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En la actualidad, las vacunas conjugadas constituyen un gran hito en el desarrollo de farmacos que protegen
contra las enfermedades infecciosas. Estas vacunas no solo disminuyen drasticamente la mortalidad y morbilidad
de diferentes enfermedades causadas por bacterias en la poblacion infantil; sino que también repercuten sobre la
poblaciéon no vacunada. Las vacunas conjugadas se basan en establecer una union covalente entre un polisacarido
y una proteina portadora para lo cual existen diferentes procedimientos quimicos. Todos los procedimientos de
conjugacion requieren la presencia de grupos reactivos complementarios que muchas veces son generados en ambas
macromoléculas. Este trabajo se enfoca en el estudio de la reaccion de fragmentacion y de la oxidacion peryodica
sobre el polisacarido capsular serotipo 23F de Streptococcus pneumoniae para su uso como antigeno vacunal. Se
establecio la fragmentacion del polisacarido mediante hidrolisis con acido acético y trifluorodcetico. En el caso de
la reaccion de oxidacion se encontrod que la cantidad de moles de peryodato de sodio y la temperatura influyen de
manera directamente proporcional sobre la generacion de grupos carbonilos. Adicionalmente se demostré que el
sustituyente glicerol-fosfatos presente en la estructura del serotipo 23F es relevante para conservar la antigenicidad.
El procedimiento descrito permite obtener conjugados inmunogénicos a partir del polisacarido capsular de
Streptococcus pneumoniae serotipo 23F en el modelo de conejos.
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Introduccién Los polisacaridos, por otro lado, presentan menor
diversidad de grupos reactivos que la presentada en las
proteinas. Debido a esto, en muchos casos se introduce
una etapa para la activacion de los polisacaridos en
los procedimientos de conjugacion. Esta etapa de
transformacion quimica tiene por objetivo generar

grupos mas reactivos en el Ps.

Actualmente las infecciones causadas por Streptococcus
pneumoniae tienen un gran impacto sobre la morbilidad
y mortalidad infantil, problematica que es enfrentada con
gran efectividad mediante la introduccion de las vacunas
conjugadas (1,2). El éxito de estas vacunas se sustenta
en lograr que el sistema inmune inmaduro de los nifos
menores de 5 afios responda ante los polisacaridos (Ps),
antigenos T-independientes, como si fueran antigenos
T-dependiente. Esto se logra al establecer un enlace

Una de estas reacciones es la disminucion de la talla
molecular que permite el uso de los extremos reductores
para luego introducir un brazo espaciador (6).

covalente entre el polisacarido bacteriano y una proteina
portadora (antigenos T-dependientes).

Existen diversos métodos quimicos que describen
la formacion de esta unién covalente entre ambas
macromoléculas, pero en todos los casos es necesario
la presencia de grupos reactivos complementarios (3-5).

Las proteinas al estar formadas por aminoacidos
presentan una gran diversidad de grupos reactivos como:
grupos aminos, acidos carboxilos, tioles, guanidinio,
entre otros.
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Adicionalmente, la disminucién de la talla también
brinda ventajas tecnologicas en el trabajo con los Ps
como son: un producto con distribucion de talla mejor
definida, evitar los problemas de solubilidad y viscosidad
de los polisacaridos capsulares nativos, y facilitar los
procesos de purificacion del producto final (7,8).

Laoxidacion con peryodato de sodio es un procedimiento
muy utilizado para la activacion de los polisacaridos. En
esta reaccion se forman grupos aldehidos, mediante la
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oxidacion de dos grupos hidroxilos vecinales que son
los mas abundantes en los polisacaridos capsulares
(PsC), con la consiguiente ruptura del enlace carbono-
carbono. Los polisacaridos capsulares estan formados
por unidades repetitivas que pueden contener uno
o varios monosacaridos y ademds pueden presentar
ramificaciones (9).

La reactividad frente a la oxidacién con peryodato en
los polisacaridos es primeramente sobre los alcoholes
primarios, luego loshidroxilos vecinales en configuracion
cis y como ultimo los dioles de configuracion trans. Esta
susceptibilidad es independientemente a la ubicacion
de estos en la estructura del polisacarido, como parte
de una ramificacion o dentro de la cadena lineal (10).
Por ello, el uso de este procedimiento para la obtencion
de antigenos vacunales requiere de un control de las
condiciones de la reaccion para evitar afectaciones
significativas de la estructura de los polisacaridos y
con ello la pérdida de informacién inmunologica del
polisacérido.

El presente trabajo tiene como objetivo establecer
un procedimiento para la obtenciéon de polisacaridos
fragmentados y activados con grupos aldehidos a partir
del polisacarido capsular de Streptococcus pneumoniae
serotipo 23F. El procedimiento se enfoca en el estudio
de la reaccion de disminucion de la talla molecular del
polisacarido capsular mediante la hidrélisis acida y la
formacion de grupos aldehidos mediante la oxidacion
con peryodato de sodio sin afectar la antigenicidad del
Ps.

Materiales y Métodos

Materiales: La proteina toxoide tetanico (TT) lote 6017
suministrada por el Instituto Finlay de Vacunas se obtiene
como ingrediente farmacéutico activo en el proceso
productivo de la vacuna triple bacteriana DPT®. En el
caso del PsC 23F lote 8001, se obtuvo en el Departamento
de Desarrollo Farmacéutico del Instituto, cumpliendo con
los requisitos recomendados por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) para la produccion de vacunas (11).

Se utilizaron materiales de referencia como el PsC 23F
purificado proveniente de la American Type Culture
Collection (ATCC) y el suero estandar internacional
generado en conejos, especifico contra el serogrupo
23 (23A, 23B y 23F), suministrado por Statens Serum
Institute, Copenhagen.

Técnicas analiticas: La cuantificacion de Ps para
determinar los rendimientos de las reacciones se realizo

mediante la técnica descrita por Briickner (12) y los
grupos carbonilos generados se determinaron a través
del método informado por Porro y cols. (13). En el caso
del contenido de proteina en los conjugados se empled
la técnica de cuantificacion de proteinas en disolucion,
descrita por Lowry y cols. (14).

La evaluacion de la identidad de los PsC se realizo
mediante la resonancia magnética nuclear protdnica
(RMN 'H) en un equipo espectrometro Bruker/Avance
DPX 250. El procesamiento de la caida libre de induccion
serealizo a través del software MestReNova. Las muestras
se prepararon tomando entre 5-10 mg del producto seco 'y
se disolvieron en 0,6 mL de agua deuterada (D,O, Merck
>99.8 %) y se secaron en una liofilizadora (Christ Beta
1-8 LD). Este procedimiento se realiz6 dos veces antes de
disolverlo en agua deuterada para adquirir el espectro, los
cuales se adquirieron a una temperatura de 52 °C.

La determinacion de la constante de distribucion de
la talla molecular (K,) se realiz6 por cromatografia
liquida de alta resolucion en columna de exclusion
molecular TSK 5000 PW con NaCl 0,9 % como fase
movil y deteccion por indice de refraccion para el PsC,
polisacarido fragmentado (PsFg-23F) y el polisacarido
oxidado (PsOX-23F) o deteccion ultravioleta (206 nm)
para los conjugados (23F-TT). El analisis de los datos se
realizo a través del software ClarityChrom.

Preparacion y caracterizacion de los polisacaridos y
conjugados de 23F

Disminucion de la talla molecular del PsC 23F: A
una disolucion que contiene 10 mg de PsC 23F en 2 mL
de agua destilada, se le adiciond igual volumen de la
disolucion del acido en estudio, acido acético (HAc) o
acido trifluoroacético (TFA), al doble de la concentracion
definida. La mezcla se mantuvo con agitacion a 70 °C
entre 1-3 h. Transcurrido este tiempo la reaccion se
neutraliz6 utilizando una disolucion de hidroxido de sodio
0,1 My la mezcla se purificéd por membranas de celulosa
regenerada de 30, 10 y 1 kDa de porosidad. La eficiencia
de la reaccion se determind de acuerdo al contenido de
carbohidrato recobrado en las fracciones 10-30 kDa.

Oxidacion con peryodato de sodio del PsFg-23F: Se
prepar6 una disolucion de Ps fragmentado en disolucion
tampon fosfato salina pH 7,0 de manera que se obtuvo
una concentracion de Ps de 4, 10 o 20 mg/mL, segtn lo
definido en la aleatorizacion del disefio experimental.
Luego, se adiciond igual volumen de disolucion de
NalO, que contiene los moles equivalentes establecidos
en el disefio. La mezcla de reacciébn se mantuvo con
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agitacion moderada, protegida de la luz a la temperatura
correspondiente. Transcurridas las 3 horas de reaccion se
afiadieron dos equivalentes de glicerol por mol de NalO,
adicionado. Se conservaron las condiciones de reaccion
durante 30 min. La mezcla de reaccion se purifico
mediante ultrafiltracion a través de membrana de celulosa
regenerada de tamafo de poro 10 kDa.

Conjugacion del PsOx-23Fa TT mediante aminacion-
reductiva: La reaccion de conjugacion se realizd segun
el procedimiento descrito (15). Solamente se modifico la
relacién de masa de Ps y proteina que result6 de 1:1 y la
concentracion de la reaccion fue de 10 mg/mL.

Evaluacion de la inmunogenicidad: El protocolo en
animales, estuvo sujeto al cumplimiento de las normas
éticas en la experimentacion animal y se aprobd por el
Comité de Etica y el Departamento de Calidad de la
institucion.

Se utilizaron conejos blancos de Nueva Zelanda,
hembras, de 1,5-1,8 kg de peso (10-12 semanas de edad),
procedentes del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB). Se crearon
grupos de 5 animales que se inmunizaron con una dosis
de 5 pg de Ps contenido en el conjugado o 25 pg de PsC
23F. Ademas, se incluy6é un grupo control al que se le
administrd suero fisiologico. Las inmunizaciones se
realizaron a los 0, 14 y 28 dias por via subcutanea y las
extracciones de sangre se realizaron 7 dias después de
cada inmunizacion.

Evaluacion de memoria inmunologica: A los 120 dias,
cuando la respuesta de IgG contra el PsC 23F disminuy0,
se aplico una dosis de refuerzo de 25 pg de PsC 23F. Se
evaluo la induccion de IgG siete dias posteriores a la
inmunizacion. Todos los sueros obtenidos se conservaron
a -20 °C hasta su evaluacion.

Ensayos de ELISAs

Evaluacion del titulo de 1gG contra el PsC 23F: Para
evaluar la respuesta de anticuerpos contra el PsC 23F,
se siguid un ELISA similar al recomendado por la OMS
(16) aunque no fue posible utilizar el sistema de deteccion
por fosfatasa alcalina, sustituyéndose por un conjugado
anti conejo-IgG-HRP. Los pasos del ELISA se detallan a
continuacion: a las placas de 96 pocillos de poliestireno
(Maxisorp) recubiertas con 10 pg/mL de PsC 23F (50 uL/
pocillo) y bloqueadas con 150 uL/pocillo de disolucion
de albiimina de suero bovino al 1 %, se les adicionaron
los sueros extraidos luego de cada inmunizacion en
diluciones dobles seriadas comenzando por 1/100 en
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disolucion tamponada fosfato salina pH 7,2 mas BSA
1 %, EDTA 0,01 M, Tween 20 0,3 %, incubandose
durante 90 min a temperatura ambiente. Se adiciond el
conjugado anti conejo-IgG peroxidasa (dilucion 1/10000)
y se incubd durante 90 min a temperatura ambiente.
El revelado se realiz6 adicionando 100 pL/pocillo de
orto-fenilendiamina 0,5 mg/mL en disolucion citrato
(Na,HPO, 52 mM y écido citrico 25 mM, pH 5,6) y se
mantuvo la placa en oscuridad durante 20 min. Se detuvo
la reaccion adicionando HCI 3M, se leyd la densidad
optica (DO) a una longitud de onda de 492 nm en un
lector de ELISA. Al final de cada incubacion se realizo el
lavado de las placas con disolucion de lavado (disolucion
tampon fosfato salina pH 7,2, Tween 20 0,05 %).

El célculo del titulo de anticuerpos IgG se realizd
mediante un analisis de regresion entre los valores de DO
y el logaritmo en base 10 del reciproco de la dilucion del
suero. Para la seleccion de los animales respondedores, se
consider6 como valor de corte para la titulacion, el doble
del valor de absorbancia del suero preinmune (t=0) diluido
1/100, por tanto, el titulo de anticuerpos se expresé como el
log10 de la dilucion del suero que dio un valor de DO igual
al doble del valor obtenido para el suero preinmune (t=0).

Evaluacién de la conservacion de la antigenicidad: Para
la evaluacion de la antigenicidad, se recubrieron las placas
en las mismas condiciones que para el ELISA de titulacion.
Se adiciono el suero de referencia internacional contra el
serogrupo 23 (1/6400), disuelto en solucion tampon de
dilucion, previamente incubado durante toda la noche a
4 °C, con diluciones seriadas 1/10 del PsC en un intervalo
de concentraciones de 0,005 pg/mL hasta 500 pg/mL.

El resto del procedimiento se realizd de forma similar a
lo descrito para la titulacion contra el PsC. Los resultados
se muestran como porcentaje de inhibicion y se calculd
segun la siguiente formula: 1-[DO (sin inhibidor)-DO (con
inhibidor) / DO (sin inhibidor)] X 100.

Analisis Estadistico

La influencia de la concentracion de PsFg-23F, los
equivalentes de NalO, y la temperatura en la reaccion
de oxidacion con NalO, se realiz6 a través de un disefio
experimental factorial multinivel 373 (tabla 1). Se
escogieron como variables respuestas; la cantidad de
grupos carbonilos introducidos en la estructura del PsFg-
23F, expresados como mol de grupo carbonilo por unidad
repetitiva (UR), y el rendimiento de la reaccion a través
del recobrado de PsFg-23F. El analisis estadistico se
realizo a través del programa estadistico de computacion
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Statgraphics Centurion XV (StatPoint Inc. 1982-2007),
se consider6 significacion estadistica para p < 0,05.

Las diferencias en la respuesta de anticuerpos IgG anti-PsC
23F entre los distintos grupos experimentales se realizo
mediante la aplicacion de la prueba de Kruskal Wallis
(no paramétrico) y la prueba de Dunn a posteriori. Las
diferencias se consideraron significativas para p < 0,05.
El procesamiento estadistico de los datos de todos los
experimentos se realizd con el programa GraphPad Prism,
version 4.00.

Resultados y Discusién

Caracterizacion del PsC 23F mediante RMN H

La identidad del PsC de Streptococcus pneumoniae
serotipo 23F se realizé mediante RMN 'H. Se apreciaron
las senales correspondientes a los grupos metilos
de la a-L-ramnosa y p-L-ramnosa a 1,26 y 1,36 ppm
respectivamente. Ademas, se identificaron las sefiales
correspondientes a los cuatro anoméricos a 4,83; 4,85;
4,93 y 5,1 ppm lo cual coincide con lo reportado en la
caracterizacion de la unidad repetitiva del serotipo 23F
por RMN 'H y con el espectro registrado para el PsC
23F ATCC de referencia.

Adicionalmente se obtuvo un Ps de 23F sin sustituyente
glicerol-fosfato segtin lo descrito por James Richards en
1988 (17) para utilizarlo como referencia de afectacion

Tabla 1. Diseflo experimental factorial multivariable.

del sustituyente glicerol-fosfato en los ensayos de
identidad por RMN 'H y de antigenicidad por ELISA.

Obtencidn del PsFg-23F mediante hidrdlisis acida

La fragmentacion de los PsC se implementa mediante
métodos fisicos, mecanicos y quimicos. La disminucion
de la talla del PsC 23F se estudid mediante hidrolisis
acida y se evaluaron dos tipos de acidos en diferentes
condiciones. Los resultados muestran que tanto con
HAc como TFA se obtienen PsFg-23F con tallas entre
10-30 kDa, aunque los mejores rendimientos (84 %) se
alcanzaron con TFA (tabla 2). Al ser el TFA un acido
mas fuerte se requiere de un menor tiempo, asi como
de una menor temperatura de reaccion. Estos resultados
son comparables con los reportados para la reduccion
de la talla molecular de polisacaridos de neumococo por
hidrolisis acida en cuanto a la eficiencia del TFA (19).

Un requisito muy importante al modificar los PsC para
utilizarlos como antigenos de vacunas conjugadas es
lograr conservar los epitopes B. La unidad repetitiva
del PsC 23F presenta dos ramificaciones, un residuo
de L-ramnosa que debe ser conservado ya que es un
determinante antigénico, lo cual se demostré6 con
sueros de conejos, de caballos y humanos (20). La otra
ramificacion es un sustituyente glicerol-fosfato de la
cual no encontramos informacion sobre su importancia
inmunologica. Ambas ramificaciones pueden sufrir

Factores Bajo Medio Alto Unidades
Moles de NalO, 0,16 1 mol: UR
Concentracion de Ps 2 10 mg/mL
Temperatura 4 37 °C
Tabla 2. Condiciones y resultados de la hidrolisis acida para disminuir la talla molecular del PsC.
] . Tiempo Rendimiento % 2
Tipo de acido Conc. (M) Temp. (°C)
(horas) >30 kDa 30-10 kDa >1 kDa
0,1 1.5 70 nd 0
HAc 100
0,1 3 nd 70 0
0,25 1 62.6 0 nd
0,25 1,5 0 30.3 41.6
TFA 70
0,01 1 10 84 nd
0,01 1,5 5 87 nd

Recobrado de carbohidrato en cada fraccion cuantificado mediante orcinol-sulfarico.

nd: No determinado.
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Fig. 1. Evaluacion de la identidad de la UR del serotipo 23F mediante RMN 1H.

(A) Comparacion de los espectros de los PsFg-23F con los espectros del PsC 23F y el espectro del Ps 23F sin sustituyente

glicerol-fosfato (23F de-GF).

(B) Ampliacion de la zona de los anoméricos de todos los espectros

hidrolisis con TFA (21) y de ser eliminadas pueden
causar afectacion de la antigenicidad del PsFg-23F.

Los espectros de RMN 1H de los PsFg-23F obtenidos
con ambos acidos mostraron que todos conservaron la
identidad de la unidad repetitiva al compararse con el
espectro del PsC 23F, excepto cuando se utilizo TFA
0,25 M (figura 1A). En el espectro correspondiente se
aprecia una sefal en 6 5,12 ppm caracteristica de la
ausencia del sustituyente glicerol-fosfato (figuralB)
y que se corresponde con la a-L-ramnosa segun lo
reportado por Richards en 1988 (17).

La antigenicidad se evalu6 mediante un ELISA de
inhibicion, para lo cual se utilizé un suero de referencia
especifico contra el serogrupo 23. Las curvas de
inhibicion registradas con los diferentes fragmentos
presentaron similitud a la obtenida para el PsC 23F,
excepto para los fragmentos con afectaciones del
sustituyente glicerol-fosfato (figura 2).

El PsC 23F sin sustituyente glicerol-fosfato obtenido
como referencia del estudio no es capaz de inhibir al
suero especifico en un 100 %, y el PsFg-23F (0,25M
de acido trifluoroacético) con afectacion parcial del
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sustituyente glicerol-fosfato necesitd mas de 10 veces
la concentracion para alcanzar el 50% de inhibicion en
comparacion con el resto de los derivados evaluados
(figura 2). En nuestro caso, todos los fragmentos
obtenidos se encuentran en el mismo intervalo de
tallas moleculares (K), luego, la disminucion de
la antigenicidad estd directamente relacionada con
la afectacion del sustituyente glicerol-fosfato. Este
resultado indica que el glicerol-fosfato juega un rol
fundamental en la antigenicidad del serotipo 23F, lo cual
ha sido observado para el serotipo 18C de neumococo
donde este sustituyente es un elemento importante en el
reconocimiento por parte del sistema inmune (18).

Obtencion del PsOx-23F mediante la oxidacién con
NalO,

La unidad repetitiva del PsC 23F presenta varios sitios
posibles de ser oxidados, algunos de los cuales se
localizan en el residuo de L-ramnosa de la cadena lateral,
descrita como determinante antigénico (19). Con el
objetivo de tener mayor conocimiento de la reaccion de
oxidacion con NalO, se realiz6 un disefio experimental
multifactorial 373. El andlisis estadistico arroj6 que
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Fig. 2. ELISA de antigenicidad de los PsFg mediante hidrdlisis acidas.

los parametros equivalentes de NalO, (p=0,000 para
ambas variables) y la temperatura (p=0,0036 para nivel
de oxidacion y p=0,0001 para el rendimiento) influyen
de manera significativa sobre el nivel de oxidacion y
los rendimientos obtenidos, aunque los equivalentes
de NalO, presentan mayor significacion. De manera
inesperada los resultados mostraron que la variacion de la
concentracion de Ps en la reaccion no influyd en ninguna
de las variables evaluadas. Tanto los equivalentes de
NalO, como la temperatura tienen una relacion directa
con la generacion de grupos aldehido (p=0,0018).

Ademas, se realizé una evaluacion de la conservacion
de la identidad y la antigenicidad sobre los PsOx-23F.
Al comparar los espectros de RMN 'H de PsOx-23F con
diferentes contenidos de grupos carbonilos se observd
afectacion de la identidad de la UR del PsC 23F (figura
3). Amedida que aument6 el nimero de grupos carbonilos
generados, los espectros de RMN 'H presentaron menor
resolucion.

El analisis espectroscopico muestra una disminucion de
la intensidad relativa de la sefal correspondiente al grupo
metilo de la a-L-ramnosa (6 1,26 ppm) y un aumento de las
sefales a d 1,20; 2,04; 2,14 y 5,20 ppm, respectivamente.
Se puede relacionar la sefial de 1,20 ppm con el grupo
metilo de la ramnosa lateral oxidada y la senal de 6 5,20
ppm con el carbono anomérico de este sustituyente. El
conjunto de modificaciones apreciadas evidencian que
desde la generacion de un carbonilo cada 2,5 UR existe
afectacion de la identidad de la UR en el PsOx-23F.

Por otro lado, a medida que se aumenta la oxidacion
sobre el Ps 23F ocurre afectacion de la antigenicidad,
la cual es marcada en el maximo nivel de activacion
evaluado (C = O:1 UR) (figura 4), por lo que se aprecia
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una correspondencia con los resultados obtenidos en
el andlisis espectroscopico. Lo anterior indica que la
disminucion de la antigenicidad se debe a la oxidacion
excesiva del residuo de a-L-ramnosa, donde se encuentran
los sitios mas susceptibles a la oxidacion (20) y al mismo
tiempo es un determinante antigénico (21).

Se realizaron 5 réplicas de las condiciones de oxidacion
para obtener un grupo carbonilo entre 5-7 UR. Se
obtuvo un rendimiento promedio de 76,4 %; un nivel
de oxidacion de un grupo carbonilo cada 6,2 y una K
promedio de 0,55.

El espectro del PsOx-23F mostr6 todas las senales
caracteristicas del PsC 23F natural. Ademas, se observan
los cuatros protones anoméricos, con intensidades
relativas similares a las del PsFg-23F, que indica que se
conservo la cadena lateral.

Por otro lado no se observaron sefiales relacionadas con
la afectacion del sustituyente glicerol-fosfato, el cual
es imprescindible para mantener la antigenicidad del
PsC 23F. No obstante, se apreciaron nuevas sefales a
6 1,20; 2,04; 5,20; 6,59 y 9,22 ppm, aunque todas con
baja intensidad relativa. Estos corrimientos quimicos
estan relacionados con los cambios estructurales que
provocaron la generacion de los grupos carbonilos en la
estructura del PsOx-23F como se describid anteriormente.

Conjugacion del PsOx-23F a la proteina portadora
toxoide tetanico

Se seleccion6 un PsOx-23F con un carbonilo cada 6
UR y se conjugo a la proteina portadora TT mediante la
reaccion de aminacion reductiva para conocer si estos
podian inducir una respuesta inmune especifica contra el
PsC 23F.
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Fig. 3. Comparacion de los espectros de RMN 1H de 23F-oxid con diferentes cantidades de grupos carbonilos incorporados para
evaluar la afectacion de la UR. A: C=0:6 UR; B: C=0:2,5 UR y C: C=0:1 UR.
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Fig. 4. ELISA de inhibicién con diferentes PsOx-23F.

Las caracteristicas de los conjugados obtenidos fueron:
un recobrado superior al 48 %, una relacion carbohidrato:
proteina en el intervalo de 1,1:1 hasta 1:1,2 y un
porcentaje de proteina no conjugada promedio de 12,5 %,
determinada en columna SUPEROSA 12.

Todos los valores obtenidos de la relacion carbohidrato:
proteina se encuentran incluidos en el intervalo
recomendado por la OMS para la obtencion de vacunas
conjugadas de neumococo (11). Ademas, el analisis en
cromatografia liquida de alta resolucién en columna de
exclusion molecular arrojé una K de 0,33 en columna
TSK 5000.

Los titulos de IgG contra el PsC 23F inducido por el
conjugado fueron superiores con significacion estadistica
a los inducidos por el grupo inmunizado con PsC 23F
luego de la segunda y tercera dosis (figura 5).

Por otro lado, el conjugado incrementd la generacion
de IgG después de cada inmunizacién, aunque solo fue
estadisticamente significativa luego de la segunda dosis.

Siete dias posteriores a la inmunizacion con polisacarido
capsular, se observo un incremento significativo de los
titulos de IgG, solo en el grupo previamente inmunizado
con conjugado. Esto indica que la respuesta inmune
generada por los conjugados fue capaz de inducir memoria
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Fig. 5. Titulo de las IgG anti-PsC 23F sicte dias después de cada inmunizacion. (*) Indica significacion estadistica para una p <
0,05 con respecto al grupo inmunizado con PsC 23F (prueba de Kruskal-Wallis).

inmunologica, que supone la presencia de poblaciones
especificas al PsC de células B de memoria, lo cual es
caracteristico de antigenos de tipo T dependientes.

Los resultados experimentales permiten concluir que se
puede utilizar la hidrdlisis 4cida para la fragmentacion
del PsC 23F de manera que se conserve la identidad de
la UR y la antigenicidad del Ps. El sustituyente glicerol-
fosfato presente en el PsC 23F es importante para el
reconocimiento por los anticuerpos, por lo cual debe ser
conservado.

La oxidacion peryddica sobre el polisacarido 23F debe ser
controlada para evitar la disminucion de la antigenicidad
por la afectacion del residuo de L-ramnosa. Los
conjugados obtenidos por esta via generan una respuesta
T-dependiente especifica contra el polisacarido capsular
serotipo 23F.
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Activation of the capsular polysaccharide serotype 23F of Streptococcus pneumoniae to

obtain conjugate vaccine
Abstract

Nowadays conjugate vaccines are a major milestone in the development of drugs against infectious diseases. These
vaccines drastically reduce mortality and morbidity from different diseases caused by bacteria in children; but also
impact on non-vaccinated population. Conjugate vaccines are based on a covalent bond between a polysaccharide
and a carrier protein for which there are different chemical procedures. All conjugate procedures require the presence
of additional reactive groups that often are generated in both macromolecules. This work focus on the study of
the fragmentation reaction and peryodic oxidation on the capsular polysaccharide serotype 23F Streptococcus
pneumoniae for use as a vaccine antigen. It was possible to establish the fragmentation reaction of the polysaccharide
by hydrolysis with acetic and trifluoroacetic acid. Directly proportional ratio was found between numbers of moles
of sodium periodate and temperature on the oxidation reactions. In addition the glycerol-phosphate substituent was
found as important motif to preserve the antigenicity. The procedure allows immunogenic conjugate from capsular
polysaccharide serotype 23F of Streptococcus pneumoniae in rabbit models.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, conjugate vaccines, peryodic oxidation, acid hydrolysis.
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