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Neisseria meningitidis serogrupo B produce aiin morbimortalidad significativa. Su polisacarido capsular muestra
similitud estructural con proteinas humanas y pobre inmunogenicidad, obstaculizando asi el desarrollo de vacunas
y anticuerpos monoclonales (AcM) y policlonales contra esta bacteria. Recientemente se han creado bibliotecas
artificiales de anticuerpos humanos expresados en bacteriéfagos que reconocen especificamente a moléculas
diana existentes, con la ventaja sobre los AcM convencionales por su rapida obtencion, sin utilizacién de animales
de laboratorio, lo que emerge como alternativa atractiva para la produccion de AcM contra antigenos peculiares
o complejos. Se realizé un trabajo de investigacion basica, utilizando una biblioteca de fagos filamentosos que
expresan constitutivamente regiones variables de anticuerpos humanos, que se enfrenté al polisacarido capsular
de N. meningitidis serogrupo B. Los resultados que se obtuvieron mediante ELISA policlonal sugieren la existencia

de anticuerpos humanos expresados en fagos que lo reconocen.

Palabras clave: Neisseria meningitidis, polisacarido serogrupo B, bacteriéfagos, anticuerpos monoclonales.

Introduccion

La meningitis meningocdcica constituye un problema de salud
que afecta a multiples paises, independientemente de su
desarrollo econémico, de sus condiciones climatolégicas o
de los avances alcanzados por los mismos en el desarrollo
de antimicrobianos y vacunas contra los microorganismos
generadores de esta entidad nosolégica (1).

La situacion epidemiolégica cubana relacionada con esta
enfermedad tuvo un viraje considerable a finales de la década
de 1980, cuando producto de la tenacidad de investigadores
del Instituto Finlay se obtuvo VA-MENGOC-BC?®, un producto
vacunal reconocido internacionalmente como la primera
vacuna efectiva contra el meningococo del grupo B, uno de
los de mayor morbimortalidad.

La composicién de esta vacuna esta dada por un complejo
de vesiculas purificadas de la membrana externa del
meningococo de serogrupo B y polisacarido capsular
purificado del meningococo serogrupo C, adsorbido en gel
de hidréxido de aluminio (1, 2).

Aunque posee un excelente perfil de reactogenicidad,
inmunogenicidad y eficacia (83%), su aparicién marcé el inicio
de un largo periplo en la busqueda priorizada de nuevos
productos farmacoldgicos alternativos que tengan en cuenta
las complejas caracteristicas estructurales y funcionales de
este microorganismo (1, 3).

Para el desarrollo de vacunas contra N. meningitidis el
polisacarido capsular ha sido el inmunégeno de eleccion, ya
sea en forma natural o conjugada, no siendo asi en el caso
del serogrupo B, debido a la elevada similitud estructural
existente entre el polisacarido y las moléculas de acido sidlico,
presentes en las superficies celulares humanas, asi como
con la molécula de adhesién NCAM (del inglés, neural cell
adhesion molecule), altamente expresada en células del
sistema nervioso durante el periodo embrionario y en la vida
posnatal temprana (4, 5).

Esta peculiaridad, asi como su naturaleza bioquimica
polisacaridicay la repetitividad de monémeros homogéneos,
convierten al polisacarido del serogrupo B en una molécula
poco inmunogénica. La escasa inmunogenicidad de este
componente le confiere a la bacteria un mecanismo de escape
a la respuesta inmune del hospedero, generando gran
dificultad para trabajar en la obtencion de productos bioldgicos
efectivos contra estas cepas (3, 4).

El constante interés por eludir estos escollos ha generado
un creciente nUmero de aproximaciones experimentales
enfocadas a lograr un incremento de lainmunogenicidad del
polisacarido, con el objetivo de revertir la tolerancia
inmunoldgica inducida por la presencia de este mimetismo
molecular, empleando la conjugacion con proteinas (4) o la
sustitucion de grupos N-acetil, presentes en la molécula
homopolimero, 200 unidades repetitivas de acido o(2—8)
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N-acetilneuraminico, por grupos N-propionil (5). Los
resultados han sido contradictorios debido al incremento del
riesgo de autorreactividad en el hospedero vacunado o la
transferencia materna de inmunoglobulinas (Ig) por via
transplacentaria que interfieran con el desarrollo neurolégico
del feto (4-6).

Otras alternativas (7, 8) contemplan el posible empleo de
AcM como herramientas terapéuticas y diagndsticas,
aplicadas en la caracterizacién serolégica de antigenos de
N. meningitidis con fines epidemiolégicos (4), debido a su
altisimo grado de unién y especificidad antigénica, asi como
por la garantia de una excelente ubicaciéon de la diana
molecular.

La evolucion de los AcM ha transitado desde su obtencién
en el modelo murino en un inicio, luego los AcM quiméricos
humanizados hasta la obtencion de anticuerpos (Ac) con
mayor eficacia a partir de la implementacién de numerosas
variantes en el proceso de obtencién de los mismos (8). Tal
es el caso de los anticuerpos recombinantes expresados en
bacteriéfagos o fagos, que son proteinas pequenas
compuestas por los dominios variables (Fv, del inglés
Fragment variable) de las cadenas pesaday ligera de unalg,
asociados generalmente por un conector peptidico flexible.
Estas moléculas han recibido la denominacién en el argot
cientifico de AcM de una sola cadena, debido a su
especificidad de reconocimiento y a su procedencia de
regiones variables de lg, pero en estructura primaria, o sea,
no conformacional (9).

Las técnicas de biologia molecular resultan imprescindibles
para obtener y poner en uso estas bibliotecas artificiales de
anticuerpos que pueden originar estructuras reconocedoras
capaces de unirse a casi cualquier molécula diana existente.
De esta manera, los fragmentos de Ac derivados de fagos
ofrecen ventajas sobre los AcM tradicionales al tener menor
talla, mayor capacidad de penetracién a tejidos y mejor
aclaramiento plasmatico. El empleo de esta tecnologia no
requiere de animales de experimentacion, elemento que
contribuye con la rapidez del proceso de produccion y
constituye un notable aporte, desde el punto de vista
tecnolégico y ético. Otra de las ventajas de gran importancia
es que permite la obtenciéon de AcM frente a antigenos de
bajainmunogenicidad, como es el caso de los polisacaridos
(8,9).

Un estudio precedente (6) ha empleado epitopos capsulares
presentes de manera natural en la superficie de
meningococos para desarrollar anticuerpos antiidiotipicos de
una sola cadena que, al ser administrados en humanos,
inducen anticuerpos de clase G dirigidos contra la capsula
bacteriana, sin ocasionar reactividad cruzada con la molécula
NCAM humana. De igual manera, otros autores (4, 10)
también reportan el empleo de bibliotecas de fagos en
modelos de experimentaciéon murinos para lograr mimotopos
que evitan el riesgo de reactividad cruzada relacionado con
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lainmunizacion del antigeno capsular completo. En este caso
el procedimiento empleado para la obtencion de AcM es
mediante la produccion de hibridomas (10).

Este estudio pretendié verificar la posibilidad de aplicacién
de una biblioteca de Igs humanas, expresadas en fagos
filamentosos, en el reconocimiento del polisacarido capsular
de N. meningitidis de serogrupo B. Esta herramienta, mucho
mas sencilla y que no requiere de la utilizacién de animales
de laboratorio, empleada por primera vez para este
inmundgeno en el Instituto Finlay, contribuyé a la busqueda
de nuevas estrategias de intervencién diagndsticas y
terapéuticas en el &mbito de las infecciones por N. meningitidis.

Materiales y Métodos

Se desarrollé un trabajo de investigacién basica utilizando
una biblioteca de fagos filamentosos que expresan regiones
variables de Ac lineales humanos que se enfrenté al
polisacarido de N. meningitidis de serogrupo B.

Cepas o microorganismos

La cepa de N. meningitidis de la cual se obtuvo el polisacarido
presenté el fenotipo B:4:P1.19,15:L3,7,9. Esta cepa es
utilizada para la obtencién de las vesiculas de membrana
externa de la vacuna VA-MENGOC-BC® (1).

Las cepas bacterianas empleadas de E. coli TG1 supE
A(hsdM - mcrB) 5 (rk- mk- McrB-) thi A(lac - proAB) fueron
donadas por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) de La Habana, Cuba.

Los fagos auxiliadores M13 K07 fueron suministrados por
BioLabs, Reino Unido. Para la elucién de fagos se emple6
como reactivo la trietilamina suministrada por Sigma-Aldrich.

Polisacarido B de N. meningitidis

Se purifico el polisacarido por el método empleado para la
obtencidn del polisacarido C en el proceso de produccién de
VA-MENGOC-BC® (protegido bajo patente en favor de sus
autores) con algunas modificaciones que consisten en
precipitaciones alcohdlicas seriadas al 25% y 80%, con
periodos de incubacién entre 4 y -20 °C, seguidos de
centrifugacion a 4 °C, 3500 x g por 30 min. El debris celular
resultante se sometio a tratamiento con alcohol y secado en
campana con cloruro de calcio, donde se monitoreé el peso
de la muestra tres veces por dia. El proceso de secado se
detuvo cuando no existieron variaciones en el peso de la
muestra o las variaciones entre dos mediciones consecutivas
fueron menores de 0,01 g. Se caracterizdé la muestra
purificada, estimando la concentracién del polisacarido de
N. meningitidis mediante la determinacion de acido sialico,
segun método de Svennerholm (11). Para determinar la
concentracion de proteina se empleé el método de Lowry
(12) y para la de acidos nucleicos, la lectura directa por
espectrofotometria (13).
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Para la determinacién cualitativa de lipopolisacaridos (LPS)
como contaminante de la muestra de polisacéarido B purificado
de N. meningitidis, 20 ug de la misma se incubaron a 100 °C
durante 5 min en presencia de 2-mercapto-etanol (Merck) y
se aplicd en una electroforesis en gel de poliacrilamida al
15% (SDS-PAGE) (14), seguida de unatincion con plata para
LPS (15), segun Laemmli y Tsai. La concentracion de LPS se
estimé mediante la cuantificaciéon de unidades de 2-Keto,
3-deoxietanoato de amonio al 99% (KDO) mediante el método
de acido tiobarbitirico (TBA) modificado (16).

Anticuerpos y conjugados

Los Ac de trabajo fueron policlonales antipolisacarido B de
N. meningitidis (obtenido de conejo), producido
comercialmente para el diagnéstico por la Empresa
Produccion de Bioldgicos "Carlos J. Finlay", La Habana, Cuba
y Ac policlonal anti-lgG total de conejo conjugado a enzima
peroxidasa de rabano picante (origen bovino), suministrado
por Sigma; asi como el AcM anti-M13 conjugado a la enzima
peroxidasa de rabano picante (HRP/Anti-M13), suministrado
por General Electric Healthcare, Londres, Reino Unido.

Biblioteca de anticuerpos lineales

Esta biblioteca de anticuerpos lineales expresados en fagos
filamentosos comprende mas de 100 millones de scFv
diferentes clonados en un vector fagémido que incluye un
gen de resistencia a la ampicilina, que requiere
transformacioén en células de E. coli TG1. Los scFv poseen un
unico polipéptido con los dominios de las regiones variables
de las cadenas pesadas VH (V3-23/DP-47 y JH4b) y ligera Vk
(012/02/DPK9 y Jk1) de Ig humanas, unidos entre si por un
conector flexible de glicina-serina, con diversidad en cadenas
laterales incorporadas en las posiciones del sitio de unién a
antigenos. El tamano de la biblioteca es de 1,37 x 108 y el
porcentaje de insercién es de 88% (9).

Evaluacion de la funcionalidad de la biblioteca
con la seroalbumina bovina (BSA)

La biblioteca se obtuvo comercialmente en forma de
fagémido/scFv, por lo que antes de su empleo se transformé,
indujo, purificé y tituld, utilizando como antigeno de
enfrentamiento BSA suministrada por PROMEGA en
inmunotubos Maxisorp de 3 mL. Estos procesos se realizaron
en tres rondas consecutivas de seleccién que aportaron tres
fracciones adsorbidas (A) con 100 fagos infectivos como
minimo y tres fracciones no adsorbidas (N) (9). Finalmente,
se evalué la funcionalidad de la biblioteca de anticuerpos
lineales scFv usando la BSA como antigeno.

Seleccion de Anticuerpos scFv contra
polisacarido B purificado

Para la seleccion de fagos que reconocieron al polisacarido
B de N. meningitidis se utilizé la metodologia descrita
anteriormente, pero empleando el polisacarido B como
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antigeno de recubrimiento a razén de 10 ug/mL en cada
pocillo. La concentracién de recubrimiento correspondié al
punto medio de la meseta obtenida entre las concentraciones
de 5y 20 ug/mL. El proceso se realizé por duplicado (ciclos
de seleccion Ay A)).

Evaluacion del reconocimiento del polisacarido
B de N. meningitidis por las secuencias de Ig
humanas expresadas en fagos filamentosos

Se emplearon variantes de ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzima (ELISA, del inglés Enzime Linked Immunosorbent
Assay) indirecto, en tiras individuales Maxisorp de 8 pocillos.
Se empled la variante de ELISA policlonal de fagos para
verificar la unidn de scFv al polisacarido B de N. meningitidis
purificado, aplicando 100 uL de polisacarido de N. meningitidis
serogrupo B purificado en tiras Maxisorp e incubando estas a
4 °C durante 14 h. Se realizaron tres lavados con solucién
salina tampén fosfato (SSTF) - Tween 20 al 0,1%.

Para el bloqueo se emple6 SSTF - leche descremada al 2%.
Se adicionaron 100 uL de los fagos obtenidos de cada ronda
de seleccion (dilucién 1:5) y se incubd durante 1 h. Se
adicionaron los Ac anti-M13 conjugados a enzima peroxidasa
a la concentraciéon recomendada por el fabricante (1:5000),
incubando durante 1 h a una temperatura de laboratorio. Se
empleé como solucién sustrato la ortofenilendiamina (OPD)
con peréxido de hidrégeno y tampon acetato sodico, pH 6,0.
Se realizé la lectura en espectrofotémetro a una longitud de
onda de 492 nm (9).

Para ratificar la especificidad del reconocimiento se establecié
una comparacién con ELISA policlonal de fagos, al cual se
adicionaron 100 uL por pocillo de una solucién de polisacarido
C auna concentracién de 2,5 ug/mL (17). El resto del proceso
transcurrié como fue descrito anteriormente.

Paquetes de analisis de resultados y elaboracion
de graficos

Para el procesamiento de los datos y analisis de los resultados
se utilizdé el programa GraphPad Prism version 4.00 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com. Se calcularon coeficientes de correlacion
(lineal y de Pearson).

Resultados y Discusion

Los polisacaridos de N. meningitidis son antigenos a tener
en cuenta para el desarrollo de vacunas contra distintos
serogrupos, tomando en consideracién su presencia en todos
los serotipos, su ubicacion celular en la superficie externa de
la bacteria y su capacidad de inducir Ac bactericidas (18).

La purificacion de estas moléculas constituye un elemento
de crucial importancia en el desarrollo de biopreparados,
empleando el método clasico de purificacion por precipitacion
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Tabla 1. Composicién del producto purificado y requerimientos de calidad. Nivel de pureza del producto acorde con
caracteristicas establecidas por estandares internacionales de pureza para inmunégenos vacunales.

Composicion del producto
purificado

Concentracion de componentes
del producto purificado

Estandar de pureza de inmunégenos
vacunales

Acido Siélico (Polisacérido B)
Proteinas

Acidos nucleicos

LPS

2,142 mg/mL
7,98 pg/mL (0,15%)

0,39 mg/mL (7,8%)

0,163 mg/mL (0,0163%)

< 1 mg/g de polisacarido (< 1%)

< 1 mg/g de polisacarido (< 1%)

< 50 mg/g de polisacarido (< 5%)

con cetavlon y etanol combinado con extracciones con fenol,
brindando un producto con caracteristicas éptimas para la
induccién de inmunidad y por tanto para la produccién de
vacunas (5).

La vacuna cubana antimeningocécica VA-MENGOC-BC®
emplea como inmundégenos al polisacarido capsular
purificado de N. meningitidis serogrupo C (50 ug) y vesiculas
purificadas de la membrana externa de N. meningitidis
serogrupo B (50 ug). En la producciéon de este producto
profilactico el polisacarido B es considerado un contaminante
que se elimina durante el proceso (1, 18). Teniendo en cuenta
que este ultimo era el antigeno de interés de esta
investigacion, nos propusimos purificar el polisacarido B, a
partir de uno de los pasos del proceso de produccion,
empleando una de las fracciones desechadas con alto
contenido glucidico, proveniente de la cepa de N. meningitidis
con fenotipo B:4:P1.19,15:L3,7,9 (1).

Con la fracciéon que se obtuvo se siguié el método empleado
para la purificacién del polisacarido C con modificaciones
(2), teniendo en cuenta las caracteristicas particulares del
polisacarido B. De la aplicacion de estas técnicas se logré
una cantidad de aproximadamente 2 g de polisacarido B
purificado, en presentacién de polvo seco, con una
concentracion de 2,142 mg/mL. Posteriormente se procedio
a la caracterizacion del mismo para evaluar si la molécula
obtenida estaba acorde con los parametros de calidad
establecidos para polisacaridos capsulares de uso vacunal,
segun la presencia de proteinas, acidos nucleicos y
lipopolisacaridos.

Los criterios de liberacion de polisacaridos de N. meningitidis
para vacunas del Departamento de Control de la Calidad del
Instituto Finlay norman que la relacién proteinas/
polisacaridos debe ser <1 mg/g (menor del 1% de la muestra);
la de acidos nucleicos debe ser <1 mg/g (menor del 1% de la
muestra) y la de LPS debe ser inferior a 20 unidades de
endotoxina/mg de polisacarido, seguin LAL (13) y se estima
que sea menor del 5%, segun método de TBA (16).

En la presente investigacién se obtuvo un producto con
caracteristicas que sugieren un elevado nivel de pureza,
inferido al determinarse en la muestra las concentraciones
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de proteinas, acidos nucleicos y lipopolisacaridos. La
concentracién de proteinas fue de 7,98 ug/mL (representando
un 0,15% del total de la muestra). La concentracién de acidos
nucleicos fue de 0,39 mg/mL (7,8%). La electroforesis en gel
de poliacrilamida con tincién con plata demostré la ausencia
de bandas de LPS en la muestra, lo cual se corroboré
cuantitativamente con la deteccion de unidades de KDO,
con una concentraciéon de 0,163 mg/mL.

Aunque no se cuenta con especificaciones de calidad del
polisacarido serogrupo B, ya que no existe vacuna basada
en el mismo, los valores obtenidos, luego de la caracterizacion
molecular se aproximan a los referidos en los controles de
calidad para vacunas que emplean como inmundégeno al
polisacarido del serogrupo C de N. meningitidis. El grado de
pureza del polisacarido B procesado para este trabajo
minimizé la obtencién de clonos de fagos que reaccionaron
con contaminantes e incremento la eficiencia de los procesos
sucesivos.

En nuestro trabajo utilizamos la biblioteca scFv Tomlinson J
que es empleada en diversas aplicaciones (8, 9). Este
producto se sometié a procesos de transformaciéon y
amplificacién a partir de la forma comercial, garantizando un
elevado porcentaje de insercion de los genes scFv. Se obtuvo
un lote de 15 alicuotas, cada una con 500 uL de la biblioteca
scFv Tomlinson J expandida. Producto de su amplificacion se
obtuvo una cantidad de fagos, 1,6 x 10'® UFC/uL, la cual
estuvo por encima del rango sugerido por los creadores de la
biblioteca (9) como 6ptimo para iniciar el trabajo de seleccion
(102 - 10'® UFC/uL).

Se comprobd la funcionalidad del producto resultante,
determinando el nivel de enriquecimiento después de
sucesivos ciclos de seleccion con BSA (Fig. 1). Se tom6 como
criterio el aumento proporcional del nimero de unidades
formadoras de colonias entre la primera y ultima ronda de
seleccion. El comportamiento de las fracciones eluidas de
las distintas rondas de seleccion evidencié un aumento
gradual del titulo de la fraccion adsorbida entre la primera 'y
tercera ronda de seleccion. Se garantizé la estabilidad del
proceso mediante la conservacion del error para 1 desviacion
estandar en cada etapa del mismo. Esto puso en evidencia
la adecuada funcionalidad de la biblioteca.
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Fig. 1. Funcionalidad de la biblioteca scFv Tomlinson J tras su
amplificacion mediante enfrentamiento con BSA.

Los resultados se expresaron como el cociente entre la media
de las densidades 6pticas obtenidas de la lectura de los
duplicados de cada una de las fracciones (A) y la media de
las densidades 6pticas de los duplicados de la muestra de la
biblioteca utilizada antes del inicio del proceso de seleccién
(C-, control negativo) resultando en (X DO A) /X DO C-) (9).

El incremento del nimero de fagos en la fraccién adsorbida
en cada ronda de seleccion contrasté con la estabilidad de
los conteos de fagos en las fracciones no adsorbidas
obtenidas al final de cada ronda, lo cual tributé a una
disminucién gradual de la relacién entre las fracciones no
adsorbida/adsorbida. Este resultado concuerda con lo
reportado por Menéndez y cols. (19) con metodologia similar
a la nuestra. Aunque otros autores (10, 18) obtienen
resultados que muestran mayor enriquecimiento combinando
el presente método con la citometria de flujo.

Al establecer las condiciones iniciales para el enfrentamiento
de la biblioteca amplificada al polisacarido de N. meningitidis
de serogrupo B se decidié que el recubrimiento de los
inmunotubos debia hacerse con el polisacarido purificado
disuelto exclusivamente en SSTF. Este proceder difiere de lo
reportado en la literatura (17) que plantea un recubrimiento
mas eficiente empleando poli-L-Lisina y otros artificios para
aumentar la capacidad de fijacion del antigeno.

Se tomaron en cuenta algunos trabajos previos (5, 17), en
los cuales se utiliza el polisacarido para el recubrimiento sin
la adicién de ninguna otra sustancia, ni pretratamiento de la
fase solida, para evitar la obtencion de fagos que reaccionen
inespecificamente con otros componentes diferentes al
antigeno seleccionado.

Con el enfrentamiento de la biblioteca scFv Tomlinson J,
previamente expandida al polisacarido capsular purificado
de N. meningitidis de serogrupo B, se eluyeron las fracciones
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Fig. 2. Expansion y amplificacion de la biblioteca scFv Tomlinson
J frente al polisacarido de N. meningitidis serogrupo B.
Comparacion de fracciones adsorbidas con curva patrén de BSA.

adsorbidas con los supuestos fragmentos reconocedores del
antigeno de interés. Se completaron dos procesos de
seleccion frente al polisacarido objeto de estudio y se
establecié la comparacion de fracciones adsorbidas con la
curva patron de BSA. El proceso mostré un incremento
proporcional del titulo de las fracciones adsorbidas en cada
ronda de seleccién realizada, con tendencia lineal y
coeficiente de correlacion de 0,99; lo cual se correspondié
con el enriquecimiento de Ac lineales en la fraccion eluida,
después de su interaccion repetida con el antigeno glucidico
capsular. Se interpreté que hubo funcionalidad adecuada de
la biblioteca frente al antigeno. Estos resultados se
reprodujeron en dos experimentos independientes realizados
en condiciones similares (Fig. 2).

El reconocimiento del polisacarido de N. meningitidis
serogrupo B por la biblioteca scFv Tomlinson J se verifico
mediante ELISA policlonal. El ensayo inmunoenzimatico
mostré un aumento de la senal en relacion con la obtenida
por la biblioteca de fagos frente a la BSA, en todas las
fracciones estudiadas. Este patron se alteré solo con el
resultado de la segunda ronda del primer ciclo de seleccién
(A2), para lo cual no hay una explicacion precisa. Es de senalar
que a pesar de este resultado la tercera ronda de ese mismo
ciclo de seleccion mostré los mayores niveles de senal con
respecto a la ronda inicial.

Este resultado sugiere que hubo reconocimiento del
polisacarido de N. meningitidis serogrupo B purificado por
los Ac lineales humanos expresados en fagos de la biblioteca
en estudio. Aunque los niveles de densidad éptica del proceso
A fueron mayores que los del proceso A', los cocientes
obtenidos de los valores de las terceras y primeras rondas de
ambos procesos fueron de 1,05 y 1,65 respectivamente. Se
infiri6 que hubo mayor reconocimiento del antigeno en el
proceso A’ (Fig. 3).
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Fig. 3. Verificaciéon del reconocimiento del polisacarido de
N. meningitidis serogrupo B por la biblioteca scFv Tomlinson J
mediante ELISA policlonal. En ambos procesos se obtuvo
aumento de la sefnal entre la primera y tercera rondas de seleccion,
lo cual sugiere que hubo reconocimiento del antigeno. Se infirio
que hubo mayor enriquecimiento y por tanto reconocimiento del
antigeno en el proceso A'.

Las senales obtenidas al analizar el ELISA policlonal con las
distintas fracciones de las tres rondas de los dos procesos de
seleccidn, fueron similares a las reportadas por otros autores
(19) que han trabajado con antigenos polisacaridicos.

Teniendo en cuenta la similitud estructural parcial entre los
polisacaridos de N. meningitidis de serogrupos By C (4, 5)
nos propusimos estudiar si se producia algin nivel de
reactividad cruzada entre los fagos seleccionados después
del enfrentamiento con el polisacarido B y el polisacéarido C,
seleccionando la fraccion adsorbida que se obtuvo de la
tercera ronda de seleccion del proceso A, la cual mostrd
mejor nivel de enriquecimiento cualitativo que las del proceso A.

Al aplicar el inmunoensayo policlonal con recubrimiento de
ambos polisacaridos capsulares, esta fraccion mostré senales
en ambos casos, lo que reafirmé el reconocimiento especifico
de la estructura glucidica. Se comprobé que la presencia de
senal tras el enfrentamiento de la misma fraccién adsorbida
con el polisacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C
era mayor. La respuesta contra el polisacarido B fue duplicada
frente al antigeno C (cociente polisacarido C / polisacarido
B = 2,51). Esta respuesta policlonal sugiere que se establecié
reactividad cruzada entre ambos antigenos por los Ac lineales
seleccionados en esta fraccion (Fig. 4).

Este particular resultado pudiera ser expresion de la similitud
estructural entre ambos polisacaridos. El mayor
reconocimiento frente al polisacarido C pudiera estar
relacionado con una mayor accesibilidad de los epitopos
comunes después del recubrimiento de la placa de ELISA.

Estudios con AcM de tipo IgM contra el polisacarido B de
N. meningitidis (5, 8) reportan el reconocimiento del
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Fig. 4. Verificacion del reconocimiento del polisacarido de
N. meningitidis serogrupo B por la fraccién adsorbida de la tercera
ronda del proceso de selecciéon A' mediante ELISA policlonal. Se
detectd senal tras el enfrentamiento de la misma fraccion
adsorbida con los polisacaridos capsulares de N. meningitidis
serogrupos B y C. La respuesta contra el polisacarido B fue
duplicada frente al antigeno C.

polisacarido C por estos Ac. Por otro lado, una investigacion
anterior (5) refiere que la inmunizacién de ratones con
conjugados de polisacarido B induce Ac que reconocen el
polisacarido C y viceversa. A pesar de estos resultados, la
existencia de reactividad cruzada contra el polisacarido B,
partiendo de inmunizaciones con polisacarido C, ha sido
refutada por algunos autores (20).

Nuestros resultados muestran la existencia de dicha
reactividad cruzada, amparada probablemente por la similitud
estructural entre las moléculas polisacaridicas que solo
difieren en la posicién de los enlaces de carbono en su
estructura de homopolimero de Acido N-acetil-neuraminico
[0.(2—8) en el caso del polisacarido B y o(2—9) para el
polisacérido C] (7).

Ademads, la reactividad cruzada entre polisacaridos de
N. meningitidis generalmente se ha observado en contextos
de tolerancia (6), donde las influencias regulatorias tienen
un rol crucial, como es el caso de las inmunizaciones con
antigenos vacunales en animales de experimentacioén o en
humanos. Fuera de este ambiente de regulacién, se generan
respuestas inmunes al romper la barrera de la tolerancia a
nivel experimental, conjugando el polisacarido de interés con
un péptido de 60 Kd derivado de la proteina de choque
térmico (HSP, del inglés heat shock protein) (5) o como en
nuestro estudio, al enfrentar in vitro el polisacéarido con los
efectores de la respuesta inmune.

La reactividad frente al polisacarido C podria, ademas,
constituir una prueba indirecta de la obtencién de clonos
que reconocen al polisacarido B después del proceso de
seleccién. Aunque en un estudio precedente (6) se sugiere
la obtencién de mimotopos del polisacarido serogrupo B de
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N. meningitidis mediante bibliotecas de péptidos expresadas
en fagos filamentosos o la obtencién de Ac antiidiotipicos,
como alternativa tanto para el proceso de seleccién, como
para el tamizaje de verificacién posterior. Incluso, el empleo
de estas moléculas miméticas permitiria trabajar con
secuencias epitdpicas que sean exclusivas del polisacarido
B, limitando asi la posibilidad de reactividad cruzada contra
el polisacarido C.

De manera confirmatoria debe emplearse la técnica de
inmunoensayo enzimatico monoclonal, como lo sugieren
trabajos reportados en la literatura cientifica sobre métodos
de ELISA monoclonal de este tipo (9, 10, 19) que testan un
amplio nUmero de clonos de alta especificidad, obtenidos de
sobrenadantes sin diluir del cultivo de las fracciones mas
enriquecidas de los ciclos de seleccion iniciales. Este paso
constituye un requisito obligatorio para identificar la presencia
de clonos positivos 0 no, ya que el simple enriquecimiento
entre una seleccién y otra no es conclusivo. Los resultados
de esta investigacion, eminentemente exploratoria, tributan
necesariamente al ELISA monoclonal como paso de
verificacion que permitird la caracterizacion del AcM
obtenido.

Ademas, teniendo en cuenta que el sistema desarrollado por
Tomlinson y cols. (9) consta de dos bibliotecas: | y J, con
diferencias en el porcentaje de insercion de secuencias de Ig
humanas y en sus respectivos repertorios, seria de utilidad
en trabajos futuros realizar el enfrentamiento del polisacarido
de serogrupo B de N. meningitidis con la biblioteca scFv
Tomlinson |, con el objetivo de obtener clonos de fagos con
mayor grado de reconocimiento por el antigeno en estudio,
considerando la recomendacion de los creadores de esta
tecnologia sobre la utilizacion simultanea de ambas
bibliotecas para mayor rendimiento.

Otro aspecto a considerar, es el tipo de sistema de tamizaje
a utilizar para verificar el reconocimiento frente al antigeno
de interés. En el caso particular de los polisacaridos, por sus
dificultades intrinsecas, algunos autores recomiendan el uso
de varios sistemas paralelos a fin de ampliar las posibilidades
de identificacion de clonos con reactividad apropiada. En
este sentido se ha reportado (6, 10) el empleo de ELISA de
células completas con mayor sensibilidad al adicionar al
recubrimiento la poli-L-lisina o avidina. Otra opcién (17)
propone emplear fases sélidas de materiales plasticos que
garanticen una mayor adherencia de moléculas de
antigenicidad compleja o aplicar tratamientos con
derivatizaciones a los polisacaridos.

La estructura lineal de estos AcM también podria valorarse
como una interferencia en el reconocimiento de antigenos.
Por tal razén este trabajo se plantea como perspectiva
mediata, que una vez que sean identificadas las secuencias
lineales de Ilg humanas que reconozcan especificamente al
polisacarido de serogrupo B de N. meningitidis, estas se
inserten en una molécula sintética de |g humana. Este nuevo
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producto con estructura conformacional, obtenido por
diferentes centros cubanos de investigacion, garantizaria la
recuperacion de las funciones bioldgicas de este Ac, tanto
por su porcion de unién a antigenos, como por su fraccién
constante. De igual manera, se evaluara posteriormente la
idoneidad, a nivel diagndstico y terapéutico, de este AcM
totalmente humano.

Finalmente, los resultados obtenidos mediante ELISA
policlonal sugieren la existencia de AcM lineales capaces de
reconocer al polisacarido B de N. meningitidis. Este trabajo
constituye el primer reporte del empleo de la tecnologia de
bibliotecas de Ac lineales expresados en fagos para este
inmunégeno, desarrollado de manera integra en el Instituto
Finlay, centro rector de la investigacién y produccién de
vacunas en el pais. La implementacién de nuevas
investigaciones serd necesaria para corroborar estos
hallazgos, asi como para caracterizar los Ac lineales
especificos y evaluar sus posibilidades biolégicas y clinicas.
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Application of a human linear antibody library against the capsular polysaccharide
from Neisseria meningitidis serogroup B

Abstract

Neisseria meningitidis serogroup B still produces a significant morbidity and mortality. Bacterial capsular
polysaccharide in serogroup B shows structural homologies with human proteins and poor immunogenicity which
make difficult the development of vaccines and polyclonal and monoclonal antibodies (MAb) against it. Artificial
libraries of human antibodies via the expression and selection of them in bacteriophages have become known.
Those antibodies are used as specific recognizing molecules capable to join to almost any existing target, with
advantages over conventional MAb due to its faster obtainment without needing animal immunization, emerging
as an attractive alternative for the production of MAb against complex or particular antigens. This was a basic
experimental piece of work, using a phage library that expresses variable regions of human immunoglobulins to
identify ligands with the capacity to recognize N. meningitidis serogroup B polysaccharide. Polyclonal ELISA
screening suggests the existence of human antibodies expressed in phages which recognized the antigen of
interest.

Key words: Neisseria meningitidis, serogroup B polysaccharide, bacteriophages, monoclonal antibodies.
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