmunoglobulina. Mas aun, factores solubles secretados por las CD como
BAFF y APRIL promueven el switch hacia IgA independiente de células T (153). El aumento de
la produccion de IgA-Sy la
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Figura 10. Sistema inmune de mucosas. A) Superficie de mucosas. B) Inmunidad de mucosas.
Adaptado de Lawson et. al, Curr Opin Immunol, 2011.

translocacion a través de las células epiteliales dificulta la invasion del patdgeno y genera
inmunidad en las superficies de mucosas.

De esta manera, la inmunizacion intranasal induce la formacion de anticuerpos en la superficie
de la mucosa tanto de la parte superior como inferior de las vias respiratorias, incluyendo la
IgA-S necesaria para la proteccion local (196). También genera la inmunidad sistémica
requerida para proteger contra la infeccion invasiva de ciertos patdgenos. Ademas de las

ventajas inmunoldgicas mencionadas, la inmunizacion por via intranasal ofrece otras ventajas
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frente a la inmunizacion por via parenteral: a) la mucosa nasal es de facil acceso para la
aplicacion de la vacuna; b) los antigenos transportados a la superficie de la mucosa sufren
menos dilucion y degradacion enzimatica que la que se produce en el epitelio intestinal; c)
requiere de profesionales menos especializados ya que son mas faciles de aplicar; y d) el
riesgo de contaminacion y de transmitir enfermedades que existe en la aplicacidn tradicional
se reduce debido a la ausencia de agujas. Teniendo en cuenta estos factores, los costos de
vacunacidon masiva tienden a ser inferiores a los de las vacunas parenterales (137).

Actualmente, la mayoria de las vacunas administradas por via mucosal estan en la etapa de
ensayos en modelos animales experimentales. Se han desarrollado algunas vacunas
intranasales contra B. pertussis las cuales han sido probadas en ratones. Algunas de ellas estan
basadas en la atenuacion del patégeno, mientras que otras estan compuestas por
componentes proteicos. Interesantemente, estas vacunas mostraron una respuesta inmune
comparable a la generada por las vacunas de pertussis acelulares administradas por via

sistémica convencionales (Tabla VIII).

Tabla VIII. Vacunas intranasales contra B. pertussis.

Vacuna Efecto Referencia

Patdgenos atenuados o inactivados

Cepas atenuadas de B. pertussis Proteccion contra desafio (162)

respiratorio

BPZE Proteccion contra B. pertussis e (277)

infeccion por B. parapertussis

wP* Respuesta de células Ta wP. IgG e (26, 27)
IgA contra wP y FHA.

B. pertussis atenuada, que expresa Respuesta inmune de mucosas (5)

HtrA** contra FHA y HtrA

Vacunas basadas en proteinas

Pertactina+LT Proteccion contra B. pertussis (203)
S1-CtxA2B Proteccion contra B. pertussis (156)
Fragmento de FHA+CT Proteccion contra B. pertussis (4)

FHA+PTx+quitosan Induccion de IgG e IgA (129)
OMVsBpPagL Proteccion contra B. pertussis (12)

* Testeada en humanos
** High temperature requirement factor A



Tesis doctoral M. Noelia Olivera Capitulo I: Introduccidn general

Generalmente, la simple administracion de un antigeno por via mucosal es ineficaz para la
estimulacion del sistema inmune. Es por esto que es fundamental la utilizacion de adyuvantes
de la mucosa para mejorar dicha respuesta. Los adyuvantes de la mucosa mas comunes son
las toxinas bacterianas, como la toxina labil de Escherichia coli (LT) y la toxina colérica (CT), las
citoquinas, y los oligodesoxinucledtidos CpG (CpG ODN). Cualquiera sea el adyuvante elegido,
el mismo no solo debe generar una potente respuesta inmune sino que ademas debe resultar
inocuo para su uso en humanos. Es por esto que se ha puesto énfasis para encontrar derivados
no toxicos de LT y CT. Uno de estos derivados es la subunidad B de CT producida de manera
recombinante y completamente no tdxica, CTB. Dependiendo de la naturaleza del antigeno
co-administrado, CTB se puede utilizar para generar inmunidad de mucosas (principalmente
S-lgA) contra patdgenos o tolerancia periférica anti-inflamatoria a antigenos propios o
alérgenos (120). Debido a que CTB esta licenciada para su uso en humanos, y es de facil
produccidn en el laboratorio mediante la tecnologia de ADN recombinante, resulta atractiva a
la hora de elegir un adyuvante de mucosas para la produccion de una vacuna humana.

Dado que es objeto de este trabajo de tesis, a continuacidn describiremos las caracteristicas

que convierten a CTB en un potente adyuvante de mucosas.

1.11 Estructura y mecanismo de accion de la toxina colérica

La toxina colérica o CT (del inglés, cholera toxin) pertenece a la familia de toxinas del tipo AB,
ya que estd compuesta por dos subunidades en una relacion 1:5. La subunidad A o CTA de 28
kDa, es un heterodimero asociado no covalentemente a un homopentamero formado por las
subunidades B (CTB) de 56 kDa (252). CTA posee actividad bioldgica y CTB se une al receptor
de la membrana celular (123) (Figura 11). CTA se sintetiza como una sola cadena polipeptidica
y luego de la traduccidn es modificada por la accion de una proteasa (140). El clivaje de este
aminoacido genera los fragmentos CTA1y CTA2, los cuales permanecen unidos por un puente
disulfuro (157). La actividad toxica de CTA reside en CTA1, mientras que CTA2 inserta CTA

dentro del pentdmero CTB (229).
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La notable estabilidad del pentdmero CTB se debe a interacciones no covalentes entre 130

puentes de hidrégeno, 20 puentes salinos, asi como también interacciones pentdmero-

Subunidad A

Subunidad A +—

Pentamero B

Figura 11. Estructura de la toxina colérica A) Modelo esquematizado de la toxina. La subunidad A

contiene la actividad toxica mientras que la subunidad B se une a las células. B) Modelo basado en un

analisis realizado por cristalografia de rayos X. Cada subunidad es representada por un color distinto.

pentamero. En consecuencia, CTB se mantiene como un complejo unido a no ser que sea
tratada con temperaturas proximas a los 100 °C o monomerizado por acidificacion a un pH
menor a 3 (230). La CT se secreta a través de la membrana externa de V. cholerae y su accion
toxica comienza cuando la subunidad B se une con gran afinidad a su receptor, el
monosialogangliésido GM1. GM1 es un glicolipido que se encuentra comUnmente en caveolas.
Las caveolas son dominios de membrana enriquecidos en glicolipidos, colesterol y caveolina,
que participan en la endocitosis y transcitosis, transporte celular y transduccion de sefales
(236). Estas estructuras de membrana estan presentes en varios tipos de células, incluyendo
células del sistema inmune (244). Cada monomero de la subunidad B tiene un sitio de unidn a
GMz1. Sin embargo, el pentdmero tiene una afinidad de unidn mucho mayor al receptor (176).
Después de la union al receptor, CT entra en las células intestinales humanas a través de la
endocitosis y se transporta desde endosomas tempranos hacia el aparato de Golgi. Una vez
dentro de las células del huésped, A1 cataliza la transferencia de una unidad de ADP-ribosa del
agente oxidante NAD" a un residuo de arginina de una proteina Gs. Esta modificacion
covalente lleva a la pérdida de la actividad GTPasa de la proteina Gs, la cual permanece unida
a GTP manteniendo a la enzima adenilato ciclasa activa, que produce cantidades crecientes
de AMPc. Un aumento de mas de 100 veces en la concentracion normal de AMPc en las
células de la mucosa intestinal provoca la apertura de canales de ClI" en la membrana

plasmatica, resultando en un gran flujo de iones y agua al lumen intestinal que causa la diarrea
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caracteristica del cdlera (239). Tan poco como 5 pg de CT pura administrada oralmente es

suficiente para inducir diarrea en humanos (158).

1.12 Propiedades inmunoldgicas y adyuvantes de CTB

La enterotoxicidad inherente de CT ha limitado su uso generalizado como componente de
vacunas y como adyuvante, lo cual ha llevado a buscar estrategias que involucren mutantes no
toxicos y subunidades B purificadas.

Varios estudios empleando diferentes condiciones y vias de administracion han descrito que
CTB posee varias propiedades inmunomoduladoras, abriendo numerosas perspectivas para
futuras aplicaciones terapéuticas y biotecnoldgicas. En este sentido, la inmunizacion
intranasal de mujeres con CTB dio como resultado la produccidn de anticuerpos anti-CTB IgG
e IgA de larga duracion en el suero, secreciones nasales y vaginales, de manera dosis-
dependiente (25).

CTB recombinante se ha utilizado con éxito como adyuvante de mucosas en vacunas para uso
humano, como la propia vacuna del colera (213), y la vacuna contra la bacteria E. coli
enterotoxigénica que causa diarrea (202, 212). Analogamente, CTB ha demostrado ser buen
adyuvante para una vacuna celular de Streptococcus pneumoniae cuando se la administra por
via intranasal en ratones (165).

Otra manera de utilizar CTB como adyuvante es en construcciones genéticas basadas en la
toxina y antigenos heterdlogos. En general, estas moléculas hibridas se componen de
antigenos fusionados al extremo amino (149, 238) o carboxilo (139, 256) terminal de CTB,
siendo la unidon a GM1 mucho mas eficiente en el Ultimo caso (160). Algunos ejemplos incluyen
la acido glutamico descarboxilasa (88) y la cadena B de la insulina humana (224). Hay muchos
estudios que muestran la induccidon de una respuesta inmune mediante la inmunizacion de
ratones con CTB fusionada a antigenos solubles expresados tanto en bacterias (152, 156, 241,
247) como en plantas transgénicas (130, 168). En todos los casos descriptos hubo generacion
de anticuerpos IgG e IgA especificos contra el antigeno y, en algunos casos, proteccion.
Algunos ejemplos de la accién adyuvante de CTB se muestran en la Tabla IX.

El mecanismo de la actividad adyuvante de CTB todavia no estd claro pero se lo ha
relacionado con: 1) la induccion del aumento de la permeabilidad del epitelio intestinal, lo cual
conduce a la absorcion mejorada de antigenos administrados conjuntamente a la toxina; 2) la
induccion de una presentacion de antigenos mas eficiente por diversas APC; 3) la promocion
de la diferenciacion de isotipo en las células B que conduce a la formacion de un aumento de

IgA; vy 4) exhibicion de efectos estimulatorios e inhibitorios sobre la proliferacion de células Ty
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la produccion de citoquinas. Entre estos efectos, los que conducen a un aumento en la
presentacion de antigenos son probablemente de mayor importancia (229). La polaridad de la
respuesta inmune generada por CTB es cuestion de debate. Algunos estudios in vitro indican
que CTB promueve un fenotipo Th2, con produccién de interleuquinas IL-4 , IL-5, IL-6 e IL-10,
pero poco IFN-y (37, 145, 262), mientras que en otros estudios induce una respuesta tipo Thi
(8, 67). Por otra parte, CTB aumenta notablemente la presentacion de antigenos por parte de
las CD, los macrofagos y las células B (83). Ademas, CTB regula la expresion de moléculas
coestimuladoras, asi como de receptores de quimioquinas, tanto en CD murinas y humanas,
entre otras APC (48, 80). Por otra parte, provoca la deplecion de la poblacion de linfocitos
CD8" intraepiteliales (75) e induce la diferenciacion de isotipo de las células B que acttan de
forma sinérgica con IL-4 (226). El mecanismo de accion propuesto para CTB se grafica en la

Figura 12.

En este trabajo de Tesis se ha intentado aprovechar la excelente capacidad de CTB como
adyuvante de mucosas para presentar antigenos de B. pertussis al sistema inmune de
mucosas utilizando la ruta de inmunizacion intranasal. Posteriormente, se ha evaluado la
respuesta inmune y protectora generada por los mismos y la factibilidad de la utilizacién
de la via intranasal y la incorporacion de nuevos inmunégenos en el desarrollo de nuevas

vacunas acelulares contra la tos convulsa.

Tabla IX. Antigenos hacia los cuales CTB tiene actividad adyuvante.

Administracion de

Antigeno Via de inoculacion Referencia
cTB
Nucleoproteina del
IN Co-administrada (96)
virus Influenza A
Antigeno de
superficie de IN Co-administrada (227)
Hepatitis B
(7))
E Proteina de Malaria
0 Oral Co-administrada (257)
"é MSPy4 5
o OVA IM Co-administrada (220)
Conjugado
HIV-gps41 SL (223)
quimicamente
Epitopes de la Genéticamente
. IN ) (154)
glutation-S fusionado
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transferasa de

Schitosoma mansoni

Polisacarido capsular

Quimicamente

tipo lll de IN, oral, rectaly
conjugado/ co- (234)
Streptococcus vaginal
administrado

o pneumoniae

S

5 Lipopolisacérido de o

v} Quimicamente

® Vibrio cholerae O1, SC (97)

S conjugada

o serotipo Inaba

Polisacarido de
pseudomona Oral Co-administrada (2)
aeruginosa

o Virus del sarampion IN, IG Co-administrada (190)
g Virus influenza IN Co-administrada (272)
c
©
DY n
]
o Pneumocystis carinii IN Co-administrada (201)
)
=

IN: intranasal, IM: intramuscular, SL: sublingual, SC: subcutaneo, IG: intragastrico
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Figura 12. Mecanismo de accion propuesto para CTB como adyuvante de mucosas. CTB induce
un aumento de la permeabilidad del epitelio intestinal que conduce a 1) una mejor captura de
antigenos co-administrados y 2) un aumento de la presentacion de antigenos por varias APC. 3)
Causa la deplecion de la poblacién de linfocitos CD8" que pueden producir citoquinas inhibitorias,
e 4) induce la maduracion y la movilizacion de DC. Ademas, 5) CTB promueve una fuerte respuesta
Th2, y puede 6) inducir o inhibir una respuesta Thi. Por otra parte, 7) CTB induce ademas una
respuesta del tipo Thay. Finalmente, 8) las células epiteliales de la mucosa contribuyen a la
actividad adyuvante de CTB al secretar quimoquinas y actuando en leucocitos polimorfonucleares,
macrofaqos, eosindfilos y células T.
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Contexto

Hemos visto que la tos convulsa es una enfermedad aguda, respiratoria y altamente
contagiosa que a pesar de ser inmunoprevenible, hoy en dia es considerada una enfermedad
resurgente. Surge entonces la necesidad de aplicar refuerzos de inmunizacion de forma de
prolongar la duracion de la inmunidad contra la enfermedad, asi como también de mejorar las
vacunas actuales de manera tal que no solo ofrezcan una proteccion duradera en el tiempo
sino que también protejan contra cepas circulantes antigénicamente distintas. Es por esto que
la inclusién de antigenos expresados por cepas circulantes en las formulaciones vacunales
podria ofrecer una mejora en el control de esta enfermedad

Por otra parte, ante las vacunas parenterales convencionales, una vacuna mucosal podria ser
una alternativa valida para mejorar las vacunas existentes, ya que imita a la infeccion natural y
puede prevenir la colonizacion de B. pertussis mediante la generacion de anticuerpos en la
mucosa. Sin embargo, la induccién de una respuesta inmune protectora es dificil de lograr
mediante inmunizacion por via mucosal con antigenos recombinantes solubles. Es por ésto
que el uso correcto de adyuvantes es fundamental a la hora de disefiar vacunas
recombinantes administradas por via de mucosas. En este sentido, se ha demostrado que la
subunidad B de la toxina colérica es un potente inmunoestimulador que puede actuar como
adyuvante estimulando la respuesta inmune sistémica y de mucosas contra antigenos
administrados por via mucosal, ademas de ser seguro para su uso en humanos.

Con el objetivo de contribuir al desarrollo de una vacuna recombinante acelular para la mejora
de la prevencion de la infeccion por B. pertussis, planteamos los siguientes objetivos generales

y especificos:

Objetivo general e hipétesis de trabajo

El proposito general de este trabajo fue generar herramientas moleculares que resulten Utiles
en el control de la infeccion causada por B. pertussis.

Nuestro trabajo contempld la identificacion, caracterizacion, y la validacion de proteinas de B.
pertussis como candidatos vacunales asi como el estudio de la respuesta del huésped a dichas
proteinas. Nuestra hipotesis es que proteinas recombinantes de B. pertussis fusionadas con

CTB son buenos candidatos vacunales para ser utilizados por via mucosal.
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De esta manera, en este trabajo utilizamos a la via de inmunizacion intranasal como ruta de
administracion de los inmundgenos, y CTB como adyuvante mucosal. En particular se realizd
la construccion de 3 formas quiméricas en fusidon con la notablemente inmunogénica
subunidad B de la toxina colérica, tomando ventaja de un vector de expresion (generado por
otros investigadores) y el estudio de su valor como herramienta preventiva.

Basandonos en la hipotesis que afirma que la disminucion de la eficacia y de la inmunidad
inducida por las vacunas aP es causada por la presion de seleccion y variacidon antigénica,
que permiten que las cepas circulantes de B. pertussis escapen de la inmunidad inducida por
los antigenos presentes en las vacunas aP, como primera estrategia utilizamos como
candidatos vacunales a inmundgenos expresados por aislamientos clinicos de B. pertussis,
pero no por las cepas utilizadas en las vacunas actuales. El criterio de seleccion de estos
candidatos se baso en los resultados de trabajos previos realizados por otros grupos de
investigacion, incluyendo el nuestro. Los resultados de esta primera parte del trabajo estan
descriptos en el Capitulo II.

La segunda estrategia empleada tiene su base en la hipdtesis que sostiene que la resurgencia
de la tos convulsa es debida a una pérdida de la inmunidad adquirida por infeccién o
vacunacion, lo cual hace que adolescentes y adultos se vuelvan una fuente de contagio para
los nifios mas susceptibles. En esta sequnda estrategia ensayamos la inmunizacion intranasal
para imitar la infeccion natural y generar una respuesta protectora comparable o superior a la
inducida por la inmunizacion por via sistémica. De esta manera, en el Capitulo Ill de esta tesis
evaluamos la capacidad protectora de un antigeno incluido actualmente en las formulaciones
actuales de las vacunas acelulares, y estudiamos si el cambio en la via de inmunizacion y la
utilizacion de CTB son eficientes en la generacion de una respuesta inmune protectora

superior.

Por lo tanto, en el Capitulo Il se han incluido dos candidatos expresados por cepas de B.
pertussis pertenecientes a aislamientos clinicos (Bsp22 y LpdA), mientras que en el Capitulo IlI
estudiamos como candidato vacunal a un inmundgeno conocido, la fimbria (Fim2), presente

en las formulaciones vacunales actuales.



Tesis doctoral M. Noelia Olivera Objetivos

Objetivos especificos

Los objetivos especificos abordados en este trabajo de tesis fueron los siguientes:

1. Clonar los ORF codificantes para las proteinas Bsp22, LpdA, y Fim2 de Bordetella

pertussis en el vector de expresion pAE-ctxB.

2. Expresar las proteinas recombinantes CTB-Bsp22, CTB-LpdA y CTB-Fim2 en una cepa de

expresion de Escherichia coli adecuada.
3. Purificar las proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad.
4. Caracterizar las proteinas recombinantes con anticuerpos anti-CTB.

5. Obtener las proteinas recombinantes en su estado de plegamiento correcto y verificar su

union al gangliosido GM1.
6. Inmunizacion y desafio con una cepa adecuada de Bordetella pertussis patogénica.

7. Analisis de la respuesta inmune.






CAPITULO
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2.1 Introduccion

Segun lo expuesto en la Introduccion general, las causas que podrian explicar el incremento en
el numero de casos notificados (124) incluyen la mejora en la vigilancia de la enfermedad, la
corta duracion de la inmunidad conferida por las vacunas, la circulacion de bacterias
inmunogénicamente diferentes a las cepas que se emplean en la produccién de vacunas, o
una combinacion de ellas.

Las mejoras en la vigilancia refieren principalmente a la mayor sensibilizacion de los médicos
en la sospecha clinica y a la incorporacion en los laboratorios de diagnostico de métodos mas
sensibles y especificos. Si bien esta causa es clara, en varios lugares ya han transcurridos
varios afos en que estas mejoras han sido introducidas y sin embargo el aumento de casos
continUa registrandose. Esto ha llevado a minimizar el impacto de la misma en el incremento
de casos detectado.

La hipdtesis sobre la disminucion de la inmunidad conferida por las vacunas cuenta con la
evidencia experimental de la presencia de la enfermedad en la poblacion adolescente y adulta
(54, 132, 254). Como ya se ha mencionado en el Capitulo |, la tasa de incidencia de la
enfermedad en Estados Unidos y Europa fue aumentando en los adolescentes y adultos luego
del uso masivo de las vacunas acelulares (277). En Estados Unidos, en los brotes de pertussis
detectados en varios estados se encontro la presencia de pertussis no solo en infantes sino
también en nifos de 4-12 afios, varios de ellos con esquema completo de inmunizacion con
DTaP (264). Por ejemplo, en el 2012 el estado de Washington registré6 mas de 4.900 casos,
mientras que en el 2011 no habia superado los 948 casos (CDC, julio 2012). En este estado la
incidencia fue mayor en nifios menores a 1 afio y en nifios-adolescentes de 10, 13 y 14 afos.
Fueron muy llamativos los casos en los adolescentes de 13 y 14 afios de edad ya que habian
recibido recientemente un refuerzo de vacuna triple bacteriana acelular Tdap (formulada para
poblacion adolescente y adulta). Estos datos sugieren que la pérdida de la inmunidad
adquirida por la vacuna acelular es mas rapida de lo anteriormente estimado. Esta acelerada
pérdida de la inmunidad parece darse mayormente en la poblacion que recibié vacunas
acelulares en las dosis primarias en contraste cuando estas dosis fueron cubiertas con vacunas
celulares.

Toda esta situacion de pertussis por demas preocupante parece agravarse como consecuencia
de la divergencia molecular existente entre la poblacion bacteriana circulante y las cepas que
se emplean en la produccidon de vacunas tanto celulares como acelulares. Holanda fue el
primer pais que reportd el hallazgo de divergencia antigénica entre las cepas B. pertussis

empleadas en la produccion de vacunas y la poblacion bacteriana circulante al evidenciar que
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la secuencia que codifica para la PRN cambid a lo largo del tiempo (288). Asi, en el periodo
1949-1980, la poblacion bacteriana circulante contenia dentro de su genoma el alelo prna,
mientras que en1981 aparecieron bacterias conteniendo nuevos alelos: prn2 y prn3. A partir de
1989, la proporcion de estas variantes alélicas aumento a 9o%. Es importante recordar que las
cepas empleadas en la produccién de vacunas en Holanda contenian la variante alélica prnz.
Algo similar fue detectado para la toxina pertussis cuando se identificaron cuatro variantes
alélicas de la subunidad A (ptxA) de las toxinas designadas actualmente ptxAz1, ptxA2, ptxAs4 y
ptxAs. Las cepas vacunales utilizadas para la produccion de vacunas poseen los alelos ptxAz 'y
ptxAg, los cuales practicamente dejaron de circular. En el periodo 1978-1985 en Holanda se
detectd la circulacion de un nuevo alelo para la subunidad A de la toxina pertussis, el alelo
ptxA1. A partir de ese periodo la frecuencia de aparicion de dicho alelo se incremento6 hasta
llegar a valores del 88% en el periodo 1990-1996. Mas recientemente se ha detectado una
poblacion bacteriana circulante que contiene la secuencia designada como ptxP3 en el
promotor de la secuencia que codifica para la toxina pertussis que era inusual hasta hace 10
anos (187). Las bacterias que contienen a ptxP3 parecen producir mayores cantidades de la
toxina pertussis lo cual impactaria en la virulencia de B. pertussis (3, 187, 206). La circulacion
de este genotipo se ha detectado en diversos paises, entre otros Australia (193) y Argentina
(nuestro grupo).

Desde la descripcion del polimorfismo genético en la pertactina y en la toxina pertussis, se han
utilizado distintas metodologias para la genotipificacion de la poblacién bacteriana circulante.
Entre estas metodologias se encuentran: fingerprint, RFLP (Restriction Fragment Lengh
Polymophism), VNTR (Variable Number Repeat Analyses), PFGE (Pulsed- Field- Gel -
Elecrophoresis) y MLST (Multi Locus Sequence Typing) (199, 233). Estas nuevas metodologias
detectaron cambios en las secuencias que codifican para Fim2 y Fim3. B. pertussis puede
expresar uno o ambos genes pero su variacion alélica es limitada. En las poblaciones de B.
pertussis se han encontrado dos variantes para fimz y tres variantes para fim3 aunque la
variante fim3-3 se ha detectado solo esporadicamente (185).

Por otro lado, se ha descripto la circulacion de bacterias incapaces de sintetizar la proteina
PRN (34, 109, 198). Esta alteracion se ha observado en paises en los que se emplea desde hace
varios anos vacunas acelulares. Los investigadores proponen que estos cambios, y los
anteriormente descriptos, parecen ser consecuencia de la presion de seleccion que la
vacunacion ejerce ya que se estarian seleccionado variantes alélicas que estarian mas
adaptadas a superar la respuesta inmune generada por el huésped (60).

En un estudio publicado en el afio 2012, se comparan los genomas de cepas aisladas entre los

afnos 1949-2010 y se muestran pequenas variaciones en las secuencias de los genes fim3, prn,
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PtxA y ptxP que se han acumulado resultando en grandes cambios de poblaciones de bacterias
patogenas en un lapso de 6 a 19 afios (249). Este tipo de divergencia genotipica fue observada
también a nivel local, en concordancia con los hallazgos internacionales (21, 30, 32, 74, 76).

En modelos en animales se pudo demostrar que las cepas vacunales inducen una respuesta
inmune parcialmente ineficaz frente a los aislamientos circulantes divergentes (32, 101, 141).
Por todo lo mencionado, resulta de interés evaluar el rol en la inmunidad y proteccion de
ciertas proteinas expresadas diferencialmente por aislamientos clinicos locales de B. pertussis.
Dentro de la expresion diferencial de proteinas por cepas circulantes de B. pertussis, se
encuentran proteinas del Sistema de Secrecion Tipo Il (SSTT), como la Bsp22, y la proteina
del metabolismo celular dihidrolipoamida deshidrogenasa, LpdA (31, 81). En la Tabla X se
detallan algunas de las proteinas expresadas diferencialmente por aislamientos clinicos de B.
pertussis y las cepas vacunales.

El caso particular de la expresion diferencial del SSTT podria deberse a que las cepas
vacunales no han estado en contacto con células eucariotas desde su aislamiento, hace mas
de 5o afos, y este contacto seria necesario para la expresion de este tipo de sistemas. Se ha
demostrado que las cepas adaptadas a las condiciones de cultivo de laboratorio no son
capaces de expresar un SSTT funcionalmente activo mientras que aquellas bacterias que han
tenido un contacto reciente con el huésped si pueden hacerlo (71, 81).

La proteina LpdA en otros patdgenos ha mostrado tener un rol en la patogenicidad, la
respuesta inmunoldgica e incluso se la ha asociado a proteccion (69).

En este Capitulo presentamos los resultados alcanzados sobre la capacidad protectora de dos
proteinas, Bsp22 y LpdA, expresadas diferencialmente por aislamientos clinicos de B. pertussis
pero no por las cepas vacunales. Para ello empleamos el modelo murino de desafio intranasal.
Este modelo reproduce algunos aspectos de la enfermedad humana, como la mayor
susceptibilidad a la infeccion en ratones recién nacidos respecto de los adultos, periodos
similares de infeccion pulmonar y manifestaciones asociadas a la accion de la toxina pertussis
tales como hipoglucemia, leucocitosis y sensibilizacion a la histamina (65, 181). Ademas, ha
tenido un importante rol en el avance del actual conocimiento de pertussis respecto de los
mecanismos de patogenicidad e inmunidad (169, 170, 178) y es el empleado en los ensayos

preclinicos y en la evaluacion de la capacidad protectora de las vacunas (35, 49, 94, 181).
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Tabla X. Proteinas expresadas diferencialmente por aislamientos clinicos de B. pertussis.

Ny Nombre de la . ,
Gen Localizacion , iy PM (kDa) Presencia de la proteina
proteina/Funcion
Tohamall
Bp137 Bpsog Bp10536 Bp1o6 (cepa
(aislamiento) (aislamiento) (aislamiento) (aislamiento) P
vacunal)
bpo4;68 Periplasma Putatlye Molybdoterin 121,6 no no si no no
oxidoreductase
bp2439 Citoplasma 3-oxoacyl-sinthase 43,6 si no no si no
bpo Citoplasma Dihidrolipoamide 62 no no no si no
po995 P deshidrogenase 3
. Polysaccharide , ,
bp31s0 Citoplasma byosinthesis protein 46,7 Si no no si no
. Capsular polysaccharide , ,
bp1630 Citoplasma byosinthesis protein 37,3 Si no no Si no
bpo Citoplasma Putative L lactato 2 no no no si no
po373 P deshidrogenase 37
bp2 Periplasma Putative sigma factor 2 no no no si no
p2435 P regulatory protein 39
. Putative penicillin binding ,
bpoi1o2 Periplasma . 44,9 no no no Si no
protein precursor
Membrana Putative Type lll secretion , ,
bp2235 63,2 si no no Si no
externa system
bp1499 Citoplasma Glutathione synthetase 34,7 no no no si no

Bottero et. al, J Appl Microbiol, 2012

~71~
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Este desafio puede hacerse por aerosol o por inoculacidn intranasal siendo este Ultimo mas
efectivo. En el caso de la inoculacion intranasal, un pequefio volumen menor o igual a 50 pl de
una suspension bacteriana es depositado en las narinas del raton anestesiado. Aunque este
método es mas simple y no requiere disponer de un equipamiento especial, se ha reportado
que el desafio por aerosol es mas reproducible, con una distribucion regular de la infeccion en
toda la superficie pulmonar y con menos variacion en la recuperacion bacteriana (105, 231).
Aunque no hay consenso respecto de la metodologia a emplear en el desafio por via
respiratoria, distintos estudios han demostrado que el modelo respiratorio ya sea por desafio
intranasal o por aerosol resulta Util para evaluar la eficacia tanto de vacunas celulares como
acelulares (181, 269).

Como ya hemos mencionado en la Introduccion, la vacunacion por via intranasal es una
alternativa prometedora a la vacunacion clasica por via parenteral, ya que no es invasiva y en

principio es capaz de inducir fuertes respuestas inmunes locales y sistémicas.

En este contexto y dada su simplicidad, para abordar el objetivo planteado se decidio

emplear la via de inmunizacidn y el desafio intranasal.

2.2 Resultados

2.2.1 Justificacion de los candidatos seleccionados

Bsp22
La proteina Bsp22, a diferencia de las otras proteinas efectoras del SSTT, es exclusiva del

género Bordetella, y en el caso de B. Bronchiseptica, es la proteina de sistema SSTT que se
expresay se secreta en mayor proporcion (275).

El rol de la proteina Bsp22 en el funcionamiento del SSTT, tanto in vitro como in vivo, solo ha
sido descripto para B. bronchiseptica (81). Se ha demostrado que esta proteina efectora del
sistema SSTT es capaz de autopolimerizarse para exponerse en la superficie bacteriana
formando filamentos flexibles (174). Ademas de ser altamente inmunogénica, Bsp22 esta
asociada a una gran variedad de fenotipos. In vitro, Bsp22 es requerida para la induccion de
apoptosis en macrofagos (274). In vivo, Bsp22 media la colonizacion e infeccion persistente de
B. bronchiseptica en el tracto respiratorio inferior de ratones e induce apoptosis en células

inflamatorias del hospedador. Por otro lado, si bien una mutacién en la secuencia del gen
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bsp22 no afecta la secrecion de otras proteinas efectoras como la denominada BopC, si
disminuye la citotoxicidad y afecta la formacion del complejo BopB/BopD translocador del
poro (274). También se ha demostrado que anticuerpos contra la proteina Bsp22 son capaces
de eliminar in vitro la actividad citotdxica del TTSS y, mas interesante aun, la inmunizacion de
ratones con Bsp22 es capaz de generar cierto grado proteccion contra la infecciéon de por B.
bronchiseptica (174). Interesantemente, la proteina Bsp22 de B. pertussis muestra un 96% de
homologia con la de B. bronchiseptica por lo que en principio podria esperarse que fuera

protectora para B. pertussis también.

Dihidrolipoamida Deshidrogenasa o LpdA

La LpdA, detectada como diferencial entre la poblacion bacteriana circulante y las cepas
vacunales, esta ligada al metabolismo y constituye una subunidad funcional del complejo
multienzimatico piruvato deshidrogenasa (PDH), el cual esta compuesto de multiples copias
de una triada formada por las enzimas dihidrolipoamida deshidrogenasa, dihidrolipoamida
transacetilasa y piruvato deshidrogenasa (Figura 13).

Este complejo multienzimatico esta involucrado en la oxidacion de piruvato a acetil CoA. La
enzima dihidrolipoamida deshidrogenasa permite el funcionamiento continuo de esta via
metabolica al mantener el poder reductor correcto para la bioconversion desde el piruvato.
LpdA ha sido descripta como un determinante de virulencia en otros patdgenos como
Mycobacterium en la que se ha descripto con un importante rol tanto en la colonizacién como
en la patogénesis (125). En Haemophilus influenzae Tipo B la insercion de un transposon en el
gen homologo que codifica para LpdA convierte a la bacteria virulenta en una atenuada en el
modelo animal murino (112). En Anaplasma phagocytophilum, también se observo que la
LpdA es importante para la colonizacion microbiana (52). En Neisseria meningitidis y en
Pseudomona aeruginosa, LpdA es una proteina de membrana externa altamente
inmunogénica (106). Esta proteina representa un ejemplo sobre el poder inmunogénico de
proteinas que no son toxinas ni adhesinas y estan asociadas al metabolismo (92).

Todos estos antecedentes han llevado a la eleccion de LpdA como candidato vacunal e incluso
como transportador inmunoldgico de antigenos débiles (69, 89, 93, 159). La LpdA de B.
pertussis no ha sido estudiada desde el punto de vista inmunoldgico y el antecedente de que
es expresada solo en los aislamientos clinicos y no en las cepas vacunales la hace un candidato

vacunal aun mas atractivo (31).
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Piruvato TPP Acil-lipoato
CoASH
des:ii:l:;;:;asa Dihidrolipsl
transacetilasa
Co: Acil-TPP  Lip—g Acetil-CoA
|
S Lip— SH
FADH: \SH

Dihidrolipoamida
deshidrogenasa

FAD

NADH + H"

Figura 13. Complejo multienzimatico piruvato deshidrogenasa (PDH). El PDH cataliza la union
de la coenzima A (CoASH) al piruvato que se descarboxila rindiendo en el proceso NADH.
Estructuralmente el complejo multienzimatico, ademas de otras proteinas, esta formado por 3
enzimas catalizando cada una de éstas uno de los pasos de la reaccion completa. La enzima
piruvato deshidrogenasa cataliza la descarboxilacion del piruvato y su union a la lipoamida de la
siguente enzima, la dihidrolipoil transacetilasa, con unidn del piruvato de manera transitoria a la
coenzima tiamina pirofosfato (TPP). La dihidrolipoil transacetilasa transfiere el grupo acetil que se
encuentra unido a la lipoamida a la coenzima A para dar el acetil-CoA, producto de la reacciony la
lipoamida en su forma reducida. Por Ultimo, la dihidrolipoamida deshidrogenasa enzima recupera
la forma oxidada de la lipoamida rindiendo un NADH. Para ello requiere de la intervencion de FAD
como coenzima.

2.2.2 Clonacion de proteinas de Bordetella pertussis fusionadas a la subunidad B de

la toxina colérica.

La estrategia general que se emplea para la clonacion de proteinas fusionadas a CTB ha sido
descripta previamente por otros autores (9). Esta estrategia utiliza al vector de expresion
pAEctxB cuyas caracteristicas principales se esquematizan en la Figura 14. Siguiendo esta
estrategia, las secuencias de ADN que codifican para las proteinas Bsp22 y LpdA fueron
amplificadas con primers especificos disefados para incorporar sitios Hindlll y Mlul en los
extremos (Tabla Xl). Los amplicones obtenidos con el tamano esperado fueron clonados en el
vector pAEctxB corriente debajo de la secuencia codificante para CTB (Figura 15). Estas
construcciones fueron corroboradas por colony PCR, digestion con enzimas de restriccion vy,
posteriormente, por secuenciacion (Figura 16). Los primers y las enzimas utilizadas en el

screening fueron los mismos que en el clonado.
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Tabla I. Amplificacion de las secuencias bsp22 y I[pda por PCR para el clonado en el vector

pAEctxB
Secuencia a Designacion de los primers Producto
DNA molde
clonar utilizados* (pb)
bspz22 DNA  gendémico BP bsp22 Mlul bsp22 Hindlll 641
Tohamall
[pdA DNA  genémico BP [pdA Mlul I[pdA Hindlll 1814
Tohamall

*Las secuencias nucleotidicas de cada uno se detallan en la seccion Materiales y Métodos.

Bordetella pertussis
Tohamal

vy Dgrsy y
f:
Fwd T,
—_—

His Tag AP P<s)
—

Rev

Promotor T7
Amplificacién por PCR

Miul .
Digestion
y

ligacion

Hindil - \ W \/—

pAEctxB
(3126 bp)

Terminador de la transc T7

Promotor bla &
&

Figura 15. Estrategia de clonado en el vector pAEctxB. Estructura del plasmido de expresion
pAEctxB. Se indican los promotores T7 y bla que permiten la expresion de las proteinas heterdlogas
fusionada a CTBy de la B-lactamasa (resistencia al antibidtico ampicilina), respectivamente. Ademas,
se indican los sitios de clonado Mlu/ y Hind/ll empleados para clonar los distintos ORF de Bordetella
pertussis.

(A) Hind Il (B) Hind I

W e,
Terminador de
transcripcion 7

e

Terminador de
transcripcién 7

Miul

%Q Bsp22 MW
?,
%

Promotar bla ——Y

2000 pb Miul

1500 pb

Promotor bla __ "'4,

pAE.CTB-IpdA
4908 bp

pAE.CTB-Bsp22
Sy 3735 bp

L3 Promotor T7

His Tag

b
HisTag — L

Promator T7

Figura 14. Generacion de los vectores pAEctxB-bsp2z y IpdA. Esquematizacion de las
construcciones realizadas pAEctxB-bsp22 (A) y pAEctxB-IpdA (B). A la derecha de cada esquema se
muestra la corrida electroforética de los productos de amplificacion obtenidos al emplear los primers
especificos empleados para el clonado.
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Ala Asn  Thr Arg Met Ser lle Asp Lleu
GCC AAC ACG CGT ATG AGC ATT GAT CTC

CTB

|
IRIRIN
Yl \‘ | ‘

ekt

Ala Asn  Thr Arg Met Ser Asn lle Va
GCC AAC ACG CGT ATG AGC AAT ATC GTG

CTB IpdA

o N Y ‘
llll‘ , LJ \.‘ \ M ‘: \ f\jr\ A,Ij Jf |"|L J\""".;" l, WY \t ,.“’"I,\" { |||

Figura 16. Cromatogramas representativos de la secuenciacion con
primers T7 promoter y T7 terminator de los vectores pAEctxB-bsp22 y
pAEctxB-IpdA. En la figura se muestran las secuencias de los extremos 5.
Con recuadros sombreados se indican regiones codificantes para CTB y

nara lac Anaec Ananac Flanadac

2.2.3 Expresion de CTB-Bsp22, CTB-LpdA, Bsp22y LpdA.

Con el fin de evaluar la expresion de las proteinas recombinantes, se transformaron bacterias
E. coli BL21-SI (inducibles por sal) con los plasmidos pAEctxb-bsp22 y pAEctxb-I[pdA. Esta cepa
deriva de E. coli GJ1158 y tiene integrada en el cromosoma una copia de la ARN polimerasa del
fago T7, bajo el control de un promotor inducible por sal (28). Dicho promotor es un elemento
regulador del operdn proU, el cual responde a variaciones de osmolaridad (90). La expresion
de los productos fusionados a CTB fue ensayada en pequeia escala variando la temperatura
del crecimiento bacteriano de E. coli a fin de disminuir la velocidad de sintesis de proteinas y
mejorar el rendimiento de obtencion de proteinas solubles. Se ensayaron cultivos a 37 °C, 30

°Cy 20 °C. Luego de la cosecha de bacterias, se utilizaron como métodos de ruptura celular la
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sonicacion y/o la lisis celular mediante la utilizacion de la prensa francesa. Para las dos
construcciones realizadas en este trabajo se observd la expresion de las proteinas
recombinantes en los extractos crudos de las bacterias luego de 3 h de induccion con NaCl
(NaCl 0,3 M) mediante corridas electroforéticas en geles SDS-PAGE. En la Figura 17 A se
muestra la expresidn de las proteinas recombinantes obtenidas con NaCl 0,3 My a 37 °C. Para
ambos casos se encontrd también una banda con el peso molecular correspondiente al de la
proteina de interés en los extractos de bacterias no inducidas, aunque en menor intensidad.

Para determinar si las proteinas se expresaban de manera soluble o formando cuerpos de
inclusion, se tomaron muestras a distintos tiempos post-induccion y se analizo la expresion de
las proteinas tanto en el sobrenandante como en el sedimento obtenido luego de la ruptura

celular. Los resultados mostraron que las proteinas recombinantes se encontraron

A) B)
CTB CTB
Bsp22 LpdA
KkD. < g I
?Sfl ioshioi 1h 2h 3h
/ A4 N/ \

! ey
97
o . 76 kDa - 97
66 ‘ . [ - |
| 3 ". 66
45 4
® e " - | 45
W <+— —359kDa  359kDa v
30 — - - -
- 30
Q)
1h 2h 3h 16 h

97
66

45

30

Figura 17. Analisis de la expresidn de las proteinas recombinantes CTB-Bsp22
y CTB-LpdA en SDS-PAGE 10% (p/v). A) Extractos crudos de E. coli BL21 (SI)
transformadas con las construcciones pAEctxB-bsp22 y pAEctxB-IpdA en
condiciones no inducidas (s/i) y luego de 3 h de induccion con NaCl 0,3 M a 37°C
(i). B) Cinética de expresion de la proteina CTB-Bsp22 a 20°C en E. coli BL21 (SI).
C) Cinética de expresion de la proteina CTB-LpdA a 20°C en E. coli BL21 (SI). sn:
sobrenadante p: pellet
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mayormente formando cuerpos de inclusion insolubles. En la Figura 17 By C se muestra la
cinética de expresion de las proteinas CTB-Bsp22 y CTB-LpdA a 20 °C.

Siguiendo este protocolo se expresaron también las proteinas Bsp22 y LpdA no fusionadas a
CTB. Los clones pDESTa17-bsp22 y pDEST17-lpda fueron cedidos por la Dra. Hozbor. El
plasmido pDEST17 es un vector comercial (Invitrogen) para la expresion y purificacion de
proteinas recombinantes, el cual posee un origen de replicacién multicopia para E. coli. Es un
vector de 6354 nucledtidos, que adiciona una cola de 6 histidinas en el extremo amino
terminal de la proteina, lo que permite una rapida purificacion de la proteina de interés. Este
plasmido permite la insercion de fragmentos de ADN bajo un promotor fuerte del
bacteriofago T7 que resulta en una alta cantidad de proteina purificada (~20 mg/L de cultivo).
Las construcciones fueron transformadas en la cepa de expresion BL21 (DE3) y la induccion se
realizé con IPTG (Figura 18 Ay B).

Cabe destacar que los pesos moleculares (PM) de las proteinas recombinantes resultaron ser
ligeramente superiores respecto a los PM teodricos, debido a que la cola de 6 histidinas clonada
en marco con las secuencias codificantes de bsp22 y I[pdA incrementa levemente el PM de la

proteina recombinante.

A) Bsp22 B) LpdA
sfi i kDa kDa sfi i
1 97¢-—— -
66 -
7 - 62,5 kDa
45 L
e | 66
30
> B . —
- 20
30

28kDa —p-p .-

Figura 18. Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes Bs22 y
LpdA en SDS-PAGE 10% (p/v). Extractos crudos de E. coli BL21 (DE3)
transformadas con las construcciones A) pDEST17-bsp22 y B) pDEST17-IpdA
en condiciones no inducidas (s/i) y luego de 3 hs de inducciéon con IPTG 1mM

(i).

2.2.4 Inmunogenicidad de CTB-Bsp22 y CTB-LpdA
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Para evaluar si las proteinas quiméricas conservaban sus sitios inmunogénicos reconocibles
por anticuerpos especificos para CTB, Bsp22 y LpdA, se realizaron inmunoblots utilizando
sueros especificos policlonales anti-CTB, anti-Bsp22 y anti-LpdA obtenidos por nuestro grupo.
Las resultados alcanzados mostraron que las proteinas CTB-Bsp22 y CTB-LpdA fueron
reconocidas tanto por el suero anti-CTB como por el suero especifico contra la proteina de
interés, es decir anti-Bsp22 y anti-LpdA, respectivamente. Como control negativo se empled

un extracto de proteinas de E. coli salvaje (no mostrado). Los resultados obtenidos muestran
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anti-CTB anti-Bsp22 anti-LpdA

Figura 19. Inmunoblots de las proteinas recombinantes CTB-Bsp22, CTB-LpdA,
Bsp22 y LpdA empleando antisueros especificos policlonales anti-CTB, anti-Bsp22 o
anti-LpdA. Como anticuerpo secundario se utilizé un anti IgG de raton conjugado a
peroxidasa y el revelado se realizd por quimioluminiscencia con acido cumarico y
luminol. Las proteinas transferidas fueron primeramente resueltas en geles SDS-PAGE
10% (p/v).

que frente a los sueros ensayados, las proteinas quiméricas son antigénicamente

indistinguibles de las proteinas no fusionadas a CTB (Figura 19).

2.2.5 Purificacion de las proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes CTB-Bsp22, CTB-LpdA, Bsp22 y LpdA fueron purificadas a partir
de los cuerpos de inclusidn por IMAC en condiciones desnaturalizantes, con cloruro de
guanidinio y urea como agentes caotropicos segun se describid en la seccion de Materiales y
Métodos de este trabajo. En todos los casos la purificacion fue exitosa ya que si bien algunas

veces se hallaron contaminantes, se detectaron bandas cuyos pesos moleculares coincidian
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con los esperados para las proteinas recombinantes y sobre los que su identidad fue

confirmada por MALDI-TOF (Figura 20).

CTB-Bsp22
kDa M E1 E2 E3 E4 E5 kDa M Bsp22
- 97
66
66 -
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43 35,9
_——-— e
30 b= 30 78
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CTB-LpdA
kba M E1' E2 E3 E4 kDa M LpdA
97
97 . 75
il 66 - 62,5
66 =
45 8 45 -
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Figura 20. Purificacion de las proteinas recombinantes. SDS-PAGE 10% (p/v) de las
proteinas CTB-Bsp22 (A), Bsp22 (B), CTB-LpdA (C) y LpdA (D) purificadas por cromatografia
de afinidad a ion metalico inmovilizado (resina de Ni-NTA) en condiciones desnaturalizantes.
M: marcador de peso molecular. E1-Ex corresponden a las eluciones en los tubos 1 hasta 5.

Con el fin de obtener a las proteinas en la fraccion soluble, se modificaron las condiciones de
cultivo pero en todos los casos la proteina recombinante se detecto en la fraccion insoluble, o
cuerpos de inclusion. A pesar de que las proteinas no fueron observadas en la fraccion
deseada mediante SDS-PAGE tefidos con Coomassie Brillant Blue, se intentd la purificacion
de las mismas a partir de los sobrenadantes de cultivo mediante IMAC en condiciones nativas.
Esta estrategia no dio resultados positivos y por ello se recurrid a la recuperacion de proteina

activa a partir de cuerpos de inclusion mediante el replegamiento o refolding (225). Para ello,
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los cuerpos de inclusion fueron solubilizados con urea 8M y luego sometidos a replegamiento
por la técnica de dilucion o por didlisis. La técnica por dilucion fue empleada en el caso de las
proteinas CTB-Bsp22 y Bsp22, y la técnica de dialisis para el caso de las proteinas CTB-LpdA 'y
LpdA. Las proteinas replegadas fueron purificadas luego por IMAC mediante el empleo de

columnas cargadas con Ni** en condiciones no desnaturalizantes.

2.2.6 Recuperacion de la conformacion nativa de las proteinas recombinantes

Para evaluar la capacidad de las proteinas solubles CTB-Bsp22 y CTB-LpdA de formar
pentameros, se realizdé un SDS-PAGE tanto con muestras tratadas en sample buffer en
condiciones reductoras (con B-mercaptoetanol) y desnaturalizadas por calor como con
muestras no tratadas con este agente ni calentadas (11) (Figura 21).

Estos ensayos nos permitieron visualizar que las proteinas tratadas en condiciones
desnaturalizantes se encontraban efectivamente formando mondmeros las cuales migraron
como una Unica banda de peso molecular de 35,9 kDa para el caso de CTB-Bsp22, o de 75 kDa
en el caso de CTB-LpdA.

En cambio, la muestra no tratada correspondiente a CTB-Bsp22 migro con un peso molecular
aparente de 179,5 kDa correspondiente a la forma pentamerica de la proteina. Estos
resultados indican que el pentamero caracteristico de CTB nativa se formo luego del proceso
de replegado. En el caso de CTB-LpdA, no se pudo observar la banda correspondiente al
pentamero posiblemente a que su peso molecular de 380 KDa fue demasiado alto para

resolverse en el gel utilizado.
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Figura 21. Proteinas quiméricas renaturalizadas y purificadas.
SDS-PAGE 10% (p/v) de las proteinas CTB-Bsp22 (A) y CTB-LpdA
(B) purificadas por IMAC en condiciones nativas. En todos los casos
se muestra a la izquierda la muestra incubada a 100 °C y a la
derecha la no calentada (sin B-mercaptoetanol). M: marcador de
peso molecular



Tesis doctoral M. Noelia Olivera Capitulo Il

La conformacion pentamérica de las proteinas fue evaluada también por su unién al
gangliésido GM1 en un ensayo de ELISA, ya que es sabido que CTB en su conformacion
pentamérica pero no monomérica tiene una alta afinidad por GM1 (230). Como control
positivo en el ensayo de ELISA se utilizé CTB comercial, y como control negativo se sensibilizo
la placa de ELISA con seroalbumina bovina (BSA). En este ensayo, tanto para las muestras
de CTB comercial como para las muestras correspondientes a CTB-Bsp22 y CTB-LpdA, se
observé una disminucion dosis-dependiente en la absorbancia (Figura 22). Estos resultados
sugieren fuertemente que las proteinas recombinantes obtenidas recuperaron su

conformacion pentamerica luego de la técnica de replegado realizado.
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Figura 22. Ensayos de ELISA para la evaluacion de la capacidad de las
proteinas replegadas CTB-Bsp22, CTB-LpdA y CTB comercial de unirse a
GMz1. Las placas fueron sensibilizadas con GM1 o BSA (5 pg/ml). Para las
determinaciones se realizaron diluciones seriadas 1:2 de las proteinas a
evaluar a partir de ~300 nM de cada proteina hasta 220 pM.
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También puede observarse que las curvas de CTB comercial y de las proteinas de fusion
presentaron un patrdon similar. Estos ensayos permitieron confirmar que la fusion de Bsp22'y
LpdA a CTB no altera la estructura de CTB ni su capacidad de formar el pentamero y de unirse
a GMa.

Las proteinas Bsp22 y LpdA fueron sometidas a protocolos de plegamiento similares a los
antes descriptos pero en estos casos no se pudo verificar el correcto plegamiento de las

proteinas mediante GM1-ELISA.

2.2.7 Ensayos de inmunizacion y desafio por via intranasal en el modelo murino

para pertussis

Una vez obtenidas las proteinas de fusion CTB-Bsp22 y CTB-LpdA purificadas y en su
conformacidn nativa, se procedio a evaluar la capacidad protectora de las mismas en ensayos
in vivo empleando el modelo murino de desafio intranasal. Con este fin se realizé un esquema
de 3 inmunizaciones intranasales con 20 pg de las proteinas de fusion recombinantes y el
posterior desafio con una cepa virulenta de B. pertussis (Figura 23). En la Tabla Xl se detallan

los tratamientos realizados.

. Dia 44
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Figura 23. Esquema de inmunizacidn y desafio con las proteinas CTB-Bsp22 y CTB-LpdA. Se
realizaron tres inmunizaciones con 5o pl de muestra administradas por via intranasal conteniendo 20
ug de inmundgeno. El desafio se realizé con 5 x 10’ UFC 12 dias después de la Ultima inmunizacion.
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Debido a que estas proteinas son expresadas solamente por aislamientos clinicos de la
bacteria y no por cepas incluidas en las vacunas actuales, se opto por utilizar para el desafio el
aislamiento local de B. pertussis BP106 representativo de aislamientos locales de la coleccidn

del grupo dirigido por la Dra. Hozbor, el cual expresa tanto Bsp22 como LpdA (31). El desafio
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de los ratones inmunizados o tratados con PBS fue realizado con una suspension bacteriana
de BP106 de aproximadamente 5 x 10’ UFC en 5o pl. A los 8 dias

Tabla XI. Tratamientos realizados en los ensayos empleando el modelo murino

Candidato vacunal Tratamientos

CTB-Bsp22 CTB-Bsp22

CTB-Bsp22 PBS aP 1/10 rBsp22
desnaturalizada replegada
CTB-Lpda
CTB-LpdA PBS aP1/10 rLpdA CTB+rLpdA
replegada

PBS: buffer fosfato empleado como control de ausencia de proteccion. aP: vacuna acelular comercial
en dosis 1/10 de la dosis humana. r: se emplea para indicar proteina recombinante

post-desafio se evalud el numero de bacterias recuperadas de los pulmones de ratones
desafiados para todos los tratamientos.

Para los ensayos con la proteina CTB-Bsp22, se incluyeron grupos de animales que fueron
inmunizados con rBsp22 (Bsp22 recombinante) o con CTB-Bsp22 replegada. Este grupo fue
incluido ya que es necesario que CTB se encuentre correctamente plegada para ejercer su
funcion como adyuvante de mucosas. Como control incluimos ademas un grupo de animales
tratados con CTB-Bsp22 desnaturalizada, de forma de poder comparar el efecto del
plegamiento del candidato vacunal en los resultados. Como control negativo de la proteccion
se utilizo un grupo de ratones inoculados con PBS y como control positivo incluimos un grupo
de ratones inmunizados intraperitonealmente con una dosis de vacuna acelular comercial
igual a 1/10 de la dosis utilizada en humanos (aP 1/10). En este caso se utilizé hidroxido de
aluminio como adyuvante.

Por otra parte, en el ensayo de inmunizacion con la proteina CTB-LpdA, ademas de los grupos
controles PBS, vacuna comercial aP 1/20 y rLpdA (LpdA recombinante), se incluyd un grupo de
animales que fueron inmunizados con rLpdA mezclada con CTB comercial, de manera de
comparar el efecto de CTB como adyuvante, ya sea cuando la misma es mezclada con el
antigeno o genéticamente fusionada a él. En el grupo de ratones inmunizados con la fusion
CTB-LpdA, la proteina se administrd en su conformacion nativa (ver explicacion en la seccion
donde se presentan los resultados obtenidos). El posible contenido de LPS contaminante se
elimind de alicuotas de las proteinas recombinantes utilizando un kit comercial (Thermo
Scientific-Pierce).

Con todos estos tratamientos nuestro objetivo fue evaluar la capacidad protectora de las

proteinas CTB-Bsp22 y CTB-LpdA y estudiar la respuesta inmune humoral contra estas
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proteinas mas alla del poder protector que estas mismas pudieran ejercer en el modelo
utilizado. Si bien es sabido que la respuesta inmune humoral por si sola no alcanza para
brindar una proteccion completa frente a la infeccion por B. pertussis, es interesante evaluarla
ya que contribuye a la defensa contral el patdgeno (116). Mas aun, CTB como adyuvante de
mucosas podria contribuir a mejorar la respuesta inmune humoral.

Comenzaremos exponiendo los resultados correspondientes a los ensayos en ratones con
CTB-Bsp22 como candidato vacunal para luego presentar los correspondientes a la proteina

CTB-LpdA.

I. Capacidad protectora de CTB-Bsp22

En primer lugar evaluamos la capacidad protectora de la proteina de fusion CTB-Bsp22 frente
al desafio con B. pertussis BP106. En la Figura 24 se muestran los resultados obtenidos
respecto del nUmero de colonias de B. pertussis recuperadas de los pulmones de los ratones
inmunizados con CTB-Bsp22 a los 8 dias post desafio en comparacion con los otros
tratamientos mas arriba detallados. Los recuentos de bacterias realizados a partir de los
animales empleados como controles fueron los esperados ya que al dia 8 post desafio, de los
ratones tratados con PBS se recuperaron entre 10* y 10° UFC/pulmon, mientras que de los
ratones inmunizados con la vacuna acelular aP 1/10 no se contabilizé ninguna UFC. En lo que
respecta al candidato vacunal ensayado, los resultados mostraron

que solo aquellos animales inmunizados con la proteina rBsp22 no fusionada (20 pg)
presentaron una discreta disminucion en los recuentos de UFC en pulmon, alrededor de un log
con respecto al tratamiento con PBS. En los dos ensayos realizados se obtuvieron resultados
similares. Este resultado resulta interesante ya que si bien no es significativo
estadisticamente, hasta el presente no se habia logrado ningun tipo de de proteccién con
Bsp22 (74). Nuestras condiciones experimentales nos permitieron evidenciar al menos una
disminucion en los recuentos de UFC en pulmon inducido por rBsp22 cuando es administrada
por via mucosal.

Lamentablemente, en las condiciones experimentales ensayadas no pudimos observar que
CTB mejorara la capacidad protectora del antigeno, en ninguna de sus conformaciones,
desnaturalizada y monomérica (entre 10* y 10° UFC/pulmdn) o replegada y pentamérica (10°
UFC/pulmon). Es decir, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de animales inmunizados con los candidatos fusionados a CTB y el grupo de ratones

tratados con PBS.

Il. Analisis de la respuesta humoral inducida por CTB-Bsp22
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Si bien CTB-Bsp22 no fue capaz de mejorar la proteccion frente a un desafio con B. pertussis

luego de 3 inmunizaciones intranasales de 20 pg cada una, igualmente

Logqo UFC/pulmén

Figura 24. Evaluacion de la proteccion contra pertussis conferida por la administracion
intranasal de CTB-Bsp22. Las inmunizaciones fueron realizadas con 20 pg de inmundgeno
por via intranasal. Como control positivo se inmunizd a un grupo de ratones con una vacuna
acelular comercial utilizando una dosis 1/10 de de la dosis en humanos. Como cepa de
desafio se empled a la cepa BP106. Se grafica Log UFC/pulmdn a los 8 dias post-desafio.
Las barras representan el promedio + SEM. aP 1/10: vacuna acelular de pertussis comercial.
CTB-Bsp22 (n): CTB-Bsp22 replegada. CTB-Bsp22 (d): CTB-Bsp22 desnaturalizada. *p<o,05
vs rBsp22, ***p<0,001 vs PBS, CTB-Bsp22 (d) y CTB-Bsp22 (r). La linea punteada indica el
menor limite de deteccion. ND: no detectable

decidimos estudiar la respuesta inmune humoral inducida por el candidato vacunal y de esta
forma ver si CTB era capaz de actuar como adyuvante de mucosas mejorando la respuesta
inmune del huésped. Dado que estd reportado que CTB actya como adyuvante mejorando
tanto la respuesta humoral sistémica como la respuesta inmune humoral local

en la mucosa al administrarlo por via intranasal (197), evaluamos mediante la técnica de ELISA
los niveles de anticuerpos especificos IgG e IgA contra Bsp22 en suero, como también los

anticuerpos especificos IgA en lavados nasales.

II.A Determinacion de anticuerpos IgG e IgA séricos
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En la Figura 25 se grafican los niveles de anticuerpos IgG e IgA contra Bsp22. Los niveles de
IgG se midieron luego de cada inmunizacion (dias 12, 24 y 36) mientras que los niveles de IgA
inducidos solo se midieron luego de la tercera inmunizacion (dia 36).

En la Figura 25 A se puede observar que los niveles de anticuerpos séricos IgG especificos

aumentan luego de cada inmunizacidn a excepcion del tratamiento con PBS empleado
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Figura 25. Respuesta humoral en suero de ratones inmunizados por via intranasal con
CTB-Bsp22. Induccion de anticuerpos anti-Bsp22 IgG (A) e IgA (B) en suero de ratones
luego de ser inmunizados intranasalmente con CTB-Bsp22. En las figuras se muestran los
niveles de anticuerpos IgG medidos luego de cada inmunizacion, y los de anticuerpos IgA en
suero luego de la tercera inmunizacion (dia 36). Para las mediciones de IgG e IgA se
realizaron diluciones seriadas al medio pero partiendo de 1/20 para la primera y 1/10 para la
segunda. Los valores graficados en el eje de las ordenadas corresponden al de la densidad
optica medida a 492 nm. El revelado se realizé con OPD. Cada muestra se evalué por
duplicado. Las barras representan el promedio + SEM. CTB-Bsp22 (r): CTB-Bsp22
replegada. CTB-Bsp22 (d): CTB-Bsp22 desnaturalizada. °© p <o,05 vs rBsp22, **p<0,01 vs
PBS, ***p<0,0001 vs PBS.
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como control negativo. Al dia 36, los ratones inmunizados con la proteina de fusion CTB-
Bsp22, ya sea replegada (CTB-Bsp22 (r)) o desnaturalizada (CTB-Bsp22 (d)) inducen un mayor
nivel de anticuerpos que los ratones inmunizados con rBsp22, indicando una respuesta
inmune incrementada en los animales en donde se utilizé CTB como adyuvante. En el caso de
los animales inmunizados con CTB-Bsp22 (r), esta diferencia resultd estadisticamente
significativa con respecto al grupo de ratones inmunizados con rBsp22 (p<o,05). Por el
contrario, la comparacion entre ambos grupos de animales inmunizados con la proteina de
fusion ya sea desnaturalizada o en confirmacion nativa, no arrojé diferencias significativas
entre ellos, indicando en este caso que la estructura conformacional del antigeno no influye en
la generacion de anticuerpos IgG séricos. Por otra parte, al medir los niveles de anticuerpos
IgA especificos en suero, observamos que si bien hubo mayores niveles en el grupo de los
animales inmunizados con CTB-Bsp22 (r) respecto del grupo CTB-Bsp22 (d), estas diferencias

no resultaron ser estadisticamente significativas (Figura 25 B).

I1.B Determinacion de niveles IgA especificos de Bsp22 en lavados nasales

Para evaluar la capacidad inmunogénica de CTB-Bsp22 en mucosas, se determino el nivel de
los anticuerpos especificos IgA contra Bsp22 en lavados nasales luego del sacrificio de los
animales, al dia 44. En la Figura 26 se puede observar que los grupos de ratones inmunizados
con las proteinas rBsp22 y CTB-Bsp22 (d) generaron el mismo nivel de respuesta IgA en
lavados nasales. Los valores detectados fueron mayores a los observados en los animales
tratados con PBS. Por otra parte, los ratones inmunizados con la proteina CTB-Bsp22 (r),
mostraron valores significativamente mayores respecto a los grupos rBsp22 y CTB-Bsp22 (d).
Este resultado era de esperar ya que el inmundgeno en esta conformacion pentamérica puede
unirse al gangliésido GM1y ejercer su actividad adyuvante.

Los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que la inmunizacion intranasal de
ratones con el inmundgeno rBsp22 es capaz de generar una respuesta humoral en la mucosa
nasal independientemente de si esta fusionado a CTB. Mas aun, la fusion del antigeno a CTB

en su correcto plegamiento favorece la induccion de una respuesta aun mayor en la mucosa.

lll. Capacidad protectora de CTB-LpdA

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos realizados con CTB-Bsp22, para
los estudios con LpdA decidimos no realizar el tratamiento CTB-LpdA desnaturalizada ya que
corroboramos que en su conformacion monomérica CTB no es capaz de actuar como

adyuvante de mucosas. Agregamos en cambio un tratamiento
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Figura 26. Respuesta humoral en lavados nasales de ratones inmunizados

por via intranasal con CTB-Bsp22. Induccion de anticuerpos anti-Bsp22 IgA

en lavados nasales luego de ser inmunizados intranasalmente con CTB-Bsp22

y desafiados con BP106. Los niveles de anticuerpos IgA medidos

corresponden a los del dia del sacrificio. Las muestras fueron evaluadas sin

dilucion por triplicado. El revelado se realizo con OPD y los valores graficados

en el eje de las ordenadas corresponden al de la densidad optica medida a

492 nm. CTB-Bsp22 (r): CTB-Bsp22 replegada. CTB-Bsp22 (d): CTB-Bsp22

desnaturalizada ***p<o,05 vs PBS, **p<0,001 vs rBsp22 y CTB-Bsp22 (d).
adicional: rLpdA mezclada con la proteina CTB pentamérica comercial en cantidades
equimolares respecto de la proteina fusionada. De esta forma esperabamos evaluar el efecto
de la fusidn en lainmunogenicidad de la proteina en estudio.
En la Figura 27 puede observarse que el recuento de UFC en pulmon fue similar en todos los
grupos (alrededor de 10’ UFC/pulmon) salvo para el control positivo en el que no se contabilizé
ninguna UFC, por lo que rLpdA no fue capaz de proteger de la infeccion de B. pertussis BP106

en ninguna de las condiciones ensayadas.

IV.Analisis de la respuesta humoral inducida por CTB-LpdA

IV.A Determinacion de anticuerpos especificos IgG séricos

En la Figura 28 se muestran los resultados obtenidos al medir anticuerpos especificos 1gG
contra LpdA en suero.

Al igual que lo que ocurrid en el ensayo con la proteina CTB-Bsp22, los anticuerpos IgG

especificos en suero aumentaron luego de cada inmunizacién para todos los grupos. En este
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ensayo, los grupos de ratones inmunizados con rLpdA que utilizan CTB como adyuvante, ya

sea

Log4o UFC/pulmén

Figura 27. Evaluacion de la proteccion contra pertussis conferida por la
administracion intranasal de CTB-LpdA. Las inmunizaciones fueron realizadas con
20 pg del inmundgeno a estudiar. Como cepa de desafio se empled a la cepa BP106.
Se grafica Log UFC/pulmdn a los 8 dias post desafio. Las barras representan el
promedio + SEM. ***p<o,0001 vs todos los grupos. La linea punteada indica el
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mezclada o fusionada al antigeno, inducen mayores niveles de
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anticuerpos a partir de la sequnda inmunizacion que los ratones inmunizados con rLpdA.
Estos resultados permitieron evidenciar el efecto adyuvante de CTB sobre la proteina LpdA,
siendo éste mayor cuando CTB se encuentra fusionada a la misma.

Al igual que en los ensayos realizados con CTB-Bsp22, se midieron los niveles de IgA
especifica en suero, aunque en todos los casos ensayados para esta proteina los niveles de

esta inmunoglobulina fueron indetectables (datos no mostrados).

IV.B Determinacion de niveles IgA especificos de LpdA en lavados nasales

En la Figura 29 se presentan los resultados obtenidos al dosar los niveles de anti-LpdA IgA en
los lavados nasales de los ratones inmunizados. Los grupos de ratones inmunizados con CTB-
LpdA, rLpdA y CTB+rLpdA generaron niveles de anticuerpos IgA anti-LpdA mayores respecto
al control negativo. Si bien el grupo de animales inmunizados con la proteina CTB-LpdA fue el
que generd mayores niveles de IgA especifica en los lavados nasales en comparacion con los
demas grupos, solo arrojo diferencias significativas con respecto al grupo que recibié como
tratamiento PBS (p<o,05). De esta manera, si bien los resultados no fueron estadisticamente
significativos, se puede concluir, que la proteina rLpdA en concordancia con lo observado en el

ensayo con la proteina CTB-Bsp22, fue capaz de generar una respuesta humoral en la mucosa

Lavados nasales
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Figura 29. Respuesta humoral en lavados nasales de ratones inmunizados por via
intranasal con CTB-LpdA. Induccion de anticuerpos IgA anti-LpdA en lavados nasales
luego de ser inmunizados intranasalmente con CTB-LpdA. En la figura se grafican los
niveles de anticuerpos IgA medidos el dia 44 los cuales son expresados en densidad
optica a 492 nm. Las muestras se evaluaron por triplicado. No se realizaron diluciones.
*p<0,05 vs PBS
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nasal independientemente de si esta fusionada o no a CTB. No obstante, la fusion del

antigeno a CTB favorece la induccidn de una respuesta mas fuerte en la mucosa nasal.

2.3 Discusion

Teniendo en cuenta el rol potencial de la adaptacion de B. pertussis en la resurgencia de la
enfermedad, resulta de interés evaluar la capacidad inmunogénica de proteinas propias de la
poblacion bacteriana circulante. En este contexto y para este trabajo fueron seleccionadas dos
proteinas, Bsp22 y LpdA, que son expresadas por la poblacion bacteriana de B. pertussis que
circula en la actualidad y no por cepas vacunales. Con el fin de inducir mejores respuestas, los
candidatos vacunales seleccionados fueron fusionados genéticamente a un potente
adyuvante de mucosas como lo es la subunidad B de la toxina colérica. Por Ultimo, se decidio
emplear la via de inmunizacion intranasal ya que es la via de infeccion de B. pertussis.

Esta estrategia en principio resulta atractiva ya que el uso de vacunas recombinantes posee
ventajas tales como alto rendimiento del proceso y la produccion controlada de proteinas con
alto grado de homogeneidad (117, 255). Ademas, con el uso de esta tecnologia se reducirian
los costos de produccion de vacunas acelulares de pertussis ya que evita la obtencion de
biomasa de un microorganismo catalogado como fastidioso, como es el caso de B. pertussis.
Ademas atacaria la problematica asociada al shift antigénico detectado para esta bacteria.

Las primeras etapas del trabajo fueron clonar, expresar y purificar las proteinas de fusion CTB-
Bsp22 y CTB-LpdA. Afortunadamente para ambas proteinas estos objetivos fueron
alcanzados de manera exitosa. Mas aun, se pudo recuperar de los cuerpos de inclusion
conformaciones de las proteinas en las que CTB se presenta activa (conformacion
pentameérica) en cuanto a su capacidad de union a GM1.

Confirmadas todas las construcciones realizadas, procedimos con ellas a la evaluacion de la
capacidad protectora de las mismas cuando son administradas por via intranasal. Evaluamos
también los niveles de IgG e IgA en suero, para estudiar el efecto de CTB como potenciador de
la respuesta humoral sistémica. También se dosaron los niveles de anticuerpos IgA
especificos locales en la mucosa nasal para corroborar el efecto de CTB en la respuesta
humoral de la mucosa.

Para evaluar la capacidad protectora de las proteinas fusionadas genéticamente a CTB,
empleamos el modelo murino de desafio intranasal aceptado para evaluar las vacunas
acelulares (181).

La seleccion de CTB se baso en estudios previos que probaron exitosamente la posibilidad de

la utilizacion de la inmunizacion intranasal con una vacuna acelular de pertussis usando CTB
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como adyuvante, en donde se mezclaron CTB recombinante con la toxina pertussis o
hemaglutinina filamentosa tratada con formalina (128). Mas aun, con una proteina quimérica
compuesta por un fragmento divalente de la subunidad Si1 de la toxina pertussis fusionado
genéticamente al fragmento A2B de la toxina colérica se logré generar proteccion frente a
pertussis luego de 3 inmunizaciones intranasales, demostrando una vez mas el efecto potente
de la toxina como adyuvante de mucosas (156).

Para la proteina rBsp22, se evalud en este trabajo la capacidad protectora de la proteina
fusionada a CTB monomérica (desnaturalizada) o pentamérica (replegada) de manera tal de
dilucidar el efecto de la conformacién de CTB en su rol como adyuvante. Interesantemente,
rBsp22, empleada como tratamiento control, logré disminuir 1 log los recuentos de UFC en
pulmon respecto al grupo control pero lamentablemente CTB-Bsp22, incluso en su
conformacidn pentamérica no ofrecié ningun nivel de proteccion. En el caso de rLpdA, se
evalud la capacidad protectora de esta proteina utilizando CTB como adyuvante co-
administrado o fusionado genéticamente a la proteina, de manera tal de estudiar el efecto de
la fusidon genética de CTB al antigeno en la adyuvancia. En este caso, CTB, ya sea mezclada o
fusionada genéticamente, tampoco mejord la capacidad protectora de rLpdA. Debido a que
ninguno de los candidatos vacunales fusionados a CTB protegié de manera significativa frente
a una infeccion con el patégeno, no resultan adecuados para incluirlos como tales en futuras
formulaciones vacunales. Resulta interesante sin embargo los resultados alcanzados con
rBsp22 sola, ya que hasta el momento para B. pertussis no se habian obtenido resultados
satisfactorios como los aqui alcanzados. Un estudio muy reciente en el modelo murino,
publicado cuando esta tesis se encontraba en fase de redaccion, mostré que la proteina
rBsp22 induce niveles de anticuerpos IgG en suero luego de dos inmunizaciones
intraperitoneales pero no protege frente a la infeccion con la cepa de referencia de B. pertussis
18323 (253). Nuestros resultados muestran que rBsp22 en tres dosis de 20 pg administrados
por via intranasal resulta ser protector al menos parcialmente y genera niveles de anticuerpos
IgG e IGA en suero asi como también IgA-S en lavados nasales.

El hecho de que rBsp22 sea mas protectora que CTB-Bsp22 (r), quizas se deba a que la
presencia de CTB en la proteina altere de alguna manera la exposicion de algun epitope
involucrado en la proteccion.

No existe informacion donde se haya evaluado la fusion de CTB a un antigeno de pertussis
expresado por cepas circulantes. Si bien en nuestros experimentos la fusion de CTB al
antigeno no ofrecid proteccion frente a la infeccion con la cepa BP106 de B. pertussis, hay
otros casos donde la fusidn genética, e incluso la co-administracion de CTB a antigenos de

diversos patdgenos luego de inmunizaciones intranasales protegen frente a un desafio con los
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mismos. Tal es el caso de los patdgenos virus Influenza A, virus de la Hepatitis B, Schistosoma
mansoni, Pneumocystis carinii, Streptococcus pneumoniae (96, 127, 154, 201, 234), entre
muchos otros.

En los ensayos de ELISA realizados para evaluar los niveles de anticuerpos IgG en suero,
observamos que los dos candidatos vacunales indujeron una respuesta humoral que como era
de esperar aumenta con el nUmero de dosis administradas.

En el caso del candidato CTB-Bsp22, se observd que ya sea en su conformacion monomérica o
pentamérica el nivel de anticuerpos anti-Bsp22 en suero aumenta con respecto al grupo de
ratones inmunizados con rBsp22 no fusionada. Luego de la tercera inmunizacion en el dia 36,
la diferencia respecto al grupo rBsp22 fue estadisticamente significativa para el grupo de CTB-
Bsp22 (r), no asi para el grupo CTB-Bsp22 (d). No obstante, no se observaron diferencias
significativas entre estos dos grupos.

En el caso del candidato CTB-LpdA, CTB también mejoro la respuesta IgG en suero, dando
resultados estadisticamente significativos con respecto al grupo rLpdA, e incluso respecto al
grupo CTB+LpdA al dia 36, indicando que la fusion genética de CTB al inmundgeno resulta
mas eficiente que la mezcla de ambos en la generaciéon de una potente respuesta humoral
sistémica.

En la bibliografia esta reportado que la inmunizacion de ratones con PT, FHA, PRN, fimbria, o
ACT induce respuesta de anticuerpos en suero y confiere niveles variables de proteccion
contra el desafio intranasal o intracerebral (178). En este Capitulo se observd que aunque se
inducen anticuerpos especificos contra Bsp22 o LpdA, estas proteinas no tendrian un rol en la
proteccion. No obstante, CTB fue capaz de actuar como adyuvante mejorando la respuesta
humoral sistémica en ambos casos.

Resultados similares a los hallados en este Capitulo se observaron para Schistosoma mansoni,
donde el antigeno Sma14 se fusiond genéticamente a CTB y se lo administrd en ratones por via
intranasal en 3 inmunizaciones. En este caso, la proteina de fusion tampoco fue capaz de
proteger frente a la infeccion con S. mansoni, pero si generd una respuesta humoral especifica
IgG en suero y mucosa mayor a la de los grupos controles y al grupo Sm14 co-administrada a
CTB (215). En un trabajo donde se fusiond la proteina A de superficie de Streptococcus
pneumoniae a CTB, la misma generd niveles de IgG especifica en suero mayores que el grupo
de ratones no inmunizados, pero tampoco protegio frente a un desafio intraperitoneal con el
patogeno (10). En todos estos casos es probable que la respuesta humoral sea importante
pero no suficiente para conferir proteccion, como seria el caso de pertussis.

En cuanto a la respuesta IgA en suero, los mayores niveles de anticuerpos se encontraron en

los animales inmunizados con CTB-Bsp22 (r), aunque este resultado tampoco resultd
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estadisticamente significativo con respecto al resto de los grupos. La IgA sérica es
principalmente monomeérica y se la considera como una segunda linea de defensa, mediando
la eliminacion de agentes patdgenos que han infringido la superficie de la mucosa. Ademas,
facilita la citotoxicidad y fagocitosis mediada por células y dependiente de anticuerpos (268).
Estudios en ratones mostraron que IgA exhibe actividad bactericida (110), pero que no es
indispensable para eliminar a B. pertussis (266). En este Capitulo, los anticuerpos IgA en suero
parecen no ser esenciales para la proteccion contra pertussis luego de la administracion
intranasal de los inmundgenos ya que en el caso de CTB-Bsp22 (n) los titulos alcanzados
parecieran no ser suficientes para proteger contra la infeccion. Como ya se menciond en la
seccion Resultados, en el experimento con CTB-LpdA los niveles de IgA no pudieron ser
detectados.

Por Ultimo, al evaluar la respuesta humoral local en la mucosa nasal, en los experimentos
realizados se encontraron mayores niveles de anticuerpos IgA especificos en los lavados
nasales de los animales inmunizados con las proteinas de fusion. En el ensayo realizado con la
proteina CTB-Bsp22, tanto el grupo rBsp22 como CTB-Bsp22 (d) mostraron niveles de
anticuerpos similares. Este resultado sugiere firmemente que la inmunizacion de CTB-Bsp22
en su forma monomeérica no permite que CTB ejerza su actividad inmuno-moduladora ya que
no se observa un aumento de anticuerpos en los animales inmunizados con CTB-Bsp22 (d). En
cambio, al administrar CTB-Bsp22 (r), el nivel de anticuerpos medidos aumenta
significativamente con respecto a los grupos rBsp22 y CTB-Bsp22 (d) sugiriendo que se
necesita del pentdmero para inducir una respuesta humoral en la mucosa. En el caso de CTB-
LpdA se observd una tendencia similar aunque no significativa estadisticamente. La
administracion de CTB-LpdA generd una respuesta levemente mayor que los grupos
inmunizados con rLpdA o CTB+LpdA. Esto resultados pueden deberse a que la fusion de CTB
al antigeno favorece la captacion del mismo a través de la mucosa asi como también su
presentacion a las APC del sistema inmune del huésped (120).

En general, la respuesta IgA en la mucosa representa el isotipo de anticuerpo predominante y
funciona como primera linea de defensa contra patégenos que ingresan al organismo a través
de la barrera mucosal. En un estudio reciente en ratones se encontro que luego de una sola
dosis intranasal de una vacuna atenuada de B. pertussis llamada BPZE1, se generaba un nivel
de proteccion y de respuesta inmune superior a largo plazo luego en comparacion con las
vacunas acelulares administradas por via parenteral (72). Esto sugiere un papel importante
para las respuestas inmunes mucosales en la proteccion contra infeccion por pertussis.

La diferencia fundamental con nuestros resultados es que en ese caso se emplea bacteria viva

mientras que en este trabajo solo empleamos proteinas recombinantes fusionadas. De todas
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maneras, aunque no se pudo observar poder protector, si se evidencid en nuestros
experimentos que la inmunizacion intranasal resulta ser una via eficiente en la generacion de
una respuesta humoral, tanto a nivel sistémico como a nivel mucosal.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en este Capitulo, podemos concluir que
rBsp22 resulta un inmundgeno interesante a ser ensayado en futuras formulaciones acelulares
administrables por via mucosal, pero ajustando las condiciones del ensayo. Ninguno de los
inmundgenos evaluados en su capacidad protectora como proteinas de fusion, CTB-Bsp22 o
CTB-LpdA resultd adecuado en su accidon contra la infeccion por B. pertussis. También
pudimos verificar que CTB actua como adyuvante mejorando la respuesta humoral en sueroy
lavados nasales, y que para ejercer su adyuvancia de manera mas efectiva es necesario que se
encuentre en su conformacion pentamérica y preferiblemente fusionada al antigeno. A pesar
de mejorar notablemente la respuesta inmune sistémica y de mucosas generada por los
antigenos, estas respuestas no contribuyeron a la eliminacion bacteriana de los pulmones.
Estos resultados no descartan que en nuevos ensayos con estas proteinas pero en otras dosis
o diferentes esquemas de inmunizacion o administradas junto a otros inmunogenos ya
presentes en las formulaciones puedan mejorar la proteccion contra pertussis. Estas
alternativas no fueron aqui ensayadas porque quedaban fuera de los objetivos especificos

inicialmente planteados para el trabajo de tesis.
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3.1 Introduccion

En este capitulo presentaremos los resultados alcanzados al analizar la capacidad protectora
de la proteina de fusidn CTB-Fim2. Antes de ello haremos una breve resefia sobre las
propiedades estructurales e inmunoldgicas mas sobresalientes de las fimbrias de B. pertussis,
de forma de dar contexto a nuestros hallazgos.

Las fimbrias de B. pertussis son estructuras proteicas poliméricas helicoidales de
aproximadamente 100 nm de largo que se forman a partir del ensamblaje de mondmeros.
Estas estructuras que se extienden desde la membrana externa bacteriana estan implicadas
en la union de la bacteria al tracto respiratorio (84). Como ya hemos mencionado en el
Capitulo |, B. pertussis puede expresar dos fimbrias serolégicamente distintas, la Fim2 y la
Fim3.

Respecto de la capacidad inmunogénica de las fimbrias, existen datos que han llevado a la
toma de la decision de incluir ambos serotipos en las distintas formulaciones vacunales, tanto
las celulares como las acelulares. Dentro de los datos que sustentaron tal incorporacion se
encuentran los reportados por Preston (210), quien observd que en la era pre-vacunal
circulaban predominantemente las cepas que expresaban el serotipo 2. Sin embargo, después
de la introduccion de la vacunacion masiva con vacunas de células enteras expresando solo el
serotipo 2 (Fim2), las cepas que prevalecian eran aquellas que expresaban el serotipo 3 (Fim3)
(2112). Este escenario se atribuyd a la falta de Fim3 en las formulaciones primarias de las
vacunas celulares. Sobre la base de estos datos epidemioldgicos, la OMS recomendo en 1979
que tanto la Fim2 como la Fim3 debian incluirse en las vacunas contra pertussis (261). Pese a
esta recomendacion se siguio observando la circulacidon predominante de cepas que expresan
Fim3. Esta observacion llevd a pensar que las nuevas vacunas de células enteras todavia
contenian menos Fim3 y/o que Fim3 podria ser menos inmunogénica que Fim2 (209, 211).
Reforzando la hipotesis cuantitativa, Carter (46) y Ashworth (14) mostraron que la cantidad de
fimbria que expresan las cepas que llevan al serotipo 2 es superior al de las que expresan el
serotipo 3. En las vacunas acelulares pentavalentes que contienen ambos serotipos de fimbria,
esta diferencia cuantitativa entre las dos fimbrias se mantiene ya que la relacion en peso
reportada por los fabricantes es de alrededor de 1,5-2:1. Por lo tanto, el mayor contenido de
Fim2 podria ser una caracteristica comun de ambos tipos de vacunas celulares y acelulares.
Sin embargo, la hipdtesis alternativa sobre la menor capacidad inmunogénica de Fim3 fue

recientemente demostrada por nuestro grupo pudiendo entonces ser la suma de los dos
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fendmenos la responsable de la seleccion en la actualidad de cepas expresando Fim3
(Castuma et. al., manuscrito en preparacion).

Mas alld de estas diferencias, ambas proteinas son buenos inmundgenos cuando son
administrados por via sistémica. Ademas, las fimbrias resultan atractivas para usar como
inmundgenos administrados por via de mucosas ya que actuan como PAMPs (13, 189). Se han
realizado estudios de inmunizacion y desafio en el modelo murino con la Fim2 purificada a
partir de B. pertussis y se ha visto que la misma protege al administrarla por via
intraperitoneal, subcutanea u oral (131, 217, 263). Dado estos resultados y con el objetivo de
incrementar los rendimientos en la obtencion de Fim2, otros autores realizaron
construcciones para lograr que E. colilograra expresar la proteina. Este objetivo fue alcanzado
con éxito pero lamentablemente, los ensayos realizados utilizando el modelo murino
mostraron que la fimbria 2 recombinante administrada por via intraperitoneal no es
protectora (270).

En este contexto nos propusimos sobrellevar esta deficiencia de la proteina recombinante,
fusionando la Fim2 recombinante a CTB. Los resultados alcanzados durante la construccion
de esta proteina como asi también en los estudios realizados en el modelo murino se

presentan a continuacion.

3.2 Resultados

3.2.1 Clonado, expresion y purificacion de CTB-Fim2

Para obtener la proteina de fusion CTB-Fim2 primeramente clonamos la secuencia de ADN
que codifica para la proteina Fim2. Para ello realizamos ensayos de PCR empleando primers
que disefiamos de forma de incorporar los sitios Mlul y Hindlll en los extremos. El tamafio
esperado del producto fue de 656 bp.

A diferencia de la estrategia utilizada para el clonado de los genes bsp22 y IpdA, el amplicon
fim2 fue clonado en el vector pGEM-T. Luego de la ligacion y transformacion, las bacterias
tranformantes conteniendo el plasmido recombinante fueron seleccionadas en medio LB
suplementado con X-Gal y ampicilina como colonias blancas y resistentes a dicho antibidtico.
La presencia de la secuencia de ADN en el plasmido fue confirmada mediante la realizacion de
ensayos colony PCR utilizando los primers de clonado. Los plasmidos que arrojaron un
resultado positivo en las PCR fueron luego digeridos con las enzimas de restriccion Mlul y

Hindlll y el inserto liberado fue purificado con un kit comercial (Promega) y clonado en el
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vector pAEctxB (Figura 30). Esta construccion final fue corroborada por colony PCR, digestion
con enzimas de restriccion y, posteriormente, por secuenciacion.
La expresion de CTB-Fimz2 se realizd de la misma manera que con las proteinas CTB-Bsp22 y

CTB-LpdA. El plasmido pAEctxb-fim2 se transformd en bacterias BL21-Sl y la expresion

Prom.T7

His Tag Miul Hindlll
/ / /
309 pb 656 pb I

Figura 30. Esquema del vector pAEctxB-fim2. (A) Construccion pAEctxB-fim2. (B) Producto de
PCR obtenido con los primers de clonado.

de la proteina recombinante fue ensayada en pequeia escala a 37 °C, 30 °Cy 20 °C, utilizando
como método de ruptura celular a la sonicacion. En todos los casos ensayados se observo la
sobreexpresion de CTB-Fim2 en extractos crudos de bacteria luego de 3 h de induccidn con
NaCl mediante corridas electroforeticas en geles desnaturalizantes SDS-PAGE 10% p/v
(Figura 31). En la Figura 31 A se muestra la sobreexpresion a 37 °C de una proteina cuyo peso
molecular coincide con el esperado para la proteina recombinante de fusion (36 kDa). En estos
ensayos se encontré que CTB-Fim2 se hallaba formando cuerpos de inclusidn insolubles en
todas las condiciones ensayadas, con lo cual se procedio a su purificacion por IMAC en una
columna cargada con Ni** en condiciones desnaturalizantes (Figura 31 B). Por Ultimo, para
corroborar que CTB-Fim2 conservaba sus sitios antigénicos, se realizd un inmunoblot
utilizando un suero policlonal anti-CTB, en donde la proteina quimérica fue reconocida por el

anti-suero (Figura 31 C).

3.2.2 Recuperacion de la conformacidn nativa

Con el objetivo de obtener a la proteina CTB-Fim2 en forma soluble, se modificaron las
condiciones de expresion al igual que lo hicimos para las otras proteinas recombinantes
descriptas en el Capitulo Il. Lamentablemente ninguna de las estrategias utilizadas arrojo un
resultado satisfactorio por lo que se procedid a replegar la proteina mediante la técnica de

dialisis. Las proteinas renaturalizadas con esta metodologia luego fueron purificadas
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empleando columnas cargadas con Ni"™ en condiciones no desnaturalizantes. El correcto
plegamiento de la proteina se corroboré mediante un SDS-PAGE en las mismas condiciones

que en el Capitulo Il (Figura 32 A). En este gel pudo apreciarse una
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Figura 31. Expresion, purificacion y analisis de la proteina CTB-Fim2 por
inmunoblot. A) Corrida electroforética en geles SDS-PAGE 10% (p/v) de la
preparacion proteica obtenida luego de inducir la expresion de la proteina con NaCl
0,3M durante 3 h a 37 °C. B) Corrida electroforética en geles SDS-PAGE 10% p/v de la
preparacion proteica obtenida luego de la elucién de la resina de Ni** con imidazol 250
mM Q) Inmunoblot utilizando un anti-suero contra CTB (12/2500). sfi: extractos de
bacteria crudos sin inducir. i: inducido

1 2 kDa
1.44 GM1+CTB-Fim2+anti-CTB
1.4 =#= GM1+CTB+anti-CTB
§97 == BSA+CTB-Fim2+anti-CTB
g 101 == BSA+CTB+anti-CTB
o 66 o o
%3 0.8
2 o064
L4
45 0.4+
0.2+
'30 0-; L] L Ll Ll L L] L] L] L]
300 150 75 37,5188 94 47 23 1,2
Concentraciéon molar (nmol/L
A) B) i

Figura 32. Analisis de la recuperacion de la conformacion nativa de CTB-Fim2
mediante corridas electroforeticas en geles SDS-PAGE y GMa ELISA. A) Corrida
electroforetica en geles SDS-PAGE 10% (p/v) de CTB-Fim2 purificada por IMAC en
condiciones nativas. La calle 1 corresponde a la muestra purificada incubada a 100 °C
tratada con [(-mercaptoetanol, mientras que en la calle 2 se muestra la muestra
proteica no calentada (sin B-mercaptoetanol). B) Ensayo de unidon a GM1 por ELISA de
CTB-Fim2 replegada y CTB comercial. Las placas fueron sensibilizadas con GM1 o
BSA. Se hicieron diluciones seriadas de las proteinas 1:2 a partir de ~300 nM de cada
proteina (hasta 220 pM). El revelado se realizé con OPD y se midi¢ la absorbancia a 492

N
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banda de 36 kDa correspondiente al monomero en la muestra tratada (calle 1) y una banda de
peso molecular aparente de 180 kDa para la muestra no tratada (calle 2). Este PM de 180 kDa
se corresponderia a la forma pentamerica de la proteina, resultado que sugiere que el proceso
de replegado fue exitoso.

Se realizd también un ensayo GMz1-ELISA en donde se observé una disminucidon en la
absorbancia de una manera dosis-dependiente tanto para el control positivo (CTB comercial)
como para la muestra correspondiente a CTB-Fim2, indicando que la proteina de fusion
replegada es capaz de unirse a GM1 (Figura 32 B). Todos estos resultados tomados en
conjunto permiten considerar que la conformacion de CTB-Fim2 en lo que respecta a CTB es
la que corresponde a la forma nativa. Mas aun, los resultados alcanzados muestran que la
presencia de 5 moléculas de Fim2 no elimina la capacidad del pentamero CTB de unirse a su
receptor celular GMa.

Una vez mas, estos hallazgos muestran la viabilidad de construir proteinas de fusion de

antigenos heterdlogos a CTB.

3.2.3 Ensayos de inmunizacion y desafio

Una vez obtenida la proteina de fusion CTB-Fim2 purificada en una conformacion nativa, se
procedio a realizar los ensayos de inmunizacion y desafio en el modelo murino. En estos
ensayos, ademas del grupo de animales inmunizados con CTB-Fimz2, se incluyeron grupos de
ratones inmunizados con Fim2 recombinante (rFimz2), con rFim2 mezclada con CTB comercial
(CTB+rFim2) o con Fimbria2 purificada a partir de un cultivo de Bordetella pertussis, a la cual
llamaremos BpFim2. La inclusidn de este Ultimo tratamiento tuvo como objetivo comparar la
capacidad protectora de esta proteina con la de la Fim2 recombinante. BpFim2 y rFim2
purificadas fueron cedidas por el grupo de investigacion del laboratorio VacSal que dirige la
Dra Hozbor. Como control negativo de estos ensayos se utilizaron animales tratados con PBS
y CTB comercial. Como control positivo incluimos un grupo de ratones inmunizados
intraperitonealmente con una dosis de vacuna acelular comercial utilizando hidroxido de
aluminio como adyuvante.

El posible contenido de LPS contaminante se elimind de alicuotas de las proteinas
recombinantes utilizando un kit comercial (Thermo Scientific-Pierce).

En este experimento se utilizd nuevamente la via intranasal como ruta de desafio y como
principal via de inmunizacion. No obstante, se agregaron algunos grupos de animales
inmunizados por via intraperitoneal con el objetivo de poder comparar los efectos de ambas

rutas de inmunizacion en la proteccion y generacion de respuesta inmune humoral. La dosis
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de inmundgeno utilizada fue de 20 pg, aunque también se probaron grupos inmunizados con
una dosis mas alta de 5o pg. En los grupos de animales inmunizados intraperitonealmente se
utilizo hidroxido de aluminio como adyuvante, el cual se utiliza actualmente en las vacunas
acelulares de pertussis. En todos los casos, como cepa de desafio se empled la cepa
bacteriana Tohama | que solo expresa el serotipo 2. Esta cepa fue aislada en Japdn en 1952y
su genoma ha sido completamente secuenciado (200). En la actualidad, esta cepa se emplea
en la produccion de las vacunas acelulares .

En la Tabla XIlIl se resumen los tratamientos evaluados, y el esquema de inmunizacion y

desafio es el mismo que fue utilizado en el Capitulo Il.

Tabla XII. Grupos de ratones inmunizados con sus respectivos inmundogenos

y dosis utilizadas.

Tratamiento Via de inmunizacion
Intranasal Intraperitoneal
PBS 50 pl -
cTB 5Hg -
aP 1/10 - 5o ul
rFim2 20 4g 0 50 Mg 20 Jg 0 50 Mg
BpFim2 50 Ug -
CTB+rFim2 20 4g 0 50 Ug -
CTB-Fim2 20 g 0 50 Mg 50 Ug

I.Capacidad protectora de CTB-Fim2

Para evaluar la efectividad de la inmunizacion intranasal (IN) o intraperitoneal (IP) con CTB-
Fim2 en prevenir la infeccion pulmonar causada por B. pertussis, ratones Balb/c hembras
fueron inmunizados 3 veces por via IN o IP con 5o pl conteniendo 20 o 50 pg de proteina y
desafiados con la cepa Tohama I|. Los resultados alcanzados en estos experimentos se
muestran en la Figura 33, en donde se vio que la inmunizacién con 20 pg de rFim2 por via
intranasal o por via intraperitoneal no resulta protectora ya que los recuentos de las bacterias
recuperadas de los pulmones (Log UFC/pulmdn=4,8) son similares a los hallados en los grupos
control PBS y CTB (Log UFC/pulmodn= 4,9) (Figura 33 A). Resultados similares se observaron
para el tratamiento rFim2 mezclada con CTB comercial (Log UFC/pulmdn=4,3). La reduccion
en el recuento de colonias mas importante se detect6 en el grupo de ratones inmunizados
intranasalmente con 20 pg de CTB-Fim2 (Log UFC/pulmdn=2,9), mostrando una disminucion

de 2 logs en los recuentos de colonias de B. pertussis respecto de los hallados en los controles
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PBS y CTB y en los grupos inmunizados con rFim2 por via IN o IP (p<000,1). Esta disminucion
en el nimero de colonias también es estadisticamente significativa en comparacion con el
grupo CTB+rFim2 (p<o,001). Nuevamente, en los grupos inmunizados con la vacuna

comercial

~ 108 ~



Tesis doctoral M. Noelia Olivera Capitulo Il

Capacidad protectora
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Figura 33. Evaluacion de la proteccion contra pertussis conferida por la
administracion intranasal de CTB-Fimz2. Las inmunizaciones fueron realizadas
con A) 20 pg o B) 50 pug de inmundgeno por via intranasal. Como cepa de desafio
se empled la cepa Tohama I. Las barras representan el promedio + SEM. *p<o,05
vs CTB+rFim2 5o pg, **p<o,001 vs CTB+rFim2 20 pg, ***p<o0,0001 vs rFim2 20
pg IN, PBS y CTB, ++p<0,001 vs rFim IP 5o pg, PBS y CTB, °p<o,05 vs CTB+rFim2
50 Mg, °°°p<0,0001 vs rFim2 50 pug, PBS y CTB, eeep< 0,001 vs todos los grupos.
La linea punteada indica el menor limite de deteccion.
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no se detectaron UFC en placa. En los ensayos realizados con mayores cantidades de
inmunogeno (50 pg) se tuvieron resultados similares a los obtenidos con 20 pg. Estos
muestran que ni duplicando la dosis administrada, los tratamientos rFim2 IN o IP, o
CTB+rFim2 resultan protectores frente al desafio con B. pertussis. Los Unicos animales
inoculados con inmundgenos recombinantes en donde se observaron una disminucion
significativa en el recuento de colonias respecto de los grupos PBS, CTB y rFim2 fueron
aquellos inmunizados con CTB-Fim2 IN (Log UFC/pulmodn=3,3 logs, p<o,001) o IP (Log
UFC/pulmdn= 3,7 logs, p<o,01). Como puede observarse, para el tratamiento CTB-Fim2 no se
observaron diferencias significativas entre las distintas vias de inmunizaciéon utilizadas,
aunque en el grupo inmunizado intranasalmente el recuento de colonias fue levemente
menor.

En estos ensayos también pudimos detectar que BpFim2 en una dosis de 50 pg es capaz de
proteger frente al desafio intranasal con B. pertussis, arrojando un valor de UFC en escala
logaritmica de 3,4 (p<0,0001 respecto los grupos PBS, CTB y rFim). Estos valores son menores
que los controles negativos y similares a los de los grupos CTB-Fim2 IN e IP.

Todos estos resultados nos permiten concluir que la proteina Fim2 aislada de B. pertussis
funciona como buen inmundgeno pero en cambio la proteina recombinante rFim2 no posee
actividad protectora en ninguna de las dosis ni vias de inmunizacidn ensayadas. El agregado
de CTB comercial a la preparacion de rFim2 no revierte la mala capacidad protectora de la
proteina recombinante. Solo se logran niveles adecuados de proteccion cuando rFim2 se
fusiona a CTB, con lo cual podemos atribuir la capacidad protectora del inmundgeno a la
fusion genética del antigeno al adyuvante de mucosas. La capacidad protectora de la proteina
fusionada CTB-Fim2 fue evidenciada tanto cuando es administrada por via sistémica como

por via mucosal.

Il. Analisis de la respuesta humoral inducida por CTB-Fim2

II.A Determinacion de anticuerpos IgG especificos en suero.

Para avanzar en el conocimiento de las propiedades inmunogénicas de la proteina CTB-Fim2,
realizamos ensayos de ELISA para evaluar la respuesta inmune humoral inducida por esta
proteina. Para ello obtuvimos sueros de los grupos de ratones inmunizados por via sistémica o
mucosal con CTB-Fim2 en dosis de 20 y 50 pg. Nos resulto interesante comparar la via de

inmunizacion intranasal con la intraperitoneal ya que es bien sabido que ésta Ultima genera
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una fuerte respuesta humoral sistémica frente a varios antigenos de pertussis (191, 243). Las
muestras se tomaron en distintos dias post inmunizacion y antes del desafio con la cepa B.
pertussis Tohama |. En la Figura 34 se muestran los resultados obtenidos con las muestras

recolectadas al dia 36 post inicio de los tratamientos, un dia antes del desafio con B. pertussis.

Como control se emplaaran

IgG en suero

Dosis: 20 ug

14

Abs 492nm

=

Abs 492nm

B

S

Figura 34. Evaluacion de los niveles de IgG anti-Fim2 mediante ensayos de
ELISA en sueros de ratones inmunizados con CTB-Fim2. Las placas fueron
cubiertas con una solucion de rFim2 (spg/ml). Los resultados presentados se
corresponden a los obtenidos en las muestras tomadas al dia 36 post-inicio de
tratamiento. Los mismos se presenthhl como medidas de abs a 492 nm. Las
barras representan el promedio + SEM. En el panel A se presentan los resultados
obtenidos cuando la dosis de CTB-Fim2 fue de 20 ug, mientras que en el panel B
cuando fue de 5o pg de CTB-Fim2. Con distinto color se indican las vias de
inmunizacion empoleadas. Las muestras fueron evaluadas por duplicado. **p
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muestras obtenidas de ratones tratados con PBS, CTB y rFim2. También se incluyeron en los
analisis muestras obtenidas de los ratones tratados con CTB+rFimz2.

En el panel A se muestran los resultados alcanzados cuando la dosis fue de 20 pg y en el panel
B cuando la dosis fue de 50 pg. Como puede observarse en la Figura 34 A, de todos los
tratamientos ensayados por via intranasal, el correspondiente a CTB-Fim2 presento los
niveles mas altos de IgG anti-Fim2. En este caso, los niveles de IgG anti-Fim2 alcanzados
fueron similares a los obtenidos por via sistémica (intraperitoneal) para rFim2. Se esperaba
que los niveles de anticuerpos inducidos por via intraperitoneal fueran altos ya que esta via
genera una fuerte respuesta humoral IgG en suero. Interesantemente, la inmunizacion
intranasal con 20 pg de CTB-Fim2 resultd en niveles significativamente mayores de anti-Fim2
IgG en suero que los grupos rFim2 IN (p<o,0001) y CTB+rFim2 (p<o0,001). Todos estos
resultados indicarian que la inmunizacién IN de rFimz2 fusionada genéticamente a CTB mejora
la respuesta IgG en suero de manera equiparable a la inmunizacion IP con el antigeno solo.
Cuando las dosis ensayadas fueron de 5o pg, los niveles de IgG especifica en suero aumentan
respecto de los hallados con la dosis de 20 pg en todos los tratamientos a excepcion de los
controles negativos (Figura 34 B). No se detectaron diferencias significativas entre los niveles
séricos de IgG hallados en los animales inmunizados por via sistemica o mucosal con CTB-
Fim2, con lo cual ambas vias de inmunizacion resultaron igualmente eficaces en la generacion
de una respuesta de IgG en suero con este inmundgeno. Cuando se comparan los niveles de
IgG hallados en los grupos rFim2 IP con los de CTB-Fim2 IP, los mismos resultan similares
mostrando que CTB no seria requerida para mejorar la respuesta inmune humoral cuando la

dosis que se emplea para la inmunizacion es de 50 pg.

11.B Determinacion de anticuerpos IgG e IgA especificos en lavados broncoalveolares

(BAL).

Puesto que una de las caracteristicas distintivas de la inmunidad en mucosas es la produccion

de IgA secretora, la cual interviene en el control de diferentes infecciones bacterianas y
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virales, decidimos evaluar la presencia de esta inmunoglobulina en los pulmones de los
ratones inmunizados con CTB-Fim2. Para ello realizamos ensayos de ELISA utilizando como
muestras a los lavados bronqueoalveolares (BAL) obtenidos de los ratones inmunizados y
tratados segun fue especificado en la seccidn anterior. Los resultados alcanzados se muestran
en las Figuras 35y 36. Como puede observarse en la Figura 35, la administracion intranasal de
20 0 50 pg de rFim2 no indujo niveles significativamente apreciables de 1gG en los BAL
obtenidos. Sin embargo, cuando se administré rFim2 por via sistémica, la proteina indujo un
aumento en los titulos de anticuerpos, independientemente de la cantidad de inmundgeno
dado y con una diferencia significativa en el caso de la dosis de 20 pug (p<o,05) respecto los
grupos rFim2 IN y controles. Estos resultados muestran una vez mas, que la inmunizacién por
via sistémica de rFim es mas efectiva que la intranasal en lo que se refiere a la generacion de
anticuerpos IgG, en este caso locales, cuando se administra el inmundgeno por si solo. El
mismo comportamiento se observé con el grupo CTB+rFim2 en ambas dosis (p<0,001 para la
dosis de 20 pg). Por su parte, la administracion por via intranasal de 20 o 50 pg de CTB-Fim2
IN generd niveles de IgG en BAL significativamente mas altos que los hallados en los grupos
de ratones inmunizados con rFim2 IN (p<o0,0001). Cuando la dosis empleada fue de 50 pg de
CTB-Fim2 IN, los niveles de anticuerpos medidos fueron los mas altos de todos los grupos y en
este caso, hubo un aumento estadisticamente significativo en comparacion con los grupos de
animales inmunizados con 50 pg de rFim2 IP y CTB-Fim2 IP (p<o,05). Estos resultados en
conjunto indican por un lado que la utilizacion de CTB como adyuvante, ya sea mezclado o
fusionado genéticamente al antigeno, aumenta la produccion de anticuerpos especificos IgG
locales en BAL. Por otro lado, cuando se usa CTB genéticamente fusionada al antigeno como
adyuvante, la via intranasal resulta mas efectiva que la intraperitoneal en la generacion de
respuesta humoral local.

Al evaluar los niveles de anticuerpos IgA especificos en los BAL, detectamos que de los grupos
inmunizados intranasalmente, solo el correspondiente a CTB-Fim2 en las dos dosis ensayadas
indujo niveles de anticuerpos altos (Figura 36 A). La administracion de los inmundgenos por
via sistémica no indujo niveles altos de IgA, ni aun cuando se empled la dosis de 5o pg. Los
niveles mas altos de anticuerpos se encontraron en los animales inmunizados por via IN con 50
pg de CTB-Fim2 (Figura 36 B), dando diferencias estadisticamente significativas entre este
grupo vy los grupos rFim2 IN, rFim2 IP, CTB-Fim2 IP (p<o,001) y CTB+rFim2 (p<o,05). Estos
resultados demuestran que la construccion CTB-Fim2 es un buen inmundgeno para inducir
anticuerpos IgA y que ademas la ruta intranasal es mas eficaz que la via intraperitoneal en la

generacion de este tipo de respuesta humoral.
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Todos estos resultados estarian acordes con los obtenidos con CTB-Fim2 en los ensayos de

proteccion, lo cual sugeriria un posible rol protector de los anticuerpos locales especificos IgG

elgA.

IgG en BAL

Dosis: 20 ug

Abs 492nm

Dosis: 50 ug O I:P
3.0 =

Abs 492nm

Figura 35. Evaluacion de los niveles de IgG anti-Fim2 mediante ensayos
de ELISA en lavados broncoalvetlaitdsde ratones inmunizados con CTB-
Fim2. Las placas fueron cubiertas con una solucion de rFimz2 (5 pg/ml). Los
resultados presentados se corresponden a los obtenidos en las muestras
tomadas al dia 44 post-inicio de tratamiento (dia del sacrificio). Los
micmos <e nrecentan como medidas de abe 3 702 nm | ac barrac
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II.C Determinacion de anticuerpos IgA especificos en lavados nasales.

Evaluamos luego la respuesta humoral IgA contra Fim2 en el tracto respiratorio inducida por
CTB-Fim2. Para ello evaluamos la presencia de esta inmunoglobulina en lavados nasales de
ratones inmunizados con CTB-Fim2. En esta oportunidad las medidas se realizaron sobre
muestras tomadas de los animales inmunizados por via intranasal. Los resultados alcanzados
se muestran en la Figura 37. Si bien para ambas dosis de CTB-Fim2 empleadas los niveles de
IgA secretora fueron superiores a los obtenidos en los otros grupos, no se pudieron detectar
diferencias significativas entre tratamientos aunque si con los controles negativos. Al igual
que los anticuerpos anti-Fim2 IgA presentes en los pulmones, estos anticuerpos secretados a

la cavidad nasal podrian tener algun rol en la proteccidon contra la infeccion con Bordetella

pertussis.
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11.D Analisis de isotipos de IgG en suero.

Capitulo Il

La evaluacion de los perfiles de las subclases de IgG en suero luego de la vacunacion y la

infeccion natural brinda informacién sobre los mecanismos inmunoldgicos, aun no

completamente comprendidos, que ofrecen proteccion contra la tos convulsa. En este punto

es importante recordar que la produccion de anticuerpos IgG2a estd relacionada

predominantemente con una respuesta inmune del tipo Th1, mientras que una respuesta Th2

estd asociada a la produccion de anticuerpos IgGi. En base a ello evaluamos los subtipos de

IgG sérica, G1y G2a especificos para Fimz2 al dia 36 post-inicio de tratamiento (Figura 38).

En acuerdo con los valores de IgG totales encontrados en suero (Figura 35), se detectaron

niveles significativamente mas altos de anticuerpos anti-Fim2 en los grupos de ratones

inmunizados con CTB-Fim2 IN para la dosis de 20 pg (Tabla XV). Un comportamiento similar

se detectd con la dosis de 50 pg, donde los niveles mas altos de anticuerpos se

IgG1 e IlgG2a en suero
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Figura 38. Determinacion
de isotipos de anticuerpos
anti-Fim2 IgGz e IgG2a.
Comparacion  de  los
niveles de anti-Fim2 IgG1 e
IgG2a en suero inducidos
por A) 20 ug y B) 50 pg de
CTB-Fim2 administrada IN.
En la figura se muestran los
niveles de anticuerpos
medidos al dia 36. Los
datos determinados por
ELISA se expresan como la
media de la absorbancia a
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Tabla XIlI. Analisis de doble varianza (ANOVA) para comparar isotipos de IgG en suero.

Capitulo Il

vs vs CTB-Fim2  vs CTB-Fim2
Dosis Grupo vs PBSy CTB vs rFim2 IN vs rFim2 IP
CTB+rFim2 IN IP
lgGa * ns - ns - -
rFim2 IP
lgG2a Ns * - ns ns -
20 p_g IgGl *%* *Xx% * **k%* - -
CTB-Fim2
lgG2a *xKk ** ns * - -
lgGa Ns - - ns * **x
rFim2 IN
lgG2a *% - ns ns ** **x
|9G1 *k* *k*x - *xx - -
rFimz2 IP
IgG2a ** ns - * * -
50 g
lgGa * * ns ns - ns
CTB-Fim2 IN
|nga *k*x ** * **k%* - ns
|gGl ** *%* ns *%* ns -
CTB-Fim2 IP
|nga *k*x ** * *xx ns -
*p<o0,05
*%*p< 0,001
*%*%p<0,0001

ns: no significativo

Luego del analisis de ANOVA se realizo el test de Bonferroni

~ 118 ~



Tesis doctoral M. Noelia Olivera Capitulo 1l

encontraron nuevamente en los grupos inmunizados por via IN con CTB-Fim2, y por via IP con
rFim2 y CTB-Fim2. Teniendo en cuenta que las diferencias entre los niveles de IgG1 e IgG2a
detectados para el tratamiento CTB-Fim2 no fueron significativas podemos concluir que la

respuesta provocada por esta proteina de fusidn podria ser del tipo mixto Th1/Th2.

lll. Analisis de la expresion de citoquinas en pulmoén.

Existen varios reportes que muestran que la infeccion con B. pertussis tanto en humanos como
en ratones induce una respuesta immune de tipo Tha (19, 167, 278). Estudios de inmunidad
celular mostraron que las células Tha secretoras de IFN-y estan asociadas con la recuperacion
de nifos de la tos convulsa (167, 223). En ratones, el IFN-y es requerido para controlar la
infeccion por la bacteria en el tracto respiratorio (18, 164). En cuanto a la respuesta Thay,
recientemente Ross y colaboradores demostraron que las vacunas aP que utilizan aluminio
como adyuvante inducen respuestas Th2 y Thiy, en donde la IL-17 cumplia un rol esencial en
el control de la enfermedad, mientras que la IL-4 resultaria no seria primordial (222).

En este contexto decidimos evaluar el tipo de respuesta inmune inducida por nuestro
candidato vacunal, CTB-Fim2. Para ello, mediante ensayos de qPCR evaluamos los niveles de
los ARNm que codifican para las citoquinas IFN-y (marcardor de respuesta Thi), IL-4
(marcardor de respuesta Th2), e IL-17 (marcardor de respuesta Thiy). Especificamente
cuantificamos los niveles de citoquinas en los pulmones de los animales inmunizados con 20
Mg de inmunogeno por via intranasal. Como se realizaron pooles de ARN por grupo, los
valores obtenidos no presentan desvio estandar (Figura 39). Los resultados alcanzados
muestran que el grupo de ratones inmunizados con rFim2 presento bajos niveles de ARNm de
IFN-y e IL-17, pero niveles altos del de IL-4, indicando una respuesta inmune mayormente del
tipo Th2 para este inmunogeno. El grupo de animales inmunizados con CTB+rFim2 expreso
bajos niveles de todas las citoquinas. Por Ultimo, CTB-Fim2 indujo niveles altos de todas las

citoquinas analizadas, indicando que la respuesta que induce es del tipo mixta Th, Th2, y Thay.
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Figura 39. Analisis de expresion de ARNm de citoquinas en pulmoén
por qPCR. Expresion relativa de ARN mensajero en pulmoén de las
citoquinas A) IFN-y, B) IL-4 e C) IL-17. Se mezclaron los cortes de
pulmodn de todos los ratones de un mismo grupo en trizol y se extrajo
el ARN total. Cada barra representa el valor medido para cada grupo
de animales. Solo se analizaron los grupos de ratones inmunizados
intranasalmente con 20 pg de;jgmunogeno. Los resultados son
representativos de dos experimentos distintos.
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IV. Hallazgos histoldgicos.

Finalmente, realizamos un examen histoldgico de cortes de pulmones luego del sacrificio
de los ratones tratados con CTB y CTB-Fim2 IN (ambas dosis). Los resultados alcanzados
se muestran en la Figura 40. Como era de esperar en los animales no infectados se
observé una histologia normal en pulmén (datos no mostrados). En los animales
infectados en cambio se detectaron distintos grados de inflamacion en pulmon, la cual se
ve representada por bronquiolitis, vasculitis, hipertrofia de las células de la mucosa
bronquiolar, y alveolitis. La inflamacion encontrada en los pulmones del grupo CTB fue
leve (Figura 40 A), moderada en los animales inmunizados con 20 pg de rFim2 (Figura 40
B) y severa en los grupos inmunizados previamente por via intranasal con 50 y 20 pg de
CTB-Fim2 (Figuras 40 Cy D, respectivamente), donde se observaron areas extensas de los
pulmones ocupadas por exudado celular y algun grado de consolidacion. De esta manera,
estos resultados muestran que en los tratamientos en donde se observaron niveles

adecuados de proteccion la inflamacion pulmonar fue mayor.

Figura 40. Secciones representativas de pulmones de ratones BALB/c luego del
desafio con B. pertussis. A) Inflamacion pulmonar leve en ratones inmunizados con
CTB. B) Inflamacion pulmonar moderada en ratones inmunizados IN con 20 pg de
rFim2. C) Inflamacion pulmonar severa en ratones inmunizados IN con 50 pg de CTB-
Fim2. D) Inflamacion pulmonar severa con exudados de células y neumonia en
ratones inmunizados IN con 20 pg de CTB-Fim2. Solo se muestran imagenes
representativas de dos experimentos. La tincion se realizd con hematoxilina-eosina.
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3.3 Discusion

En este Capitulo presentamos los resultados obtenidos con la proteina de fusion construida a
partir de las proteinas CTB y Fim2. La seleccion de Fim2 respondio al hecho de que se trata de
un factor de virulencia de B. pertussis bien conocido por sus propiedades inmunogénicas y
protectoras al ser administrado por via sistémica (131, 217). Si bien en estudios previos se vio
que la Fim2 purificada a partir de un cultivo de B. pertussis confiere proteccion contra la
infeccion en el modelo murino al administrarla por via intraperitoneal (131, 217), animales
inmunizados por esta via con Fim2 recombinante no fueron protegidos frente al desafio con la
bacteria (270). Las bases moleculares de esta diferencia no han sido establecidas, pero podria
deberse a diferencias en la estructura de las fimbrias obtenidas por distintos métodos. Por
otro lado, la capacidad protectora de la rFim2 o BpFim2 administrada por via intranasal no ha
sido reportada previamente.

Teniendo en cuenta las propiedades de CTB y considerando la via mucosal como la mas
proxima a la infeccion, trabajamos en la construccion y caracterizacion de una proteina de
fusion CTB-Fim2 para ser administrada por via intranasal, estrategia que resultd exitosa en
generar una respuesta humoral mas potente en ratones en el Capitulo anterior. Empleando
técnicas de ingenieria genética sencillas logramos obtener exitosamente a CTB-Fim2 en una
conformacion pentamérica, la cual parece ser importante en relacion a su capacidad
adyuvante (197). El empleo de esta proteina en el modelo de proteccion en ratones nos
permitié detectar una reduccion significativa en el nUmero de bacterias recuperadas de los
pulmones de los ratones inmunizados, reduccion que se logré al emplear 20 o 50 pg de CTB-
Fim2 ya sea administrada por via mucosal como por via sistémica. Esta reduccidon en el
numero de bacterias recuperadas fue significativa cuando se la compard con aquellas
obtenidas en los animales tratados con rFim2, CTB+rFim2, o los controles negativos PBS y
CTB. La capacidad protectora de CTB-Fim2 podria deberse, al menos en parte, tanto al
aumento de la captura del antigeno acoplado a través de la barrera de la mucosa (120), como
a una entrega mas eficiente del antigeno a las APCs (229). La inmunizacion intranasal con
CTB-Fim2 resultd ser mas efectiva que la intraperitoneal, lo cual era esperable por ser CTB
adyuvante de mucosas. En las condiciones ensayadas y en acuerdo con otros autores (270),
rFim2 no fue capaz de reducir la carga bacteriana en los pulmones al administrarla tanto por
via IP como IN en ambas dosis. Interesantemente, BpFim2 funcioné como inmunogeno
protector cuando fue administrardo por via mucosal reforzando asi la importancia en la

proteccion no solo de este inmundgeno, sino de la via mucosal. Esta es la primera vez en la
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que se demuestra la capacidad protectora de la Fim2 administrada por via intranasal, tanto
recombinante (pero fusionada a CTB) como purificada a partir de B. pertussis.

La inmunizacién mucosal con 20 pg de rFim2 practicamente no tuvo efecto en la generacion
de anti-Fim2 IgG en suero. Se necesité aumentar la dosis a 50 pg para inducir una respuesta
inmune. La inmunizacion sistémica con rFim2 también provoco el aumento en el titulo de
anticuerpos. Esto era de esperarse ya que esta reportado que la aplicacion parenteral de
antigenos de B. pertussis inducen niveles altos de IgG en suero (140). Mas importante fueron
los hallazgos sobre los niveles de anti-Fim2 1gG sérica inducidos por CTB-Fim2 IN que fueron
similares a aquellos generados por rFim2 y CTB-Fimz2 via IP. Estos resultados indicarian que la
administracion mucosal del antigeno fusionado a CTB es igual de efectiva que la via IP en
generar una fuerte respuesta humoral IgG en suero. Como los grupos inmunizados con ambas
dosis de rFim2 IP no fueron protegidos frente al desafio con el patdgeno, podria decirse que
los anticuerpos IgG anti-Fim2 en suero, si bien pueden llegar a contribuir a la proteccion, no
son esenciales.

Por otra parte, un efecto similar se observd al medir anti-Fim2 IgG en los lavados
bronqueoalveolares. Solo los grupos inmunizados via IP o aquellos que utilizaron CTB como
adyuvante indujeron una respuesta humoral IgG en los pulmones. En este Ultimo caso, al
aumentar la dosis de CTB-Fim2 a 5o pg se observa un mayor aumento de niveles de
anticuerpos IgG en pulmones, aun mayor que en el grupo CTB+rFim2. Esto indica que tanto
CTB como la administracion IN de la proteina son necesarios para inducir una fuerte respuesta
humoral IgG en el pulmén. Nuevamente, estos anticuerpos no serian imprescindibles para la
proteccion ya que el grupo de animales inmunizados con rFim2 IP generaron niveles similares
de anti-Fim2 en comparacion con los grupos CTB-Fim2 IN.

Al evaluar la presencia de anti-Fim2 IgA en BAL en los animales luego de su sacrificio,
observamos que solo las muestras de los ratones inmunizados con CTB-Fim2 IN presentaban
niveles altos de estos anticuerpos independientemente de la dosis empleada. Este resultado
no se observo en ninguno de los otros tratamientos realizados, lo cual sugiere que la presencia
de anti-Fim2 IgA en pulmdn, mas que los anticuerpos IgG en suero y BAL, tendria un rol en la
proteccion generada por CTB-Fim2. De hecho, nuestros resultados muestran que la fusion de
CTB a rFim2 asi como también la inmunizacion IN fueron criticas para la induccion de IgA-S en
BAL. Un resultado similar se observd en los lavados nasales. Si bien no se midieron
anticuerpos especificos en los grupos inmunizados por via sistémica, es sabido que estos
anticuerpos son importantes para la proteccion frente a B. pertussis (110, 116). Todos estos
resultados son consistentes con trabajos publicados anteriormente que muestran que la

administracion de inmundgenos por via parenteral es menos efectiva que la ruta mucosal en
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inducir una respuesta inmune en la mucosa (122) y que esta respuesta puede ser importante
para la proteccion. Por ejemplo, se ha observado que la inmunizacion intranasal y
transcutanea con un antigeno de Chlamydia muridarum indujeron altos niveles de IgG
especifica en suero y BAL, pero solo la inmunizacion IN generd IgA especifica en BAL
utilizando CTB como adyuvante (237). Pareceria que CTB induce a las células B a aumentar la
produccidn de IgA-S (226) y al cambio de isotipo a igA a través de TGF-f1(138).

En relacion al tipo de respuesta inmune inducida por CTB-Fimz2, pudimos observar que cuando
la proteina es administrada por via mucosal se registra un aumento comparable en las
cantidades de IgG1 e IgG23a, lo cual sugiere un aumento de la respuesta T-helper hacia un perfil
mixto Th1/Th2. La informacion disponible acerca de la distribucion de las subclases de I1gG
contra las vacunas contra pertussis muestra que la subclase predominante luego de la
vacunacion y la infeccion natural es IgG1, aunque también encontraron niveles relativamente
altos de IgG2 (111, 276). Pareciera entonces que en este ensayo, CTB fusionada a Fim2 induce
el aumento de IgG2a en suero luego de la vacunacién, dando como resultado niveles similares
de IgG1 e IgG2a. Esta observacion es consistente con otras en donde se vio que la utilizacion
de CTB como adyuvante genera este tipo de respuestas mixtas (79, 126). En cambio, los
inmunogenos rFim2 IN e IP generaron niveles levemente mas altos de IgGi, orientando la
respuesta a una respuesta Th2.

Este hecho fue corroborado al medir la expresidn de citoquinas en pulmodn, donde se vio que
los ratones inmunizados con 20 pg de rFim2 IN generaron niveles altos de los ARNm de IL-4
pero bajos de IFN-y e IL-17. Interesantemente, los ratones inmunizados con 20 pg de CTB-
Fim2 expresaron niveles altos de los ARNm correspondientes a las citoquinas IFN-y, IL-4 e IL-
17 en comparacion a los hallados en el resto de los tratamientos estudiados. Esto indicaria una
respuesta mixta Tha, Th2 y Thay. Este hecho es beneficioso ya que para la eliminacion de la
bacteria del tracto respiratorio se necesita tanto de una respuesta celular como humoral (116).
El IFN-y se requiere para el control de la infeccion por B. pertussis en el tracto respiratorio, ya
que ratones que carecen de esta citoquina o su receptor desarrollan una infeccion diseminada
y letal (18, 164). La IL-4 se secreta como producto de una respuesta Th2. Las células Th2
ayudan a las células B a secretar anticuerpos IgE, 1gG1 e IgG3, los cuales neutralizan toxinas y
previenen la adherencia de la bacteria al tracto respiratorio (116). Por otra parte, estudios
recientes en humanos sugieren que las células Th1y son producidas en respuesta a la infeccion
con B. pertussis (70) y estudios en ratones mostraron que el posible rol de IL-17 en la
inmunidad protectora frente a B. pertussis es favorecer la destruccion bacteriana por
macrofagos. Esta respuesta es dependiente de la sefalizacion por el TLR4 e IL-1 (115). Las

células Thiy son consideradas importantes para la respuesta inmune del huésped contra
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patogenos extracelulares en las vias respiratorias (16, 161), pero también estan asociadas con
inflamacion crénica y autoinmunidad. La produccidn de células Thay por parte de las vacunas
aP requiere de la activacion de la sefalizacion de IL-1R en las células del sistema inmune
innato y la proteccion fue asociada con el reclutamiento de células a los pulmones luego del
desafio con B. pertussis y con la activacion de la eliminacion de la bacteria por parte de
neutrofilos y macrdéfagos (222). La IL-17 induce la produccion de citoquinas y contribuye al
reclutamiento de neutrofilos y a la activacion de células del sistema inmune innato (148, 273).
Entonces, las respuestas Th1/Th1i7 generadas por CTB-Fim2 administrada intranasalmente
podrian ser las responsables de la proteccidn conferida por este inmundgeno.

Finalmente, el hecho de que se observo mas lesion pulmonar en los animales mas protegidos
podria explicar que precisamente la respuesta inmune generada por aquellos inmundgenos
que ofrecieron mayores niveles de proteccion es la responsable tanto de la reduccion de la
carga bacteriana, asi como del mayor grado de inflamacidn presente en los pulmones. Esta
observacion se ha encontrado en otro estudio (251).

En conclusion, los resultados presentados aqui demuestran que CTB es un potente adyuvante
de la mucosa que convierte a rFim2 en un inmundgeno protector, estimulando tanto la

respuesta sistémica como mucosal.
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4.1 Conclusiones

Pertussis es una enfermedad infecciosa aguda de las vias respiratorias causada principalmente
por Bordetella pertussis. Si bien la morbilidad y mortalidad debida a esta enfermedad han
disminuido significativamente a partir del uso masivo de vacunas desde 1940, esta
enfermedad no solo no se ha podido erradicar, sino que en la actualidad es considerada
reemergente (185). Para su prevencion, en un comienzo se utilizaron vacunas celulares que a
pesar de ser efectivas, fueron cuestionadas en términos de bioseguridad. Los reportes sobre
reacciones adversas asociadas a la vacunacion con la vacuna celular focalizaron las
investigaciones hacia el disefio y desarrollo de nuevas formulaciones que a diferencia de las
anteriores estarian formadas por componentes bacterianos purificados y no por la bacteria
entera. La situacion de resurgencia de la enfermedad valorizé a las vacunas acelulares ya que
son las Unicas recomendadas para ser aplicadas en adolescentes y adultos por su baja
toxicidad luego de varias aplicaciones (169).

Si bien las vacunas acelulares se utilizan mundialmente y son consideradas efectivas, la
inmunidad conferida por éstas pareceria no ser tan duradera comparada con la inducida por la
infeccion natural o por las vacunas celulares (235).

Aunque se cuente con estas valiosas herramientas de prevencion, todavia se registran muchos
casos de enfermedad: por afo se estima que ocurren 16 millones de casos en todo el mundo
de los cuales 195.000 resultan ser fatales. En Argentina y en otros paises, la enfermedad ha
evolucionado en forma de brotes epidémicos cada 3-5 afios y se ha registrado un aumento
significativo de casos de pertussis en nifios, adolescentes y adultos (124). Varias son las causas
que se adjudican a la resurgencia, la mayoria de ellas estan asociadas a deficiencias en las
vacunas, asi como también a la existencia de polimorfismos en cepas de B. pertussis,
generando la evasion de la respuesta inmune inducida por la vacunacion (185).

Para afrontar el problema de la resurgencia de la enfermedad, una de las estrategias
mundialmente aceptada consistié en mejorar las coberturas vacunales y en incorporar mas
dosis de refuerzo. La incorporacion de estos refuerzos responde al objetivo de disminuir no
solo carga de la enfermedad sino también las principales fuentes de infeccion para los mas
vulnerables, los lactantes menores de 6 meses. Esta estrategia representa un desafio que
debe superar problemas econdmicos y de logistica. Este contexto sin dudas ha profundizado
la necesidad de desarrollar nuevas vacunas acelulares, menos reactogénicas que confieran
inmunidad por mas largo plazo y contra los distintos genotipos bacterianos que circulan en la

actualidad en la poblacion, de forma de evitar la inclusion de refuerzos.
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Teniendo en cuenta este marco, y considerando que luego de la infeccidn con B. pertussis el
individuo infectado adquiere inmunidad protectora por mas largo plazo, este trabajo de tesis
contemplé la busqueda de nuevas formulaciones vacunales de aplicacion mucosal mediante la
inmunizacion intranasal y el empleo de un adyuvante de mucosas para mejorar las estrategias
vacunales anti-pertussis. Todas las vacunas actuales de pertussis se administran por via
parenteral. En este sentido, se escogid la via intranasal como ruta de inmunizacion, ya que es
la via de infeccion de B. pertussis y de esta manera permitiria direccionar los mecanismos
efectores de la respuesta inmune del huésped al sitio de ingreso del microorganismo. Existe
una vasta literatura que demuestra que la inmunizacion intranasal no solo induce la formacion
de anticuerpos en las superficies superiores e inferiores de las vias respiratorias (121, 196,
248), sino que también genera una inmunidad sistémica que resulta fundamental en el control
de las infecciones invasivas. La vacunacion por via intranasal resulta también atractiva por ser
indolora, mas econdmica y de facil aplicacion al no utilizar jeringas (137).

Existen varios desarrollos de vacunas mucosales contra diferentes patdgenos, en donde varias
de ellas cuentan con resultados promisorios en animales y en ensayos clinicos (196). Ademas,
existen dos vacunas nasales aprobadas, ambas contra influenza (FluMist trivalente y
tetravalente), las cuales mostraron una fuerte inmunogenicidad y proteccion (www.fda.gov).
En lo que respecta a pertussis, la via mucosal se ha ensayado con vacunas atenuadas que
arrojaron resultados prometedores ya que inducen respuestas Thi mas duraderas, imitando la
infeccion natural (162). En algunos casos la proteccion observada con estas cepas en ratones
luego de una sola dosis intranasal fue mayor que para la vacuna aP (177). La via mucosal
también se ha empleado con formulaciones basadas en proteinas recombinantes fusionadas a
la toxina colérica empleada como adyuvante: se han probado como candidatos a la PTx
fusionada a las subunidades A2 y B de la CT, y al fragmento N-terminal de la FHA co-
administrado con CT o CTB. En ambos casos los candidatos vacunales protegieron frente a
una infeccién con B. pertussis y generaron una respuesta inmune humoral sistémica y de
mucosas (4, 156).

Teniendo en cuenta estos resultados alentadores, y considerando que un inmundgeno por si
solo dificilmente genere proteccion a través de la inmunizacidn por via mucosal, decidimos
emplear la estrategia de proteinas recombinantes fusionadas genéticamente a la subunidad B
de la toxina colérica, por ser éste un demostrado y potente adyuvante principalmente de
mucosas, pero también de la via sistémica (229). Ademas, se ha utilizado exitosamente en la
vacuna humana contra el cdlera (197).

Para la seleccion de los candidatos vacunales, buscamos aquellos que podrian hacer frente, al

menos en parte, a dos de las causas que han llevado a la resurgencia de la enfermedad: el
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polimorfismo observado en cepas circulantes del B. pertussis, y calidad y duracion de la
inmunidad de las actuales vacunas acelulares. Teniendo en cuenta que un Unico candidato
probablemente no pueda suplir los dos requisitos, seleccionamos por un lado proteinas
propias de la poblacion bacteriana circulante, y por el otro a una proteina conservada pero con
demostrada capacidad protectora. En particular elegimos a las proteinas Bsp22 (componente
del SSTT) y LpdA (dihidrolipoamida deshidrogenasa) propias de la poblaciéon bacteriana
circulante y a la fimbria serotipo 2 (Fim2). El hecho de que Bsp22 y LpdA resultaron ser
inmunogeénicas en otros patégenos contribuyo a la seleccion de las mismas (125, 174). Por su
parte, Fim2 fue seleccionada ya que es uno de los inmundgenos incluidos en algunas de las
formulaciones acelulares de aplicacion parenteral.

La primera etapa del trabajo consistio en la construccion genética de las proteinas fusionadas
a CTB, ya que existe evidencia que asi es como ejerceria un efecto adyuvante mas eficaz (197).
El clonado en el vector pAE-ctxB de las 3 secuencias que codifican para los inmundgenos
seleccionados resultd ser exitoso. Mas aun, pudimos establecer condiciones experimentales
en las cuales E. coli las expresa con adecuados rendimientos como para realizar los
experimentos in vitro e in vivo propuestos. A partir de las construcciones obtenidas, logramos
purificar las tres proteinas recombinantes en su conformacion pentamérica luego de la
realizacion de la técnica de replegado por dilucién y por didlisis. Estos resultados posicionan al
vector pAE-ctxB y la expresidon de proteinas recombinantes en un sistema procariota como
herramientas Utiles y econdmicas a la hora de la busqueda y produccion de proteinas
recombinantes como candidatos vacunales a escala de laboratorio.

Como nuestro objetivo primordial fue evaluar la capacidad protectora de cada uno de los
candidatos vacunales seleccionados, realizamos experimentos in vivo empleando el modelo
de desafio intranasal en ratones. De todos los candidatos y condiciones ensayadas, pudimos
detectar que solo la proteina recombinante Fim2 fusionada a CTB es capaz de proteger frente
a lainfeccidn con B. pertussis cuando es administrada por via mucosal. Estos resultados fueron
llamativos ya que en trabajos anteriores se habia demostrado que la proteina recombinante
Fim2 utilizada en dosis similares pero administrada por via sistémica no presentd capacidad
protectora en este modelo (270). Mas interesante aun fue que la proteina recombinante
fusionada a CTB también se comportdé como protectora cuando fue administrada
sistémicamente. Estos resultados muestran por primera vez que la Fim2 recombinante
administrada por via intranasal o sistémica protege frente a una infeccion subletal con B.
pertussis en dosis de 20 y 5o pg, utilizando CTB como adyuvante. La via intranasal también
resultd ser adecuada para la Fim2 purificada a partir de B. pertussis ya que en nuestros

ensayos fue capaz de generar niveles de proteccidn adecuados contra la infeccidon por la
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bacteria. Hasta aqui comprobamos como el cambio en la eleccion de la ruta de inmunizaciony
del adyuvante utilizado pueden lograr que un inmundgeno recombinante que de por si no es
protector, lo sea.

Al utilizar la via intranasal de inmunizacidn con las proteinas fusionadas CTB-rBsp22 y CTB-
rLpdA, no obtuvimos resultados satisfactorios para la proteccion. Esto quizds sea
consecuencia del bajo poder inmunogénico de las mismas o simplemente las condiciones
ensayadas no fueron las adecuadas. De hecho la proteina recombinante rBsp22 mostré una
tendencia de reduccion en el recuento de colonias en placa, lo cual alienta a sequir estudiando
este inmundgeno administrado por via mucosal.

Respecto de la respuesta humoral sistémica inducida por los candidatos vacunales estudiados,
los ensayos de ELISA realizados mostraron que la fusion genética del inmundgeno a CTB
aumenta los niveles séricos de anticuerpos especificos IgG. Mas aun, si bien es sabido que la
administracion intranasal de un inmundgeno por si solo por lo general no resulta efectiva en la
induccion de una fuerte respuesta humoral sistémica (8), la administracion intranasal del
candidato vacunal fusionado a CTB fue igual de efectiva que la via intraperitoneal en la
generacion de anticuerpos IgG especificos en suero.

A nivel de mucosas y especificamente en los lavados nasales, pudimos detectar que los niveles
de anticuerpos especificos IgA fueron mayores en los animales que habian sido tratados con
los candidatos vacunales fusionados a CTB.

Para CTB-Fim2 administrada por via intranasal también pudimos detectar en los lavados
bronquealveolares de los animales una respuesta IgG e IgA en la mucosa mayor respecto los
demas grupos. Todos estos datos sugieren que anticuerpos locales IgA en el tracto
respiratorio, asi como también los anticuerpos IgG e IgA en pulmén, posiblemente jueguen un
rol en la proteccion inducida por CTB-Fim2. De todas maneras, hay que tener en cuenta que la
produccion de anticuerpos no es indispensable para inducir una respuesta protectora efectiva
(216).

En lo que respecta a IgG, la distribucion de isotipos de IgG en BAL se asemeja a la distribucion
que hay en suero. Esto ha llevado a la hipdtesis de que en las vias aéreas distales se deriva
gran parte de la IgG sistémica que llega a los alveolos por difusion pasiva (248). 1gG exhibe su
funcién inmunoldgica a través de una serie de mecanismos, de los cuales el mas importante es
la opsonizacion de patdgenos al unirse a los receptores Fc y de las células mieloides, como los
macrofagos alveolares y neutrdfilos. La activacion de los receptores FcyRI y FcyRIIl también
aumenta la habilidad de los fagocitos de aniquilar los patégenos en fagolisosomas (22).
Particularmente en pertussis, se ha descripto que anticuerpos IgG opsonizan a la bacteria

induciendo la formacion de fagolisosomas en neutrofilos y favoreciendo su aniquilacion en un
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proceso dependiente de la activacion de FcyRI, FcyRlla y FcyRIlIb (219). A diferencia de lo que
ocurre con IgG, la composicion de IgA en la mucosa no se correlaciona con la IgA sérica (23).
Esto explicaria por qué en los ensayos con CTB-LpdA y CTB-Fim2 no medimos niveles de IgA
detectables en suero pero si en lavados nasales y pulmdn. Por otro lado, IgA-S se encuentra
en conformacién dimérica, ensamblada a un fragmento del receptor polimérico de
inmunoglobulina, mientras que la IgA sérica es monomérica. IgA-S difiere también en sus
funciones inmunoldgicas respecto a las IgA e IgG monomeérica. Mientras que la IgA
monomérica tiene las mismas habilidades que la IgG de activar fagocitos y la cascada del
complemento, la IgA-S posee funciones no inflamatorias al unirse e inmovilizar patégenos o
neutralizar toxinas bacterianas, pero no activa al complemento. Esto previene la adherencia
de patdgenos al epitelio y la promocion de una respuesta innata por las células epiteliales, que
como mencionamos en el Capitulo |, también ayuda a la respuesta inmune del huésped frente
a B. pertussis (36).

En este trabajo vimos que se requiere tanto de la inmunizacion intranasal como de la fusion
genética de CTB al antigeno para inducir una fuerte respuesta inmune mucosal, la cual pudo
haber tenido un papel importante en la proteccién inducida por CTB-Fim2, a través de los
mecanismos explicados anteriormente.

El hecho de que CTB-Fim2 administrada por via intraperitoneal haya generado proteccion sin
haber inducido niveles apreciables de IgG e IgA en BAL seguramente se deba a que como
mencionamos en el Capitulo |, la respuesta humoral por si sola no es suficiente para generar
una proteccion efectiva. En este caso entonces, CTB gatilla otro tipo de respuesta implicada
en la proteccion inducida por ese inmundgeno, como se describe a continuacion.

La distribucion de isotipos de IgG en suero luego de la vacunacion da una idea del tipo de
respuesta inmune generada por una vacuna. Al querer estudiar la calidad de respuesta inmune
inducida por nuestro candidato vacunal, medimos los anticuerpos anti-Fim2 IgGz1 e IgG2a en
suero y encontramos que no solo el grupo de animales inmunizados intranasalmente con
CTB-Fim2 fueron los que indujeron mayores niveles de anticuerpos, sino que los niveles de
IgG1 eran similares a los niveles de IgG2a, indicando una respuesta mixta Th1/Th2. La
informacion previa sobre la distribucion de las subclases de IgG contra antigenos de pertussis
es escasa. Tres estudios previos investigaron la distribucion de isotipos de IgG luego de la
infeccion y vacunacion con pertussis (86, 111, 276). En el mas reciente se concluyo que la
vacuna de pertussis utilizada para la primera inmunizacidn es determinante en la distribucion
de las subclases de IgG previo a la infeccion o a una nueva inmunizacion (111). Tanto en nifios
sanos vacunados con aP, como en nifios infectados, 1gG1 fue el isotipo de IgG predominante

mientras que los anticuerpos IgG2 e IgG3 contribuyeron escasamente a la respuesta. Ademas
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encontraron niveles altos de IgG4 luego de 5 inmunizaciones con aP, lo cual se correlaciona
con un aumento de respuestas IgE especificas, que lleva a la polarizacion de células T a células
Th2. Estos resultados avalan el conocimiento existente en donde la respuesta frente a
antigenos de pertussis, como ocurre en las vacunas aP, es de tipo Th2. Debido a que las
vacunas wP contienen menor concentracion de antigenos purificados y mayores cantidades
de componentes como el LPS, inducen una respuesta inmune predominantemente del tipo
Tha. En esta tesis vimos que la fusion genética de CTB a la Fim2 indujo la produccion tanto de
anticuerpos IgG1 como IgG2a, generando tanto una respuesta mixta Th2 y Thi. Para
corroborar que CTB-Fim2 genera esta respuesta mixta se midieron los niveles relativos de los
ARNm que codifican para las citoquinas IFN-y, IL-4 e IL-17. Los resultados alcanzados
mostraron que solo el grupo inmunizado intranasalmente con CTB-Fim2 fue capaz de generar
los niveles mas altos de ARNm de todas las citoquinas evaluadas. Esto confirmaria no solo que
la respuesta inducida por CTB-Fim2 es mixta celular/humoral (Th1/Th2), sino que ademas
provoca una respuesta de tipo Thiy. En el Capitulo | de este trabajo de tesis hemos
desarrollado con mayor profundidad el aspecto de la duracion de la inmunidad conferida por
vacunas y en particular la pérdida mas rapida de la inmunidad adquirida luego de la
vacunacion con las vacunas acelulares. Esta pérdida de inmunidad conferida por las vacunas
aP puede ser el reflejo del adyuvante utilizado: actualmente, las vacunas se administran con
aluminio como adyuvante. Si bien el aluminio ha probado ser sequro para su utilizacion en
humanos, favorece la induccidon de células Th2 y la produccion de anticuerpos. Ya hemos
mencionado que las vacunas wP o la infeccion natural, las cuales generan altos niveles de
proteccion, promueven respuestas Thi y Thiy, mientras que las vacunas aP inducen
respuestas Th2 y Thiy en ratones (116). Por lo tanto, la falla de las vacunas aP que utilizan
hidroxido de aluminio como adyuvante en inducir respuestas Th1 (y por ende la secrecion de
IFN-y), puede ser una explicacion para el aumento de la incidencia de pertussis en las
poblaciones que utilizan vacunas aP. Esto concuerda con nuestros resultados en donde rFim2
administrada por via intraperitoneal junto con aluminio como adyuvante, o por via intranasal
no haya resultado protectora. De hecho, rFim2 indujo niveles mas altos de anticuerpos IgGi
que de IgG2a, marcando la polarizacidon de la respuesta hacia el tipo Th2. En el caso de la
rFim2 entregada por ruta mucosal, esto se comprobd por la expresion de IL-4 en pulmon.

Segun vimos en el Capitulo Ill, la utilizacién en este trabajo de CTB como adyuvante
alternativo y el hecho de que CTB-Fim2 genere no solo respuestas Th2 y Th1y sino también
una respuesta Thi1, pudo haber sido la causa de la generacion de una respuesta protectora
contra la infeccion por B. pertussis en comparacion con la administracion de rFim2 IP con

aluminio. En un estudio previo también se ha logrado balancear los niveles de I1gG1 e IgG2a
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como consecuencia de la utilizacion de adyuvantes alternativos (91), mientras que en otro
trabajo, la capacidad protectiva de una vacuna aP comercial se vio aumentada al cambiar el
aluminio por CpG como adyuvante (222)(inductor de respuesta Th1).

Mediante un estudio histopatoldgico en pulmon de los grupos inmunizados con CTB y CTB-
Fim2 en ambas dosis para evaluar el dafio tisular, vimos que los ratones inmunizados con CTB-
Fim2 fueron los que presentaron mayor dafio histoldgico, indicando una correlacién directa
entre proteccion e inflamacion pulmonar. En un estudio previo se evaluo la patologia
pulmonar en ratones infectados con B. pertussis luego de la vacunacion, y se vio que el dafio
tisular aumentaba con la vacunacion. Mas aun, los pardmetros de hipersensibilidad inmediata
como por ejemplo, niveles de IgE e infiltracion de eosindfilos, aumentaban conforme el nivel
de proteccidn (251). Por lo tanto, un mayor dafo histopatoldgico seria una consecuencia de
una respuesta inmune mas potente generada por el inmundgeno.

Podemos concluir que la inmunizacidn intranasal resulté una ruta efectiva en la entrega de
antigenos al sistema inmune, y la selecciéon de CTB como adyuvante fue exitosa en generar
una respuesta inmune humoral sistémica y mucosal, pero también una respuesta celular Thz,
Th2 y Thay. La respuesta humoral indujo niveles de IgG e IgA en pulmon, asi como también
anticuerpos IgA en el tracto respiratorio, los cuales contribuyeron a la generacién de una
respuesta inmune protectora. La respuesta celular indujo la produccion de células Thiy Thiy,
con la consecuente produccion de IFN-y e IL-17, citoquinas fundamentales para la eliminacion
eficiente de B. pertussis. Estos resultados fueron evidenciados en la histologia del pulmén
donde una mayor patologia pulmonar presente en los animales protegidos, podrian indicar
una respuesta inmune mas potente inducida por el candidato vacunal.

En suma, en este trabajo de tesis doctoral demostramos la factibilidad de obtener proteinas
recombinantes de B. pertussis fusionadas a CTB para ser administradas por via intranasal. Si
bien CTB-Bsp22 y CTB-LpdA no resultaron protectoras frente a un desafio con la bacteria,
CTB actud como adyuvante sistémico y de mucosas mejorando la respuesta inmune humoral
de los antigenos en suero y en lavados nasales. La proteina CTB-Fim2 fue capaz de inducir una
respuesta protectora contra B. pertussis al generar no solo respuestas Th2 y Thiy, sino
también Tha, necesaria para una eliminacion efectiva de la bacteria en el tracto respiratorio.
Concluimos que esta respuesta Th1 es una consecuencia directa de la utilizacion de CTB como
adyuvante. Todos estos resultados muestran a CTB-Fim2 un antigeno promisorio a ser

incluido en futuras formulaciones vacunales.
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5.1 Cepas bacterianas utilizadas

5.1.1 Cepas de Bordetella pertussis

Para los ensayos de proteccion realizados en animales se utilizaron la cepa vacunal Tohama ly
el aislamiento clinico BP106 conteniendo plasmidos que confieren a cada una de ellas una
resistencia a antibidtico: gentamicina (Gm) y kanamicina (Km), respectivamente. Para la
obtencion de estas cepas recombinantes se emplearon los vectores replicativos y estables en
Bordetella: pBBRIMCSGm y pBBR1MCS Km (146). Estos vectores fueron cedidos gentilmente
por Kovach.

La cepa virulenta BP106 corresponde a un aspirado nasofaringeo obtenido de un paciente
menor de 6 meses hospitalizado por pertussis en el Hospital de Nifios de La Plata.

La cepa Bp Tohama | ha sido aislada en Japdn de un paciente infectado y su genoma ha sido
completamente secuenciado (200). Esta cepa se utiliza para la produccion de vacunas

acelulares.

5.1.2 Cepas de Escherichia coli

Para la seleccion de clones positivos provenientes del clonado de productos de PCR en pGEM-
Ty de los ORFs de interés en el vector de expresion pAE-CTB se utilizo la cepa E. coli DHsa
(Invitrogen), genotipo: [F- f8olacZDMas D(lacZY AargF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk -, mk +)
phoA supE4y thi-1 gyrAg6 relA1 N].

Para la expresion de las proteinas recombinantes se utilizo la cepa E. coli BL21 (SI) (Life
Technologies), gendtipo: [ F- ompT hsdsB (rB -mB -) gal dcm endAz1 proUp::T7RNAP::malQ-
LacZ, tets]. Esta cepa tiene el gen que codifica para la T7 RNA polimerasa integrado en el
cromosoma de la bacteria, el cual esta bajo el control del promotor inducible osmdticamente
proU. De esta forma, la expresion de la proteina recombinante ocurre luego de la adicion de

NaCl al medio de cultivo.

5.2 Medios de cultivo utilizados

+* Luria-Bertani (LB)

Triptona 10g/L
Extracto de levadura 5g/L
Cloruro de sodio 10g/L
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«» LB sinsal (LBss)

Triptona 10g/L
Extracto de levadura 5g/L

7
0.0

Agar Bordet — Gengou Sangre (BGAS)

Agar Bordet-Gengou comercial (Difco®) 15 g/L cultivo
Peptona (Difco®) 10 % p/v
Glicerina 1% v/v.

Una vez esterilizado se suplementa con 10 % v/v de sangre de carnero.

++ Stainer-Scholte (SS)

Glutamato de sodio monohidrato 10.7g/L
L- Prolina 0.24 g/L
NacCl 2.50g/L
KH,PO, o.50g/L
KCl 0.20g/L
MgCl,.6H20 o.10g/L
CaCl,.6H20 0.02 g/L
Tris HCI 1.52g/L

Se lleva a pH 7.2 con una solucion de HCl concentrado y se esteriliza 15 minutos a 121 °C.

Luego se le adiciona el complemento esterilizado por filtracion.

7

+ Complemento (20 mL 10X)

L- Cisteina 8oo mg
FeSO,.7H20 200 mg
Acido ascérbico 400 Mg
Acido nicotinico 8omg
HCl 2mL

Los stocks bacterianos de B. pertussis se conservaron como una suspension en el medio
sintético de SS a -20 °C en presencia de glicerol 5o % v/v. A partir de estos stocks las
cepas/aislamientos de B. pertussis utilizados se cultivaron a 37 °C durante 72 h en placas de

Petri conteniendo el medio Bordet Gengou suplementado con sangre desfibrinada de carnero
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al 10% v/v (BGAS). Transcurridas las 72 horas del primer cultivo se efectud un subcultivo en el
mismo medio durante 24 horas.

Para cultivar las cepas recombinantes se adicionaron a las placas de BGAS los antibioticos
correspondientes en las siguientes concentraciones finales: gentamicina 10 pg/mL vy

kanamicina 25 pg/mL.

5.3 Vectores utilizados

El vector de expresion utilizado en este trabajo fue el pAEctxB (3.1 kb) (Figura 41). En la
generacién de dicho vector, el gen que codifica la proteina CTB, ctxB, fue modificado para
asegurar que los codones empleados fuesen compatibles con los utilizados con mayor
frecuencia por E. coli, L. casei y S. typhimurium (11). EIl ORF manipulado genéticamente, fue
luego clonado en el vector de expresion pAE (214) e incluye dos sitios consecutivos Mlul y
Hindlll. El vector resultante permite expresar bajo el control de un promotor T7 proteinas
fusionadas al C-terminal de CTB. A su vez, las proteinas expresadas tienen 6 residuos de
histidinas en el extremo N-terminal, lo que facilita su purificacion por cromatografia de
afinidad por ion metalico inmovilizado (IMAC, por las siglas en inglés). Este trabajo se hizo en
el marco de una colaboracién con el Dr. Paulo Lee Ho, del Laboratorio de Biotecnologia
Molecular, Instituto Butantan, San Pablo, Brasil.

El plasmido pGEM-T (Promega) (3 kb) fue utilizado para el subclonado de productos de PCR.

Terminador de
transcripcion T7

Hind HlI
O?b
L
P
Miul - Promotor bla
<
pAEctxB
3126bp
His Tag
P 7 .4?@
romotor
6&3‘
‘b

Figura 39. Estructura del plasmido de expresion pAEctxB. Se indican los
promotores T7 y bla que permiten la expresion de las proteinas heterdlogas
fusionada a CTB y de la B-lactamasa (resistencia al antibidtico ampicilina),
respectivamente. Ademads, se indican los sitios de clonado Mlu/ y Hind/ll
empleados para clonar los distintos ORF de Bordetella pertussis.
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5.4 Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl utilizando el termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf). La mezcla de reaccion fue la siguiente: buffer de reaccion
1x, MgCl, 1 mM, dNTPs o0.25 mM, primers o.5 UM y o.05 unidades de Taq polimerasa (PB-L
Productos Biologicos).

Todos los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron analizados por electroforesis en

gel de agarosa 1%.

5.5 Amplificacion de los genes de Bordetella pertussis por PCR

Para amplificar los ORFs correspondientes a los genes que codifican para las proteinas Bsp22
(618 pb), LpdA (1791 pb) y Fim2 (633 pb) se disefiaron primers con el software Primer Premier,
los cuales contienen en sus extremos las secuencias correspondientes a las enzimas de

restriccion Mlul y Hindlll. Las secuencias de los primers se muestran en la Tabla XV.

Tabla XIV. Secuencia de los primers utilizados para amplificar

los genes
de B.  Nombre Secuencia Bases pertussis
Bsp22 Mlul TGGTTCACGCGTATGAGCATTGATC 25
Bsp22 Hindlll CTGATAAGCTTTTAGCGCATGTTGCTGGTGA 31
[pdA Mlul TGGTTCACGCGTATGAGCAATATCGT 26
[pdA Hindlll CTGATAAGCTTTTACTTCTTGCGC 24
Fim2 Mlul TGGTTCACGCGTATGTTACCCATGCAAATCCC 32
Fimz2 Hindlll CTGATAAGCTTCTAGGGGTAGACCACGG 28

Se muestran las secuencias de los primers utilizados para amplificar los

genes de Bordetella pertussis por PCR. Se resaltan las secuencias

correspondientes a los sitios de restriccion de las enzimas Mlul y HindIll.
Las condiciones del ciclado varian segun el tamafio del amplicon y son las siguientes:
desnaturalizacion inicial 2 a 94 °C; 35 ciclos consistentes en 20" a 94 °C, 20" a 50 °C, 50" a 72
°C (1" 45" para amplificar LpdA) y un paso de extension final a 72 °C durante 3 min. Como

molde se utilizé el genoma purificado de la cepa BP Tohamall.

5.6 Subclonado de los productos de PCR en el vector pGEM-T

Entre 100-300 ng del producto de PCR del gen fim2 fueron incubados a 16 °C por 16 horas con
50 ng del vector pGEM-T, 1 pyL de T4 DNA ligasa 400 U/mL (Promega) en presencia de buffer
de reaccion en un volumen total de 20 pL. La confirmacion del clonado en el vector pGEM-T

se realizo primero por colony PCR, y luego por PCR y digestion de los clones positivos
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utilizando los primers T7 promoter y terminator, y las enzimas de restriccion Mlul y HindIll,

respectivamente.

5.7 Tranformacion de bacterias competentes.

La preparacion de las bacterias electrocompetentes se realizd de acuerdo a un protocolo
descripto previamente (227). Se descongelaron las bacterias y se mantuvieron en hielo por 1
min. A 50 dl de bacterias se le agregaron 4 pl de la reaccion de ligacion, se mezclé por pipeteo
y se procedio a la electroporacion mediante el equipo Gene Pulser™ (Bio-Rad).

Luego de la electroporacion, se agregé 1 mL de medio LB a las bacterias, se incubaron a 37 °C
con una agitacion de 200 rpm durante 1 h, y se plaqueé en medio agar LB conteniendo
ampicilina a una concentracion final de 100 pg/mL. Las placas se incubaron a 37 °C toda la

noche.

5.8 Colony PCR

Con escarbadientes estériles se tocaron colonias de las transformaciones y cada una se
resuspendio en 10 pl de agua bidestilada. La suspension fue luego hervida durante 5 min.
Posteriormente, cada tubo se centrifugd a 14.000 x g durante 5 min. Un microlitro de cada

sobrenadante fue empleado como molde para reacciones de PCR.

5.9 Purificacion de ADN plasmidico

5.9.1 Purificacion rapida para chequeo de clones recombinantes

Se partio de 1,5 mL de cultivo de bacterias crecido durante toda la noche en medio
LB/ampicilina (1200 pg/mL) a 37 °C. Se cosecharon las bacterias por centrifugacion a 10.000 x g
por 1 minuto y los pellets se resuspendieron en 300 UL de solucion | (NaOH 5N, SDS 10%,
buffer TE pH 7.4). Luego se agregaron 150 pL de acetato de sodio 3M pH 5.2 y se
resuspendieron los pellets por vortex. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 10.000 x
g durante 10 min a 4 °C y se transfirieron 400 pL del sobrenadante a un nuevo eppendorf de
1.5 mL que contenia 1 mL de etanol 200% previamente enfriado a —20 °C. Se resuspendieron
nuevamente las muestras por vortex y se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C. Se
descarto el sobrenadante y se lavaron los pellets con etanol 70%. Finalmente se centrifugd una

ultima vez para remover el etanol y se resuspendieron los pellets en 25 pL de agua.
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Para verificar la presencia y orientacion del inserto en la estrategia de clonado, se realizé una
PCR con los primers de clonado utilizando como molde 1 pL de una dilucién 1/200 del ADN
plasmidico purificado y ademas se digirieron 4 pl del mismo con las enzimas de restriccion

Mlul y Hindlll.

5.9.2 Preparacion de ADN plasmidico de alta calidad

Se utilizé una modificacion de método de Sambrook (228). Luego de la extraccion orgénica
con cloroformo:isoamilico, se trasvaso la fase acuosa a un nuevo eppendorf de 1.5 mL y se
agregaron 10 pL de silica. Se dejo incubar a temperatura ambiente por 1 min y se centrifugo a
14.000 rpm durante 1 min. Se lavo el pellet con la solucion New Wash Clean Gene (Promega) y
se centrifugd a 14.000 rpm durante 1 min. Se repitié nuevamente este paso. Se resuspendio el
pellet en 20-30 pL de agua, se centrifugd a 14.000 rpm durante 1 min y el sobrenadante se

trasvaso a un nuevo eppendorf.

5.10 Clonado de los genes en el vector de expresion pAE-ctxB

El amplicon correspondiente al gen fim2 fue aislado de la construccién en pGEM-T por
digestion con las enzimas de restriccion Mul y Hindlll, mientras que los amplicones de los
genes bsp22y IpdA fueron digeridos directamente con estas enzimas. Los 3 amplicones fueron
clonados en el extremo 3' del gen ctxB en el vector pAE-ctxB, el cual fue previamente digerido
con las mismas enzimas de restriccion, generando los plasmidos pAEctxB-bsp22, pAEctxB-
IpdA y pAEctxB-fim2.

Para la reaccion de ligado molecular del inserto al plasmido pAE-ctxB, se utilizaron 50 ng de
vector y diferentes cantidades de inserto para las relaciones molares de inserto: vector (1:1, 3:1
y 5:1). La reaccion se llevé a cabo en un volumen de 20 pL, en presencia de buffer de ligacion y
0,1 U de T4 ADN ligasa (Invitrogen). La reaccion se incubd a 23-26 °C durante una hora.
Ademas se realizo un control de ligacion con vector y sin inserto para verificar la eficiencia de
la digestion y estimar el numero de colonias transformantes debidas al aporte de vector sin
digerir.

La confirmacion del clonado en el vector pAE-ctxB se realizd de la misma manera que en la

seccion 5.8.
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5.11 Secuenciacion de ADN

Tres clones de las contrucciones pAEctxB-bsp22, pAEctxB-IpdA, y pAEctxB-fim2 fueron
secuenciados por secuenciacion automatica de ADN por la empresa Macro Gene utilizando

los primers T7 promoter y T7 terminator.

5.12 Expresion de las proteinas recombinantes en E. coli BL21 (Sl)

El vector de expresidon pAE-ctxB permitid la expresion de proteinas recombinantes con una
cola adicional de 6 histidinas en el extremo N-terminal, la cual facilita la purificacion de las
proteinas por IMAC (cargada con Ni*"). La expresion esta bajo el control del promotor del fago
T7.

Las bacterias E. coli BL21 (SI) contienen el gen de la T7 RNA polimerasa bajo el control de
proU, y la expresion fue hecha por adicion de NaCl (28).

La expresion de las proteinas CTB-Bsp22, CTB-LpdA y CTB-Fim2 en esta cepa se realizo
primero en pequena escala. Bacterias competentes BL21(SI) fueron transformadas con las
construcciones de manera analoga a la realizada con la cepa DHs5a.

Colonias resistentes a ampicilina se inocularon en 1 mL de medio liquido LBss con ampicilina'y
se incubaron a 37 °C durante 16 horas bajo agitacion de 200 rpm. El cultivo crecido durante la
noche se diluyé en medio fresco en una proporcion de 1:50 (volumen final de 5 mL) y crecido a
37 °C con agitacion. Cuando la absorbancia a 600 nm (A600) llego a 0,8, 1 mL de cada cultivo
se alicuotd para el analisis de induccidn de la expresion de las proteinas recombinantes por
SDS-PAGE, y luego se afiadié NaCl a una concentracion final de 300 mM. Los cultivos se
incubaron durante 3 horas mas y finalmente se tomd una nueva alicuota de 1 mL para su
posterior analisis.

Las muestras que partian de 1 mL de cultivo, fueron centrifugadas 30 sequndos a 14.000 x g y
congeladas a -20 °C para su posterior analisis por SDS-PAGE. La resuspension de los pellets se
hizo en 100 pl de agua (con vortex) y 100 Pl de sample buffer 2X (Tris-Cl 200mM, pH 6.8, SDS
4%, bromofenol blue 0.2% y glicerol 20%) con 2,5% de B-mercaptoetanol. Luego, las
muestras fueron calentadas a 100 °C durante 15 minutos, centrifugadas a 14.000 x g durante 1
minuto, y sembradas en un SDS-PAGE 10%.

El clon que mostro el mejor nivel de expresion fue seleccionado para la expresion de las
proteinas en una escala mas grande.

El mismo protocolo descrito anteriormente se utilizo para la expresion de las proteinas en

escala de 300 mL. Después de la induccidn, el cultivo se centrifugd a 3.800 x g por 15 minutos,
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y la masa bacteriana obtenida se resuspendid en buffer de lisis celular (Tris-HCl 20 mM pH 8,0
y NaCl 200 mM) y 25 pL de una solucion 10 mg/mL de lisozima (Sigma).

La ruptura celular se realizd por sonicacion (3 pulsos de 15 sequndos a 8o % de amplitud) en un
sonicador Branson sonifier 150, y el lisado se centrifugd a 14.000 x g por 15 minutos. Se
recogio la fraccidn insoluble y los cuerpos de inclusiéon (Cl) fueron lavados dos veces con
solucion de lavado de Cl (Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl soo mM, urea 2 M y 3-mercaptoetanol

10 mM) y finalmente centrifugados a 14.000 x g durante 15 minutos.

5.13 Renaturalizacion de las proteinas recombinantes

Después de lavar la fraccion insoluble, los Cl fueron disueltos en 10 mL de solucion de
solubilizacion de ClI (Tris-HCl 5o mM pH 8,0, NaCl 500 mM, urea 8 M y B-mercaptoetanol 10
mM). Los Cl se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente se
sometio la muestra al proceso de renaturalizacion para recuperar la conformacion activa de
las proteinas recombinantes.

5.13.1 Renaturalizacion por dilucidn por goteo

Mediante esta técnica se renaturalizo la proteina CTB-Bsp22. La muestra que contenia los Cl
solubilizados se goted lentamente en 2 L de buffer de renaturalizacion (Tris-HCl 50 mM pH
8,0, NaCl soo mM), y posteriormente se agito durante toda la noche a 10 °C. El volumen total
fue adsorbido en una columna de 2 ml de Ni-NTA (Invitrogen) previamente cargada con Ni**y

equilibrada con 8 mL de solucidn de union a la columna.

5.13.2 Renaturalizacion por dialisis
Las muestras de los Cl solubilizados de las proteinas CTB-LpdA y CTB-Fim2 se diluyeron a 30
mL finales y fueron dializadas contra 2 L de buffer de renaturalizacidon. La muestra dializada

fue luego adsorbida en una columna de Ni-NTA.

5.14 Purificacion de las proteinas recombinantes

Luego de que las proteinas renaturalizadas fueron adsorbidas a la columna de purificacion, se
realizaron dos lavados de 8mL con buffer de renaturalizacion que contenia 10, 20, 40 y 60 mM
de imidazol. Después de los lavados, las proteinas fueron eluidas con el mismo buffer, pero
conteniendo imidazol 250 mM. La presencia de las proteinas recombinantes se detectd por
SDS-PAGE 10% (p/v). Las fracciones de las proteinas purificadas se dializaron contra 2 L de
buffer de didlisis (Tris-HCl 20 mM pH 8,0, NaCl 20 mM y glicina 0,2% m/V). Las proteinas

purificadas se mantuvieron a 4 °C y se les agrego el inhibidor de proteasas fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma) 1 mM para inhibir cualquier actividad de proteasas que
pudieran estar presentes en la muestra.
La identidad de la proteina fue confirmada mediante espectrometria de masa del tipo MALDI-

TOF.

5.15 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Las corridas electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes de acuerdo a la metodologia descripta por Sambrook (228). El gel de
stacking se preparo en una concentracion de 5 % de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida
29:1) en buffer Tris-HCl 1M a pH 6.8 y SDS 10 % p/v, mientras que el gel de resolving se
prepard en una concentracion de 10 % de poliacrilamida (acrilamida : bisacrilamida 29:1), con
Tris-HCl 1M a pH 8.8 y SDS 10 % p/v. Las corridas se realizaron en el equipo Miniprotean lll
(BioRad) durante aproximadamente 60 minutos a 200 volts utilizando como buffer de corrida
Tris-HCl 0.025 M pH 8.3, glicina 0.25 My SDS 0.1 % p/v. Una vez finalizada la corrida, los geles
se tineron con Coomassie Blue R-250.

5.16 SDS-PAGE de muestras sin tratamiento térmico y reductor

La capacidad de las proteinas CTB-Bsp22, CTB-LpdA y CTB-Fim2 de formar pentameros fue
analizada por SDS-PAGE 10% (p/v). Para ello, las muestras no fueron calentadas a 100 °C, y el
sample buffer no contenia B-mercaptoetanol. La movilidad electroforética de estas muestras
fue comparada con aquella observada para las mismas proteinas calentadas y en presencia de

B-mercaptoetanol.

5.17 Tincion de proteinas con Coomasie Blue R-250

Luego de la corrida electroforética, los geles se incubaron en solucidon de tincidon (0.25%
Coomassie Blue R-250 disuelto en agua bidestilada/metanol/acido acético 45:45:10) por al
menos 1 hora. Para la visualizacion de las bandas, el gel se destifid primero en una solucion
50% agua bidestilada, 40% etanol y 10% acido acético, y luego en una solucion 83% agua

destilada, 10% etanol y 7% acido acético.

5.18 Cuantificacion de las proteinas recombinantes

La concentracion de las proteinas purificadas y renaturalizadas se estimo con el kit Quant-iT™

Protein Assay (Invitrogen) segun instrucciones del fabricante.
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5.19 ldentificacion de proteinas mediante Espectrometria de Masa (EM), MALDI-

TOF.

5.19.1 Digestion triptica en gel.

Las bandas tefidas fueron cortadas del gel y transferidas a distintos pocillos de placas multi-
well. Los spots fueron lavados alternadamente con 100 pl de agua bidestilada y acetonitrilo (2
veces de 10 minutos con agitacion moderada) para eliminar el colorante Coomassie Blue.
Luego los restos sulfhidricos fueron reducidos y alquilados. Se incubaron las bandas con 20 pl
de una soluciéon de DTT 5 mM en bicarbonato de amonio 25 mM (30 minutos a 60 °C), luego se
lavaron con acetonitrilo y se incubaron con 20 pl de iodoacetamida 55 mM en bicarbonato de
amonio 25 mM en oscuridad, durante 15 minutos y temperatura ambiente. Se realizd un
nuevo lavado con bicarbonato de amonio 25 mM y sequidamente las bandas fueron
deshidratadas con 3 lavados con acetonitrilo. Cuando las muestras estuvieron completamente
blancas, deshidratadas y libres de acetonitrilo, éstas fueron rehidratadas con 15-20 pl de
bicarbonato de amonio 25 MM conteniendo tripsina (20 gg/mL, Promega). Las bandas fueron
incubadas durante 45 minutos a 4 °C y una vez transcurrido este tiempo se verifico que
estuvieran perfectamente hidratadas, se las cubrid con una solucién 25 MM de bicarbonato de
amonio y se efectud la digestion a 37 °C, durante toda la noche. Luego los digestos fueron

recuperados para su posterior analisis mediante espectrometria de masa.

5.19.2 Obtencion de la huella peptidica mediante espectrometria de masa (EM).

Para realizar el analisis por espectrometria de masa se utilizd la matriz a- ciano-4 hidroxi -
acido cinamico, en una concentracion 0.2 g/l preparada en una solucidon 5o % acetonitrilo /
0.25 % TFA. La muestra junto con la matriz en una relacién 1:1 se coloco en el soporte MTP
Anchor Chip™ 600/384 TF y se dejo secar durante 10 minutos a temperatura ambiente previo
al analisis por EM. El espectro de la muestra se obtuvo luego empleando un equipo Ultraflex II
Tof-Tof (Bruker Daltonics). Los parametros utilizados fueron los siguientes: potencia del laser
31-50 %, frecuencia del laser 100 Hz, 100 shots por disparo, voltaje de aceleracion 20 kV,
deteccidon de masa 800-3500 Da, sefial deflectada por debajo de 850 Da, ganancia del detector
1650 V, ganancia electronica 100 mV. Los espectros fueron analizados utilizando el software
Flex Analysis (Bruker Daltonics) y calibrados internamente utilizando los picos conocidos de

autdlisis de la tripsina.

5.19.3. Identificacion de proteinas y herramientas bioinformaticas.
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La buUsqueda e identificacion de los péptidos fue realizada mediante el software MASCOT
(Matrix Science a http://matrixscience.com) utilizando la base de datos derivada del
secuenciamiento del genoma completo de B. pertussis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los
parametros de la buUsqueda fueron los siguientes: (i) Especie, Bacteria (Eubacteria); (ii)
Enzima, tripsina con posibilidad de un error en la digestion; (iii) modificaciones
postraduccionales variables, oxidacion de metioninas; (iv) modificaciones fijas,
carbamidometilacion; (v) tolerancia peptidica, + 5o ppm; (vi) carga del pétido, +; y (vii) masa
monoisotdpica. Solo fueron consideradas las identificaciones cuyo score fue mayor al score

umbral definido por MASCOT como estadisticamente significativo (p<o.05).

5.20 Western Blot

Luego de la corrida electroforética, se realizo la transferencia desde el gel a una membrana de
nylon (Hybond™-P, Amersham Biosciences) mediante electroelucion semiseca. Para ello se
utilizd el equipo Trans-Blot® SD (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, la membrana y el gel fueron equilibrados en el buffer de transferencia (Tris 48
mM, glicina 39 mM y 20% metanol) por 15 min. Luego, se colocaron 2 papeles de filtro
embebidos en el buffer de transferencia sobre el anodo. Sobre éstos se colocd la membrana, el
gel, otros 2 papeles de filtro y el catodo (tapa). La transferencia se realizé por3o mina 15 V. La
eficacia de la transferencia fue evaluada por tincién de la membrana con rojo Ponceau S (0,2%
en 3% acido tricloroacético y 3% acido sulfosalicilico). La eficiencia de la transferencia se
evalué mediante la tincion del gel con Coomasie Blue. La membrana fue bloqueada toda la
noche con una solucion 5% leche descremada y 0,1% tween 20 (PBST-leche) a 4 °Cy lavada 3
veces con una solucion PBS-tween 20 0,1% (PBST) durante 10 min a temperatura ambiente.
Luego se realizoé una incubacion por 1 h a 37 °C, con una dilucion apropiada del anticuerpo
primario en PBS. Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron nuevos lavados
de la membrana y se incubd con una dilucion 1/4000 del anticuerpo secundario anti-mouse
conjugado a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology). Luego de 1 h a 37°C, se repitieron los
lavados de la membrana. Finalmente se incubd la membrana con el reactivo cromogeénico,
diaminometilbencidina (DAB) o con el reactivo quimioluminiscente Luminol (ECL) y se hizo la

captura de imagenes con el dispositivo EC3™ oo Imaging System (UVP).

5.21 GM1-ELISA

Todas las soluciones en este ensayo se realizaron en PBS y se utilizaron placas de 96 wells

(Maxisorp, Nunc). El coating se realizé durante toda la noche a 4 °C con o.5 pg por well (100
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pL) del gangliésido GM1 (G-7641, Sigma). Como control negativo se utilizéd BSA en la misma
concentracion (5 pg/mL). El bloqueo se realizé con 300 pL de PBST-leche durante1ha37°Cy
luego se realizaron 5 lavados con PBST (todos los lavados se realizaron de esta manera).
Luego, los wells se incubaron con 100 pL de diluciones seriadas al ¥4 de la proteina
recombinante que van desde ~ 300 nM a 146 pM durante 2 h a 37 °C, y luego fueron lavados.
Posteriormente las placas fueron incubadas con una dilucidn 1/2500 en PBST-leche 5% (p/v)
de un suero policlonal anti-CTB cedido por rel grupo del Dr. Paulo Lee Ho y se lavaron.
Después, se incubaron con un anticuerpo anti-mouse conjugado a peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1/4000 durante 1 h a 37 °C. Luego de la Ultima ronda de lavados, se
agregaron 100 PL de una solucion de o-fenilenediamina (OPD) (10 mg OPD, 10 pL H,0,, 10

mL de buffer citrato).

5.22 Remocion de LPS y ensayo de lisado de Limulus amebocyto (LAL test)

El LPS fue removido de alicuotas de las proteinas recombinantes utilizando las columnas
Detoxi-Gel Endotoxin Removing Gel columns (Thermo Scientific-Pierce, USA).

Para detectar y cuantificar las endotoxinas lipopolisacaridas (LPS) contaminantes, se utilizé el
ensayo de LAL en las muestras proteicas usando el kit QCL-1000 (Bio-Whittaker, Maryland),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.23 Ensayos de inmunizacidn y desafio con las proteinas recombinantes

Grupos de ratones Balb/c hembras de 3 a 4 semanas de edad (8 para cada tratamiento) fueron
inmunizados 3 veces con intervalos de 12 dias. Las inmunizaciones se realizaron mediante
inoculacidn intranasal o intraperitoneal. En este Ultimo caso, se utilizd hidroxido de aluminio
(Biol SAIC) en una concentracion final de 1 mg/ml como adyuvante. Los tratamientos se
detallaron en los Capitulos Il y lll. A los 12 dias de la tercera inmunizacion, los grupos de
ratones inmunizados con las proteinas CTB-Bsp22 y CTB-LpdA fueron desafiados por via
intranasal con la cepa BP106, correspondiente a un aislamiento clinico. Por otra parte, los
ratones inmunizados con CTB-Fim2 fueron desafiados de igual manera con la cepa vacunal
Tohama | (50 pl conteniendo 5x10’ - 1x10° bacterias).

Como control positivo de proteccion se utilizo un grupo de ratones inmunizados
intraperitonealmente con una dosis de vacuna acelular comercial (BOOSTRIX) igual a 1/10 de
la dosis utilizada en humanos (aP 1/10) y desafiados intranasalmente con una suspension

bacteriana de la cepa Tohama I, mientras que como controles negativos de proteccion se
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utilizaron grupos de ratones sin inmunizar (inoculados intranasalmente con PBS) o
inmunizados con 5 pg de CTB.

Para la infeccidn se utilizo una suspension bacteriana realizada a partir de un crecimiento de
24 horas en BGAS. Para preparar el indculo se utilizo la relacion DOg,, = 1= 3x10° bacterias/mL.
Para verificar el nUmero de bacterias presentes en el indculo, se realizaron diluciones seriadas
de la suspension bacteriana, se plaquearon en BGAS y luego de 3-4 dias de incubacion a 37 °C
se efectuo el recuento de bacterias viables.

Los ratones infectados fueron sacrificados mediante dislocacion cervical 8 dias post-desafio.
Un pulmdn entero fue utilizado para cuantificar carga bacteriana. Se extrajeron los pulmones
en esterilidad y se homogeneizaron (Pro Scientific INC 200) en PBS. Luego se realizaron
diluciones seriadas 1/10 de los homogenatos de pulmdn, se plaquearon en medio BGAS y se
realizo recuento de las UFC después de 3-4 dias de incubacion a 37 °C. Una mitad del otro
pulmon se utilizé para medir niveles de expresion relativos de citoquinas y la otra mitad se fijo
en paraformaldehido y procesado para histologia de manera habitual.

Se recolectd sangre 11 dias luego de cada inmunizacion para detectar la presencia de
anticuerpos. A su vez, se colectaron lavados nasales y broncopulmonares luego del sacrificio
de los animales. A partir de las muestras obtenidas se evalud la presencia de anticuerpos
especificos mediante la técnica de ELISA.

Para la obtencidn de suero, la sangre fue incubada durante 1h a temperatura ambiente y luego
toda la noche a 4 °C. Posteriormente, la sangre fue centrifugada a 3.000 x g durante 15 miny
el sobrenadante fue cuidadosamente colectado y transferido a un nuevo eppendorf para ser

guardado a - 20 °C hasta su uso.

5.24 Obtencion de muestras de lavados nasales y broncopulmonares

Los animales fueron sacrificados y se les realizd una traqueotomia. Los lavados nasales se
obtuvieron mediante la inyeccion de oo pL de PBS conteniendo el inhibidor de proteasas
aprotinina (Sigma), en una concentracion final de 20 pg/mL, con la ayuda de una pipeta
pasteur (diametro interno o,5 mm). El fluido saliente se recolectd por las fosas nasales del
animal. Una vez obtenidas todas las muestras, las mismas se centrifugaron durante 10 min a
3.000 X g, @ 4 °C, con el objetivo de remover los restos celulares presentes. Por Ultimo, se
colectaron los sobrenadantes obtenidos y se guardaron a -20 °C hasta su posterior analisis.

Las muestras broncopulmonares se obtuvieron a partir de los homogenatos de pulmon, los
cuales fueron centifugados como se describio anteriormente. A las muestras obtenidas se les

agrego aprotinina.
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5.25 ELISA

Placas de 96 wells fueron incubadas a 4 °C toda la noche con 5 pg/mL de las proteinas Bsp22,
LpdA, o Fim2 en buffer carbonato (Na,CO, 0,05 M, pH 9,6) en un volumen final de 50 pL/well.
Luego las placas fueron bloqueadas con 300 plL/well de PBST-leche 5% (p/v) durante 1 h a 37
°Cy en seguida lavadas 5 veces con PBST.

Rapidamente se adicionaron a las placas diluciones seriadas de los sueros (a partir de 1/20) en
PBS en un volumen final de 5o pL y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Luego de los lavados, se
agrego una dilucidn 1/4000 del anticuerpo anti-IgG (Santa Cruz Biotechnology) o anti-IgA
(Southern Biotech) conjugado a HRP y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Luego de los lavados,
las placas se revelaron con OPD como se describid en el apartado 5.21.

De modo similar se detectd la presencia de anticuerpos IgA especificos en lavados nasales y
broncopulmonares, donde las muestras se incubaron sin diluir.

Cada muestra se evaluo por duplicado y el promedio de las réplicas de cada muestra incognita
se expreso como la diferencia entre el valor de densidad dptica (DO) obtenido frente al valor

del DO del control sin suero (control negativo).

5.26 Extraccion de ARN y analisis de transcripcion reversa

El ARN total se aislo6 de un cuarto de pulmdn por homogeneizacién mecanica y Trizol
(Invitrogen), segun lo recomendado por el fabricante. Se realizd un pool de tejido por cada
grupo de animales de los ensayos de inmunizacidn y desafio. El ARN se resuspendid en 100 pl
de agua libre de nucleasa (Epicenter) y se cuantificaron con un espectrofotometro
(espectrofotometro Nanodrop ND-1000). El tratamiento con DNasa fue llevado a cabo con el
RNase-free DNase Kit (Qiagen). EL ADNc fue sintetizado usando 5oo ng de ARN, random
hexdmeros y transcriptasa reversa SuperScript lll, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para el analisis por PCR se usaron las mismas condiciones de ciclado y la misma

mix descripta en el inciso 5.4. Los primers empleados se listan en la Tabla XVI.

5.27 Cuantificacion de citoquinas por real time PCR (qPCR)

El analisis por PCR en tiempo Real (qPCR) fue realizado con el instrumento Line-Gene
FQD-48A (Bioer). Se uso para todas las reacciones la TAQurate green real-time PCR
MasterMix (Epicentre Biotechnologies) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Inmediatamente después de la amplificacion se realizaron las curvas de melting usando un

incremento de temperatura de 0,3 °C/s desde los 70 °C hasta los 89 °C con continua
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adquisicion de fluorescencia. Las curvas de calibracion para la cuantificacion absoluta fueron
generadas a partir de los amplicones purificados, luego de la confirmacion de su secuencia. La
concentracion de los stocks de los estandares, expresadas como el numero de copias del
amplicon por unidad de volumen, fue calculada a partir de su absorbancia a 260 nm. Las
soluciones stock fueron diluidas seriadamente de a 10 veces, para obtener concentraciones de
los estandares de 10’ a 10* copias/ul. A partir de los valores de ciclo umbral Ct (del inglés cycle
threshold) de cada muestra y haciendo uso de la curva de calibracion se calcularon las
concentraciones de las muestras a cuantificar. La concentracion del transcripto de interés se
dividio por la del transcripto housekeeping (actina) para obtener los valores de expresion
normalizados.

Se utilizo la siguiente condicion de ciclado: una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2
minutos, sequido de 65 ciclos de 20 sequndos a 94 °C, 15 seqgundos a 55 °Cy 15 segundos a 72
°C, y finalmente una extension final de 2 minutos a 72 °C. Finalizada la qPCR, el tamafio del
amplicdn fue confirmado por electroforesis en gel de agarosa. En la Tabla XVI se listan tanto
los primers usados para cuantificar ADNc de las citoquinas IFN-y, IL-4 e IL-17, y para

normalizar ADNc total (3-Actina).

Tabla XVI. Primers empleados en qPCR

Nombre Secuencia Producto (PB)
IFN-yFwd  CTTGGATATCTGGAGGAACTGGC ]
IFN-yRev  GCGCTGGACCTGTGGGTTGTTGA 34
IL-4 Fwd CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA
IL-4 Rev CTTATCGATGAATCCAGGCATCG 240
IL-i7Fwd  ACCGCAATGAAGACCCTGAT 6
IL-17 Rev TCCCTCCGCATTGACACA 3

B-actina Fwd AACCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACC

B-actinaRev GGTGATGACCTGGCCGTCAGGCAGCTCGTA 412

5.28 Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como media + DS. El estadistico utilizado fue analisis
de una-via de varianza (ANOVA) sequido del procedimiento de multiple comparacion de

Bonferroni. Los valores de p <o,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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