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Sintesis

SINTESIS

La tosferina es una enfermedad respiratoria aguda causada por Bordetella pertussis. Las cepas
emergentes producen pertactina tipo dos (Prn2) y mayores concentraciones de la toxina pertussis (PT),
mientras que las vacunas comerciales contienen la pertactina tipo uno (Prnl) y la PT quimicamente
inactivada. Estas diferencias concurren con el aumento de la incidencia en paises con altas coberturas de
vacunacion. En este trabajo se obtuvo por primera vez una pertactina recombinante hibrida de las
variantes Prn2 y Prnl (PRH2-1) a partir de Escherichia coli. Se demostrd sin precedentes que las
proteinas Prn2 y PRH2-1 inducen una respuesta humoral especifica contra péptidos de la regidn variable
R1, superior a la inducida por Prnl y confieren supervivencia en el modelo murino de reto intracraneal
modificado. Ademas, mediante un procedimiento ventajoso se obtuvieron a partir de Bordetella
pertussis las proteinas PT genéticamente inactivada (PTg), la hemaglutinina filamentosa (FHA) y Prn2. Se
demostré que las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 inducen una respuesta
humoral y celular especifica y confieren una proteccién similar a una dosis protectora de una
preparacion celular de referencia en ratones. El presente trabajo sienta las bases para el desarrollo de

cantidatos vacunales acelulares para un mejor control de la tosferina.



Abreviaturas y Acronimos

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

por orden alfabético:

aa: aminoacido

Ac: anticuerpo

ACT: toxina adenilato ciclasa

AcM, AcMs: anticuerpo monoclonal, anticuerpos monoclonales

AcP: anticuerpo policlonal

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ANOVA: andlisis de varianza

ARN: 4cido ribonucleico

BSA: albuimina sérica bovina (del inglés, bovine serum albumin)

CIGB: Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de La Habana, Cuba

DO: densidad déptica o densidades dpticas

DTPa, DTPc: vacuna triple de Difteria, Tétano y el componente de Pertussis acelular, vacuna triple con el
componente de Pertussis celular

ELISA: ensayo inmunoenzimatico en fase sélida (del inglés, enzyme-linked immunosorbent assay)
FHA, hemaglutinina filamentosa (FHA, del inglés filamentous hemagglutinin)

FIM: fimbria

HRP: peroxidasa de rdbano picante (del inglés, horseradish peroxidase)

IFNy: interferéon gamma

Ig: inmunoglobulina

IgG, I1gM, IgA: Ig de clase G, M, 0 A

IgG2a, IgG2b, 1gG3: IgG de subclase 2a, 2b, 6 3

IL: interleucina

IMAC: cromatografia de afinidad a iones metdlicos (del inglés, immobilized metal affinity
chromatography)

LPS, LOS: lipopolisacaridos, lipooligosacaridos

m/v: Porcentaje de la solucién a partir de una relacion masa/volumen



Abreviaturas y Acronimos

MICA: ensayo modificado de reto intracerebral en ratones (del inglés, modified intracerebral challenge
assay)

MS/MS: espectrometria de masas en sucesion

ONC: oligonucledtidos

PBS: solucién salina tamponada por fosfatos (del inglés, phosphate buffer solution)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, (del inglés, Polymerase Chain Reaction)

Prn, Prnl, Prn2: pertactina, pertactina de tipo uno, pertactina de tipo dos

PRH: Pertactina recombinante hibrida de los tipos uno y dos. En una molécula estdn presentes las
regiones variables de Prn1y Prn2

PT: Toxina Pertussis del inglés Pertussis Toxin

PTq, PTg: Toxina Pertussis quimicamente inactivada, Toxina Pertussis genéticamente inactivada

Q-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (del inglés, Quantitative Polymerase Chain
Reaction)

R1: regidn variable uno o Regién 1

R2: regién variable dos o Regidn 2

SAUT: secuenciacién automatica del ADN

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (del inglés, sodium dodecyl!
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Ul: Unidades Internacionales

v/v: Porcentaje de la solucién a partir de una relacién volumen/volumen
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1 INTRODUCCION

La tosferina o pertussis es una enfermedad respiratoria aguda, altamente contagiosa, causada por la
bacteria Bordetella pertussis (B. pertussis)(Cherry y Heininger, 2004). El padecimiento es endémico a
nivel mundial y afecta a personas de todas las edades (WHO, 2015). Cada afio el numero de infectados
asciende a 40 millones y mueren 300 000 nifilos menores de seis meses (Coutte y Locht, 2015). Los
adolescentes y los adultos constituyen la principal fuente de contagio de los nifios pequefios no
inmunizados o de los que no completan el esquema de vacunacién (WHO, 2015).

Durante la infeccién de B. pertussis del tracto respiratorio participan de manera coordinada adhesinas y
toxinas. La bacteria se une al epitelio ciliado por medio de las adhesinas pertactina (Prn), la
hemaglutinina filamentosa (FHA) y los filamentos fimbriales (FIM). La toxina pertussis (PT) es el factor de
virulencia principal y su produccién correlaciona con la induccién de leucocitosis, inhibicion de la
guimiotaxis celular, anafilaxis, sensibilidad por histaminas, entre otros efectos (Monack y cols., 1989;
Mattoo y Cherry, 2005). Los anticuerpos (Ac) especificos contra las adhesinas y las toxinas protegen
contra la tosferina (Mattoo y Cherry, 2005).

Las vacunas contra B. pertussis se utilizan en combinacion con los toxoides de difteria y tétanos y
pueden ser celulares (DTPc) o acelulares (DTPa). Las vacunas celulares se basan en células inactivadas
por métodos quimicos o fisicos (Mattoo y Cherry, 2005). Son vacunas eficaces en un 96 % y su principal
desventaja es la elevada reactogenicidad durante las reactivaciones sucesivas, por lo que se utilizan
exclusivamente en edades pediatricas (< 7 afios) (WHO, 2016). Las vacunas acelulares pueden contener
hasta cinco componentes purificados de la bacteria. Las vacunas DTPa mono-componentes contienen la
toxina pertussis quimicamente inactivada (PTq) (Trollfors y cols., 1997). Las de dos componentes
incluyen PTq y la proteina FHA (Kimura y Hikino, 1985). Las de tres componentes incorporan pertactina
tipo uno (Prnl) y las de cinco afiaden los antigenos fimbriales Fim2 y Fim3 (Edwards y cols., 1995). Son
vacunas seguras y poseen una eficacia entre 75 % y 85 % (Decker y cols., 1995; Jefferson y cols., 2003;
Olin y cols., 2003). Las vacunas de tres componentes inducen una respuesta inmune protectora de
mayor duracién respecto a las de cinco componentes (Olin y cols., 2003; Gustafsson y cols., 2006). En
general las vacunas acelulares generan menos efectos adversos que las celulares, razén por la cual estan
licenciadas para la reactivacién de adolescentes y adultos (WHO, 2016).

Ni la concentracién ni el tipo de Ac contra uno o mas antigenos correlacionan con la proteccién contra B.

pertussis (WHO, 2015). No obstante, en humanos, los anticuerpos especificos inducidos contra PT y
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Prnl, desempefian una funcidon relevante contra la enfermedad (Cherry y cols., 1998; Storsaeter y cols.,
2003). En ratones, los Ac inducidos por las vacunas celulares o acelulares de tres componentes, protegen
pasivamente en modelos de infeccidén intracerebral y respiratoria (Munoz y cols., 1981; Sato y Sato,
1984; Mills y cols., 1998).

A pesar de existir vacunas efectivas la incidencia de la enfermedad continla en aumento en paises con
altas coberturas de vacunacién (Burns y cols., 2014). Este es un fendmeno complejo al cual contribuyen
multiples factores y se manifiesta con independencia del tipo de vacuna celular o acelular utilizada
(WHO, 2015; Zlamy, 2016). La duracion de la inmunidad en adolescentes reactivados con vacunas
acelulares ha mostrado ser también independiente del tipo de vacuna DTPa o DTPc recibida en la
infancia, aunque la tasa de disminucion o declive de respuesta inmune es mayor en los que recibieron
DTPa cuando eran pequefios (Acosta y cols., 2015).

Se postula que el aumento de la incidencia se debe a que las cepas en circulacidon evaden la inmunidad
inducida por las vacunas durante el declive de la respuesta inmune (Mooi y cols., 2014). En este sentido,
entre las cepas vacunales y los aislados clinicos existen diferencias antigénicas. Globalmente, el 60 % de
los aislados clinicos de B. pertussis poseen el genotipo ptxP3/prn2 y producen pertactina tipo dos (Prn2)
(Bart y cols., 2014). Las cepas productoras de Prnl o Prn2 constituyen en su conjunto el 80 % de los
aislados clinicos (Bart y cols., 2014). Sin embargo, en la fabricacidén de las vacunas acelulares o celulares
se utilizan cepas productoras de la variante Prnl (Mooi y cols., 2014).

La evasidon de la respuesta inmune relacionada con la proteina pertactina es un fenédmeno de gran
complejidad. Las diferencias entre Prnl y Prn2 residen Unicamente en el numero de secuencias
repetidas GGAVP y GGFGP localizadas en la regidn variable R1 (R1) (Mooi y cols., 2014). Las R1 de Prnly
Prn2 contienen ambos tipos de secuencias lo que supone una elevada reactividad cruzada entre ambas
{Prn1 [R1 (GGAVP)3(GGFGP),], Prn2 [R1 (GGAVP),(GGFGP),]}. Es importante subrayar, que solamente en
sueros humanos se ha demostrado la existencia de anticuerpos tipo especificos contra Prnly Prn2 (Hey
cols., 2003). No obstante, en ratones, en un modelo de reto intranasal, se demostré que las cepas Prn2
pueden evadir la inmunidad inducida por la vacuna celular (Prnl) utilizada en Holanda (King y cols.,
2001). En otro estudio, con el uso de cepas de B. pertussis isogénicas, se demostré que el genotipo
ptxAl/prn2 coloniza mas efectivamente ratones inmunizados con la vacuna acelular (Prn1) utilizada en

Japén, respecto al genotipo ptxA2/prnl1 (Komatsu y cols., 2010). Estos hallazgos sugieren que las
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diferencias antigénicas entre las vacunas y los aislados clinicos pueden afectar la efectividad de las
vacunas.

En relacién a Prn2, en la literatura consultada no se describen estudios que examinen el efecto de
inmunizar con la variante Prn2 o una pertactina hibrida recombinante de Prnl y Prn2 obtenida en
Escherichia coli (E. coli). Tanto Prnl como Prn2 producidas en E. coli mantienen sus propiedades
antigénicas y estructurales (Hijnen y cols., 2005). En este sentido seria importante evaluar estos
inmunogenos en el modelo murino de reto intracerebral modificado (MICA), inico modelo validado que
cuantifica la proteccidn en términos de animales vivos y muertos (Xing y cols., 2014a). Una preparacidn
vacunal acelular con la variacion tipo dos podria también ser igualmente protectora que preparaciones
vacunales que contienen Prnl. De comprobarse este supuesto, se podria justificar la inclusion de Prn2
en preparaciones vacunales acelulares con el objetivo de estimular en humanos la induccién de Ac tipo
especificos contra Prn2.

Por otro lado, las cepas con el genotipo ptxP3 producen mayores concentraciones de PT debido a la
fortaleza del promotor ptxP3 (Mooi y cols., 2014) y se asocian significativamente con la severidad de la
enfermedad en nifios (Clarke y cols., 2015). En este sentido, incluir la toxina pertussis genéticamente
inactivada (PTg) en las vacunas es una alternativa con antecedentes efectivos en humanos, la cual se
retoma actualmente para enfrentar la emergencia de cepas de B. pertussis con el genotipo ptxP3/prn2
(Plotkin, 2014; Seubert y cols., 2014). En las vacunas la proteina PT nativa se inactiva generalmente con
aldehidos. Este procedimiento destruye el 80 % de los epitopos neutralizantes (Ibsen, 1996) y suprime
las propiedades adyuvantes de la PT (Seubert y cols., 2014). La proteina PTg es mds inmunogénica que
PTq y mantiene las propiedades adyuvantes de la toxina nativa. Sin embargo, no existen vacunas
comerciales con el antigeno PTg (Seubert y cols., 2014). Tampoco se describen estudios dirigidos a
demostrar la proteccion de Prn2 o pertactinas hibridas de Prnly Prn2 en combinacién con los antigenos
PTgy FHA.

En Cuba desde 1994 no hay informes que evidencien casos de tosferina (MINSAP, 2015). Sin embargo,
existe preocupacidn por instituciones nacionales de salud debido al incremento de la enfermedad en
paises de la regidon que utilizan, como Cuba, vacunas celulares con altas coberturas de vacunacidn
(Martinez C y cols., 2012; Monroy-Vaca y cols., 2014). Por ello, es necesario acometer estudios que

permitan mejorar las vacunas actuales, en particular las acelulares, con el objetivo de favorecer el
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control de la tosferina, basado en la inmunizacién de madres gestantes, adolescentes y adultos, como
recomienda la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2016).
Sobre la base de los antecedentes descritos anteriormente se planted la siguiente hipdtesis: una
preparacion vacunal basada en la toxina pertussis genéticamente inactivada, la hemaglutinina
filamentosa y la pertactina natural tipo dos purificadas de B. pertussis o en sustitucion de la pertactina
natural, una recombinante hibrida de los tipo uno y dos obtenida en E. coli, confiere una proteccién
similar al de una dosis protectora de una preparacion vacunal celular de B. pertussis, en el modelo
murino de reto intracerebral modificado.

Objetivo General:

Evaluar la respuesta inmune inducida en diferentes lineas de ratdn y el efecto protector en el modelo

murino de reto intracerebral modificado, de preparaciones vacunales acelulares que incorporan la

pertactina tipo dos o pertactinas hibridas de los tipo uno y dos, administradas por separado o en
combinacidn con las moléculas PTg y FHA.

Objetivos Especificos:

1. Obtener una pertactina recombinante hibrida (PRH) a partir de E. coli en cuyo disefio se incluyan las
regiones variables R1 de Prnly Prn2.

2. Evaluar la respuesta humoral inducida por la proteina Prn2 y PRH en ratones y la capacidad de
conferir proteccién en el modelo MICA.

3. Obtener los antigenos PTg, FHA y Prn2 a partir de la cepa B. pertussis BPCNIC0311.

4. Evaluar la respuesta humoral y celular inducida por preparaciones vacunales compuestas por PTg,
FHA y Prn2 o la proteina PRH en sustitucidon de la Prn2 natural, en ratones y la capacidad de las
preparaciones vacunales de conferir proteccion en el modelo MICA.

Para cumplir los objetivos especificos se abordaron las siguientes tareas experimentales:

Objetivo 1

1. Disefio de una pertactina recombinante hibrida de los tipos uno y dos.

2. Clonaje, expresion en E. coliy purificacién de las variantes Prnl, Prn2 y variantes de PRH.

3. Inmunodeteccion mediante ensayos inmunoenzimaticos de adsorcion (ELISA) de las variantes PRH
con anticuerpos monoclonales (AcMs) murinos y sueros humanos generados por la inmunizaciéon
con una vacuna acelular comercial.

Objetivo 2
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1. Inmunizaciéon de ratones BALB/c con las proteinas Prn1, Prn2 y variantes de PRH purificadas.

2. Determinacion mediante ELISA de la respuesta de Ac especifica contra Prnl, Prn2 y péptidos con
secuencias de diferentes regiones de pertactina involucradas en la proteccién contra la enfermedad.

3. Evaluacién en ratones OF-1 de la capacidad de las proteinas Prnl, Prn2 y variantes de PRH de inducir
proteccion tras el reto con la cepa letal B. pertussis BP18323 en el modelo MICA.

4. Seleccidn de una PRH segln sus propiedades inmunogénicas y protectoras.

Objetivo 3

1. Purificacién de las proteinas PTg, FHA y Prn2 a partir de la cepa genéticamente modificada B.
pertussis BPCNICO311.

2. Andlisis de las proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida, Western blotting y espectrometria de masas.

3. Inmunodeteccion mediante ELISA de PTg, FHA y Prn2 con sueros murinos generados por la
inmunizacién con una vacuna acelular comercial.

Objetivo 4

1. Inmunizacion de ratones BALB/c y OF-1 con preparaciones vacunales compuestas por los antigenos
PTg, FHAy Prn2 (PTg/FHA/Prn2) o PTg, FHAy PRH (PTg/FHA/PRH).

2. Determinacion mediante ELISA de los titulos de Ac especificos contra los componentes PTg, FHA,
Prnly Prn2.

3. Determinacion mediante ELISA de las concentraciones de IFNy, interleucina 4, interleucina 5 e
interleucina 17 secretadas ex vivo por los esplenocitos de ratones inmunizados con las
preparaciones PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH como indicadores de la respuesta inmune celular
inducida.

4. Evaluacion en ratones OF-1 de la capacidad de las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y

PTg/FHA/PRH de conferir proteccion tras el reto con la cepa letal B. pertussis BP18323 en el modelo

MICA.

La novedad cientifica del presente trabajo, consiste en que por primera vez se demuestra que la

proteina Prn2 induce titulos de anticuerpos que reconocen péptidos de la R1 de Prnl y Prn2, de mayor

magnitud a los estimulados por la proteina Prnl. Ademas, se demuestra sin precedentes que una

pertactina recombinante hibrida que incluye las variaciones de tipo dos y uno (PRH2-1), tiene la

capacidad a) de inducir titulos de Ac contra los péptidos de las regiones variables R1 de Prnly Prn2, con
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una magnitud similar a los inducidos por la variante Prn2, y b) de conferir proteccién en el modelo MICA.
Igualmente, por primera vez se demuestra que preparaciones vacunales acelulares compuestas por PTg
y FHA, al incorporar la variante tipo dos de pertactina, tanto en una pertactina natural o una pertactina
hibrida de los tipo dos y uno confieren una proteccién similar a una preparacion celular en el modelo
MICA frente a la cepa letal B. pertussis BP18323. Constituye novedad cientifica también un
procedimiento ventajoso para la obtencién por separado de los antigenos PTg, FHA y Prn2 a partir de B.
pertussis BPCNIC0311, en el cual se prescinde de la precipitaciéon de PTg y FHA por sulfato de amonio y
permite la purificacidon de Prn2 en un paso cromatografico.

Adicionalmente, del conjunto de todos los resultados surgen nuevos aportes al conocimiento, con
importancia tedrica en el campo de la inmunologia y la vacunologia. Se aportan evidencias acerca de la
utilidad y la funcion protectora de la variante tipo dos de pertactina como alternativa antigénica contra
B. pertussis. Ademas, se brindan elementos estructurales de pertactina que permiten obtener en E. coli,
moléculas hibridas de Prnl y Prn2 con la capacidad de ser reconocidas por sueros humanos y AcM
protectores asi como de conferir proteccion en ratones.

La importancia practica se basa en la posibilidad de contar con preparaciones vacunales compuestas por
los antigenos PTg, FHA y Prn2 o una pertactina hibrida que incluya las variaciones tipo uno y dos, las
cuales podrian favorecer el control de las cepas de B. pertussis en circulaciéon con genotipos ptxP3/prn2
o ptxP3/prnl, mediante la generacion de anticuerpos anti-PT de mayor valor protector y de Ac tipo
especificos anti-Prn2 y anti-Prn1.

El aporte social de las preparaciones vacunales aqui evaluadas viene dado por su posible aplicacion en la
inmunizacion de madres gestantes, adolescentes y adultos con el objetivo de evitar el contagio de
infantes menores de 3 meses de nacidos.

Los resultados obtenidos se reflejan en dos publicaciones cientificas en revistas internacionales,
Biotecnologia Aplicada y Journal of Infectious Diseases and Therapeutics; varios congresos nacionales e
internacionales, un logro anual del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) en el afio 2015,
una patente (PCT/CU2008/000009) aceptada en Cuba, EE.UU, Rusia, China, Corea del Sur, entre otros y

un Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba en el afio 2015.
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2  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La tosferina o pertussis

2.1.1 Reseia historica de la tosferina
La tosferina o pertussis, a diferencia de otras enfermedades como papera y sarampién, carece de

documentos antiguos que la refieran (Cherry y Paddock, 2014). Su aparicidn histdrica se establece en
Francia, en un periodo entre 1414 y 1540 (Lapin, 1943). El primer brote epidémico de una enfermedad
con sintomas semejantes a pertussis probablemente haya ocurrido en Paris hacia 1578, hecho que fue
descrito por Guillaume de Baillou en 1640 (Cone, 1970). Décadas después, el médico inglés Thomas
Sydenham (1624-1689) describié con mayor claridad la enfermedad y la denominé “infantum pertussis”,
término que denota la tos violenta, convulsiva y persistente que se produce en los infantes (Mattoo y
Cherry, 2005). La enfermedad ha tenido y tiene una incidencia mundial y se denomina segln las
regiones como tosferina (tos de las fieras) por hispano hablantes, coqueluche en Francia y en China la
tos de los 100 dias. En 1906 Bordet y Gengou relacionaron la sintomatologia de la enfermedad pertussis
al Bacilus pertussis. Fueron ellos quienes, por primera vez, cultivaron el microorganismo como una
forma pura y para ello emplearon placas de agar sangre-papa-glicerol (Bordet y Gengou, 1906). En la
década de 1930 en honor a Bordet se comienza a nombrar la bacteria como Bordetella pertussis
(Kendrick, 1933). Por la severidad y la alta mortalidad asociada a la enfermedad, en los afios 1920, se
obtuvieron las primeras vacunas basadas en células muertas, las cuales se administraron a nifios de
Tunez y Dinamarca (Howson y cols., 1991). Posteriormente, estas preparaciones se combinaron con los
toxoides de difteria y tétano para dar lugar a la vacuna celular triple (DTPc) como se conoce en nuestros

dias (Mattoo y Cherry, 2005).

2.1.2 Origen de la enfermedad
El origen de la enfermedad pertussis es alin objeto de investigacién. Existen dos postulados que intentan

explicar las evidencias encontradas. Una de ellas afirma que la asociacién entre B. pertussis y los
humanos es reciente. La misma acepta como evidencias 1) la ausencia de documentos antiguos que
refieran sintomas semejantes a pertussis y 2) la limitada diversidad genética en las poblaciones de B.
pertussis. Sin embargo, el descubrimiento reciente de un linaje antiguo de B. bronchiseptica que infecta
a humanos sugiere una antigua relacion de B. pertussis con humanos como hipdtesis alternativa
(Diavatopoulos y cols., 2005). En este sentido, la bacteria B. pertussis pudo evolucionar a partir de un

linaje ancestral de B. bronchiseptica. La omisidn histdrica de la enfermedad pudiera explicarse debido a
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la circulacion en las poblaciones ancestrales de cepas asociadas a una sintomatologia benigna vy
relacionada a la produccién de concentraciones relativamente bajas de PT (cepas menos virulentas)
(Mooi, 2010).

2.1.3 Caracteristicas clinicas de la tosferina
La tosferina es una enfermedad aguda y altamente contagiosa causada por B. pertussis (Cherry y

Heininger, 2009). La bacteria es un patdgeno estricto de humanos y se desconoce si otro animal o
habitat ambiental puede constituir un reservorio alternativo (Cotter y Miller, 2001). La transmisién del
microorganismo puede ocurrir a través de aerosoles respiratorios (Warfel y cols., 2014; Forsyth y cols.,
2015). La enfermedad es mediada primariamente por toxinas que producen dafios severos al hospedero
(Mattoo y Cherry, 2005). Se caracteriza por un estado catarral del arbol respiratorio, con accesos de tos
intensos. La enfermedad se divide en cuatro etapas o fases: la incubacidon es de siete a diez dias (fase 1),
gue puede extenderse hasta 42 dias. Le sigue un periodo catarral (fase Il), cuya duracion es de una a dos
semanas, definida por coriza, fiebre y tos moderada que se incrementa en el tiempo. Es precisamente en
este periodo cuando los infectados contagian con facilidad a otros individuos. Posteriormente, se inician
los paroxismos que persisten de tres a ocho semanas (fase Ill). En esta fase se sospecha el diagndstico de
la tosferina por la ocurrencia en los ninos enfermos de numerosos paroxismos, tos rdpida y severa,
dificultad al respirar, cianosis y vomitos; en adultos y adolescentes puede transcurrir de forma
asintomatica o manifestarse como una tos persistente. La convalecencia (fase IV) se extiende
generalmente de semanas a meses. Durante la cuarta fase el paciente se recupera gradualmente y los
paroxismos y la tos desaparecen a las dos o tres semanas. Los paroxismos recurren con frecuencia ante
infecciones respiratorias secundarias, muchos meses después del inicio de la tosferina (Melvin y cols.,
2014).

Los adultos y adolescentes que generalmente estdn inmunizados por infeccién natural o por vacunas,
muestran un espectro amplio de la tosferina, que abarca desde una enfermedad asintomatica, benigna
o moderada hasta la pertussis cldsica. Cuando la sintomatologia de la enfermedad no es clasica, se
presenta como una tos recurrente por mas de una o dos semanas y clinicamente puede ser
indistinguible de cualquier otra infeccidn respiratoria (Tozzi y cols., 2005). El 3 % de los adultos con
sintomas de tos aguda con una duracidn inferior a 28 dias resultan infectados por B. pertussis (Teepe y

cols., 2015).
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2.1.4 Factores de riesgos asociados a la muerte por tosferina
Los infantes no vacunados o los que no completan su esquema de vacunacion tienen el riesgo mas alto

de padecer complicaciones severas incluso la muerte (Guris y cols., 1999; Mertsola, 2014). Los factores
asociados a los decesos en infantes infectados son diversos: bajo peso al nacer, menor edad al momento
de la aparicion de la tos, conteo mas elevado de gldbulos blancos y el recuento de linfocitos. Los casos
fatales se asocian al menor uso de antibiéticos (macrélidos) y mayor utilizaciéon de esteroides y de dxido
nitrico. El desarrollo de hipertensiéon pulmonar, convulsiones, encefalitis y neumonia también son

complicaciones frecuentes asociadas a los casos fatales (Winter y cols., 2015).

2.1.5 Diagnéstico y tratamiento
El diagndstico clinico es complejo y se afecta por diversos factores que pueden variar la definicion

clinica. Un diagndstico adecuado de los sintomas clinicos se facilita si se investiga integralmente el
sindrome pertusico, generalmente asociado a un estado no febril, presencia de estertores respiratorios,
incremento de la frecuencia de la tos durante las noches, persistencia de la tos por mds de siete dias, la
ausencia de reactivacién en los ultimos 10 anos y la identificacion de contactos positivos a B. pertussis,
todos ellos asociado a la edad del paciente (Guiso, 2015). El diagndstico clinico debe apoyarse en el
diagnéstico biolégico o de laboratorio dentro de los primeros 14 dias, junto con el cultivo de B. pertussis
y la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (Q-PCR) en tiempo real. Con posterioridad, se
dificulta el aislamiento del patdgeno y se procede a diagnosticar por Q-PCR. Después de 21 dias, la Q-
PCR se aplica solo a casos de infeccién secundaria, asi mismo en este periodo tardio son utiles las
técnicas de deteccion de Ac mediante ELISA (anti-PT) (Guiso, 2015). Internacionalmente se acepta que
titulos de anticuerpos IgG igual o superiores a 125 unidades internacionales (Ul) son indicativos de una
infeccion reciente (Teepe y cols., 2015).

Tanto el diagndstico como el tratamiento temprano de la enfermedad son importantes para mitigar los
sintomas severos, especialmente en los nifios. El uso de antibidticos en la fase catarral puede modificar
la severidad de los sintomas, acortar su duracién y eliminar el microorganismo del tracto respiratorio
superior (Bass y cols., 1969; Bergquist y cols., 1987). El tratamiento en la fase de paroxismos es
inefectivo aunque puede ser usado para eliminar al patégeno y evitar su transmision (CDC, 2008). Se
recomiendan los antibiéticos del tipo macrélidos tales como la azitromicina, claritomicina y en menor

medida la eritromicina (Cohen y cols., 2014).
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2.2 La bacteria patogena Bordetella pertussis

2.2.1 Filogeniay evolucion
El patégeno B. pertussis pertenece al género Bordetella de la familia Alcaligenaceae. Un total de nueve

especies conforman el género: B. bronchiseptica, B. parapertussis, B. pertussis, B. holmesii, B. avium, B.
trematum, B. hinzii, B. petrii y B. ansorpii (Brenner y cols., 2005).

Mediante la combinacién de diferentes técnicas tales como la tipificacién multilocus de secuencias,
analisis comparativo de micro arreglos del genoma completo vy la tipificacion de secuencias de insercién
(SI) se caracterizé un conjunto de 132 aislados de Bordetella de diversos huéspedes mamiferos. Como
resultado, se identificaron cuatro complejos distintos integrados por cepas relacionadas y representados
por B. pertussis (complejo ll), B. parapertussis, (complejo 1ll) y B. bronchiseptica con dos complejos
distintos (I, IV). El complejo | incluye cepas de B. bronchiseptica de origen animal (68 %), mientras que el
complejo IV estd integrado por cepas de B. bronchiseptica (80 %) que proceden de pacientes con
sintomas similares a los de la tosferina (Diavatopoulos y cols., 2005).

La bacteria B. pertussis pudo evolucionar a partir de un ancestro parecido a las cepas de B.
bronchiseptica del complejo IV. La biologia comparativa muestra que la adaptacién de B. pertussis a
humanos ha sido a expensas de reordenar y optimizar el genoma mediante la pérdida de genes
(fragmentos del cromosoma) y el silenciamiento de cientos de ellos (seudogenes). El nimero de
secuencias codificantes predichas en B. pertussis (3816) es inferior al de B. parapertussisyy (4404) y B.
bronchiseptica (5007) (Preston, 2005). La presencia de un numero menor de mutaciones en B.
parapertussisyy sugiere que su origen es mas reciente que el de B. pertussis. Tanto B. pertussis como B.
parapertussisyy han perdido informaciéon genética involucrada en el transporte de membrana y la
biosintesis de estructuras de superficie (Burns y cols., 2003).

Las especies B. bronchiseptica, B. parapertussis y B. pertussis causan padecimientos respiratorios en
humanos (Locht, 2007). Existen dos linajes diferentes de B. parapertussis, B. parapertussisyy y B.
parapertussisoy que infectan a humanos y a carneros respectivamente (Cullinane y cols., 1987). B.
parapertussisyy produce sintomas similares a pertussis aunque el grado de severidad de la enfermedad
suele ser significativamente inferior en comparacion con B. pertussis (Mattoo y Cherry, 2005). Las
afecciones causadas por B. bronchiseptica son poco frecuentes y se observan mayormente en individuos
inmunocomprometidos (Woolfrey y Moody, 1991), nifios (Mastrantonio y cols., 1997) y también por

zoonosis en personas dedicadas al cuidado de animales (Goodnow, 1980).
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2.2.2 Caracteristicas microbioldgicas
La bacteria B. pertussis es un cocobacilo aerobio estricto, Gram negativo que crece de forma dptima a

temperaturas entre 35 °C y 37 °C. La bacteria resulta positiva a los ensayos de oxidasa y catalasa. El
microorganismo carece de motilidad, es negativo al ensayo de ureasa y no produce pigmentos solubles
de color oscuro en placas de agar peptona (Leber, 2014). Sus dimensiones fisicas hacen que sea descrito
como una bacteria relativamente pequeiia: 0,2-0,3 um x 0,5-0,8 um. Es un microorganismo dificil de
cultivar y no puede multiplicarse en los medios estandares de agar nutriente. Después de 96 h de
cultivo, en placas con un medio de agar, glicerol, infusién de papa y sangre de carnero se pueden
observar colonias de forma perlada, de color mercurio y pequefias como la punta de un alfiler. Pasado
72 h adicionales, es fécil visualizar alrededor de las colonias el desvanecimiento del color rojo producto

de la actividad beta hemolitica asociada a la toxina adenilato ciclasa (ACT) (Guiso, 2015).

2.2.3 Patogénesis
El conocimiento de cdmo B. pertussis interactla con su hdabitat natural (el ser humano) para producir la

enfermedad surge de estudios indirectos, esencialmente estudios in vitro o con mutantes de B. pertussis
en el modelo murino. Hasta la fecha, los modelos animales utilizados no reproducen todos los sintomas
gue caracterizan la enfermedad que ocurre en humanos (Mattoo y Cherry, 2005). La adherencia del
patdgeno ocurre en el epitelio nasofaringeo por medio de multiples adhesinas como FHA, Prn y FIM,
para posteriormente diseminarse hacia el tracto respiratorio medio e inferior (Hewlett y cols., 2014).
Durante la diseminacién se provocan daiios a las células y los tejidos locales, al tiempo que transcurren
los eventos de la evasion inmunolégica. En el modelo de Hdmster se ha observado que la bacteria se
adhiere a las células del epitelio del tracto respiratorio y produce un extenso dafio en los organulos de
las mismas, ciliostasis y desprendimiento celular (Collier y cols., 1977). En la evasidén inmune se
involucran multiples factores de virulencia tales como la PT, la ACT, al igual que las adhesinas antes
mencionadas, todos ellos con una demostrada actividad inmunomoduladora in vitro e in vivo (Hewlett y
cols., 2014; Melvin y cols., 2014; Carbonetti, 2015). La proteina PT es el factor de virulencia que mas
contribuye en la enfermedad. En diferentes especies de Bordetella sp. manipuladas genéticamente para
expresar PT, se observa una correlacidn positiva con la induccion, en ratones, de leucocitosis, anafilaxis y
sensibilidad por histaminas (Monack y cols., 1989). También en ratones, la respuesta exacerbada en las
vias respiratorias, producida por el efecto téxico e inmunomodulador de PT, interfiere con la limpieza de

las secreciones pulmonares y acarrea ademas otros efectos sistémicos (Connelly y cols., 2012;
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Carbonetti, 2015). En humanos, los infantes mueren principalmente a causa de hipertensiéon pulmonary
se ha observado, post mortem, que las arterias pulmonares pequefias se encuentran ocluidas por
agregados leucocitarios junto a la presencia de abundantes células de B. pertussis (Sawal y cols., 2009).

El desarrollo del modelo experimental en monos infantes de la especie Papio anubis, que reproduce
alguna de las manifestaciones tipicas de la tosferina tales como la tos paroxistica, la linfocitosis, la
produccién de altos niveles de anticuerpos anti-PT y la proteccidon después de una infeccién previa,
permitird estudiar mas directamente cdmo los diferentes factores de virulencia conocidos y los aun por

descubrir, contribuyen a la sintomatologia de pertussis (Warfel y Merkel, 2014).

2.2.4 Regulacion de la expresion génica por el sistema BvgA/S
En Bordetella los factores de virulencia, con la excepcidn de la toxina traqueal, son regulados por el locus

bvg (del inglés, Bordetella virulence genes) (Weiss y Falkow, 1984), el cual codifica para un sistema de
dos componentes denominado BvgA/S (del inglés, Bordetella virulence genes Activator/Sensor)
(Parkinson y Kofoid, 1992). Los genes regulados directamente por BvgA/S se nombran vag (del inglés,
virulence activated genes), mientras que los genes vrg (del inglés, virulence repressed genes) son
regulados indirectamente (Smith y cols., 2001). Los dos componentes del sistema BvgA/S son conocidos
como BvgA (activador) y BvgS (sensor). El sensor BvgS es un homodimero transmembrana cuyo extremo
amino se localiza en el periplasma y el extremo carboxilo en el citoplasma de la bacteria. El extremo
amino de cada mondmero de 135 kDa consiste en dos dominios denominados VFT1 (distal a la
membrana interna) y VFT2 proximal (del inglés, Venus Flytrap domains), seguidamente le suceden un
segmento transmembrana, y ya en citoplasma un dominio denominado PAS, seguido por un dominio
histidina-quinasa (HK), un receptor (R) y una histidina HPT (del inglés, histidine phosphotransfer), todos
en su conjunto componen una cadena de fosfotransferencia (del inglés, phophorelay). Por su parte, el
activador BvgA se compone de un dominio receptor y un dominio de unién al ADN (Dupre y cols., 2015).
Los dominios VFT de cada mondmero se entrelazan y tienen la funcién de monitorear el microambiente
en el periplasma. Bajo condiciones bien definidas de crecimiento in vitro y poco conocidas in vivo, la
proteina BvgS se activa y utiliza ATP para fosforilar primero el dominio HK y finalmente la histidina HPT
del extremo carboxilo. Seguidamente, el grupo fosforilo se transfiere a un grupo aspartato presente en
el dominio receptor del activador BvgA. La proteina activadora en su estado fosforilado (BvgA-P) tiene
alta afinidad de unién por los promotores de los genes vag. De igual forma, BvgA-P se une al promotor

de una tercera proteina reguladora BvgR (Merkel y cols., 2003). La sobreexpresion de BvgR inhibe la
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expresion de los genes vrg. El resultado final de este proceso es la fase virulenta conocida como Bvg+, la
cual es esencial para el desarrollo del ciclo infeccioso de B. pertussis (Mattoo y Cherry, 2005).

2.2.4.1 Fases fenotipicas de la bacteria controladas por el sistema BvgA/S

En Bordetella se describen tres fases fenotipicas. La fase Bvg+ estd asociada a la colonizacién in vivo,
mientras que in vitro la fase se induce en ausencia de acido nicotinico y MgSO, y a temperaturas
superiores a 27 °C. En la fase Bvg+ se expresan a niveles maximos los genes de clase 1 tales como el
operoén ptx-ptl, que codifica para PT y su sistema de secrecion; el gen cyaA-E, que codifica para la
proteina ACT y el operdn bsc que codifica para el sistema de secrecion tipo lll. De igual forma, se
expresan a niveles maximos los genes conocidos como de clase 2 que incluye fhaB, que codifica para
FHA, fim que codifica para la fimbria y el mismo BvgAS que se autorregula positivamente. Los genes
clase 2, se expresan de igual forma en la fase denominada Bvg-intermedia (Bvgi). La fase Bvgi se alcanza
in vitro a concentraciones de acido nicotinico bien definidas y dependiente de la especie (Ej. 3-5 mM
para B. pertussis) y a temperaturas también superiores a 27 °C. Durante esta fase se expresa el gen bipA
(de clase 3) que codifica para la proteina de membrana externa BipA, cuya expresién estad sobre
regulada (in vitro) en el proceso de formacidn de biopeliculas (de Gouw y cols., 2014b). La tercera fase
observada en Bordetella es la Bvg-, la cual se manifiesta a concentraciones mayores de acido nicotinico,
MgS0O, y a temperaturas menores que 27 °C. La expresion de los genes vag se reprimen en Bvg- y se
expresan a maximos niveles los genes vrg o de clase 4 que incluye aquellos que codifican para las
funciones asociadas a la motilidad en B. bronchiseptica (Mattoo y Cherry, 2005).

Los factores de virulencia se producen diferencialmente en el tiempo y operan coordinadamente sobre
disimiles blancos celulares para permitir la adhesidon, colonizacién, evasiéon de los mecanismos de
defensa del hospedero y la transmisidon posterior a otro individuo susceptible. Durante la fase Bvg+ se
producen tempranamente (10 min) las adhesinas FHA y FIM, implicadas en la adhesién primaria y la
colonizacién. Seguidamente (1 h), se sintetizan otros factores como BrkA (del inglés, Bordetella
resistance to killing factor A), el autotransportador Vag8, el sistema secrecidn tipo Ill y Prn. Tardiamente
(2-4 h) y concurrente con la etapa de colonizacidon se producen los factores PT, ACT y la toxina

dermonecrdtica (DNT) (Smith y cols., 2001).

2.2.4.2 Principales factores de virulencia
El patégeno B. pertussis produce diversas toxinas tales como PT, ACT, DNT, citotoxina traqueal (TCT), la

toxina de secrecion tipo Il (T3SS) y la endotoxina o lipooligosacarido (LOS). El patégeno sintetiza ademas
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numerosos factores de adhesion con los cuales se une a los receptores celulares. Entre estos se
encuentran la FHA, Prn, FIM asi como otros autotransportadores BrkA, TcfA, BapC, BatB, Vag8, SphB1 y
Phg; todos los cuales contribuyen a la patogénesis y la mayoria constituyen dianas para anticuerpos y
células T (Melvin y cols., 2014; Scheller y cols., 2015). A continuacion se describen resumidamente las
caracteristicas fundamentales de cinco factores que por su importancia inmunoprotectora se incluyen

en las vacunas acelulares: PT, Prn1, FHA, FIM2 y FIM3.

2.2.4.2.1 La toxina pertussis
La enzima PT es producida por B. pertussis y no por B. parapertussis ni por B. bronchiseptica (Guiso,

2015). Pertenece a la familia de toxinas de tipo A:Bs con actividad ADP ribosil transferasa (Ui y cols.,
1986). El operdn codificante de PT comprende los genes ptx y ptl. El locus ptx codifica para las cinco
subunidades de la toxina, la cual se ensambla en el periplasma y se exporta a través del sistema de
secrecién (Tipo 1V) codificado por el locus pt/ (Locht, 2007). El gen ptx presenta un polimorfismo
representado por ocho variantes alélicas ptxA1, ptxA2 hasta ptxA8. La variante ptxAl predomina en los
aislados de la mayoria de los paises del mundo (Zhang y cols., 2010; Miyaji y cols., 2013; Lam y cols.,
2014; van Gent y cols., 2015). Los alelos ptxAl, ptxA3 ptxA6 y ptxA7 codifican para proteinas idénticas.
Los alelos ptxA1 y ptxA2 codifican toxinas con un cambio conservativo no expuesto al solvente (Mooi y
cols., 2014). Las variaciones descritas no afectan la actividad neutralizante in vitro por parte de sueros
inmunes (Hausman y Burns, 2000).

La estructura cristalografica de PT fue resuelta a 2.9 A de resolucién por Stein y cols. (Stein y cols., 1994).
Es una proteina hexamérica de 117 kDa conformada por seis subunidades diferentes (Tamura y cols.,
1982). La subunidad S1 o porcidn A, contiene el sitio catalitico (ADP ribosil transferasa) de la actividad
enzimdtica y es la responsable de las alteraciones bioldgicas. El oligdmero B esta formado por las cuatro
subunidades restantes en un arreglo donde los dimeros S,S; y S3S4 se unen mediante la subunidad Ss
(Tamura y cols., 1982) y constituye el dominio de unidn a los receptores celulares. Particularmente, in
vitro, puede unir cualquier glicoproteina que contenga acido sidlico (Millen y cols., 2010). Los receptores
a los que PT se une in vivo no se conocen.

El mecanismo de accién de la toxina puede describirse resumidamente de la siguiente forma: la toxina
liberada por la bacteria se une a los receptores celulares por medio del oligdmero B, entra en la célula
blanco por endocitosis y seguidamente se transporta retrégradamente a través del aparato de Golgi

hacia el reticulo endoplasmatico (Carbonetti, 2015). El oligdmero Bs une una molécula de ATP y se
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disocia de la subunidad A, de esta forma se facilita el transporte al citosol de la subunidad catalitica en
exosomas hasta llegar a la membrana plasmatica de la célula hospedera. La subunidad A puede
entonces hidrolizar NAD+ y transferir el grupo ADP-ribosa liberado a un residuo cisteina presente en la
subunidad alfa de las proteinas G heterotriméricas ancladas en membrana. La trasferencia de este grupo
modifica covalentemente las proteinas aceptoras, entre ellas, algunas proteinas G inhibitorias de la
produccién de AMP ciclico. Consecuentemente, ocurre la desregulacion de importantes vias metabdlicas
y en dependencia del tipo de célula, pueden traducirse en diversos efectos fisiopatoldgicos tales como
sensibilizacidn a histaminas, activacion de la secrecién de insulina, linfocitosis, supresién de linfocinas
inflamatorias, inhibicion de los eventos de reclutamiento de células inmunes a los sitios de infeccidn
entre otros (Carbonetti, 2015).

La molécula PT posee propiedades adyuvantes relevantes. Estudios realizados en diversos modelos
animales y en humanos confirman que PT es capaz de potenciar la respuesta de Ac contra otros

antigenos presentes en la formulacion (Mattoo y Cherry, 2005; Salcedo-Rivillas y cols., 2014).

2.2.4.2.1.1 Toxina pertussis quimicamente inactivada (PTy)

El uso del glutaraldehido para la inactivacion de PT es el procedimiento preferido en los procesos
productivos (Gupta, 1990). La inmunizacion con PTq induce titulos de Ac neutralizantes de la PT asi como
protectores en ratones (Gupta y cols., 1990) y humanos (Guiso, 2015). La inactivacién con peréxido de
hidrégeno también resulta un método efectivo para la inactivacion de PT (Trollfors y cols., 1995). En
humanos, la duracién de los Ac inducidos contra PTq es temporal (Guiso, 2015). Las concentraciones de
los agentes quimicos utilizados en los procedimientos de inactivaciéon, que garantizan la no reversion a la
forma toéxica, destruyen la mayoria de los epitopos neutralizantes presentes en PT y sus propiedades

adyuvantes (Seubert y cols., 2014; Agnolon y cols., 2015).

2.2.4.2.1.2 Toxina pertussis genéticamente inactivada (PTg)
De la modificacion genética de PT resultan mutantes no tdxicos asi como inmunogénicos y protectores

en el modelo murino de reto intracerebral (Pizza y cols., 1989). Como se muestra en la figura 1, en
comparacion con PTq, la molécula PTg mantiene sus propiedades antigénicas y adyuvantes intactas
(Seubert y cols., 2014; Agnolon y cols., 2015). La inmunizacidon de ratones con dosis entre 3 y 10
ug/ratén generan titulos maximos de Ac neutralizantes y confieren proteccién frente a la cepa letal B.

pertussis BP18323, en modelo de reto intracerebral (Nencioni y cols., 1990).
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Figura 1. Simplificacion de los mecanismos propuestos de la capacidad adyuvante y los eventos inducidos por:
(A), enzima PT activa presente en la infeccion natural o como traza contaminante en las vacunas celulares o
acelulares; (B) proteina PTg derivada de la inactivacidon genética de PT o (C) proteina PTq resultado de inactivacién
quimica de PT. Tanto PT como PTg unen las células diana y estimulan eficazmente la regulacion positiva de
moléculas coestimuladoras, la secrecion de citoquinas y la activacion de células T policlonales. La molécula PTg
estimula ademas células Thl y su efecto negativo sobre la migracién linfocitica es transiente (enmarcado en rojo).
En contraste el tratamiento con formaldehido interfiere en la unién y activacion celular. Tomado de Seubert, A.y
cols (2014) Expert Rev Vaccines 13(10): 1191-1204.
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Al contrario de PTq, la proteina PTg es reconocida eficientemente por AcMs con actividad neutralizante
(Ibsen, 1996). En modelos experimentales, los ratones inmunizados con preparaciones que contienen
PTg resuelven mas rapidamente la infeccidon que los inmunizados con PTq (Mills y cols., 1998). Los titulos
de Ac neutralizantes inducidos por PTg son 10 veces superiores a los estimulados por PTq (Agnolon y
cols., 2015). En humanos, las vacunas que contienen PTg, FHA y Prnl son seguras y mas inmunogénicas
en términos de titulos por pug de antigeno empleado, que las vacunas que contienen PTq, FHA y Prnl
(Edwards y cols., 1995). En un estudio clinico fase tres, entre los 17-24 meses, la eficacia de la vacuna
compuesta por PTg, FHA y Prn1 fue superior (89 %) a la que contenia PTq, FHA y Prnl (78 %) (Salmaso y

cols., 1998). La combinacidn antigénica PTg, FHA, Prn2 no se ha estudiado.

2.2.4.2.2 Hemaglutinina filamentosa (FHA)

El factor FHA es codificado por el gen fhaB (Roy y Falkow, 1991). Es una proteina monomeérica alargada
con una longitud de 50 nm y un grosor promedio de 4 nm (Makhov y cols., 1994). El gen fhaB codifica
para un precursor FHAB de 367 kDa, el cual es procesado para dar lugar al polipéptido FHA (220 kDa)
gue incluye los dos tercios proximos al extremo amino de FHAB (Domenighini y cols., 1990). En el
transito del precursor (370 kDa) a través de la membrana plasmatica interna interviene un mecanismo
dependiente de Sec (Mazar y Cotter, 2007). Una vez en periplasma, se produce la secrecién por la via
TPS (del inglés, two-parther secretion system), en la que interviene el dominio TPS-A ubicado en los
primeros 245 aa de FHA y la proteina FHAC (TPS-B) (Delattre y cols., 2011). La proteina FHAC de 62 kDa
reconoce a FHA a través de su extremo amino y por medio del dominio formador de poro en su extremo
carboxilo la exporta a la superficie. Una vez en ella, el precursor FHAB es procesado por la proteasa
SphB1 (Coutte y cols., 2001). Esta enzima corta aproximadamente un fragmento de 130 kDa del extremo

carboxilo y como resultado se obtiene la FHA madura de 220 kDa (Delattre y cols., 2011).
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En la membrana externa FHA queda orientada con el extremo carboxilo distal y cantidades substanciales
se liberan al medio en cultivos in vitro (Locht, 2007). La estructura de la proteina FHA contiene
numerosas hebras beta y giros (del inglés, turns), ademas de multiples regiones formadas por 19
residuos repetidos en tdndem, los cuales forman sucesivos “coils” en la hélice beta (Kajava y cols., 2001).
La FHA madura tiene cuatro dominios de unién bien definidos: dominio RGD, dominio de unién a
carbohidratos, dominio de unidn a carbohidratos del tipo heparan sulfato y un dominio potencial de
uniéon a integrinas. La molécula FHA une in vitro un amplio espectro de receptores como: glico-
conjugados en las células epiteliales ciliadas; en macroéfagos une glicol-conjugados, VLA-5 (del inglés
Very Late Antigen V) y LRI/IAP (del inglés, Leukocyte Response Integrin/Integrin Associated Protein). Une
ademas, glicolipidos sulfatados de células epiteliales ciliadas y no ciliadas (Guiso, 2015). La proteina FHA
es protectora en ratones (Kimura y cols., 1990). Los anticuerpos anti-FHA bloquean la adhesién de B.
pertussis a las células ciliadas de la traquea (Helmy y cols., 1992). La proteina FHA esta incluida en las

vacunas acelulares que contienen dos o mds componentes (Poolman y Hallander, 2007).

2.2.4.2.3 Pertactina (Prn)

La proteina Prn es un factor de virulencia que pertenece a la familia de los autotransportadores tipo | y
es codificada por el gen prnA. Para su transporte a la superficie emplea una via de secrecién
denominada tipo V, la cual se caracteriza por el autotransporte a través de la membrana externa
(Henderson vy cols., 1998). Los autotransportadores tienen un péptido sefial de 34 aa en el extremo
amino, seguido del dominio extracelular en el que residen las propiedades bioldgicas de pertactina y un
dominio transportador de 250-300 residuos hacia el extremo carboxilo. EIl modelo mds aceptado de la
biogénesis de Prn propone que el precursor de 93 kDa da lugar a Prn y al transportador porina, con tallas
moleculares de 69 kDa y 30 kDa, respectivamente; aunque en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS Prn migra a 70 kDa debido a la presencia de regiones ricas en prolina (Charles y cols., 1994). El
péptido sefal del precursor es reconocido por la maquinaria de secreciéon Sec, localizada en Ia
membrana interna. Seguidamente, se produce un primer corte proteolitico que separa la sefial de
secrecion del polipéptido, el cual se libera en el periplasma. Sucesivamente, el transportador se pliega y
forma un barril B de 12 hebras antiparalelas que se inserta en la membrana externa. A través del canal
formado ocurre la secrecion del polipéptido. Durante la translocacién la molécula permanece en un
estado diferente al de su conformacién final, plegandose progresivamente en la superficie, donde tiene

lugar un segundo corte a nivel del extremo carboxilo que separa a Prn del transportador.
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Una vez secretado, el dominio extracelular permanece asociado a la superficie de la bacteria mediante
interacciones no covalentes (Henderson y cols., 2004). Esta asociacion se debilita al aumentar la
temperatura, por ello, in vitro, |la pertactina puede ser liberada al medio de cultivo después de incubar
una hora a 60 °C (Gould-Kostka y cols., 1990).

La estructura cristalografica de Prn fue establecida para los primeros 539 aa a una resolucion de 2.5 A
(Emsley y cols., 1996). La misma consiste en 16 hebras paralelas que giran a la derecha para formar una
hélice tipo beta, cuya seccion transversal semeja la forma de V. A partir del nucleo helicoidal se
proyectan numerosos lazos (Figura 2). El lazo de la regidn variable R1 contiene el triplete RGD, motivo
asociado con la funcién de adhesién (Leininger y cols., 1991).

La proteina Prn tiene propiedades de adhesina. En 1991 Leininger y cols observaron que Prn contribuia a
la unién de células CHO (Leininger y cols., 1991). La entrada de B. pertussis a las células Hela y
epiteliales, es inhibida por péptidos de Prn con el motivo RGD (Leininger y cols., 1992). Lo anterior indica
gue durante el proceso de unidn y entrada de B. pertussis a las células diana, la secuencia RGD puede
estar involucrada en la interaccién con los receptores celulares. La proteina Prn contiene ademas,
regiones ricas en prolinas, las cuales estadn presentes en proteinas involucradas en interacciones
celulares en diferentes organismos (Emsley y cols., 1996).

El gen prnA es polimdrfico y cuenta con 13 variantes designadas como prnA1 hasta prnA13 que codifican
para Prnl hasta Prn13 (Figura 3)(Mooi y cols., 2014). En B. pertussis las variaciones en Prn se restringen
fundamentalmente a la regidn variable uno (R1) y la regidn variable dos (R2).

Estas regiones estan formadas por secuencias repetidas en tdndem de GGXXP y PQP respectivamente.
La R1 se localiza en un lazo protuberante proximo al extremo amino y adyacente al motivo RGD ya
mencionado, mientras que la R2 se ubica hacia el extremo carboxilo (King y cols., 2001; Hijnen y cols.,
2004). Las R1 de Prnl y Prn2 contienen ambos tipos de secuencias lo que supone una elevada
reactividad cruzada entre ambas {Prnl [R1 (GGAVP)3(GGFGP),], Prn2 [R1 (GGAVP),(GGFGP),]}. Es
oportuno subrayar, que solamente en sueros humanos se ha demostrado la existencia de Ac tipo
especificos contra Prnly Prn2 (He y cols., 2003).

Los péptidos derivados de la R1 son inmunogénicos y protectores en el modelo murino de reto
intranasal (Charles y cols., 1991; King y cols., 2001). La adicidn de Prnl a las vacunas bicomponentes que
contienen PTq y FHA, incrementa significativamente la proteccién en el modelo murino de reto

intranasal (Guiso y cols., 1999). La adicién de Prn2 a las vacunas no se ha estudiado.
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Figura 2. Representacion en diagrama de cinta de la estructura tridimensional 1DAB.pdb de la proteina pertactina

(Emsley y cols, 1996). A) Vista en seccién transversal. Las hebras beta paralelas, en color verde, se disponen
progresivamente en cada una de las caras A, B y C. Cada paso de la hélice beta consta de tres hebras beta dispuestas
en forma de V. En amarillo se muestra las longitudes variables de los lazos de conexién. El lazo mas largo, en rojo,
constituye la region variable R1 B) Vista en seccion longitudinal. Cada hebra beta se conecta a la siguiente por lazos
longitud variable. Las hebras dan lugar a tres laminas beta A, B'y C a lo largo de las tres caras de la hélice beta. Las
hebras beta en cada lamina se orientan paralelas entre si. El lazo R1 se extiende en la direccién del extremo amino, en

su base se encuentra el motivo RGD. NH2 y COOH, extremo amino y carboxilo, respectivamente.
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102 260 266 337 532 590 853

L ! L

Prnl S  RGDAPAGGAVP GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP ----- ----- VLD S L QP H
Prn2 e GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP GGFGP GGFGP ----- VLD
Prn3 e GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP GGFGP ----- --—--- VLD
Prn4 s e GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP ----- - ——-- -——-—-- VLD

Prn5 e GGAVP GGFGP GGFGP GGFGP - - - —— - ———— -————- VLD . . - .

Prn6 F ...... GGGVP GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP ----- ----- VLD F R ——— R

Prn7 e GGAVP GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP --- - - --—-—-—- VLD . . - .
Prn8 s e GGAVP GAVP GGFGP GGFGP ----- ----- ----- VLD

Prn9 e GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP GGFGP GGFGP GGFGP/ VLD . . - .

Prn10 F ...... GGGVP GGAVP GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP ----- VLD F R -—- R

Prnl1l e e GGAVP GGAVP GGAVP GGAVP GGFGP GGFEGP ----- VLD . . .
Prnl12 e e GGAVP GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP GGFGP ----- VLD
Prn13 e e GGAVP GGAVP GGFGP - --——— - ———- ————— ————- VLD

Regidn 1 Regidn 2

Figura 3. Variantes de Prn encontradas en poblaciones de B. pertussis. Las designaciones de cada proteina se
muestran a la izquierda. Los puntos y guiones indican aminodcidos idénticos y ausentes, respectivamente. La
numeracion es respecto a la metionina del extremo amino de Prnl. Las dos regiones (1 y 2) con repeticiones de
aminoacidos GGXXP y PQP, respectivamente, estan enmarcadas con borde color negro. Las tres variantes de
GGXXP se destacan en azul, gris y amarillo. El motivo RGD implicado en la adhesion y las variantes Prnl, Prn7
(vacunas acelulares) y Prn10 (vacuna celular sueca) que se encuentran en las cepas vacunales estan subrayados.
Tomado de (Mooi v cols. (2014) Epidemiol Infect 142(4): 685-694).

2.2.4.2.4 Fimbria (FIM)

La bacteria B. pertussis produce dos tipos de fimbria denominados FIM2 y FIM3, ambas se ubican en la
superficie de la bacteria (Ashworth y cols., 1988). Estan codificadas por dos loci fim2 y fim3
independientes, los cuales estan regulados positivamente por el locus Bvg (Livey y cols., 1987; Mooi y
cols., 1990). Existen dos alelos fim2 (fim2-1y fim2-2) y cinco alelos fim3 (fim3-1, fim3-2, fim3-3, fim3-4 y
fim3-6)(van Gent y cols., 2015). Un mecanismo adicional de control transcripcional causa la variacion de
fase para los genes fim2 y fim3, lo que permite cambiar el nivel de expresion de estos. La bacteria puede
producir uno, ninguno o ambos tipos de fimbria (Willems y cols., 1990). Las cepas que no producen FIM
no se adhieren al epitelio ciliado y se alojan directamente en los alveolos (Scheller y cols., 2015).

La fimbria es un polimero formado por un gran nimero de subunidades fimbriales, FIM2 (22 kDa) o FIM3
(22.5 kDa), ensambladas linealmente (Blom y cols., 1983). Ademds de las subunidades fimbriales que
forman el polimero, existe otra subunidad denominada FimD, la cual tiene funcién de adhesina y se
localiza en el extremo distal de la fimbria (Geuijen y cols., 1997). Numerosos experimentos documentan
su funcién en la adhesién (Locht, 2007). Las cepas de B. pertussis mutantes para FIM son defectivas en la
colonizacion y multiplicacion en la nasofaringe y la traquea de ratones (Locht, 1999). FIM esta incluida
en las vacunas DTPa de cinco componentes (Poolman y Hallander, 2007). Estudios clinicos muestran que
en los nifios protegidos existen altos titulos de anticuerpos anti-FIM2 (Cherry y cols., 1998; Storsaeter y

cols., 1998; 2003). El valor protector de FIM3 es desconocido (Poolman y Hallander, 2007). Durante la
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infeccién se produce FIM2 y FIM3; en este contexto FIM2 es mds inmunogénica que FIM3 (Gorringe y
Vaughan, 2014).

2.3 Modelos animales experimentales

La tosferina tipica de humanos es dificil de reproducir en animales de laboratorio. Los ratones, conejos,

monos titi y monos cynomolgus no desarrollan la tos caracteristica de la enfermedad (Guiso, 2015).

2.3.1 Ratones
El modelo murino ha sido atil para estudiar los principales factores de virulencia, sus efectos en la

respuesta inmunitaria asi como la funcién de diferentes receptores de células inmunes en el control de
la infeccidn. El modelo se utiliza para la estimacidon de la eficacia de las vacunas (van der Ark y cols.,
2012). La duracién de la infeccidn respiratoria es consistente con la de los humanos y se observa una
marcada linfocitosis, hipoglucemia e hiperinsulinemia (Pittman y cols., 1980). La respuesta humoral y
celular es similar a la que se observa en los seres humanos. Los ratones se infectan tanto por inoculacién
intranasal como por la inhalacion de aerosoles de B. pertussis (Guiso, 2015).

2.3.1.1 Ensayo de reto respiratorio con aerosoles

El ensayo exige tanto de areas como de un equipamiento especializado para la inhalacién por parte del
animal del aerosol con el patégeno (Guiso y cols., 1999). Su precisién es similar al ensayo de reto
intracerebral modificado (Xing y cols., 2014a).

2.3.1.2 Ensayo de reto intranasal

El modelo se utiliza en Europa en el control de la calidad de los lotes de vacunas acelulares

(Http://www.who.int/biologicals/en/) (Guiso y cols., 1999). La prueba no se ha comparado entre

laboratorios con el ensayo tradicional de potencia de Kendrick.

2.3.1.3 Ensayo de Kendrick

La potencia de las vacunas celulares se evalla en el modelo intracerebral. El modelo se desarrollé por
Kendrick y cols (Kendrick y cols., 1947) y constituye el estandar utilizado en todo el mundo para la
evaluacién de las vacunas celulares. Es el Gnico ensayo en el que la potencia de las vacunas correlaciona
con la proteccién de los nifios en ensayos de campo (Standfast, 1958; Xing y cols., 2014c). En este
ensayo se utiliza en el reto la cepa B. pertussis BP18323 la cual produce la variante de pertactina Prn6.

La variante Prn6 posee una R1 muy similar a Prnl (Figura 3, pag. 19)(Gaillard y cols., 2011).
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2.3.1.4 Ensayo de reto intracerebral modificado

Una modificacién del ensayo de Kendrick se utiliza en Japdn, Corea del Sur y China entre otros paises
asiaticos, para evaluar la potencia de las vacunas acelulares. La modificaciéon consiste en retar a los
animales en la semana tres en lugar de la semana dos posterior a la inmunizacién. El ensayo se conoce
abreviadamente como MICA (del inglés, modified intra-cerebral challenge assay). La precisién del
modelo MICA (Xing y cols., 2014a) es similar a la observada para el ensayo de Kendrick (Xing y cols.,
2001). La prueba estd validada entre diferentes laboratorios para la evaluacidn de las vacunas acelulares

gue incluyen PTq (Gaines-Das y cols., 2009) y para preparaciones vacunales con PTg (Xing y cols., 2014a).

2.3.2 Monos

El modelo de mono babuino (Papio anubis) reproduce las manifestaciones clinicas de la tosferina
humana, como la tos paroxistica, producciéon de mucus y leucocitosis (Warfel y cols., 2012b). En este
modelo, B. pertussis se trasmite a través de pequeias gotas en formas de aerosol, con una tasa de
transmisién dependiente de la distancia entre los animales infectados. La transmisidon requiere el
contacto cercano o de una exposicion prolongada (Warfel y cols., 2012a). El modelo se ha utilizado para
estudiar la inmunidad inducida por las vacunas celulares, acelulares y la infeccién por B. pertussis

(Warfel y cols., 2014; 2015).

2.4 Inmunidad inducida por Bordetella pertussis

La inmunidad inducida por B. pertussis se ha estudiado en los modelos de modelo de ratén y monos
babuinos (Warfel y cols., 2014; Brummelman y cols., 2015). Se ha encontrado que la bacteria, al
interactuar inicialmente con las células del epitelio nasofaringeo, promueve la activacién vy
reclutamiento inicial de células inmunes en el tracto respiratorio y posteriormente, la generacion de la
inmunidad adaptativa. Las células epiteliales, las células dendriticas mucosales del tracto respiratorio y
los macréfagos alveolares constituyen la primera linea de defensa (Carbonetti y cols., 2007). Estas
células, a través de los receptores PRR (del inglés, pattern recognition receptors), reconocen las
moléculas de superficie de la bacteria conocidas como PAMPs (del inglés, pathogen-associated
molecular patterns)(Nishida y cols., 2010). Como resultado de la interaccién se produce la maduracién y
activacion celular con la produccion de citocinas y quimiocinas que median y regulan la respuesta
inmune contra B. pertussis. Inicialmente, se produce el reclutamiento de las células dendriticas y los
macroéfagos, seguidamente se infiltran los neutréfilos y las células NK (Dunne y cols., 2010). En este

complejo proceso se involucran ademads, entre otros mediadores celulares, los linfocitos. Las células Tyd
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regulan la migraciéon de los efectores innatos por medio de la produccién de la interleucina IL-17i
(innata). En el proceso de reclutamiento de los efectores, la IL-17 actla a la vez con la quimiocina CXCL2
(MIP-2) secretada por las células epiteliales y los macréfagos activados (Zachariadis y cols., 2006). Las
células NK secretan IFN-y y asisten en la actividad antimicrobiana de los macréfagos y estimulan el
desarrollo de la respuesta Th1 (Byrne y cols., 2004). Los neutrofilos y macréfagos activados participan en
la fagocitosis mediada por Ac inducidos primariamente y en la muerte intracelular de B. pertussis (Eby y
cols., 2014). Las moléculas PT y LOS estimulan la produccién de IFN-y e IL-12 que intervienen en el
desarrollo de una respuesta de tipo Th1 (Higgins y cols., 2003). La proteina ACT promueve la produccién
de IL-1B que junto con IL-23 contribuyen a la expansién de la poblacién de células Th17 (Dunne y cols.,
2010). Las células dendriticas activadas migran entonces a los ganglios linfaticos y presentan alli los
antigenos procesados a las células T virgenes, que una vez activadas, proliferan, se diferencian en células
Thl y Th17 y migran a los pulmones para activar mas neutrdfilos y macréfagos por medio de la
produccién de IFN-y e IL-17, respectivamente. Los linfocitos TH1 y Th17 desempefian una funcidn crucial
en la proteccion contra B. pertussis en ratones (Ross y cols., 2013). Las células B activadas se diferencian
en células plasmaticas que producen anticuerpos especificos del tipo IgA e IgG2a (ratén).
Concentraciones significativas de estos Ac se detectan solo después que el patdgeno ha sido eliminado
de los nichos de infeccién (Kirimanjeswara y cols., 2003); por lo que la inmunidad humoral de induccién
primaria pudiera, inicialmente, desempenfar una funcién auxiliar. Por ultimo, una pequeia fraccién de
las células T y B se convierten en células de memoria, las cuales proporcionan una proteccidn mas eficaz
contra una eventual reinfeccién.

Después de una infeccién natural, el 85 % de las personas convalecientes desarrollan titulos de Ac
contra PT, Unico antigeno especifico de B. pertussis. Ni el tipo de Ac, ni su concentracion, ni la inmunidad
mediada por células, correlacionan con la proteccién clinica (WHO, 2015).

Concurrente al desarrollo de la respuesta inmunitaria, el patégeno activa mecanismos inmunes para
evadir la respuesta inmune del hospedero. La duracién de la inmunidad inducida por B. pertussis como
resultado de una infeccidn natural puede variar de 4 a 20 afios (Wendelboe y cols., 2005); por ello se

observan varias reinfecciones sintomaticas durante la existencia de una persona (WHO, 2015).

2.4.1 Mecanismos de evasion del sistema inmunologico
El patégeno, mediante la variacidon genética de sus factores de virulencia y la accidn directa de estos

sobre el sistema inmunitario innato y adaptativo, puede infectar el hospedero, sobrevivir, multiplicarse y
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perpetuarse en poblaciones humanas. Los factores PT y ACT contribuyen a la supervivencia del
patdégeno. Ambas toxinas elevan las concentraciones intracelulares de AMP ciclico y afectan la
transduccion de sefiales y las funciones de diversos tipos de células, entre ellas, las del sistema
inmunolégico (Mills, 2001). PT interfiere con la migracién de los neutréfilos, los cuales pueden destruir
directamente la bacteria (Carbonetti y cols., 2003). Ambas moléculas actuan sinérgicamente, PT detiene
el influjo de neutréfilos mientras que la ACT los intoxica (Carbonetti y cols., 2005). Esta ultima es el
factor responsable de la muerte de macréfagos por apoptosis (Khelef y Guiso, 1995).

La proteina PT, ademds de interferir con el sistema inmunoldgico innato, obstaculiza las sefales que
promueven la division celular y la supervivencia de células B in vitro, lo que resulta en una disminucion
acelerada del numero de células vivas (Lyons, 1997) y la supresion de la respuesta de Ac in vivo
(Carbonetti y cols., 2004). La incubacidn previa de linfocitos T con PT, inhabilita a estos en su capacidad
de regresar al linfonodo a través de la vena endotelial alta (Phillips y Ager, 2002). La molécula PT induce
inmunosupresién al activar las moléculas implicadas en la transduccién de sefiales asociadas al receptor
de células T (Higgs y cols., 2012).

Otra toxina importante es TCT, un tetrapéptido disacaridico derivado del péptido glicano de la pared
celular. Por si sola, la TCT reproduce la citopatologia de la enfermedad pertussis (Goldman y cols., 1982).
Esta toxina, al actuar sinérgicamente con la endotoxina LPS/LOS incrementa la produccion de la enzima
inducible éxido nitrico sintasa tipo Il. En consecuencia, se elevan las concentraciones de radicales libres
altamente toéxicos en las células epiteliales ciliadas, las cuales mueren y por tanto se destruye el epitelio
respiratorio. El compuesto TCT induce ademas, la produccion de IL-1a, la cual interviene como mediador
central en este proceso (Locht, 2007).

La proteina FHA tiene complejas funciones inmunorreguladoras. Esta molécula previene la migracion de
neutréfilos y el reclutamiento de leucocitos (Rozdzinski y cols., 1995a; Rozdzinski y cols., 1995b).
Durante la infeccion de monocitos, FHA media la inhibicidon de la proliferacién de células T CD4+, en un
mecanismo dependiente de antigeno (Boschwitz y cols., 1997). En el modelo de ratén, FHA induce la
expresion de IL-6 e IL-10 en monocitos y suprime las concentraciones de IL-12 y IFN-y en el suero, efecto
gue pudiera facilitar la supervivencia intracelular de B. pertussis en monocitos al interferir con la
respuesta T celular (McGuirk y Mills, 2000). Las proteinas FHA y Prnl poseen la capacidad de activar
células T reguladoras productoras de IL-10, las cuales pueden suprimir la actividad Th1 auxiliadora de

clones especificos involucrados en la respuesta protectora (McGuirk y cols., 2002).
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El gen fhaB es altamente conservado en Bordetella y ha mostrado ser intercambiable entre las especies
de B. pertussis y B. brochiseptica. El precursor FHAB ejerce una funcidn de virulencia in vivo que impide
gue la bacteria sea eliminada por la respuesta innata temprana. Por otro lado, la FHA madura junto con
la proteina FIM suprimen la respuesta inflamatoria inducida al comienzo de la infeccién (Melvin y cols.,
2015; Scheller y Cotter, 2015; Scheller y cols., 2015).

El patégeno B. pertussis resiste la actividad bactericida que media la via cldsica del complemento
(Rambow y cols., 1998). En la resistencia interviene el autotransportador BrkA, el cual impide la
deposiciéon de los factores C4, C3 y C9 en la membrana celular (Barnes y Weiss, 2001). Otro
autotransportador, el Vags8, es capaz de unir la molécula humana Clinh (del inglés, C1 esterase inhibitor
factor) en una forma dependiente de la dosis y media en la resistencia a la actividad bactericida del
suero (Marry cols., 2011).

La variacidn genética le permite al patégeno retardar la generacién de una respuesta inmune efectiva
contra los factores de virulencia y regular sus niveles de expresion. El promotor ptxP, que regula la
expresion de PT, exhibe un alto grado de polimorfismo (Mooi y cols., 2009). Existen catorce alelos para
ptxP, lo que hace a este elemento genético el mas polimérfico de B. pertussis. La reemergencia de
pertussis también se asocia con la aparicion de cepas con el alelo ptxP3. Este promotor es 1.6 veces mas
fuerte que el ptxP1 y se postula que al aumentar las concentraciones de PT se podria potenciar la
actividad inmunosupresora de PT (Mooi, 2010). De las cinco subunidades de PT, la subunidad A o
catalitica es la mds inmunogénica y también la mds polimdrfica. Los cambios puntuales en epitopos B de
esta subunidad impiden la unién de anticuerpos protectores y no de otros Ac (Bartoloni y cols., 1988).
Un fendmeno similar sucede con los epitopos T (De Magistris y cols., 1991).

Las variaciones antigénicas en el oligdmero B (ptxB1 y ptxB2) resultan en diferencias funcionales in vivo.
En ratones, la variante PtxB2 es mds efectiva en inducir linfocitosis (Millen y cols., 2015).

La variacion de fase para los genes fim, al igual que el control a nivel transcripcional de las
concentraciones de FIM expresada, le permiten al microorganismo evadir la respuesta inmune. Ello se
evidencia en el empleo de vacunas que incluyen FIM, las cuales modifican la prevalencia de los serotipos
circulantes con el predominio de cepas FIM3 (Poolman y Hallander, 2007).

En Bordetella, los lazos en la proteina Prn desempefian una funcidon importante en la evasién de la
respuesta inmune. La modificacion de estos lazos mediante mutagénesis sitio especifica aumenta o

disminuye la capacidad de unién de diferentes AcM, lo que sugiere que los lazos son relevantes para la
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evasion de la respuesta inmune y ademas para el balance estructural de Prn (Hijnen y cols., 2007b). En
ratones, en un modelo de reto intranasal se comprobd que las cepas Prn2 pueden evadir la inmunidad
inducida por la vacuna celular (Prn1) utilizada en Holanda (King y cols., 2001). En otro estudio, con el uso
de cepas de B. pertussis isogénicas, se demostré que el genotipo ptxAl/prn2 coloniza mas
efectivamente ratones inmunizados con la vacuna acelular (Prnl) utilizada en Japdn, respecto al
genotipo ptxA2/prnl (Komatsu y cols., 2010). Sin embargo, solamente en sueros humanos se ha
demostrado la existencia de Ac tipo especificos contra Prnl y Prn2 (He y cols., 2003), elemento que
dificulta en los modelos experimentales definir la combinacién antigénica mas ventajosa para su

evaluacion en humanos.

2.5 Las vacunas contra Bordetella pertussis

El uso de las vacunas DTPc ha prevenido millones de muertes en todo el mundo (WHO, 2015). Sin
embargo, décadas atrds, a pesar de ser vacunas seguras y eficaces fueron rechazadas por la opinidn
publica, debido a, entre otros factores, la ocurrencia de efectos adversos severos (Mattoo y Cherry,
2005). En consecuencia, se impulsé el desarrollo de vacunas DTPa, menos reactogénicas (Grimprel y
Begue, 1995). Algunos paises, fundamentalmente los denominados paises de altos ingresos, han
reemplazado las vacunas DTPc por las vacunas DTPa. Ambos tipos de vacunas se producen en
combinacidn con otros antigenos como los toxoides de difteria y tétanos, entre otros, para dar lugar a
vacunas combinadas de tres o mas valencias, en funciéon de los componentes patdgeno especificos
presentes en la formulacién (Skibinski y cols., 2011). Hasta la fecha no se comercializan vacunas
exclusivas contra la tosferina.

La comparacién de la eficacia y la efectividad de las diferentes vacunas es compleja debido a la
multiplicidad de productores que usan disimiles cepas, asi como la existencia de mas de 80 tipos
diferentes de esquemas de vacunacion en el mundo, con una cobertura global igual o superior al 86 %
(WHO, 2015).

De forma general, las insuficiencias de las vacunas de pertussis radican en que confieren una inmunidad
de limitada duracién, son incapaces de evitar la transmision y los efectos adversos aumentan con el

numero de dosis aplicadas (Locht, 2007).

2.5.1 Las vacunas celulares contra Bordetella pertussis
Las vacunas celulares de pertussis DTPc son formulaciones de células muertas adsorbidas a sales de

alumina. La inactivacion de la bacteria se realiza tanto por métodos fisicos como quimicos (Gupta y cols.,
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1988). Como grupo, son vacunas bastante heterogéneas y en su composicion difieren en el nivel de
impurezas como LOS, los cuales influyen en la reactogenicidad y grado de eficacia (Locht, 2007).

Las variaciones pueden deberse a los diferentes métodos de produccidn como por ejemplo el proceso
de fermentacion empleado (Relyveld y cols., 1991) y los métodos de inactivacidon (Gupta y cols., 1988).
Las vacunas DTPc se desarrollaron en los afios 1930 y a mediados de 1940 se introdujo ampliamente en
la practica clinica en Estados Unidos como vacunas combinadas DTP (Mattoo y Cherry, 2005). Las
vacunas celulares DTP actuales difieren muy poco de las desarrolladas originalmente.

En 1964 se establecié un estandar internacional para la evaluacién de la potencia de las vacunas
celulares (Kendrick, acapite 2.3.1.3). En el modelo, el marcador de mas alta correlacién con la
supervivencia de los ratones lo constituye la concentracion de dxido nitrico producido por macréfagos
(Xing y cols., 1998). Las vacunas DTP varian considerablemente en cuanto a la induccién de Ac
especificos contra los antigenos de valor protector (Edwards y cols., 1991; Steinhoff y cols., 1995), y en
general, tienden a un patrén Th1/Th17 y la induccion de Ac opsonizantes (Xing y cols., 1998; Corbel y
cols., 2004; Brummelman y cols., 2015; Warfel y cols., 2015).

La mayoria de las vacunas celulares comercialmente disponibles no se estudiaron en ensayos de eficacia
(Locht, 2007). No obstante, los estudios clinicos realizados muestran valores de proteccion entre 70 % y
80 % (Broome y Fraser, 1981; Onorato y cols., 1992) y en dependencia de la definicion de caso
empleada, los valores pueden oscilar entre 64 % y 96 % (Mattoo y Cherry, 2005). Estas variaciones
porcentuales se explican por la heterogeneidad de las vacunas. En general, al estudiar los datos
disponibles mediante métodos de meta-andlisis, la eficacia global calculada es de 78 % vy
considerablemente superior al placebo (Jefferson y cols., 2003).

Se desconoce la eficacia de las vacunas celulares en poblaciones de adolescentes y adultos. Su uso en
estas edades no se recomienda por las instituciones de salud (WHO, 2015). Las vacunas celulares
producen enrojecimiento, hinchazén y dolor en el sitio de la inoculacidén. Fiebre y otros sintomas
sistémicos leves son también frecuentes. Las reacciones severas como convulsiones y episodios de
hiporrespuesta-hipotdnica ocurren en 1 caso cada 1750 dosis administradas. La encefalopatia ocurre en
0-10,5 casos por cada millon de dosis administradas (Mattoo y Cherry, 2005).

En nifios vacunados, los titulos mds bajos de IgG anti-PT se asocian al alelo menor del promotor del gen
codificante para TLR4 (Banus y cols., 2007). El binomio receptor TLR4/molécula LOS esta implicado en la

eficacia de la vacuna (Banus y cols., 2008). En el modelo de monos babuinos las vacunas DTP no
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previenen la colonizacién nasofaringea lo que sugiere que permiten la trasmisidn de la bacteria, aunque
en menor medida en comparacion con las vacunas acelulares (Warfel y cols., 2014).

Las vacunas acelulares estan asociadas a un numero considerablemente inferior de eventos adversos
pero son mas costosas. Las vacunas DTP se producen por productores locales, a muy bajo costo y son
comercializadas facilmente en el mercado local o internacional. Por esta razén son utilizadas

actualmente en muchos programas de inmunizacién global (WHO, 2015).

2.5.2 Las vacunas acelulares contra Bordetella pertussis
Las vacunas acelulares (DTPa) contienen componentes purificados e inactivados de la bacteria. Las

vacunas comerciales incluyen entre uno y cinco antigenos diferentes: 1) PTq, 2) FHA, 3) Prnl, 4) FIM2 y
5) FIM3 (Poolman y Hallander, 2007). Su composicién difiere en el numero y la concentracién de los
antigenos incluidos en la formulacién. Todas las vacunas contienen la PTq (van den Biggelaar y Poolman,
2016). Las vacunas que contienen dos o mas componentes incluyen PTq y la proteina FHA y en las de
tres 0 mas esta presente la proteina Prnl. Las vacunas con cinco componentes incluyen los antigenos
FIM2 y FIM3 (Poolman y Hallander, 2007).

Basado en la inmunogenicidad de PT y su valor protector, algunos autores consideran que las vacunas
mono componentes (basadas Unicamente en PTq como antigeno de pertussis) son suficientes para el
control de pertussis, estas pueden alcanzar una eficacia de 70 % (Robbins y cols., 2005). Este porcentaje
se incrementa con la adicidén a las formulaciones de FHA y Prn. Los estudios con vacunas de tres y cinco
componentes muestran un rango de eficacia entre 80 % y 85 % (eficacia en nifios vacunados respecto a
no vacunados) con intervalos de confianza superpuestos (Edwards y cols., 1995; WHO, 2015). Otros
estudios muestran que las vacunas de tres componentes inducen una respuesta inmune protectora de
mayor duracion respecto a las de cinco componentes (Olin y cols., 2003 3824; Gustafsson y cols., 2006
730).

En el modelo murino, las vacunas acelulares promueven una respuesta inmune con un patrén mixto
Th1/Th2, con la induccion de Ac mayormente del tipo IgG1 (Brummelman y cols., 2015).

La induccién de la respuesta de Ac por las vacunas DTPa también puede afectarse por el polimorfismo
del receptor TLR4. Los menores titulos de Ac contra PT, FHA y Prn se encuentran en individuos con una
mutacion en el receptor TLR4, en la que el aminodcido aspdrtico se ha sustituido por glicina en la

posicidn 299 del dominio extracelular (Grondahl-Yli-Hannuksela y cols., 2012).
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2.5.2.1 Vacunas acelulares triples licenciadas contra la tosferina

En la tabla 1 se muestran las principales vacunas acelulares triples licenciadas. Las vacunas ACEL-IMUNE
(Lederle Laboratories) y Tripedia (Aventis Pasteur, Inc.) se destinaron para las dosis de refuerzo cuarta y
quinta (CDC, 1992b; a). Posteriormente, en 1996, Infanrix (SmithKline Beecham Biologicals) y Certiva
(North American Vaccine, Inc.) se licenciaron para administrar las series primarias de inmunizacién a los
2,4, 6 y 18 meses (CDC, 1997). En octubre del afio 2000 se licenciaron ACEL-IMUNE y Tripedia para
administrar la serie primaria con cinco dosis (CDC, 2000).

En el afio 2005 se licenciaron dos nuevas vacunas (Adacel™ y Boostix®) con cantidades reducidas de los
componentes de pertussis, toxoides de tétanos y difteria, abreviadas como Tdap. Boostrix® se licencid
en Mayo, 2005 para ser usada como dosis (Unica) de refuerzo en personas entre 11 y 18 afios. Por su
parte Adacel® se licencidé en Junio, 2005 como dosis (Unica) de refuerzo para personas entre 11 y 64
afios (2006). Adacel estd licenciada también como Triaxis® y Covaxis®. Estas son las vacunas
comercialmente disponibles hasta la actualidad. Son vacunas en las cuales el componente PT es
inactivado con aldehidos.

La vacuna Triacelluvax de Chiron Biocine se retiré del mercado en 1997 por conflictos de propiedad
intelectual y competencia entre compaiiias. Es la Unica vacuna conocida con el componente PT
inactivado genéticamente que completé estudios clinicos fase tres (Matheson y Goa, 2000). Esta vacuna
mostré tener una mayor efectividad en el control de B. pertussis que su control basado en PTq, al
evaluar la fase tardia (entre 17-24 meses posterior a la tercera dosis) (Seubert y cols., 2014).

2.5.2.2 Procedimientos utilizados en la obtencion de los antigenos PT, FHA y

Prnl incluidos en las vacunas acelulares

En la literatura consultada no se describe un procedimiento para la obtenciéon integrada de PT, FHA y
Prnl. La proteina PT se obtuvo al procesar el sobrenadante de cultivo por dos pasos cromatograficos
sucesivos mediante la cromatografia de Affi-Gel Blue y de afinidad a la fetuina (Sekura y cols., 1983). En
la purificacion de PT también se utilizd la cromatografia basada en geles de hidroxiapatita seguida de la
de afinidad a la fetuina, (Ju y cols., 1997). De forma individual, las proteinas PT y FHA se purificaron
mediante la cromatografia de intercambio catidnico y a continuacidén la de exclusion molecular (Wu vy
cols., 2008) y ademas, mediante la cromatografia de hidrofobicidad seguida de la de afinidad a la fetuina

(Skelton y Wong, 1990).
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De igual forma, la purificacién individual de PT y FHA se consiguié al fraccionar ambos antigenos del
sobrenadante mediante la precipitacion por sulfato de amonio y posteriormente un paso
cromatografico de intercambio catiénico (Ozcengiz y cols., 2004). Por otro lado, la proteina Prnl se
purificé a partir del sobrenadante de extraccién, derivado de calentar a 60 °C el cultivo celular (Gould-
Kostka y cols., 1990). Para pertactina (Prnl), en todos los reportes descritos se han utilizado dos pasos
cromatograficos sucesivos para el procesamiento del sobrenadante de extraccién. Gould-Kostka utilizd
la cromatografia de intercambio cationico (DEAE-sefarosa) seguida de Affi-Gel Blue (Gould-Kostka vy
cols., 1990). Por otra parte, Li y cols utilizaron un intercambiador anidnico y posteriormente uno

catiénico para obtener la proteina Prn1 (Li y cols., 2016).

2.5.3 Duracion de la inmunidad adquirida por vacunacion
La proteccién conferida por la vacunacién con vacunas celulares decae en el tiempo y resulta en poca o

ninguna a los 4-12 anos posterior a la Ultima dosis aplicada (Sheridan y cols., 2014). La caida porcentual
anual de la inmunidad varia entre el 2 % y el 13 % (WHO, 2015). En Australia, el andlisis de la incidencia
de la enfermedad pertussis en nifios inmunizados con vacunas celulares, acelulares o con esquemas que
incluyeron la combinacion de ambos tipos, mostré una mayor incidencia asociada a aquellos que
recibieron alguna vez la vacuna acelular (Sheridan y cols., 2015). Las vacunas acelulares poseen una
efectividad 2 55 % después de la primera dosis y = 83 % después de la tercera dosis. Posteriormente, la
efectividad declina a 59 % entre los 3 y 4 afos (Quinn y cols., 2014). A partir de estos datos es posible
inferir la necesidad de introducir estrategias de vacunacidon que refuercen la inmunidad en nifios,
adolescentes y adultos, quienes pueden trasmitir la bacteria a infantes susceptibles. Actualmente esta
practica puede ser abordada con vacunas acelulares.

2.5.4 [Estrategias de vacunacion actuales

En los udltimos 10 afios mas del 80 % de las muertes por pertussis han ocurrido en neonatos o infantes
con edades inferiores a los tres meses (Prevention., 2015). Para evitar las muertes en estas edades se
recomienda la inmunizacidn de las madres a partir del tercer trimestre de gestacién (Prevention., 2013).
Un estudio clinico controlado y a doble ciegas muestra que la administracion de una dosis de la vacuna
Adacel en el tercer trimestre de embarazo es segura, permite titulos elevados de IgG materna en los
neonatos, los cuales perduran hasta los dos meses, y no altera sustancialmente la respuesta del infante
durante el periodo en el que se administra la serie primaria con la vacuna acelular Pentacel (Munoz y

cols., 2014).
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Estudios de cohortes apoyan también la seguridad y efectividad (ausencia de casos) de esta estrategia
en comunidades con una alta incidencia de la enfermedad (Walls y cols., 2016). Ademas, la practica es
recomendable porque la inmunizacién de la madre gestante produce un incremento significativo de Ac
especificos (IgG e IgA) en la leche materna (Abu Raya y cols., 2014). La inmunizacién de las madres
gestantes muestra mejores indicadores de costo-efectividad que la estrategia de capullo, la cual se basa
en la inmunizacién selectiva de los contactos cercanos a los neonatos (Forsyth y cols., 2015).

Otras estrategias tales como la aplicacidon de dosis de refuerzos en adolescentes y adultos asi como la
vacunacion universal de los adultos pueden contribuir en el futuro a disminuir la incidencia en nifios
menores de 3 meses. Se estima que la inmunizacion universal de adultos mayores de 65 afios podria

evitar en EE.UU 97 000 casos anuales, de los cuales mas de 5 000 serian infantes (McGarry y cols., 2014).

2.5.5 Cambios en la epidemiologia de la enfermedad posterior a la introduccion
de las vacunas
Inicialmente, las vacunas celulares se administraron en diversas regiones del mundo con programas y

estrategias dirigidos a inmunizar la poblacion de infantes, practica conocida como inmunizacién
primaria. Los esquemas de vacunaciéon implementados fueron de 3, 4 y 5 meses de edad, 0 2, 4y 6
meses 0 3 y 5 meses, con una inmunizacion de refuerzo a los dos afios de edad para las dos primeras
estrategias y al afo para la tercera. No mucho después, se comprobd una disminucidn significativa de la
mortalidad y la morbilidad en las regiones donde los programas de vacunacidn se ejecutaron con una
cobertura superior al 90 % (2010; Zepp y cols., 2011).

Las vacunas celulares utilizadas causaron efectos secundarios con diferentes grados de severidad.
Debido a esto, algunos paises decidieron interrumpir sus programas, en otros la vacunacién continué
pero decrecié el porcentaje de cobertura y en un tercer grupo de paises, la cobertura de vacunacidn
continua siendo alta. Afios mas tarde, la incidencia de la enfermedad aumentod sustancialmente en los
paises que renunciaron a sus programas de inmunizacion, lo que resulté en incrementos considerables
en indices de morbilidad y mortalidad. Algunos paises reintrodujeron la vacunacidon después de una
década y otros no lo hicieron. (Guiso, 2015).

En las regiones donde se administraron vacunas celulares de alta eficacia y con coberturas > 90 % se
observd un cambio en el modelo de transmision de la tosferina. Antes de introducir las vacunas, la
tosferina incidia mayormente en nifios con edades entre 5-7 afos. Los nifios convalecientes

permanecian protegidos por periodos entre 12-20 afios. Con el transcurso del tiempo la inmunidad de
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los adolescentes y adultos inmunes podia ser reestimulada por el contacto con nifios infectados. Este
comportamiento epidemioldgico protegié la mayoria de los infantes, quienes adquirian la inmunidad
pasivamente de madres inmunes y por tanto existia una probabilidad baja de contraer la enfermedad de
familiares inmunizados o estimulados repetidamente de manera natural (Hewlett y Edwards, 2005).

Con posterioridad a la introduccion de las vacunas, los indices de mortalidad y morbilidad disminuyeron
significativamente. Sin embargo, de forma inesperada aumentaron los casos de infantes infectados
generalmente por hermanos mayores o sus padres (Edwards, 2005). La transmisidn nifio a nifo
evoluciond hacia un modelo en el que los adolescentes/adultos con una inmunidad disminuida se
infectan y contagian a los infantes no inmunes (Zepp y cols., 2011). Estas observaciones confirmaron
estudios anteriores que sugirieron que tanto la inmunidad natural como la adquirida por vacunas tiene

una duracién entre cuatro y doce afnos (Wendelboe y cols., 2005).

2.5.6 Cambios en Bordetella pertussis posterior a la introduccion de las vacunas
En la década de 1990 se informd que las cepas que circulaban en Europa eran diferentes de las cepas

utilizadas en las vacunas (Mooi FR y cols., 2007). En la medida que las poblaciones de B. pertussis
cambiaron genética y fenotipicamente, la diversidad de los aislados clinicos circulantes disminuyd
respecto al periodo anterior al uso de las vacunas (Bouchez y cols., 2008). Las variaciones genéticas tales
como SNPs (del inglés, single nucleotide polymorphism) o las variaciones en repeticiones cortas se
encuentran en los genes que codifican para los factores de virulencia PT y Prn, FIM y Tcf (Mooi, 2010) y
no en aquellos que codifican para LPS/LOS (Albitar-Nehme y cols., 2013) o la ACT (Chenal-Francisque y
cols., 2009). En la década de 1990, en las regiones con una cobertura de vacunacion alta, se aislaron de
nifios infectados, cepas con el alelo ptxP3 del promotor del gen de PT (Mooi, 2010). La severidad de la
tosferina en nifios se asocia significativamente con el genotipo ptxP3 (Clarke y cols., 2015). El alelo ptxP3
predomina en la mayoria de los aislados de los paises de Europa (van Gent y cols., 2015).

A partir de estas observaciones, algunos autores plantean que la inmunidad de rebafio inducida por el
uso extensivo de las vacunas acelulares, las cuales direccionan la inmunidad a unos pocos factores de
virulencia, favorece la circulacidén de cepas que no producen los antigenos de la vacuna (Guiso, 2009).
No obstante, los aislados clinicos que no sintetizan los antigenos presentes en las vacunas acelulares se
describen desde antes de la introduccién de estas (Stefanelli y cols., 2009; Hegerle y cols., 2012).

Las cepas que no producen pertactina (Prn-) se aislan en diferentes paises como Estados Unidos

(Pawloski y cols., 2014), Israel (Bamberger y cols., 2015), Australia (Lam y cols., 2014), Japdn (Otsuka y
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cols., 2012), Canada (Tsang y cols., 2014) y en seis paises de Europa (Zeddeman y cols., 2014). Los
sintomas clinicos de las cepas Prn- son similares a los asociados con los aislados que producen Prn
(Bodilis y Guiso, 2013).

2.5.7 Desarrollo de nuevas vacunas y adyuvantes contra Bordetella pertussis
Se postula que el aumento de la incidencia se debe a que las vacunas celulares o acelulares actuales

inducen un nivel de inmunidad protectora de limitada duracién frente a las cepas emergentes de B.
pertussis (Mooi y cols., 2015). En consecuencia se necesitan vacunas que induzcan Ac de mayor calidad
protectora, que generen una inmunidad efectiva de mayor duracién, con una eficacia igual o superior a
las vacunas en uso y légicamente deseable también, que contribuyan a que la incidencia de efectos
adversos sea cada vez menor (Salim y cols., 2015).

A partir de considerar evidencias recientes que sugieren que las vacunas celulares tienden a tener una
eficacia mas robusta frente a los cambios evolutivos del patégeno, se desarrollan estrategias dirigidas a
obtener nuevas vacunas celulares. Una de ellas se basa en la obtencién de un candidato menos
reactogénico como resultado de remover las moléculas de LOS por extracciéon con agua-butanol (Dias y
cols., 2013). Otros grupos intentan mejorar las vacunas acelulares con el uso de vesiculas de la
membrana externa de la bacteria (Fernandez y cols., 2013; Ormazabal y cols., 2014). Las preparaciones
vacunales desarrolladas mediante ambas estrategias confieren protecciéon en ratén pero aun deben
realizarse los estudios de seguridad y eficacia en humanos. Respecto a la aceptacién publica, es probable
gue los paises que han utilizado vacunas acelulares por largos periodos accedan a incorporar nuevas
vacunas, si estas se basan en mejoras de las vacunas acelulares ya establecidas (van den Biggelaar y
Poolman, 2016).

Las vacunas acelulares pueden mejorarse mediante la adicién de nuevos antigenos asi como la
incorporacion de nuevos adyuvantes a sus formulaciones. En los préximos anos se prevé la realizacién
de estudios clinicos con vacunas acelulares con los toxoides PT y ACT obtenidos por manipulacién
genética (Sebo y cols., 2014; Seubert y cols., 2014). La incorporacién de otros factores como el
autotransportador Vag8 (de Gouw y cols., 2014a) y las proteinas IRP 1-3 y AfuA (Alvarez Hayes y cols.,
2013) se encuentran dentro de los abordajes futuros. Todos estos antigenos son inmunogénicos y
protectores en el modelo de ratén. La adicién de conjugados LOS-PTg a las formulaciones acelulares se

suma a las opciones que intentan mejorar la eficacia de la vacunas (Robbins y cols., 2014).
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En la medida que aumenta el conocimiento de los mecanismos inmunolégicos que sustentan la
respuesta protectora contra el patdgeno, se evidencia la necesidad de potenciar la respuesta de las
vacunas acelulares mediante la adicién de moléculas adyuvantes tales como el monofosforil lipido A
(MFLA) y agonistas del receptor TLR9 (oligonucledtidos con motivos CpG no metilados) (Agnolon y cols.,
2015). En ratones, ambos han mostrado ser mejores y mas eficientes inductores de la respuesta de tipo
Th1 respecto a las preparaciones basadas solamente en aliumina; particularmente los CpG, favorecen la
induccion de una respuesta de memoria mas efectiva contra B. pertussis (Brummelman y cols., 2015).
2.5.7.1 Obtencidn de proteinas de fusion recombinantes

Con el objetivo de mejorar las vacunas y de reducir el nimero de componentes presentes en las vacunas
acelulares se han disefiado y evaluado en ratones disimiles variantes de proteinas hibridas. La fusién de
la subunidad S1 de PTg al toxoide tetanico resulta inmunogénica y protectora contra tétanos pero
ineficaz contra pertussis (Boucher y cols., 1994). La fusion de las subunidades S1 y S3 de PT y FHA ha
resultado en una construccién S1-S3-FHA inmunogénica en ratones, en este estudio no se evalué la
capacidad protectora de proteina obtenida (Lee y cols., 2002). La proteina de fusion PDT, compuesta por
subunidad S1 de PTg, el toxoide diftérico y el fragmento C de la toxina tetdnica, se obtuvo en E. coli y fue
capaz de inducir en ratones anticuerpos que reconocen las tres toxinas nativas mediante Western
blotting (Aminian y cols., 2007). La fusidn de diferentes variantes de la proteina pertactina no se han

abordado con anterioridad.

2.5.8 Desarrollo de vacunas contra Bordetella pertussis en Cuba
Cuba es uno de los paises que utiliza una vacuna de naturaleza celular para combatir la tosferina. Desde

la aplicacién de la vacuna DTPc en 1970 disminuyeron los indices de mortalidad y morbilidad. En 1970 se
informaron 1 192 infectados, la cifra fue superada posteriormente por 2 147 casos, pero ya en 1973 se
observé una disminucion significativa, hasta reportarse uno y dos casos en 1992 y 1994,
respectivamente. Después del afio 1994 no se informaron mas casos en el territorio nacional (MINSAP,
2015). La vacuna DTPc se sustituyd en el afio 2006 por la vacuna pentavalente (DTPc+HB+Hib) vy
actualmente se administra a todos los infantes a los 2, 4, 6 y 18 meses de edad, con una cobertura de
100 % (MINSAP, 2015).

Sin embargo, un problema que comparten muchos paises, entre ellos Cuba, es la carencia de una
infraestructura nacional con una red eficiente para el aislamiento, el diagndstico molecular y la

caracterizacion microbioldgica de B. pertussis. Por este motivo, la enfermedad tosferina se diagnostica
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clinicamente con frecuencia pero se desconoce las especificidades de su etiologia. Investigaciones
recientes evidencian casos definidos con la sintomatologia de la enfermedad (Monroy-Vaca y cols.,
2014). Otras entidades del Ministerio de Salud Publica muestran preocupacién respecto a la tosferina en
el territorio nacional, a partir de considerar el endemismo regional y mundial de pertussis (Martinez Cy
cols., 2012). La situacién epidemiolégica de Cuba pudiera ser similar a la de muchos paises cuyos
programas de inmunizacion se desarrollan con altas coberturas de vacunacion.

En Cuba se encuentra en fase de desarrollo un candidato vacunal basado en proteoliposomas extraidos
de la membrana externa de B. pertussis (Fernandez y cols., 2013). Las nanoestructuras han resultado
inmunogénicas y protectoras en el modelo de ratdn y la estrategia tiene ademds la potencialidad de
aplicarse a cepas atenuadas genéticamente. Al igual que otras estrategias, la principal limitacion podria
gravitar en la seguridad. Segun se ha informado el candidato presenta concentraciones de endotoxinas
(dosis/raton) entre 6 y 10 veces superior a lo informado para las vacunas acelulares comerciales (< 100
EU/dosis) (Brito y Singh, 2011).

Hasta la fecha no se han publicado estudios dirigidos a mejorar las vacunas acelulares comercialmente

disponibles.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Microorganismos

3.1.1 Cepas de Escherichia coli
La cepa TOP10F derivada de MC1061, con genotipo F'flacl® Tn10(tet®)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

©80lacZAM15 AlacX74 deoR nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endAl A
(Casadaban y Cohen, 1980); se empled para la clonacion de las variantes alélicas prnAl, prnA2 y los seis
mutantes hibridos del gen prnA. La cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RP con genotipo E. coli B F—- ompT
hsdS(rB— mB—) dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU prolL Camr] (Weiner y cols., 1994), se utilizé en los

experimentos de expresion de las diferentes variantes génicas de pertactina.

3.1.2 Cepas de Bordetella pertussis
La cepa Tohama | (Parkhill y cols., 2003) se empled para amplificar mediante Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR) el gen prnA1 que codifica para Prnl. El aislado clinico CH53 se utilizé para amplificar el
gen prnA2 mediante PCR que codifica para la pertactina tipo 2, (Prn2).

La cepa BPCNIC0311 [ptxA2, 9K/129G/prnAZ2] se obtuvo en el laboratorio de Biologia molecular del
Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, como un servicio en el marco de un acuerdo de
colaboracion cientifica. La cepa se deriva del aislado clinico BP165 [ptxA1, prnA1] (Sekura y cols.,
1983; Proenza-Alfonzo y cols., 2013). El microorganismo se modificé genéticamente para producir el
toxoide genéticamente modificado PTg (9K/129G) y la variante Prn2. El toxoide PTg (9K/129G) se
generd al mutar el triplete (cgc) 9R por (aag) 9K y (gaa) 129E por (ggg) 129G (Seubert y cols., 2014).
Esta cepa se empled para la obtencién y purificacion de las proteinas PTg, FHA y Prn2.

La cepa BP18323 [prnAé6] se utilizdé en los experimentos de reto intracerebral en el modelo MICA
(ver acapites 3.20.5y 3.20.6).

3.2 Medios y condiciones para el cultivo de Escherichia coli

El medio liquido LB [del inglés, lysogeny broth (Bertani, 2004)] se empled para la obtencién de biomasa
de la cepa TOP10F transformada, para la purificacién de ADN plasmidico, asi como la pesquisa de clones
positivos. El medio se utilizé6 ademas para crecer la cepa BL21(DE3) CodonPlus RP en los experimentos
de expresién y para la generacidon de biomasa para la purificacién de proteinas. El medio LB contiene
(por litro), 10 g de triptona, 10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura, pH = 7,5) (Sambrook y cols., 1989).
El medio LA (del inglés lysogeny agar) (Bertani, 2004) es la variante sélida del caldo LB, contiene ademas

15 g/L de agar bacterioldgico, y se utilizd para la obtencion de colonias aisladas en placas de Petri
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(Sambrook y cols., 1989). Para el cultivo de la cepa TOP10F transformada con los diferentes plasmidios
derivados de pET28a+, los medios LA y LB se suplementaron con kanamicina (Sigma-Aldrich, EE.UU) a
una concentracion final de 50 ug/mL, LAK o LBK, respectivamente. Para el cultivo de la cepa BL21(DE3)
CodonPlus RP transformada con los derivados de pET28a+, el medio LAK o LBK se suplementd ademas
con cloranfenicol, 34 ug/mL, (Merck), LAKC o LBKC respectivamente.

3.3 Medios y condiciones generales para el cultivo de Bordetella
pertussis

El medio sdlido Bordet Gengou Agar Base (Difco TM), complementado con 15% (v/v) de sangre
desfibrinada de carnero (BGA), se prepard segun las recomendaciones del fabricante. Se utilizé para la
obtencién de colonias aisladas en placas de Petri, el monitoreo de la actividad B hemolitica, la
verificacidn de la pureza de los cultivos fermentados asi como la comprobacién de la efectividad de la
inactivacion de los sobrenadantes y los precipitados celulares de B. pertussis. El medio sélido Charcoal
Agar Base (CHAB) (Difco TM) se prepard segun las recomendaciones del fabricante. Se utilizé para la
obtencidn de colonias aisladas en placas de Petri para la preparacion de los bancos celulares de trabajo.
El medio Stainer-Sholte (SS) (Stainer y Scholte, 1970) se utilizd para multiplicar la bacteria con el objetivo
de purificar ADN cromosomal. Su composicién (por litro): 10,7 g de glutamato monosddico, 0,24 g de L-
prolina; 2,5 g de NaCl; 0,5 g de KH,PO,4; 0,2 g de KCI; 0,1 g de MgCl,:6H,0; 1.82 g de Tris base; 0,01 g de
FeS04:H,0; 0,02 g de CaCl,:2H,0; 0,04 g de L-cisteina monohidratada; 0,1 g de glutatién reducido; 0,02 g
de L-4cido ascérbico; y 0,004 g de acido nicotinico. Los reactivos se adquirieron de Aplichem. Los
componentes glutamato, prolina, NaCl, KH,PO,4, KCI, MgCl,:6H,0 y Tris base se prepararon como una
formulacion basal (pH = 7,2). El resto de los componentes se prepararon como una solucién concentrada
100X (complemento). La esterilizacion del medio se realizé por filtracion a través de un tamiz de poro
0,2 um (Minisart Sartorius).

El medio de cultivo liquido THIJS descrito por Thalen (Thalen y cols., 1999) se utilizé para crecer la cepa
BPCNIC0311. Un litro de medio contiene 1,87 g de glutamato monosddico; 1,83 g de L-lactato al 90 %;
0,24 g de L-prolina; 3,3 g de NaCl; 0,1 g de NH,4Cl; 0,5 g de KH,POy4; 0,5 g de KCl; 0,1 g de MgCl2 6H,0;
1,525 g de base Tris; 0,01 g de FeSO4 H20; 0,02 g de CaCl, 2H,0; 0,04 g de clorhidrato de L-cisteina; 0,1 g
de glutation (reducido); 0,02 g de acido L-ascérbico y 0,004 g de &cido nicotinico. El glutamato
monosédico, L-lactato, NaCl, KH,PO,, KCl, MgCl, 6H,0, Tris base, y CaCl, 2H,0 se prepararon en una

formulacion basal y se esterilizaron por filtracion. Con los componentes restantes se prepard el
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complemento, con una concentracidn cien veces superior al medio base y se esterilizé también por
filtracion. El pH final del medio suplementado se ajusté a 7,3. Todos los reactivos se adquirieron de
Applichem GmbH (Alemania).

Las operaciones microbiolégicas se realizaron en gabinete laminar AirTech (Riesgo bioldgico Il). Para
obtener colonias aisladas se realizaron diluciones seriadas décuples hasta 10* a partir de una muestra
conservada a T = -80 °C en medio SS con glicerol al 30 %. Las células se sembraron en placas BGA y se
incubaron durante 72 h a 35 °C con humedad relativa = 70 %. A partir de estas placas se prepard una
suspension celular con una Absszg nm = 0,05. La suspension (50 pL) se dispersé en placas frescas de BGA.
Después de 72 h y bajo las mismas condiciones de incubacidn, el césped bacteriano se cosechéd y
resuspendido en 1 mL de medio SS. La suspensién celular obtenida se empled en la inoculacién de
matraces de Erlenmeyer de 0,25 L con 0,03 L de medio liquido SS. Estos se inocularon a una Absszg nm =
0,1 y se incubaron a 35 °C durante 24 h y una agitacidon constante de 200 rpm. Posteriormente, los
cultivos con Absszo nm 2 0,8 se seleccionaron para cosechar las células mediante centrifugacién a 6000 g

durante 20 min a 4 °C. El precipitado celular se utilizé para la purificacién del ADN cromosomal.

3.4 Purificacion de ADN cromosomal, plasmidico y en fragmentos

Para purificar el ADN cromosomal de las cepas de B. pertussis Tohama | y CH53 se empled el estuche
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega, segun las instrucciones recomendadas por
el fabricante en la Seccion 1IG del manual TMO050. Para purificar el ADN plasmidico a partir de E. coli se
utilizd el estuche comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega. Los
fragmentos de ADN obtenidos mediante PCR o digestiones enzimaticas se purificaron mediante el
estuche comercial Wizard® Plus SV Gel and PCR Clean-Up System, segun las instrucciones recomendadas
por el fabricante.

3.5 Metodologia general y herramientas bioinformaticas utilizadas en
el disefio de las variantes de pertactina hibrida de Prnl y Prn2

Para disefiar las variantes hibridas de Prnl y Prn2 se consideraron las caracteristicas inmunolégicas y
estructurales de la proteina pertactina. Como se muestra en la figura 2 (acdpite 2.2.4.2.3), esta molécula
se pliega en forma de una hélice beta dextrogira a partir de la cual emergen numerosos lazos (Emsley y
cols., 1994). Los estudios de mapeo epitdpico sugieren que mas del 70 % de los lazos localizados a lo
largo de la hélice intervienen en la evasidon inmune (Hijnen y cols., 2007b). La respuesta de Ac de

caracter protector se dirige fundamentalmente contra una regién que involucra epitopos discontinuos,
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cuyos motivos de unidn se localizan en lazos del extremo amino y la R1 (Hijnen y cols., 2007b). Por otro
lado, préximo al extremo carboxilo se ubica una regién que desempefia una funcidén esencial en el
plegamiento de pertactina (Oliver y cols., 2003; Junker y cols., 2006; Hijnen y cols., 2007b).

Los elementos analizados justificaron un disefio aditivo, en el cual se incluye la secuencia completa de
pertactina. El disefio se basé en la fusion de dos fragmentos A y B, cada uno con un lazo R1 de variantes
diferentes de pertactina. Para ello se trazé la estrategia que se muestra en la Figura 4. La molécula Prn2
se modelé automaticamente por homologia utilizando como molde la estructura 1DAB.pdb (Prni).
Posteriormente, se determind para Prnl y Prn2 la regién de la hélice beta que interacciona con el lazo
de la R1. A partir de la regidon determinada y utilizando el diagrama topolégico de pertactina, se
precisaron los limites de los fragmentos A y B, para que una vez fusionados los fragmentos, se
preservara la disposicion espacial de las tres laminas betas A, B y C que estructuran la hélice beta de
pertactina. Las hebras betas que forman las vueltas de la hélice en la interface entre ambos fragmentos
se evaluaron en cuanto a su similitud, para que no se afectaran los contactos de la estructura secundaria
en la interface y se conservara la regularidad topoldgica en la molécula hibrida. Posteriormente, se
procedid a la evaluacién de la factibilidad del disefio hibrido mediante la fusién virtual de ambos
fragmentos y la evaluacion in silico de los modelos hibridos obtenidos.

La modelacién de la proteina Prn2 se realizdé por comparacién de forma automatica mediante el servidor
I-TASSER (Zhang, 2009), al que se le suministré el modelo cristalografico 1DAB.pdb (Prn1l) como molde.
Los contactos aminoacidicos entre el lazo de la R1 (Ry6-G260) ¥ la hélice beta, la confeccidn del diagrama
topoldgico de Prn mediante el andlisis de los contactos entre los aminodcidos de las hebras betas
adyacentes a lo largo de la molécula y la evaluacién de la superposicidn de las vueltas en la interface de
los fragmentos, se realizd con el programa Molecular Operating Environment (MOE) versién 2009.10.
Para estas operaciones se utilizé el modelo cristalografico 1DAB (Prnl) informado por Emsley y cols
(Emsley y cols., 1994), el modelo de la proteina Prn2 obtenido con I-TASSER y las asignaciones de
estructura secundaria contenidas en la base de datos 1DAB.dssp. La fusidn virtual de los fragmentos Ay
B se realizé mediante el programa WHATIF (Anexo 1). Los moldes obtenidos con WHATIF se utilizaron
para modelar, por comparacién, las proteinas PRH1-2 y PRH2-1 con el programa I-TASSER. La calidad de

los modelos hibridos obtenidos se evalud con el servidor Prosess (www.prosess.ca).
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Figura 4. Estrategia utilizada en el disefio de las pertactinas hibridas.
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Para la visualizacién de las estructuras y confeccidn de figuras se utilizé el programa Chimera versidn
1.10.2.

Como el disefio hibrido constituye una extensién del extremo amino de Prn y el plegamiento de Prn es
vectorial, inicidndose en el dominio de plegamiento del extremo carboxilo y avanzando gradualmente
hacia el extremo amino (Renn y cols., 2012), se insertd, entre los fragmentos A y B, una secuencia
conservada del dominio de plegamiento. Esta secuencia podria favorecer el plegamiento del fragmento
A y también aumentar la distancia entre los lazos R1 en la molécula hibrida y por tanto favorecer el
reconocimiento individual de cada lazo por parte de los anticuerpos.

Para la identificacion de secuencias conservadas presentes en el dominio de plegamiento se utilizaron
las secuencias de B. parapertussis (Gen, BPP 1150; Acceso Uniprot: P24328) asi como las 13 variantes
descritas para B. pertussis: Prn1; Acceso Uniprot: Q546U4; Prn2, Acceso Uniprot: 088143; Prn 3, Acceso
Uniprot: 069259; Prn4; Acceso Uniprot: Q9S6M9; Prn 5; Acceso Uniprot: Q9S3M8; Prn6, Acceso Uniprot:
069257; Prn7, Acceso Uniprot: Q9S6N1; Prn8; Acceso Uniprot: Q9S6NO; Prn9, Acceso Uniprot: Q93L98;
Prn10, Acceso Uniprot: Q8RSUO; Prn11; Acceso Uniprot: Q8GJ68; Prn12; Acceso GenBank: BAF35031,1;
Prn13, Acceso Uniprot: A4UTLS5.

Las secuencias se compararon mediante alineamiento multiple con el algoritmo Clustal-X (Thompson y
cols., 1997) disponible en el programa Vector NTI 7.1 y ClustalW2 (Larkin y cols., 2007) del servicio de

Internet http://services.uniprot.org.

3.6 Materiales y métodos generales de la Biologia Molecular utilizados
para obtener las construcciones genéticas codificadoras de las
variantes PRH

Las enzimas de restriccion y de ligamiento, las ADN polimerasas termoestables de Thermus aquaticus
(Taq Pol) y de Pyrococcus furiosus (Pfu) y el marcador de peso 1 kb se adquirieron de Promega
Corporation, EE.UU. La ADN polimerasa termoestable de Pyrococcus sp. strain KOD (Platinum Pfx) se
adquirio de Invitrogen, EE.UU. Estas enzimas se utilizaron en las soluciones tamponadas y condiciones
del fabricante. El inductor IPTG (isopropiltiol-B-D-galactdsido), los reactivos de tincidn rojo Ponceau y
Azul Coomassie R-250, el agente intercalante Bromuro de Etidio, Agarosa Tipo |-A, dimetil sulféxido
(DMSO) y AEC (3-amino-9-etil-carbazol) se adquirieron de Sigma-Aldrich, EE.UU. El disolvente N, N’-

dimetilformamida se adquirié de Caledon.
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Los métodos empleados en las reacciones enzimaticas, las reacciones de ligamiento, la transformacién
genética de bacterias y la electroforesis en gel de agarosa se realizaron por procedimientos previamente
descritos (Sambrook y cols., 1989). Las electroforesis de ADN se realizaron en geles de agarosa al 0,8 %
(m/v) en tampdn TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH =8,0) a 5 V/cm.

Las construcciones genéticas obtenidas se caracterizaron mediante analisis de restriccion doble con las
endonucleasas de restriccién: Nde I/BamH | (Promega, EE.UU). Los fragmentos resultantes se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 0,8% con bromuro de etidio. Los clones con patrones de
restriccion similares a los esperados se seleccionaron como positivos. La secuencia nucleotidica de los
insertos se caracterizé completamente por SAUT (Macrogen, Corea del Sur).

3.7 Oligonucleodtidos utilizados en la construccion de los vectores y la
secuenciacion de los genes recombinantes

En el anexo 2 se muestra la secuencia de los oligonucleétidos (ONC) utilizados en la amplificacion de los
genes prnAly prnA2 por PCR, la secuenciacidon automatica (SAUT) de los diferentes genes por ambas
cadenas y en la construccién por PCR de los genes recombinantes hibridos. La sintesis de los ONC se
realizd en el Departamento de Quimica-Fisica del CIGB con el sistema automatico “Gene Assembler Plus
DNA syntetizer” (Amersham Pharmacia Biotech). La sintesis de los ONC usados en la SAUT se realizé por
el servicio Macrogen SA (Corea del Sur).

3.8 Obtencion mediante PCR de los fragmentos de ADN codificantes
del dominio extracelular de Prnl y Prn2 de Bordetella pertussis

Los segmentos de los genes prnAl y prnA2 que codifican para el dominio extracelular de Prnl y Prn2
respectivamente, se amplificaron individualmente mediante PCR a partir de ADN cromosomal de las
cepas B. pertussis Tohama | [prnA1] y CH53 [prnA2] (Figura 5). Para ello se utilizé el juego de ONC pET-
AO-new-L y pET-D-new reportados previamente (Hijnen y cols., 2005). Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 50 pyL y en tubos de 0,2 mL de pared fina (Eppendorf). Se utiliz6 1 ug de ADN
cromosomal; 0,2 uM de cada ONC; 0,2 uM de dATP, dTTP, dGTP, y dCTP (dNTPs); 1,5 mM MgCL, 10 %
DMSO (v/v) y 2,5 U de la enzima Pfu ADN polimerasa en el tampdn Pfu Pol (Promega, EE.UU). Los
fragmentos se amplificaron en las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial 4 min a 94 °C,
desnaturalizaciéon 1 min a 94 °C, hibridacién 1 min a 63 °C, extensién 4 min a 72 °Cy 30 ciclos, asi como
un paso final de extensién de 10 min a 72 °C. Los fragmentos de ADN amplificados se separaron

mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 % con bromuro de etidio (0,5 mg/L) y posteriormente

44



Materiales y Métodos

se purificaron con el estuche de Promega Wizard® Plus SV Gel and PCR Clean-Up System. Los fragmentos

obtenidos presentan sus extremos romos por la accién correctora 3’5" de la ADN polimerasa Pfu.

3.9 Construccion de los plasmidios de expresion pET28a-prnl y
pET28a-prn2

Los segmentos de ADN con los genes prnAly prnA2 que codifican para el dominio extracelular de Prnly
Prn2, respectivamente, asi como el vector pET28a+ (Novagen, EE.UU) se digirieron por separado
mediante digestion doble con las enzimas Nde | y BamH | (Promega, EE.UU). Los fragmentos de ADN y el
vector lineal digeridos, se purificaron con el juego de reactivos Wizard® Plus SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, EE.UU). En la reaccion de ligamiento se mezclaron por separado 20 ng del vector
lineal, 20 ng de los fragmentos de ADN de cada gen (relacién molar inserto:vector 3,5:1), 3 unidades (U)
de la enzima ADN T4 ligasa, en el tampdn ADN T4 ligasa en un volumen final de 10 pL. De esta forma los
genes quedan fusionados por su extremo 5 prima a una secuencia de 51 nucledtidos que codifica para el
polipéptido HHHHHHSSGLVPRGSHM, que contiene seis histidinas consecutivas y la secuencia sefial de
corte para la enzima trombina.

La reaccion de ligamiento se incubd a 16 °C durante 1 h y seguidamente a 65 °C por 15 min. La mezcla
inactivada se dializé durante 30 min sobre una membrana VSWP0025 (Millipore) contra agua purificada
estéril. Los productos de la reaccion de ligamiento se introdujeron en la cepa TOP1OF por
electroporacion en las siguientes condiciones: cubeta de 1 mm (E. coli Pulser Cuvette 1 mm BioRad,
EE.UU), 40 uL de células electrocompetentes y 1 uL de mezcla de ligamiento, la mezcla se mantuvo en
hielo. Posteriormente, la mezcla recibié un pulso de 1800 V (R = 200 Q, C = 25 uF) en electroporador
(Gene Pulser IllI;BioRad). Inmediatamente después se afiadié 500 pulL de medio LB frio. Luego, la
suspension celular transformada se incubd a 37 °C durante 1 h. Pasado este tiempo, 1 uL de la
suspension celular se mezclé con 50 ulL de caldo LB y se dispersé homogéneamente en placas con medio
LAK. Las placas se incubaron durante 18 h a 37 °C. Con este procedimiento se obtuvieron mas de 20
colonias por placa. Posteriormente, una colonia aislada se inoculd en precultivos de 5 mL de medio LBK y
se crecieron a 37 °C durante 15 h con agitacion constante de 150 rpm. A partir de los cultivos crecidos se
purificé el ADN plasmidico para la identificacién de clones positivos mediante analisis de restriccidon
doble con las endonucleasas: Nde I/BamH |. Los clones positivos se transformaron en E. coli y se
purificaron para la SAUT de los genes por ambas cadenas. Los clones correctos se denominaron pET28a-

prnly pET28a-prn2.
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3.10 Construccion de los plasmidios de expresion pET28a-prhl-2,
pET28a-prhi-cc-2, pET28a-prhi-cl-2, pET28a-prh2-1, pET28a-
prh2-cc-1y pET28a-prh2-cl-1

En la figura 5 se muestra la estrategia general abordada para la obtenciéon de los plasmidios codificantes
para las construcciones hibridas. Esta se basé en la amplificacion mediante PCR de dos fragmentos
complementarios A (no fosforilado) y B (fosforilado) a partir de los plasmidios parentales pET28a-prnly
pET28a-prn2, respectivamente. Los fragmentos A y B, al ligarse correctamente restituyen el gen que
confiere resistencia a kanamicina y se obtiene el plasmidio pET28a-prh1-2 y el gen hibrido prh1-2.

Para construir el plasmidio pET28a-prh1-2, se utilizd por una parte, el plasmidio parental pET28a-prnly
el juego de ONC 1, 2 (ver Anexo 2 y 3) para amplificar un fragmento no fosforilado de 4996 pb con un
segmento de la secuencia 5'->3"del gen prnA1l. Por otra parte, a partir del plasmidio pET28a-prn2 y el
juego de ONC 5,6 se amplificé un fragmento fosforilado de 2956 pb con el segmento del gen prnA2. En
lo adelante el Fragmento Fosforilado Complementario, amplificado con el juego de ONC 5,6 se refiere
como FFC5,6. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 50 uL y en tubos 0,2
mL (Eppendorf) de pared fina. Se empled 0,1 pg del plasmidio parental; 0,3 uM de cada ONC, 0,3 uM de
los dNTPs; 1 mM MgSQ,; 2,5 U de Platinum Pfx ADN polimerasa en el tampdn Pfx 1X y 2X de la solucién
PCRx Enhancer. Las condiciones de amplificacién fueron: un paso inicial de desnaturalizacidn de 5 min a
94 °C; desnaturalizacién de 15 s a 94 °C; hibridacidon-extensidn de 5,5 min a 68 °C; 10 ciclos y un paso
final de extensidon de 10 min a 68 °C. Ambos fragmentos amplificados presentan extremos romos vy
contienen informacidn complementaria para la restitucién del marcador de seleccion que confiere
resistencia a kanamicina. En la reaccién de ligamiento se mezclaron 1,2 pg de FFC5,6 y 1,7 ug del
fragmento no fosforilado. Los procedimientos de ligamiento, electroporacion y pesquisa de clones
fueron los descritos para pET28a-prnl (acapite 3.9 ), con la excepcién de que la reaccion de ligamiento
se incubd 4 h a 16 °C, y que para obtener mds de 20 colonias aisladas la siembra se realizé con 50 pL de
la mezcla de transformacion.

Los vectores descritos a continuacion se construyeron mediante el mismo procedimiento general.
pET28a-prh1-cc-2. A partir de pET28a-prnl y el par de ONC 1,3 se obtuvo un fragmento de 5029 pb no
fosforilado con la regién 5 prima del gen prnA1. Este fragmento incluye ademas, en su extremo 3 prima,

la secuencia codificante para el conector corto IDNATWVMTDN.
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Figura 5. Estrategia utilizada para la construccion del plasmidio pET28a-prh1-2. Los plasmidios pET28a-prhl-cc-2 y
pET28a-prhl-cl-2 se construyeron al amplificar mediante PCR el fragmento A con los ONC 1,3 y 1,4 respectivamente.
De esta forma, en los fragmentos A se incorporan las secuencias conectoras cortas (cc) y largas (cl). Estos fragmentos se
ligaron por separado al fragmento B fosforilado (ONC 5,6). Un procedimiento similar se utiliz6 para obtener los
plasmidios pET28a-prh2-1, pET28a-prh2-cc-1, pET28a-prh2-cl-1, pero intercambiando los vectores parentales en las

reacciones de PCR.
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Este fragmento al ser ligado al FFC5,6 permite la restitucion del gen que confiere resistencia a
kanamicina.

pET28a-prhi-cl-2. A partir de pET28a-prnl y el par de ONC 1,4 se obtuvo un fragmento de 5062 pb no
fosforilado con la regién 5 prima del gen prnA1l. Este fragmento incluye ademas, en su extremo 3 prima,
la secuencia codificante para el conector largo IDNATWVMTDNIDNATWVMTDN. Este fragmento al ser
ligado al FFC5,6 permite la restitucidn del gen que confiere resistencia a kanamicina.

Para obtener los plasmidios pET28a-prh2-1, pET28a-prh2-cc-1 y pET28a-prh2-cl-1, se realizé el mismo
procedimiento descrito con los vectores parentales intercambiados. Se utilizé el vector pET28a-prn1 con
el par ONC 5,6 para generar el fragmento FFC5,6 de 2941 pb con el segmento del gen prnA1. Por otro
lado, a partir de pET28a-prn2 y los juegos de ONC 1,2; 1,3 y 1,4 se obtuvieron los fragmentos no
fosforilados de 5011 pb, 5044 pb, y 5077 pb, con la regidn 5 prima del gen prnA2. Estos tres fragmentos,
al ser ligados correctamente por separado con el fragmento fosforilado, permiten la restitucion del gen
qgue confiere resistencia a kanamicina. El anexo 3 resume las caracteristicas de las construcciones
genéticas obtenidas en este trabajo.

3.11 Induccion de la expresion de las construcciones genéticas
codificadoras de las variantes Prn y PRH en Escherichia coli

Las células de la cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RP se transformaron, mediante electroporacion, por
separado con las diferentes construcciones genéticas y se sembraron en placas con medio LAKC.
Posteriormente, se tomod una colonia y se inoculé en 5 mL de medio LBKC. Este cultivo se incubé durante
15 h a 37 °C bajo agitacién constante a 150 rpm. El cultivo crecido se inoculé en un medio LBKC fresco de
5 mL a una Absgyy nm = 0,1. Cuando el cultivo alcanzé una Absgy nm €ntre 0,4 y 0,6, se afiadié el inductor
de la expresion (IPTG) a una concentracion final de 1 mM vy se incubaron por 6 h adicionales en las
mismas condiciones. Posteriormente, las células se cosecharon mediante centrifugacién (10 000 g, 4 °C,
15 min) y el precipitado celular se almacend a T = -80 °C hasta su analisis mediante electroforesis en

geles de poliacrilamida y Western blotting.

3.12 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Para evaluar la sintesis de las diferentes Prn y PRH se empled la electroforesis discontinua en geles de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio al 10 % (SDS-PAGE, del inglés “Sodium Dodecyl Sulfate

Polyacrylamide Gel Electrophoresis”) (Laemmli, 1970). El precipitado celular correspondiente a 1 mL del

48



Materiales y Métodos

cultivo bacteriano se resuspendié en 200 uL de solucién tampdn reductora de la muestra [100 mM Tris-
HCl, 5 % (v/v) 2-Mercaptoetanol, 2 % (m/v) SDS, 10 % (v/v) glicerol, pH = 6,9] con bromofenol azul como
indicador del frente de corrida. La suspension celular se incubé 20 min a 95 °C, seguido de 5 min de
enfriamiento en hielo. El volumen de aplicacion fue de 10 pL. Las corridas electroforéticas se realizaron
por duplicado en cdmara BIORAD (EE.UU) bajo corriente constante de 30 mA. Los geles se tifieron con
azul brillante de Coomassie CR-250 para la visualizacién de las bandas de las diferentes proteinas. La
imagen de los geles de SDS-PAGE pertenecientes a muestras de los experimentos de expresidon o de
purificacién de proteinas se digitalizd en escdner (HP Scanjet 3570c) y posteriormente se analizé con el

programa computacional Imagel versién 1.37 (National Institutes of Health, Bethesda, EE.UU).

3.13 Inmunodeteccion de las diferentes variantes de Prn y PRH

La identidad de cada una de las proteinas se evalué mediante Western blotting. Las proteinas se
separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-C; Pharmacia
Biotech). A continuacién se realizé la inmunodeteccién ajustando lo descrito previamente (Towbin y
Gordon, 1984). La membrana se incubd con solucion PBS-LT (Leche descremada, 50 g/L; Tween 20,
0,05% v/v en solucidén salina tamponada por fosfatos, del inglés, phosphate buffer solution, PBS) durante
1 h a 25 °C. Para la deteccién de las diferentes variantes de Prn y PRH, la membrana se incubd con 0,17
ug/mL del anticuerpo monoclonal (AcM) Pem19 en solucidon PBS-LT durante 1 h a 25 °C. Este AcM
reconoce el epitopo lineal RELSA, ubicado préximo al extremo carboxilo de pertactina, regién no incluida
en la estructura tridimensional informada por Emsley y cols (Emsley y cols., 1996; Hijnen y cols., 2005).
Seguidamente, la membrana se incubd con el anticuerpo de carnero anti-lgG de ratén conjugado a
peroxidasa (Sigma-Aldrich, EE.UU) diluido 1:10 000 en soluciéon PBS-LT. Entre los pasos de incubacién
con los Ac la membrana se lavd dos veces con solucion PBS-T (0,05 % v/v de Tween 20 diluido en PBS)
durante 5 min a 25 °C. La membrana se incubd en solucién de revelado [50 mM Acetato de Sodio pH =
5,5; 0,02% (m/v) de AEC (3-amino-9-etil-carbazol) disuelto en N, N’-dimetilformamida y Perdxido de
Hidrégeno (H,0,) al 0,05% (v/v)]. La imagen de la membrana se digitalizd en un escaner HP Scanjet

3570c.

3.14 Caracterizacion de proteinas por espectrometria de masas
Las muestras de biomasa de los experimentos de induccidn de la sintesis de proteinas en E. coli (acapite
3.11) se trasladaron al Departamento de Espectrometria de Masas del CIGB. Las muestras se procesaron

mediante SDS-PAGE, segun el procedimiento descrito previamente (acdpite 3.12). Las bandas se
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visualizaron con la tincién con Azul Coomassie y las mayoritarias se escindieron del gel y posteriormente
se digirieron proteoliticamente con tripsina (Gonzalez y cols., 2003). Luego, los péptidos se extrajeron
del gel para su andlisis por espectrometria de masas. Los espectros de masas se obtuvieron en un
espectrémetro de masas hibrido con geometria ortogonal QTOF-1 (Micromass, UK) equipado con una
fuente de ionizacidn nanospray. El software de procesamiento de los espectros de masas empleado fue
MassLynx version 3.5 (Micromass, UK). La identificacion de proteinas se realizd6 de manera automatica
con el programa MASCOT (http://www.matrixscience.com). Adicionalmente, los espectros resultantes
de la espectrometria de masas en sucesion (MS/MS), se inspeccionaron manualmente y se considerd
una identificacién confiable cuando 4 o mas fragmentos y’’ consecutivos se asociaron a sefales intensas.

3.15 Purificacion de las diferentes variantes de pertactina (Prn 6 PRH)
obtenidas en Escherichia coli

Para generar la biomasa necesaria para la purificaciéon de proteinas se utilizaron cultivos de 0,3 L. A
partir de un cultivo crecido de 5 mL, se inoculé un medio fresco de 50 mL de LBKC, que se utilizd
después para inocular los cultivos de 0,3 L. Las condiciones de inoculacidn, induccién, cosecha vy
almacenamiento fueron similares a las descritas antes (acapite 3.11). La biomasa obtenida (1 g de peso
himedo) se resuspendid en cada caso en 10 mL de solucién de ruptura (50 mM Tris-HCI, 100 mM Nacl,
5 mM EDTA, 1 % del tensoactivo no iénico Triton X-100, pH 8,0). La suspension celular se incubé en hielo
y se sonico durante 1 min a una amplitud ajustada a 70 %, seguido de una pausa de 5 min. Los pasos de
sonicacién y pausa se repitieron cuatro veces. Seguidamente, el lisado celular se centrifugd a 10 000
gravedades a 4 °C durante 30 min. Luego, el material insoluble se sometié a tres ciclos de lavado/
centrifugacién con el tampén 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8,0. Posteriormente, el precipitado
resultante se solubilizé en 10 mL del tampdn de extraccidon: 50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 4 M urea, 10
mM Benzamidina, pH 8,0. Después de centrifugar, el sobrenadante se filtré a través de una membrana
0,2 um con la ayuda de una unidad de filtracion al vacio (Sartorius, Alemania). La muestra filtrada se
diluyé hasta una concentracién de proteina total de 3 mg/mL en tampdn de equilibrio 50 mM Tris-HCl,
500 mM NaCl, 4 M urea, pH 8,0. Posteriormente, la muestra diluida se aplicé a una columna con la
resina Ni>*-NTA (Qiagen, Alemania), equilibrada con la misma solucion. Seguidamente, la columna se
lavé secuencialmente primero con el tampén de equilibro y después con 10 mM imidazol en tampdn de
equilibrio. La elucion se realizé6 aumentando la concentracion de imidazol a 50 mM igualmente en

tampodn de equilibrio. Luego, el eluato con las proteinas desnaturalizadas se diluyé 10 veces en el
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tampon de renaturalizacidn: 50 mM Tris-HCIl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 200 mM L-arginina, pH 8,8.
Posteriormente, la muestra diluida se dializé durante 24 h a 4 °C contra el tampdn de renaturalizacion
utilizando una membrana de dialisis con un valor de corte de 30 kDa (Spectrum Laboratories, EE.UU).
Finalmente, la muestra se dializé contra el tampdn 50 mM Tris pH = 8,8, para posteriormente proceder a
su concentracion por Amicon (Amersham) hasta un valor de 0,4 + 0,1 mg/mL. Para el almacenamiento a
largo plazo las proteinas se conservaron en presencia de 10 mM benzamidina (Applichem, Alemania) y

se mantuvieron a -20 °C.

3.16 Procedimientos utilizados en la purificacion de PTg, FHA y Prn2 a
partir de Bordetella pertussis BPCNIC0311

3.16.1 Preparacion del inoculo
La cepa BPCNIC0311 conservada en glicerol al 30 % (v/v) a una temperatura T =-80 °C £ 5 °C, se sembré

en placas con medio sélido CHAB (Difco, TM). Las placas se incubaron durante 96 h a 35 °C con una
humedad relativa > 70 %. Luego, las colonias aisladas se cosecharon y se prepard una suspension
bacteriana con Absssy nm = 0,1 que se dispersd en placas frescas de medio CHAB. Después de 72 h de
incubacién a las mismas condiciones descritas antes, el césped bacteriano se cosechd para luego
inocular 0,2 L de medio THIJS a una Absssgnm = 0,1 en un matraz de Erlenmeyer de dos litros. Este cultivo
se mantuvo durante 24 h a 35 °C y una agitacion constante de 180 rpm. Luego, al cultivo crecido (Absssg
am 2 2) se le afiadio glicerol anhidro hasta alcanzar una concentracion de glicerol 30 % v/v. Finalmente, el

cultivo se distribuyd en partes alicuotas de 20 mLy se almacen6a T=-80°C+5 °C.

3.16.2 Crecimiento de Bordetella pertussis BPCNIC0311 en biorreactor
Para multiplicar la bacteria en el biorreactor, se inoculéd una alicuota de 20 mL en un matraz de

Erlenmeyer de 2 L con 0,2 L de medio THIJS (ver acapite 3.3) a una Absszg nm inicial = 0,1. Los cultivos se
incubaron durante 24 h a 35 °C con agitacién constante a 180 rpm. Posteriormente, un cultivo (0,2 L)
con Absssgnm 2 2 se transfirio al biorreactor de 7,5 L (Marubishi Co LTD, Japon) con 3 L de medio THIJS. La
bacteria se cultivé controlando las variables operacionales siguientes: temperatura T = 35 £ 1°C, nivel de
oxigeno disuelto mayor que 20 %, agitacién igual a 100 rpm y una aireacion de 0,3 vvm. El pH 7,3 se
control6 con acido ortofosfdrico al 10 % (v/v) y la formacion de espuma se inhibié por la adicién de
pequefias cantidades de una solucién al 10 % (v/v) del antiespumante Glanapon DG (Bussetti & Co
GmbH). La fermentacidn se interrumpid a las 18 h, momento en que el cultivo alcanzd una Absszg nm > 4.

Cada 3 y 6 h se tomaron muestras del cultivo bacteriano por un puerto estéril.
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La concentracién de la proteina PTg en el sobrenadante de cultivo se estimé mediante ELISA (acdpite
3.18). La pureza del cultivo se verificd mediante la tincién de Gram asi como la siembra de muestras en
placas de agar triptona soya. La actividad B hemolitica se comprobd a las 18 h, por la siembra en placas
BGA, de diluciones décuples hasta 10°, de muestras del cultivo. El ADN cromosomal de la bacteria se
obtuvo en duplicado, a partir de muestras duplicadas al final de la fermentacidn, este se purificd
mediante el estuche comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega ya descrito (acdpite
3.4). El ADN cromosomal se envio al servicio Macrogen para la SAUT de los genes ptx y prnA por ambas

cadenas.

3.16.3 Purificacion de PTg, FHA y Prn2

La purificacién de PTg y FHA se realizd6 modificando el procedimiento descrito previamente por Ozcengiz
y cols (Ozcengiz y cols., 2004). Como se muestra en la figura 6, la fermentacién se detuvoalas 18 hy a
continuacion el cultivo se centrifugd a 10 000 g durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se utilizé para
obtener PTg y FHA, mientras que el precipitado celular se utilizé6 para la purificacién de Prn2. El
sobrenadante se esterilizd pasandolo a través de una capsula Sartobran Midicap (Sartorius, Alemania).
Muestras del sobrenadante filtrado se evaluaron en placas de BGA para monitorear la presencia de
células vivas de B. pertussis. Luego, al sobrenadante libre de células vivas se le afladié gradualmente
urea 10 M hasta una concentracién final de 2 M urea (0,7 L urea 10 M para 2,85 L de sobrenadante de B.
pertussis), esta operacion se realizé a temperatura T = 23 + 2 °C y bajo agitacidon constante de 150 rpm.
Seguidamente, la muestra se ajusté a pH = 6,0 con acido ortofosforico al 10 % (v/v). Luego, la muestra se
aplicé a una columna de Fractogel EMD COO XK 50/5 (diametro, mm/altura, cm), equilibrada con el
tampdn A: 20 mM Na,HPQO,4, 20 mM NaCl, 2 M urea, pH = 6,0. Las endotoxinas adsorbidas a la columna
se lavaron con 10 volumenes de columna con 0,5 % de Tritdon X-100 en tampdn A. La columna se lavo
posteriormente con 10 volimenes de tampdn de equilibrio. La proteina PTg se eluyd al aumentar el pH
con el tampdn B: 20 mM Na,HPO,4, 20 mM NaCl, 2 M urea, pH = 7,4. Seguidamente, la proteina FHA se
eluyd al aumentar el pH y la conductividad con el tampdn C: 20 mM Na,HPQO,4, 200 mM NaCl, 2 M urea,

pH = 8,0.
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Figura 6. Esquema de los procedimientos de purificaciéon de PTg, FHA y Prn2. Las
proteinas PTg y FHA se secretan al medio de cultivo. El medio se centrifuga y el
sobrenadante se filtra para su inactivacién. El sobrenadante se ajusta hasta una
concentracion de Urea 2M, el pH (6,0) y la conductividad (10 mS/cm). La muestra se
purifica directamente en una columna de intercambio catiénico. Las proteinas PTg y
FHA eluyen por separado de la columna al incrementar el pH (7.4) y la fuerza iénica
respectivamente. La urea se elimina por ultrafiltracién. La proteina Prn2 permanece
asociada a la superficie celular. La suspension celular se incuba a 60°C para liberar la
Prn al medio y también inactivar la bacteria B. pertussis. Luego, se afiade fosfato de
calcio a la suspension y se incuba 4 h a 4°C para precipitar los acidos nucleicos
contaminantes. La proteina Prn se obtiene en el sobrenadante de extraccion. El
sobrenadante se filtra y se ajusta el pH (8.8) y la conductividad (ImS/cm). La muestra
se purifica en una columna de intercambio anidnico. La proteina Prn2 eluye de la

columna al aumentar la fuerza idnica.

Purificacion de Prn2

Extraccion Prn
(60 °C)

- W

Precipitacion

Acidos
Nucleicos
(Fosfato Calcio
= M)

Centrifugacion

Filtracion del
Sobrenadante de

Extraccion
.— =
Ajuste pH 8.8y 1 mS/cm

Ultrafiltracion

|
=

Purificacion
Intercambio aniénico

|

B

=

Cambio de tampdn
Ultrafiltracién

|

Conservacion (-20°C)

53



Materiales y Métodos

Luego, las proteinas PTg y FHA se dializaron por separado con el uso del tampdn D: 20 mM Na,HPO,4, 300
mM NaCl, pH = 8,0; y una membrana de dialisis con un valor de corte de 30 kDa (Spectrum Laboratories,
EE.UU). Las proteinas purificadas se almacenaron a T=-20 °C.

Para purificar la proteina Prn2 (Figura 6), se procedid a su disociacion de la membrana externa de B.
pertussis, segun el procedimiento informado por Brennan y cols (Brennan y cols., 1988). Para ello,
aproximadamente 24 g (peso himedo) del precipitado celular se resuspendié en un volumen de 240 mL
del tampdn 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH = 8,0 y se incubd durante 60 min a 60 °C. El extracto celular se
evalué cuidadosamente en placas BGA para detectar la presencia de células vivas de B. pertussis.
Después de centrifugar a 10 000 g durante 30 min y a 4 °C, al sobrenadante resultante, enriquecido en
Prn2, se le afiadié 1 M de fosfato de calcio hasta una concentracién final de 0,15 M y se incubd durante
4 h a 4 °C. Después de centrifugar bajo las mismas condiciones, el sobrenadante se filtré a través de una
membrana 0,2 um y la ayuda de la unidad de filtracion al vacio (Sartorius, Alemania). La muestra filtrada
se dializé por ultrafiltracion utilizando el sistema Amicon (Amersham), el tampdén 10 mM Tris, pH = 8,8 y
una membrana con un valor de corte de 30 kDa (Milipore, EE.UU). Luego, la muestra se aplicd a una
columna Fractogel EMD DEAE XK 50/5 (didametro, mm/altura, cm), equilibrada con el tampdén 10 mM Tris
pH = 8,8. Seguidamente, la columna se lavd con el tampdn Tris 10 mM, NaCl 10 mM, pH = 8,8 y
posteriormente las moléculas de Prn2 se eluyeron de la columna con el tampdn Tris 10 mM, NaCl 30
mM, pH = 8,8. El eluato con la proteina Prn2 purificada se dializé contra el tampdn 20 mM Na,HPO,4, 300
mM NaCl, pH = 8,0y se almacend a T =-20 °C.

Todos los procedimientos cromatograficos para las tres proteinas se realizarona T=23+2 °C.

Las proteinas purificadas PTg, FHA y Prn2 se analizaron por SDS-PAGE segun lo descrito (acapite 3.12). Y
se visualizaron por tincidn con plata con el estuche comercial Pierce™ Silver Stain Kit, EE.UU.

Para la inmunoidentificacion de PTg y FHA se utilizd el ensayo de Western blotting descrito antes
(acépite 3.13) con los AcMs anti-S1 99/512 y 99/570 respectivamente, diluidos 1:250. Los AcMs
proceden del Instituto Nacional de Estandares y Controles Biolégicos, NIBSC (por sus siglas en inglés
National Institute for Biological Standards and Control).

Ademas, las proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas se caracterizaron mediante espectrometria de masas

segln lo descrito (acapite 3.14).
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3.16.4 Determinacion de la concentracion endotoxinas en las proteinas purificadas
La estimacidn de la concentracion de endotoxinas en las muestras purificadas se realizd con el estuche

comercial Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (Thermofisher, EE.UU), de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante.

3.16.5 Estimacion de la concentracion de PTg, FHA y Prn2 purificadas
La estimacion de la concentracidn de proteinas se realizé por el método del dcido bicinconinico (Brown y

cols., 1989). Se utilizé una curva patrén de albumina sérica bovina (BSA, del inglés bovine serum
albumin) de concentraciones conocidas (0,1-1,0 mg/mL). Particularmente, la proteina PTg se estimd

adicionalmente por ELISA (Ver acapite 3.18).

3.16.6 Estimacion de la pureza, cantidades totales y rendimientos de las proteinas
purificadas
El porcentaje de pureza de cada proteina respecto a las proteinas totales, se determind por anélisis

densitométrico de su perfil en SDS-PAGE mediante el programa ImagelJ, versién 1.33 (NIH, EE.UU).

Las cantidades totales de las proteinas purificadas se estimaron con la férmula general:

mg totales de proteina purificada = concentracién (mg/mL) x volumen (mL) x porcentaje de pureza / 100 %

El rendimiento de las diferentes pertactinas recombinantes obtenidas de E. coli se estimé por la férmula:
Rendimiento (mg/g peso humedo de biomasa) = mg totales de proteina purificada / peso humedo de la biomasa o
precipitado celular de partida (g)

El rendimiento de las proteinas purificadas PTg, FHA y Prn2 obtenidas de B. pertussis se expresd en mg
por litro de cultivo (caldo fermentativo) y se estimé por la férmula:

Rendimiento (mg/L) = mg totales de proteina purificada / volumen de caldo fermentativo (L)

3.17 ELISA utilizado en la inmunoidentificacion de las proteinas Prn y
PRH purificadas a partir de Escherichia coli

Las diferentes pertactinas se evaluaron con los AcMs de origen murino Pem1, Pem4, PeM19 y PeM29
segun lo informado por Hijnen y cols (Hijnen y cols., 2004; Hijnen y cols., 2005). Los AcMs Pem1 y Pem4
se generaron al inmunizar ratones con la proteina Prnl. El AcM Pem4 reconoce el epitopo lineal
247GGFGPGGFGP,56 presente en la R1 de Prnl y Prn2. El AcM Pem1 une el epitopo discontinuo formado
por los motivos ¢oTWDDD,o; ubicado en el extremo amino, ,5,GGFGPVLDGW,¢; en la R1 y PAPQPP en la
R2. La regidn variable dos no fue incluida en la estructura tridimensional informada por Emsley y cols
(Emsley y cols., 1996). Los AcMs Pem29 y Pem19 se generaron al inmunizar ratones con la proteina

Prn2. El AcM Pem29 reconoce un epitopo discontinuo conformado por los motivos de unién ;GERQH;s,
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20QGSDPGGV,, ¥ g7GDTWDDD; o3 localizados en lazos préximos al extremo amino, asi como la secuencia
247GGFGPGGFGP,5¢ ubicada en el lazo de la R1. EIl AcM Pem19 une el epitopo lineal RELSA presente en el
extremo carboxilo. La secuencia s7,0RELSAs;; reside en la regidon no incluida en la estructura
tridimensional informada por Emsley y cols (Emsley y cols., 1996). Ademas, las proteinas se analizaron
frente a un panel de 10 sueros de voluntarios sanos, obtenidos un mes después de administrar una dosis
de refuerzo con la vacuna ADACEL (Sanofi Pasteur, Francia, tabla 1).

Las placas de microtitulacion de poliestireno con 96 pozos de alta capacidad de union (Costar® Corning
Incorporated, EE.UU.) se sensibilizaron con 100 pL/pozo de las proteinas P.69 (Prnl) obtenida en B.
pertussis (Novartis, Italia), asi como Prnl, Prn2, PRH1-2, PRH1-CC-2, PRH1-CL-2, PRH2-1, PRH2-CC-1,
PRH2-CL-1 y BSA como control negativo, todas a una concentracién de 2 pug/mL y diluidas en 0,05 M de
tampodn carbonato-bicarbonato pH = 9,6. Seguidamente, cada pozo se bloqued con 200 pL del tampdn
PBS-TB (1 % de BSA, m/v y 0,1 % de Tween 20 v/v en PBS) durante 2 h a 37 °C. El reconocimiento
antigénico de cada una de las proteinas se realizo al afadir 100 pL/pozo de los diferentes AcMs
especificos, sueros humanos o el control, cada uno diluidos apropiadamente en el tampdén PBS-TB vy
luego se incubd durante 1 h a 37 °C. En un experimento previo los AcMs se normalizaron a 0,5 mg/mLy
se titularon contra P.69 (Prn1l) mediante diluciones seriadas dobles a partir de 1: 2000. A partir de los
resultados se definieron las siguientes diluciones de los AcMs: Pem1 en 1:12 000; Pem4 en 1: 4000;
PeM19 en 1: 6000 y PeM29 en 1:28 000. Las diluciones determinadas por este método ofrecieron
valores de densidades opticas (Abssgy nm) entre 0,7 y 1,0 en un intervalo lineal (r2 = 0,997). Los sueros
humanos se diluyeron 1:100. Posteriormente, se afiadié 100 pL/pozo del anticuerpo de carnero anti-IgG
total de ratén conjugado a la peroxidasa de rabano picante (HRP del inglés, horseradish peroxidase)
(Sigma, EE.UU) y se incubd durante 30 min a 37 °C. Las placas se lavaron tres veces después de cada
paso con PBS-T. Posteriormente, se afiadid la solucion sustrato: 500 pug/mL de orto-fenilendiamina y
0,015 % (v/v) de perdxido de hidrogeno diluidos en tampdn citrato-fosfato (acido citrico 0,2 M,
hidrogeno fosfato de sodio 0,1 M, pH 5,0) y perdxido de hidrégeno 0,006% (v/v), seguido de una
incubacion a T =23 * 2 °C durante 10 min. La reaccion se detuvo mediante la adicidn de 50 uL/pozo de la
solucion 2 M de H,S0,. La densidad dptica (DO) de los pozos se determind a una longitud de onda de
492 nm. Se consideraron positivas las muestras ensayo con valores mayores o iguales al doble de las DO

obtenidas con el control negativo del experimento.
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Este ensayo se utilizé para evaluar el reconocimiento de las proteinas P.69 (Prnl), Prnl, Prn2, PRH1-CL-2
y PRH2-1 después de incubar cada una a 95 °C durante 2 min. Las proteinas desnaturalizadas a 95 °C se
compararon en la misma placa de microtitulacidon con las proteinas incubadas a 25 °C. Los AcMs y los
sueros se ensayaron con 10 réplicas cada uno. Los AcMs se diluyeron segun lo descrito arriba, mientras
qgue los sueros murinos generados especificamente contra cada proteina, se diluyeron 1:1000. El
porcentaje de reconocimiento se calculd segun la férmula:

Porcentaje de reconocimiento = sefial (DO.s,nm) de la Proteina a 95 °C / sefial (DO492,m) de la Proteina a 25 °C x 100

3.18 ELISA para la identificacion y la estimacion de la concentracion de
PTg obtenida a partir de Bordetella pertussis

La identidad de PTg se verificd por un ELISA de produccidon nacional (manuscrito en preparacion).
Brevemente, placas de microtitulacion de poliestireno de 96 pozos de alta capacidad de unién (Costar®
Corning Incorporated, EE.UU.) se sensibilizaron con 100 plL/pozo de fetuina a 40 pg/mL (Sigma-Aldrich,
EE.UU) como reactivo de captura. Seguidamente, cada pozo se bloqued con 200 pL del tampdn PBS-TB
(1 % de BSA, m/vy 0,1 % de Tween 20 v/v en PBS) durante 2 h a 37 °C. La captura se realizé al afiadir 100
uL/pozo de las muestras ensayo, la curva patrdn y los controles, cada uno diluidos en el tampdn PBS-TB
y luego se incubd durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se afiadié 100 pL/pozo del AcM anti-subunidad
S1 de PT conjugado a HRP diluido en el tampdn de la muestra y se incubé durante 30 min a 37 °C. Las
placas se lavaron tres veces después de cada paso con PBS-T. Luego, se afadieron 100 pL de la solucién
de sustrato (10 pg/mL de TMB- 3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich, EE.UU.) en tampdn citrato-
fosfato (acido citrico 0,2 M, hidréogeno fosfato de sodio 0,1 M, pH 5,0) y perdxido de hidrégeno 0,006%,
seguido de una incubacién de 10 min a T = 22 °C. La reaccion se detuvo mediante la adicién de 50
uL/pozo de la solucidon 2 M H,S0,. La DO de los pozos se determind a una longitud de onda de 450 nm.
Se consideraron positivas las muestras ensayo con valores mayores o iguales al doble de las DO
obtenidas con el control negativo del experimento. La concentracidon de PTg se calculd utilizando el
programa GraphPad Prism, versidén 6.01. La proteina de referencia JNIH 90/518 (PT, NIBSC, UK) se utilizd
como estandar en el ensayo de inmunoadsorcidn para la estimacion de concentracion de PTg en el

sobrenadante de cultivo.
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3.19 ELISA para la deteccion de Ac especificos a los antigenos PTg,
FHA, Prnl y Prn2

Para la deteccion de Ac IgG especificos en los sueros de los ratones inmunes y los controles se utilizé
procedimiento basado en el informado por Hijnen y cols (Hijnen y cols., 2005). Las placas de
microtitulacidén de poliestireno de 96 pozos de alta capacidad de unién (Costar® Corning Incorporated,
EE.UU.) se recubrieron por separado con los antigenos PTg, FHA, Prnl o Prn2. A cada pozo se afiadié 100
uL de PTg a 2 pg/mL, Prn (Prn1 o Prn2) a 2 pg/mL o FHA a 5 pg/mL diluidos en 0,1 M de tampodn
carbonato-bicarbonato pH = 9,6, seguido de una incubacién de 3 h a 37 °C. Seguidamente, cada pozo se
bloqued con 200 uL de leche descremada al 4% (m/v) (Oxoid, UK) en PBS-T durante 1 h a 37 °C. Los
sueros se anadieron a los pozos a diluciones 1:100, 1:1000 y 1:5000 en PBS-T y se incubaron durante 2 h.
En cada ELISA se incluyé un suero inmune obtenido de ratones inmunizados con la vacuna ADACEL,
como curva de referencia con 100 unidades arbitrarias de titulacion. Luego, las placas se incubaron a 37
°C por 1 h con un anticuerpo de carnero anti-lgG de ratdn conjugado a HRP (Sigma-Aldrich, EE.UU)
diluido 1:2 000 en PBS-T. Las placas se lavaron con PBS-T tres veces después de cada paso.
Posteriormente, se afiadid la solucién sustrato: 500 pg/mL de orto-fenilendiamina y 0,015 % (v/v) de
peréxido de hidrégeno diluidos en tampdn citrato-fosfato (acido citrico 0,2 M, hidrégeno fosfato de
sodio 0,1 M, pH 5,0) y peroxido de hidrégeno 0,006% (v/v), seguido de una incubacién a T=23 +2 °C
durante 10 min. La reaccién se detuvo mediante la adicion de 50 pL/pozo de la solucion 2 M H,SO,. La
DO se determind a una longitud de onda de 492 nm. Se consideraron positivos los sueros de los ratones
inmunes con valores mayores o iguales al doble de las DO obtenidas respecto a los sueros control
negativo del experimento.

Este ensayo se utilizd ademas para inmunoidentificar los antigenos PTg, FHA y Prn2 purificados de B.
pertussis en su forma nativa con sueros murinos generados contra la vacuna comercial ADACEL (Tabla
1). Para obtener el panel de ocho sueros positivos y ocho negativos se inmunizaron grupos de ratones
con dos inoculaciones espaciadas cada 21 dias con % de la dosis humana de la vacuna ADACEL (Sanofi
Pasteur, Francia) y el control negativo basado en alumina en PBS, respectivamente. Catorce dias
después de administrar la segunda dosis, se sangraron los animales y se procesd la sangre para
obtencion de los sueros.

Adicionalmente, los sueros de los grupos inmunizados se ensayaron (diluidos 1:500) contra péptidos

lineales de regiones involucradas en la proteccion contra B. pertussis. Para este ensayo se recubrié con 5
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ug/mL del péptido: P1, RGDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGW, cuya secuencia se localiza
en la Rl de Prnl; el péptido P2, RGDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGW, cuya
secuencia estd presente en la R1 de Prn2, el péptido P3, PQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAG, cuya
secuencia se sitla en la R2 y el péptido P4, IVKTGERQHGIHIQGSDP, cuya secuencia se ubica en el
dominio inmunodominante del extremo amino.

La determinacidn de las clases (IgM e IgA) y subclases de inmunoglobulina (IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3) se
realizé mediante un procedimiento similar pero con la ayuda del estuche comercial de isotipificacion de
raton (Sigma-Aldrich, EE.UU). Para este ensayo los sueros se evaluaron diluidos 1:250 o 1:500 y aparecen

especificadas en el texto segun el ensayo.

3.20 Experimentos en ratones

En los experimentos se utilizaron ratones hembras, BALB/c isogénicos (Bc, H-2d) y CENP OF-1 no
consanguineos (OF-1), suministrados por el Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, La Habana). Para los ensayos de inmunogenicidad los ratones se seleccionaron
aleatoriamente, con una edad de seis semanas y un peso promedio de 19 g + 1 g. Estos animales se
manipularon en el Bioterio del CIGB. Para los ensayos en el modelo de reto intracerebral modificado
(MICA, del inglés, modified intracerebral challenge assay) los ratones se seleccionaron aleatoriamente
con un peso promedio de 12 g + 1 g. Este ensayo se realizd en el departamento de ensayos bioldgicos
del Centro Nacional de Biopreparados (Biocen, Mayabeque, Cuba), como parte de un acuerdo de
servicio de colaboracién con el CIGB. En las inmunizaciones los antigenos se adyuvaron con hidréxido de
aluminio (Brenntag Biosector, Dinamarca) en una relacion masica 1 : 80 (ug antigeno : pg adyuvante).
Los ratones se mantuvieron en cajas con filtros bajo condiciones libres de patégenos. Todos los
experimentos con animales se realizaron en correspondencia con las Guias aprobadas por el Comité

Nacional de Etica y Regulacién de la Republica de Cuba.

3.20.1 Ensayo para la determinacion de la dosis minima inductora de Ac
especificos contra pertactina
Los grupos (n = 10) de ratones BALB/c se inmunizaron por la via subcutanea con dosis de 2; 0,2; 0,02; y 0

ug/ratéon de la proteina natural P.69 (Prnl) purificada a partir de B. pertussis (Novartis, Italia) y un
volumen de 100 plL. Los animales se inmunizaron en los dias 0, 14 y 28 y se sangraron el dia 42. La

deteccion de Ac IgG especificos en los sueros se evalué con la proteina P.69 (Prn1) mediante ELISA.
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3.20.2 Ensayo de inmunogenicidad de las proteinas Prnl, Prn2 y PRH obtenidas
en Escherichia coli en ratones
La capacidad de las diferentes variantes de pertactina de inducir una respuesta de Ac se evalud en

ratones BALB/c. Los grupos (n = 9) se inmunizaron por la via subcutanea con dosis de 0,2 ug/raton de los
antigenos, P.69 (Prnl), Prnl, Prn2, PRH1-2, PRH1-CC-2, PRH1-CL-2, PRH2-1, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1y un
volumen de 100 pL. Los animales se inmunizaron en los dias 0, 14 y 28 y se sangraron los dias -7, 14, 28 y
42. La proteina P.69 (Prnl) se utilizd6 como control positivo del ensayo. La deteccién de Ac IgG
especificos en los sueros se evalué mediante ELISA recubriendo con las proteinas Prnl y Prn2 segun lo

descrito (acapite 3.19).

3.20.3 Ensayo de inmunogenicidad con las preparaciones PTg/FHA/Prn2 vy
PTg/FHA/PRH2-1

El ensayo se realizd segun las normas y procedimientos descritos (WHO, 2012). Los antigenos PTg, FHA,
Prn2 purificados de B. pertussis y PRH2-1, se evaluaron como preparaciones de tres componentes
PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1, en ratones BALB/c y OF-1. Los grupos (n = 10) se inmunizaron por la
via intraperitoneal con dosis de 5/2,5/2,5 pg/ratén y un volumen de 500 uL. El grupo control negativo se
inoculd con el adyuvante diluido en PBS. Los ratones recibieron dos inoculaciones en los dias 0y 21y se
sangraron los dias -2, 21 y 42. Los titulos de Ac IgG contra PTg, FHA, Prnl y Prn2 en los sueros se

determinaron mediante el ELISA descrito en el acapite 3.19.

3.20.4 Ensayo para la induccion ex vivo de la secrecion de IFNy, IL-4, IL-5 e IL-17
y determinacion de sus concentraciones mediante ELISA
Las células del bazo de los ratones inmunizados y los controles se obtuvieron en condiciones asépticas y

los eritrocitos se lisaron por incubacién (2 min) con una solucién de NH4CI 0,83 % (m/v). Las células se
lavaron tres veces con PBS, SFB al 2 % (v/v) y se resuspendieron en medio RPMI 1640 suplementado con
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco, Reino Unido), 2 mM de glutamina (Gibco,
Reino Unido), 50 uM de 2-mercaptoetanol (Sigma, EE.UU) y SFB 5 % (v/v). Las células se sembraron a
una concentracion final de 2x10° células/mL en placas de 6 pozos (Costar, EE.UU) y se estimularon por
duplicado con las proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas de B. pertussis a una concentracion final de 10
ug/mL. La concanavalina A (Sigma, EE.UU) se usé como control positivo de estimulaciéon a una
concentracién de 5 pg/mL. Las células en presencia del medio se usaron como control negativo. Luego
de 96 h de incubacién a 37 °Cy 5 % de COz2, se colectaron los sobrenadantes de cultivo. La concentracién

de las linfocinas en los sobrenadantes de cultivo se determind mediante ELISA con los siguientes
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estuches comerciales de Thermo Scientific: IFNy, KMC4021, limite de deteccion (LD) < 2 pg/mL; IL-4,
EMIL4, LD < 5 pg/mL; IL-4, KMC0051, LD < 5 pg/mL; IL-4, KMC3021, LD < 5 pg/mL. Los ensayos se

realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.20.5 Evaluacion del efecto protector de las proteinas Prnl, Prn2, PRH2-1 y
PRH1-CL-2 en el ensayo de reto intracerebral modificado
El ensayo se realizd segun las normas y procedimientos descritos (WHO, 2012; Xing y cols., 2014a). El

efecto protector de cada una de las proteinas Prnl, Prn2, PRH2-1 y PRH1-CL-2 se evalud con tres dosis
25, 5y 1 (ug/ratdn), en ratones OF-1 frente a la cepa letal BP18323. El control positivo del ensayo
consistié en 0,5 Unidades Internacionales (Ul) de la preparacién celular de B. pertussis VPR (99) 11, la
cual confiere una proteccidén del 92 % = 5 %. Esta preparacidén se utiliza como estandar nacional de
referencia en Cuba en el ensayo de reto intracerebral. Estd compuesta por la cepas de B. pertussis BP165
(Prnl1) (Proenza-Alfonzo y cols., 2013) y BP509 (Prn7) (Bottero y cols., 2007). El grupo control negativo
recibié PBS en alumina. Los grupos (n = 17) se inmunizaron una vez por la ruta intraperitoneal con los
diferentes inmundgenos en un volumen de 500 plL. Después de 21 dias, los ratones de los diferentes
grupos recibieron una inoculacién intracerebral con 25 uL (7x10* unidades formadoras de colonia, UFC)
de la cepa B. pertussis BP18323 (Prn6) resuspendida en hidrolizado de caseina al 1 % (m/v) (Sigma-

Aldrich, EE.UU) en PBS. Los animales se observaron durante 14 dias y se registré la supervivencia.
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3.20.6 Evaluacion del efecto protector de las preparaciones vacunales
PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 en el ensayo de reto intracerebral
modificado

El experimento se realizé mediante un ensayo de reto similar al descrito en el acdpite anterior. En la

tabla 2 se especifican las combinaciones antigénicas y las dosis utilizadas.
Tabla 2. Variables del esquema de inmunizacién utilizado para la evaluacion del efecto protector de las

preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 en el ensayo MICA.

Grupo Inmunégeno Dosis (ug/raton)
1 5/2,5/2,5
2 PTg/FHA/Prn2 1/0,5/0,5
3 0,2/0,1/0,1
4 5/2,5/2,5
5 PTg/FHA/PRH2-1 1/0,5/0,5
6 0,2/0,1/0,1
7 5/2,5/2,5
8 PTg/FHA/PRH1-CL-2 1/0,5/0,5
9 0,2/0,1/0,1
10 5/2,5/2,5
11 PTg/FHA/Prn1* 1/0,5/0,5
12 0,2/0,1/0,1
13 5/2,5

14 PTg/FHA 1/0,5

15 0,2/0,1

16 VPR (99) 11 (Control positivo) 0,5 Ul

17 Alimina + PBS (Control negativo) 0

* Proteina Prn1 obtenida en E. coli

3.21 Analisis Estadistico
El programa GraphPad Prism versién 6.01 (GraphPad Software, San Diego California, EE.UU,

www.graphpad.com) se utilizé para realizar los analisis estadisticos. La normalidad de los datos
pertenecientes a los diferentes grupos muestrales se analizé mediante la prueba de D Agostino-Pearson
y seguidamente, la homogeneidad de varianza mediante la prueba de Bartlett. Los datos primarios o
transformados que satisficieron ambas pruebas se examinaron posteriormente con un analisis
paramétrico. Para encontrar diferencias generales entre las medias de tres o mas grupos se realizé un

anadlisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple; para detectar diferencias entre los grupos se utilizé
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la prueba de comparacidn multiple a posteriori de Tukey. Para encontrar diferencias entre las medias de
dos grupos se realizd la prueba paramétrica no pareada t-student. Los datos primarios o transformados
gue no cumplieron con la normalidad o la homogeneidad de varianza se examinaron con un analisis no
paramétrico. Para encontrar diferencias entre las medianas de tres o mas grupos se realizd la prueba de
Kruskal-Wallis, y a continuacion la prueba de comparacion multiple a posteriori de Dunn. Para encontrar
diferencias entre las medianas de dos grupos se realizé la prueba no pareada U de Mann-Whitney. Para
encontrar diferencias estadisticas entre el tiempo de supervivencia entre los grupos retados con la cepa
letal BP18323 se compararon las curvas completas mediante la prueba de Log-rank. Las diferencias se

consideraron significativas cuando p < 0,05 y se representaron con letras diferentes en minuscula.
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4 RESULTADOS

Para evaluar el efecto de la variacién tipo dos en la proteccién contra B. pertussis en preparaciones
acelulares de tres componentes, se trazo la siguiente estrategia. Por una parte, se concibio la obtencion,
a partir de E. coli, de las proteinas Prnl, Prn2 asi como variantes de PRH que incluyen las variaciones de
tipo uno y dos. Luego, se procedid a la evaluacién de su inmunogenicidad y capacidad protectora en
ratones. Por otra parte, se consideré la obtencion de PTg, FHA y Prn2 a partir de B. pertussis. La
inmunogenicidad y capacidad protectora de las pertactinas Prn2 y PRH se evalué en ratones como
preparaciones vacunales de tres componentes PTg/FHA/Prn2 o PTg/FHA/PRH.

4.1 Obtencion de una PRH a partir de Escherichia coli en cuyo diseio

se incluyen las R1 de pertactina tipo uno y dos

4.1.1 Disefio de proteinas hibridas de las variantes de pertactina tipo uno y dos
A partir de la estrategia descrita en el acdpite 3.5, se modeld la proteina Prn2 de forma automatica y

luego se determind el segmento de la hélice beta que interacciona con el lazo de la R1 para los modelos
1DAB.pdb (Prnl) y Prn2. Ademads, se construyd el diagrama topoldgico de pertactina a partir de la
asignacion de las hebras beta de la estructura tridimensional presente en la base de datos 1DAB.dssp.
Estos analisis permitieron definir los fragmentos A y B, cada uno con la R1 de una variante diferente de
pertactina. Los fragmentos al fusionarse, deben favorecer la obtencién de una PRH con una hélice beta
en la cual, las tres laminas beta mantengan la misma disposicion espacial de la pertactina natural. La
factibilidad de este disefio se verificd mediante la fusién virtual de los fragmentos A y B y la evaluacidn
de los modelos obtenidos. Adicionalmente, a partir de la comparacidon de diferentes secuencias de
pertactina, se selecciond una secuencia conservada de la regién del plegamiento de pertactina. Esta
secuencia se utilizé con el propdsito de evaluarla como un conector entre los fragmentos A y B. Como
resultado de estos analisis se disefiaron un total de seis variantes de PRH.

La calidad del modelo obtenido para la proteina Prn2 alcanzé una puntuacién de 0,1, la cual se
encuentra dentro de los limites de confianza del servidor [-5,2], en el cual los mayores valores indican
modelos de mayor confianza. Para este modelo la desviacion cuadratica media (DCM) fue de 7,8 + 4,4
Angstrom.

Los contactos con el lazo R1 para las proteinas Prnl y Prn2 se encontraron en un segmento de la hélice
beta acotado por las hebras beta g,TLANgs Yy »6VDVS;67, tomando como referencia la estructura

1DAB.pdb (Figura 7 Ay Figura 8). Posteriormente, se analizd la similitud de las vueltas de la hélice beta
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gue contienen las hebras que acotan el segmento. La vuelta de la hélice beta de 1DAB.pdb (Prnl)
definida por las hebras beta 9, TLAg4, 79VTVa1, Y ssKLVADgg correspondientes a las [dminas beta B, Cy A, se
superpuso a la vuelta definida por las hebras beta ,5,VDVae6, 270SVELA274 ¥ 2771VE279 correspondientes
también a las laminas beta B, C y A. La DCM de los dtomos de los diferentes residuos entre ambas
vueltas fue de 0,357 Angstrom. Luego de verificar la similitud entre las vueltas que definen la interface
entre los fragmentos A y B se precisaron, manualmente, los sitios de corte. Como resultado el segmento
Tor- S267 se extendid en ambos extremos hasta Vgi-Sye9 €n Prnl y Vgi-S,74 en Prn2. En la figura 7 B, se
muestra que la proteina PRH1-2 se obtiene al fusionar los fragmentos A (D1-Syes de Prnl) y B (Vg1-Geg, de
Prn2). De igual forma se puede obtener la proteina PRH2-1 al fusionar los fragmentos A (D1-S,74 de Prn2)
y B (Vg1-Gg77 de Prnl). Por otra parte, en la figura 9 se muestra que la fusién de los fragmentos Ay B
permite que las hebras beta de las ldminas A, By C del fragmento B se contintden con las hebras beta de
las laminas A, By C del fragmento A, preservando la topologia de la estructura secundaria de Prn.

Los modelos de las proteinas PRH1-2 y PRH2-1 que resultaron de la fusién de los fragmentos A y B se
evaluaron virtualmente. La calidad obtenida para los modelos PRH1-2, PRH2-1 y el modelo
cristalografico fue parecida, con valores de 4,5, 3,5 y 3,5 respectivamente, segun el servidor Prosess. En
los modelos se preservé la regularidad topoldgica de la hélice beta de Prn. Por otro lado, la distancia
entre los lazos R1 de Prnly Prn2 no permite impedimentos estéricos entre los mismos. (Anexo 4).

La secuencia conservada IDNATWVMTDN, presente en la region con funciones en el plegamiento (Figura
7 A, Anexo 5), se seleccioné como conector corto (CC) y la duplicacion en sucesidn de esta secuencia,
IDNATWVMTDNIDNATWVMTDN, como conector largo (CL) (Figura 7 B).

La secuencia CL podria constituir un paso quimérico en la hélice beta de pertactina. La insercién de CL
entre A y B podria modular positivamente el plegamiento del fragmento A, el cual constituye una
extension de la hélice beta, y ademas aumentar la distancia entre los lazos R1. Se disefiaron un total de
seis variantes hibridas, las tres primeras designadas como PRH1-2, PRH1-CC-2 y PRH1-CL-2 (serie 1-2,
Figura 7 C), en las cuales la R1 de Prnl se posiciona proxima al extremo amino. Por el contrario, en las
proteinas PRH2-1, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1 (serie 2-1, Figura 7 C), la R1 de Prn2 estd proxima al extremo

amino.
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Fragmentos A
(D1-S26s de Prn1) Dominio de

(D1-5274 de Prn2) plegamiento

A) | | ,

92TLANgs
[ 264VDVS267 IDNATWVMTDN
D; ’ /’
Y | /

S el
NH, 1Y €ri

COOH

Fragmentos B
(Vgl-Gsu de Prn2)
(Vs1-Ge77 de Prnl) |

Fragmento A Fragmento B
(D1-S260 de Prn1) (Va1-Ges2 de Prn2)

B)

NH, COOH

IDNATWVMTDN (CC)
IDNATWVMTDNIDNATWVMTDN (CL)

Serie 1-2 Serie 2-1

C) e PRH1-2 SO WP PRH2-1
2 PRH1-CC-2 5 % PRH2-CC-1

3 ’ PRH1-CL-2 6 (i PRH2-CL-1

Figura 7. Disefio de las pertactinas recombinantes hibridas de Prnl y Prn2. A) Representacion de la estructura
tridimensional de pertactina en seccién longitudinal desde D1 hasta Pss9, los tiltimos 138 aa no se incluyeron en la
estructura informada por Emsley y cols, 1996. Los contactos del lazo R1 se ubican en un segmento de la hélice beta
acotado por las hebras beta %2TLANs y 204VDVSzr. En color azul se destaca la ubicacion de la secuencia
IDNATWVMTDN, la cual se ubica en el dominio de plegamiento que aparece sombreado. Los segmentos sefialan
los limites de los fragmentos A y B. B) La proteina PRH1-2 se obtiene al fusionar el fragmento A = Di-Sx9 de Prnl,
con el fragmento B = Vsi-Ges2 de Prn2. Las secuencias IDNATWVMTDNIDNATWVMTDN y IDNATWVMTDN se
insertaron entre A y B como conectores CL y CC, conector largo y corto, respectivamente. NH2 y COOH, extremo
amino y carboxilo, respectivamente C) Se disefiaron dos series de PRH con tres variantes cada una. La serie 2-1
posiciona la R1 de Prn2 préxima al extremo amino y viceversa para la serie 1-2. En gris oscuro se representa el

fragmento proveniente de Prnl y en gris claro el fragmento derivado de Prn2.
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4.1.2 Clonaje de los genes codificadores de Prnl, Prn2 y las moléculas PRH
Los genes prnAl y prnA2 se amplificaron mediante la técnica de PCR. Se utilizdé como molde el ADN

cromosomal de las cepas de B. pertussis Tohama | y CH53, respectivamente. Los genes amplificados se
purificaron y se clonaron en el vector de expresion en bacterias pET28a+ (Anexo 3), fusionados a una
secuencia codificante para seis histidinas consecutivas y bajo el control del promotor T7. Los plasmidios
positivos para la insercidn de estos genes se verificaron mediante la SAUT y se comprobd que contenian
las secuencias correspondientes a los genes prnAly prnA2. Estos vectores se denominaron pET28a-prnl
y pET28a-prn2, respectivamente (Anexo 3).

Los plasmidios para la expresion de los genes de las moléculas PRH se construyeron a partir de los
moldes parentales pET28a-prnl y pET28a-prn2 mediante la técnica de PCR segun la metodologia
descrita en el acépite 3.10 (Figura 5). La figura 10 ejemplifica el procedimiento utilizado para construir el
plasmidio pET28a-prh1-2, con el gen que codifica para la proteina PRH1-2. A partir de los plasmidios
parentales se amplificaron los fragmentos complementarios A de 4996 pb y B de 2956 pb mediante PCR
(Figura 10, carril 1). Los fragmentos A y B se ligaron y se selecciond el plasmidio positivo por andlisis de
restriccion con las endonucleasas Nde | y BamH I. En el andlisis se escindieron los fragmentos de 2623 pb
del gen hibrido y de 5329 pb, en correspondencia con el patrén de restriccion esperado (Figura 10, carril
2).

La identidad del inserto se verificé mediante la SAUT por ambas cadenas y posteriormente la secuencia
de ADN se tradujo en secuencia de aminoacidos (Anexo 6). Los genes codificadores para las pertactinas
hibridas PRH1-CC-2, PRH1-CL-2, PRH2-1, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1, se obtuvieron al combinar parejas de
oligonucleétidos cebadores con los moldes parentales y siguiendo el mismo procedimiento de seleccién
de los clones positivos. De forma similar, los insertos se verificaron por SAUT y la secuencia se tradujo en

secuencia de aminodcidos (Anexo 6).

4.1.3 Expresion de los genes codificadores de Prnl, Prn2 y las moléculas PRH
Los plasmidios recombinantes de expresién se utilizaron para transformar la cepa E. coli BL21 (DE3)

Codonplus RP. Después de la induccién génica, el andlisis de las proteinas totales de los transformantes
con las diferentes construcciones, mostré bandas mayoritarias entre 66 y 97 kDa para las proteinas Prnl
y Prn2 (Figura 11 A, carriles 1 y 2) asi como bandas mayoritarias a la altura de 97 kDa para las proteinas

PRH (Figura 11 B, carriles 3 al 8).
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Plamidios parentales

pET28a-prni
(7370 pb)

lPCR (A)

Nde I (2822)

prnl

Fragmento A

prnl

(4996 pb)
1 m
Nde | (2822)
Fragmento A i
T4 ADN ligasa
(4996 pb)
->
->
Fragmento B »
(2956 pb)
Reaccion de
ligamiento

pET28a-prh1-2
(7952 pb)

pET28a-prn2
(7385 pb)

l PCR (B)

R1 BamH | (199)

Fragmento B
(2956 pb)

Reaccion de

Kan

ligamiento

BamH | (199)
Nde I/ BamH |
5329 pb
» 2623 pb
Andlisis de
restriccion

Figura 10. Diagrama de la estrategia utilizada para la construccion del plasmidio pET28a-prnl-2 a partir de

pET28a-prnl y pET28a-prn2. El fragmento A de 4996 pb, con un segmento del gen prnAl se amplificoé mediante

PCR. Se utlizé como como molde el plasmidio pET28a-prn1 y los oligonucledtidos cebadores 1y 2. El fragmento B

de 2956 pb, con el segmento del gen prnA2, se amplifico a partir del plasmidio pET28a-prn2 y los oligonucledtidos

cebadores 5 y 6. Carril 1, andlisis de los fragmentos A y B (mezclados antes de su aplicacién en el pozo), mediante

electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % con bromuro de etidio. Carril m: referencia de talla molecular en kilo

bases, kb. Los fragmentos A y B complementarios se combinaron en una reaccion de ligamiento para obtener el

plasmidio pET28a-prh1-2 de 7952 pb. La construccion se analizd por analisis de restriccion con las endonucleasas

Nde Iy BamH I. Carril 2, fragmentos del vector y el gen hibrido. Carril m: referencia de talla molecular.
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En todos los clones analizados las bandas, cuya sintesis se indujo, migraron a la talla esperada de las
moléculas de pertactina. Las bandas mayoritarias representaron entre el 25 % y 30 % del total de
proteinas de la bacteria, segun el andlisis densitométrico de los geles SDS-PAGE. El andlisis mediante
Western blotting evidencié el reconocimiento especifico de estas bandas por el AcM Pem19 (Figura 11 C

y D).
A) B)
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Figura 11. Caracterizacion de las proteinas Prn y PRH producidas en E. coli BL21(DE3) Codonplus RP. A y B) SDS-
PAGE al 10 % en condiciones reductoras de muestras de células totales de cada uno de los transformantes con las
construcciones para Prn y PRH. Las proteinas se visualizaron con la tincién de azul Coomassie. Carriles 1y 2, Prnl y
Prn2, respectivamente, m patrén de talla molecular en kDa (RPN5800, GE Healthcare). Carriles 3 al 8: PRH1-2, PRH1-
CC-2, PRH1-CL-2, PRH2-1, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1 respectivamente. C y D) Inmunoidentificacién mediante
Western blotting con el AcM Pem19 de las pertactinas. Carriles 9 al 16: Prn1, Prn2, PRH1-2, PRH1-CC-2, PRH1-CL-2,
PRH2-1, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1 respectivamente.

4.1.4 Caracterizacion de las proteinas Prnl, Prn2 y las seis PRH producidas en
Escherichia coli por espectrometria de masas

La identidad de cada una de las bandas mayoritarias, en los extractos de proteinas totales de los
transformantes con los plasmidios de expresion, se evalud por espectrometria de masas. Para las ocho
proteinas analizadas se encontraron secuencias pertenecientes a la proteina pertactina de B. pertussis
con un alto nivel de confianza (score: 900-1300). Las secuencias aminoacidicas identificadas
experimentalmente coincidieron con las tedricas predichas segun la secuencia nucleotidica. En todas las
proteinas se comprobd la presencia de las secuencias de la regién amino (GSHMDWNNQSIVK m/z =

1514,71) y extremo carboxilo (GDRGFTGDGGG m/z = 994,46) (Anexo 7). Para las proteinas PRH, entre los

71



Resultados

péptidos tripticos secuenciados se encontraron secuencias de la interface entre los fragmentos Ay B, las

cuales permiten distinguir entre las diferentes PRH (Tabla 3).

Tabla 3. Identificacion mediante espectrometria de masas de las secuencias distintivas de las PRH
producidas en E. coli.

PRH Nro.P.T! Secuencia distintiva GRAVY’ Masa
PRH1-2 T20 GDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSVK 0,302 3964,95
PRH1-CC-2 T20 GDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNVK 0,173 5225,49
PRH1-CL-2 T20 GDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNIDNATWVMTDNVK 0,087 6490,13
PRH2-1 T20 GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSVK 0,200 4414,12
PRH2-CC-1 T20 GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNVK 0,100 5674,66
PRH2-CL-1 T20 GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNIDNATWVMTDNVK 0,031 6939,60

1) Nro. Pep. T: Ntimero del péptido triptico secuenciado. 2) GRAVY: valor promedio de hidrofobicidad calculado a
partir de la secuencia aminoacidica completa del péptido (del inglés, Grand Average Hydrophobicity Values). Puntuaciones
positivas (valores > 0) indican secuencias hidrofébicas, segiin Kyte y Russell, 1982 J. Mol. Biol. 157, 105-132. Los aa VK
en negritas, al final de cada péptido, constituyen los dos primeros aa de los fragmentos B de cada PRH. Los conectores

CCy CL aparecen subrayados.

4.1.5 Purificacion de Prnl, Prn2 y las seis PRH a partir de Escherichia coli
Luego de inducir la expresion de las construcciones genéticas (acapite 3.11), la biomasa celular se

sometid a un procedimiento de ruptura por ultrasonido. Después de centrifugar, las proteinas Prni,
Prn2 y las seis PRH se obtuvieron en la fraccién insoluble. Los agregados se solubilizaron eficientemente
en la solucién tamponada de extraccidon en presencia de 4 M urea. La muestra solubilizada se purifico a
través de la cromatografia de afinidad al ion inmovilizado Ni** (Ni-NTA). La urea presente en las
fracciones eluidas se extrajo lentamente para evitar la precipitacién durante el plegado de las proteinas.
En todos los casos las proteinas se obtuvieron con una pureza de 90 % (Figura 12). El método empleado
permitid la purificaciéon de aproximadamente entre 8 y 10 mg de proteina por cada gramo de biomasa

(peso humedo).

4.1.6 Inmunoidentificacion de las diferentes variantes de pertactina purificadas
por AcMs murinos y sueros humanos anti-pertactina
Luego de purificar las diferentes variantes de Prn y PRH producidas en E. coli, estas se evaluaron

mediante ELISA, con cuatro AcMs anti-Prn de origen murino y diez sueros de voluntarios sanos
inmunizados con la vacuna Adacel. Los AcMs Pem4, Pem1 y Pem29 reconocen epitopos protectores. Los
AcMs Pem4 y Pem19 se unen a epitopos lineales localizados en el lazo de la R1 y el extremo carboxilo,
respectivamente. Los AcMs Pem1 y Pem29 reconocen epitopos discontinuos cuyos motivos de unién se

ubican en el extremo amino y el lazo de la R1 (Anexo 8). Las diferentes Prn y PRH se reconocieron por
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Figura 12. Caracterizacion de las proteinas Prn y PRH purificadas por cromatografia de afinidad Ni-NTA. A)
SDS-PAGE al 10 % de las proteinas purificadas. Las proteinas se visualizaron con la tincién de azul Coomassie.
Carriles 1 al 8: Prnl, Prn2, PRH1-2, PRH1-CC-2, PRH1-CL-2 y PRH2-1, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1 respectivamente.
El patréon de talla molecular en kDa utilizado fue el RPN5800 (GE healthcare). B) Inmunoidentificacién mediante
Western blotting con el AcM Pem19 de las diferentes variantes de pertactina. Carriles 9 al 16: Prnl, Prn2, PRH1-2,
PRH1-CC-2, PRH1-CL-2, PRH2-1, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1 respectivamente.

todos los AcMs utilizados (Figura 13). Como promedio, la sefial de reconocimiento contra las diferentes
Prn y PRH fue diez veces superior respecto a la de los controles negativos. En comparacién con la
proteina natural P.69 (Prnl) y la recombinante Prnl, la sefial de reconocimiento promedio del AcM
Pem4 contra Prn2 fue 1,5 veces superior y contra las PRH dos veces superior. Por otra parte, los sueros
de los individuos vacunados con la vacuna Adacel reconocieron sin diferencias (p>0,05) tanto las
moléculas Prnl, Prn2 y P.69 (Prn1) como las PRH (Figura 14).

4.2 Evaluacion inmunologica de Prn2 y las variantes PRH que
incorporan Prn2 en ratones BALB/c

Una vez evidenciado el reconocimiento de las proteinas Prn y PRH mediante ELISA con AcMs y sueros
humanos, se procedid a evaluar su inmunogenicidad en ratones BALB/c. En un experimento previo, la
pertactina natural P.69 (Prnl) obtenida de B. pertussis, se adyuvé en alimina y se administré a ratones
BALB/c por la via subcutdnea con dosis de 2; 0,2; 0,02 y 0 pg/ratén (acapite 3.20.1). La dosis de 0,2
ug/ratén resulté la minima inductora de titulos de Ac significativos contra la pertactina natural P.69
(Prn1) (Anexo 9). Por tanto, las proteinas Prn y PRH se adyuvaron en alimina y se administraron a
ratones BALB/c empleando el mismo procedimiento de inmunizacion y la dosis de 0,2 yg/ratén). En el
esquema se incluyé como control positivo la pertactina natural P.69 (Prnl) y como control negativo se

utilizé una preparacién con igual cantidad de alimina en PBS.
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Figura 13. Inmunoidentificacion de las proteinas Prnl, Prn2 y las seis PRH purificadas a partir de E. colj,
mediante ELISA, con AcM que reconocen epitopos protectores. Los diferentes anticuerpos monoclonales se
incubaron en placas de microtitulacion recubiertas con cada una de las variantes de pertactina purificadas. E1 AcM
4G2 reconoce la proteina de la envoltura del virus Dengue y se usé como control negativo de reconocimiento. La
albimina sérica bovina (BSA; Sigma, EE. UU) se utilizé6 como control negativo de recubrimiento. Se considerd
positiva la sefial con un valor de DO superior a (la linea discontinua) dos veces el valor de DO producido contra el
control negativo. P.69 es la variante de pertactina Prnl purificada de B. pertussis (Novartis, Italia). Los datos se
representan como las medias de los valores de DO de dos réplicas + la desviacion estandar. La determinacién de la
inmunorreactividad contra los distintos antigenos se repitio6 tres veces. Se muestran los resultados representativos
de un ensayo.

144 a a a a a a a a a
1.2
Hy v
v
% Ve ¥
g 1.07 IV > o Aﬁl o¥
o
|]ee mg 4o Yy e® g AV
S 0.8 —_— o = A v
-
o 0.6 z
(=] ° = A v N ° o A v
0.4q
u v *
° = v PO ) E A v
0.2 A :

P.69 (Prn1)1
Prn11
Prn21

PRH1-21

PRH1-CC-21

PRH1-CL-21

PRH2-11

PRH2-CC-11

PRH2-CL-11
BSA-

Proteinas Prn y PRH purificadas

Figura 14. Inmunoidentificacion de las proteinas Prnl, Prn2 y las seis PRH purificadas a partir de E. coli,
mediante ELISA, con sueros humanos (IgG humana total) de vacunados con la vacuna comercial ADACEL.
Muestras de suero de diez individuos sanos, reactivados con la vacuna comercial Adacel (Tabla 1), se incubaron
en placas de microtitulacion recubiertas con cada proteina Prn o PRH purificada. Las muestras se diluyeron 1:100.
La albtiimina sérica bovina (BSA; Sigma, EE. UU) se utilizé6 como control negativo de recubrimiento. El analisis
estadistico entre los grupos se realizé con la prueba paramétrica ANOVA y las medias se compararon con la
prueba a posteriori de Tukey. Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas
(p=0,05). El ELISA contra los distintos antigenos se repiti6 tres veces. Se muestran los resultados representativos

de un ensayo.
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4.2.1 Respuesta de anticuerpos IgG inducida por las proteinas Prnl, Prn2 y las
diferentes variantes de PRH
Los titulos de Ac especificos contra Prnl y Prn2 inducidos por las proteinas recombinantes Prnl, Prn2 y

las diferentes variantes de PRH se evaluaron mediante ELISA (acdpite 3.19). Las proteinas Prnly Prn2
indujeron titulos de Ac anti-Prn1 (Figura 15 A) y anti-Prn2 (Figura 15 B) estadisticamente similares
(p>0,05).

Las pertactinas hibridas PRH1-CL-2, PRH2-1, PRH1-CC-2, PRH2-CC-1 y PRH2-CL-1, con la excepcion de la
proteina PRH1-2, indujeron titulos de Ac anti-Prnl estadisticamente superiores (p<0,05) a los
estimulados por las proteinas P.69 (Prn1), Prnly Prn2 (Figura 15 A).

Al evaluar la respuesta 1gG anti-Prn2, se observd que la proteina Prn2 y las seis variantes de PRH,
indujeron titulos de Ac significativamente superiores (p<0,05) a los estimulados por la proteina natural
P.69 (Prnl) (Figura 15 B). La proteina PRH2-1 indujo titulos de Ac IgG anti-Prn2 superiores (p<0,001) con
respecto a las proteinas P.69 (Prnl) y Prnl; mientras que la proteina PRH1-CL-2 indujo titulos de Ac

superiores (p<0,001) a los inducidos por las proteinas P.69 (Prn1), Prnl1y Prn2 (Figura 15 B).

4.2.2 Determinacion de las clases y subclases de inmunoglobulinas inducidas por
las proteinas PRH

Con el objetivo de caracterizar la respuesta de Ac contra las proteinas purificadas se realizé un ELISA
para la deteccién de las clases y subclases de inmunoglobulinas especificas a pertactina (ver acdpite
3.19). Como se muestra en la figura 16, en todos los grupos inmunizados se detectaron Ac de las clases

IgA e IgM, asi como Ac de las subclases 1gG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3.

4.2.3 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos contra péptidos lineales con
secuencias de regiones involucradas en la proteccion
Los sueros de los ratones inmunizados con las proteinas P.69 (Prnl), Prnl, Prn2, y las dos PRH mas

inmunogénicas que la proteina Prnl, PRH1-CL-2 y PRH2-1, se evaluaron por ELISA contra péptidos
lineales de la R1 de Prnl, R1 de Prn2, la R2 y la regiéon inmunodominante del extremo amino. Las
proteinas Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1 indugeron titulos de Ac especificos (IgG) contra la R1 de Prnl
(Figura 17 A) y R1 de Prn2 (Figura 17 B) estadisticamente superiores (p<0,01) respecto a los inducidos

por las proteinas P.69 (Prn1), Prnly el grupo control negativo.
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Figura 15. Titulos de anticuerpos (IgG) inducidos por Prnl, Prn2 y las diferentes PRH purificadas. Los sueros de
cada grupo, n =9, se ensayaron mediante ELISA contra las proteinas Prnl (A) o Prn2 (B). Se consideré positivo el
suero con un titulo superior a dos veces el valor de titulo producido por el control negativo. El analisis estadistico
entre los grupos de tratamiento se realizé con la prueba paramétrica ANOVA y las medias se compararon con la
prueba a posteriori de Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Cada barra representa la
media de los titulos para un grupo =+ la desviacién estdandar. La determinacion de los titulos contra los distintos

antigenos se repitio tres veces. Se muestran los resultados de un experimento tipico.
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Figura 16. Clases y subclases de inmunoglobulinas inducidas en los grupos inmunizados con P.69 (Prn1), Prnl,
Prn2 y las seis PRH después de la tercera inmunizacion determinados mediante ELISA. Los sueros de cada
grupo (n = 9) se mezclaron proporcionalmente y se diluyeron 1:500. Luego se incubaron en placas de
microtitulacién recubiertas con la proteina Prnl. Se consideraron positivas las sefiales con una DO superior a dos
veces la DO producida por el control negativo. Las barras representan las medias de los valores de DO de dos
réplicas + la desviacion estandar. Al valor de DO de cada determinacién se le sustrajo el valor de DO del suero
control negativo correspondiente.
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Figura 17. Titulos de anticuerpos inducidos en los grupos de ratones inmunizados con P.69 (Prn1), Prnl, Prn2, PRH1-
CL-2 y PRH2-1 contra péptidos lineales de la region variable R1 de Prnl, R1 de Prn2, R2 y la region del extremo
amino determinados mediante ELISA. Los sueros de cada grupo (n = 9), después de la tercera inmunizacion, se
incubaron por duplicado en placas de microtitulacion recubiertas con cada uno de los péptidos. Las diferencias entre los
grupos se determinaron con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y las medianas se compararon con la prueba a
posteriori de Dunn. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,01). La linea continua representa la mediana
para un grupo. La linea discontinua representa un valor superior a dos veces el valor de la sefial producida por el
control negativo y fue utilizado como criterio de positividad. La determinacién contra los distintos péptidos se repitio

tres veces. Se muestran los resultados representativos de un ensayo.
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Con respecto al reconocimiento del péptido del extremo amino, las proteinas PRH1-CL-2, PRH2-1 y Prn2
indujeron titulos estadisticamente diferentes (p<0,01) respecto a los inducidos por el grupo control
negativo (Figura 17 C). La secuencia de la R2 fue reconocida sélo por dos de los nueve sueros de los

animales inmunizados con P.69 (Prn1) y PRH1-CL-2 (Figura 17 D).

4.2.4 Reconocimiento de las proteinas P.69 (Prnl), Prnl, Prn2, PRH1-CL-2 y
PRH2-1 desnaturalizadas mediante calor por AcMs y sueros murinos
Con el objetivo de conocer si en el reconocimiento de los epitopos protectores por parte de los

anticuerpos inducidos por las proteinas Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1, median determinantes de la
estructura nativa de pertactina, se realizd un ELISA, en el cual se emplearon a las proteinas P.69 (Prnl),
Prnl, Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1, nativas y desnaturalizadas mediante incubacién a 95 °C como
recubrimiento. Cada proteina se ensayé con los AcM Pem1, Pem4, Pem29 y los sueros murinos
especificos contra cada una de las proteinas. En la Tabla 4 se muestra que el reconocimiento especifico
de todas las proteinas ensayadas por parte de los AcMs y los sueros policlonales especificos disminuyé

significativamente (p<0,01), segun la prueba de Mann-Whitney.

Tabla 4. Porcentaje de reconocimiento de las proteinas Prn y PRH después de su incubacion a 95 °C.

Proteinas utilizadas en el recubrimiento

AcM y Sueros Prn P69.(Prn1) Prnl Prn2 PRH1-CL-2 PRN2-1
Pem1 13,5+0,2 28,7+04 33,2+0,2 20,9 +1,0 32,4 +0,1
Pem4 26,2+0,6 299+0,7 41,1+1,5 52,8 +5,1 58,8 +7,9
Pem?29 49+0,2 9,8+0,1 12,2+0,2 7,8 0,4 12,4 +0,1
anti-P.69 (Prn1) 45,3+0,3 43,6 +1,1 42,3+24 61,0 £3,2 67,4 +1,0
anti-Prnl 23,2+04 18,6 +0,2 16,0 £0,4 25,3 +1,0 36,9 0,9
anti-Prn2 35,5+0,2 30,1+1,7 38,8+0,6 52,1 +2,8 57,6 +1,2
anti-PRH1-CL-2 689 +34 70,9 +0,9 72,0+4,8 82,0 +3,4 91,8 +3,5
anti-PRH2-1 52,8+1,6 53,6 +0,9 542 +1,4 74,4 2,1 80,2 +2,9

Los valores se expresan como la media + desviacion estandar (n = 10) del porcentaje de reconocimiento de las proteinas
incubadas a 95 °C respecto a 25°C (100 %). Pem1 y Pem29 reconocen epitopos discontinuos. Pem4 reconoce un epitopo
lineal ubicado en el lazo R1.

4.2.5 Evaluacion de la capacidad protectora de Prn2, PRH2-1 y PRH1-CL-2 en el
modelo MICA

Luego de demostrar la inmunogenicidad y de caracterizar la respuesta de Ac inducida por las proteinas
Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1, se procedid a evaluar la capacidad de estas de conferir proteccion en ratones

frente a la infeccion con la cepa letal BP18323 en el modelo MICA (acapite 3.20.5). La proteina Prnl se
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incluyé en el ensayo como control. Se evaluaron tres dosis diferentes para cada proteina: 25, 5y 1
ug/ratén. Como control positivo se incluyd un grupo de ratones inmunizados con la preparacion vacunal
celular de referencia B. pertussis VPR (99) 11. Como se muestra en la figura 18, los ratones inmunizados
con el control positivo mostraron una curva de supervivencia estadisticamente diferente de la del grupo
control negativo (p<0,001). Para la dosis de 25 pg/ratdn, los grupos de ratones inmunizados con Prn1,
Prn2, PRH1CL-2 y PRH2-1 mostraron una curva de supervivencia con diferencias significativas (p<0,01)
respecto al grupo control negativo. Al reducir la dosis cinco veces (5 pug/ratén), se observaron diferencias
significativas para los grupos de ratones inmunizados con las proteinas Prnl y PRH2-1 (p<0,01), y no en
los grupos inmunizados con Prn2 y PRH1-CL-2 (p=0,05). Este resultado permitid seleccionar la variante
PRH2-1 para caracterizar sus propiedades inmunolégicas en combinacion con PTg y FHA.

Para la dosis de 1 pg/ratdn, no se observaron diferencias en las curvas de supervivencia en ninguno de
los grupos inmunizados respecto al control negativo (p>0,05).

En todos los grupos inmunizados con independencia de la dosis administrada, las curvas de
supervivencia fueron diferentes al grupo control positivo (p<0,001). EI mayor porcentaje de
supervivencia se observd en el grupo de ratones inmunizados con 25 pg de la proteina Prn2 (35 %)
(p<0,01).

4.3 Obtencion de los componentes PTg, FHA y Prn2 a partir de
Bordetella pertussis BPCNIC0311

Después de comprobar que las pertactinas Prn2 y PRH2-1 resultaron inmunogénicas en ratones BALB/c y
confirieron supervivencia frente a la infeccién con la cepa letal B18323, se concibié evaluarlas
coadministradas con los antigenos PTg y FHA. Para ello fue necesario obtener primero los componentes
PTg, FHA y Prn2 a partir de la cepa B. pertussis BPCNIC0311. Como se muestra en la figura 19, en las
primeras 18 horas del cultivo se alcanzé un valor promedio de DOssg v = 4,5+0,1. La densidad celular se
correspondié con un peso humedo entre ocho y nueve gramos por litro de caldo fermentativo. Las

concentraciones de PTg en el sobrenadante de cultivo equivalieron a
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Figura 18. Curso temporal de la supervivencia de ratones OF-1 inmunizados con las proteinas Prnl, Prn2, PRH1-

CL-2 y PRH2-1 y retados posteriormente con la cepa BP18323. Cada grupo (n = 17) recibié una administracion via

intraperitoneal de 25 ug, 5 pg o de 1 pg de cada proteina adyuvada con alimina. El grupo control positivo recibi6 0.5

Unidades Internacionales de la vacuna celular de referencia VPR (99) 11. El grupo control negativo recibié una

preparaciéon de alimina en PBS. Veintiun dias después de la inmunizacién, cada grupo recibié una inoculacién

intracerebral con aproximadamente 7x10* UFC de la cepa virulenta BP18323. Las curvas de supervivencia se

compararon con la prueba de Log-rank. Los datos son representativos de dos experimentos independientes. Letras

diferentes indican diferencias significativas (p<0,01).
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Figura 19. Crecimiento de la cepa BPCNIC0311 en el medio THIJS y produccion de los antigenos PTg, FHA y Prn2.
A) Eje Y izquierdo, la linea continua que une circulos representa la densidad celular expresada en valores de DOs30nm.
Eje Y derecho, la linea discontinua que une triangulos indica la concentracién de PTg en el sobrenadante de cultivo
determinada mediante ELISA. Cada punto representa la media de dos réplicas + la desviaciéon estandar. B)
Inmunoidentificacién mediante Western blotting de PTg, FHA y Prn2 con anticuerpos monoclonales anti-PT(S1), anti-
FHA y anti-Prn (Pem19). Carril 1 y 3 sobrenadante de cultivo a las 18 h concentrado 10 veces. Carril 5, sobrenadante
de extraccién del precipitado celular. Carriles 2, 4 y 6 controles positivos de las proteinas PT, FHA y Prn,

respectivamente. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

2,2 mg/L/Abss3o nm (9,5 mg/L), segun el andlisis del sobrenadante mediante ELISA anti toxina (acapite
3.18) (Figura 19 A). Las proteinas PTg y FHA se obtuvieron en el sobrenadante de cultivo mientras que
Prn2 se obtuvo en el precipitado celular (Figura 19 B).

Por otra parte, se comprobd la presencia de actividad f hemolitica en las colonias de B. pertussis al
término de la fermentacion. No se observaron microorganismos contaminantes al analizar el cultivo por
la tincion de Gram, ni crecimiento de estos en el medio triptona soya. De igual forma, al final del cultivo
se verificd la identidad de las secuencias mutadas de los genes ptxA2 y prnA2 mediante la SAUT por

ambas cadenas (Anexo 10y 11).

4.3.1 Purificacion de los antigenos PTg, FHA y Prn2
Después de identificar las proteinas PTg y FHA en el sobrenadante de cultivo y Prn2 en el precipitado

celular se procedid a su purificacidn segun el procedimiento descrito en el acapite 4.3.1. En particular, la
adicién de fosfato de calcio al sobrenadante de extraccidn de Prn2 permitio la eliminacién de los acidos
nucleicos de alto peso (Anexo 12). El analisis mediante SDS-PAGE de las proteinas PTg, FHA y Prn2
mostrd que estas se purificaron con una pureza de 90 % (Figura 20 A y B). En la tabla 5 se muestra que

las unidades de endotoxinas determinadas por LAL, resultaron inferiores a 2 UE/dosis para las tres
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Figura 20. Caracterizacion de las proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas mediante intercambio idnico a partir de
B. pertussis BPCNIC0311. A) SDS-PAGE al 12,5% en condiciones reductoras. Las bandas se visualizaron por tincion
con plata. m, patrén de talla molecular en kDa (SM1818, Fermentas). Las proteinas PTg (carril 1) y FHA (carril 2) se
purificaron mediante intercambio catiénico (COO-), la proteina Prn2 (carril 3) se purificé mediante intercambio
aniénico (DEAE+). Con S1, S2, S3, S4 y S5 se designan las diferentes subunidades de la proteina PTg. B)
Inmunoidentificacién mediante Western blotting de las proteinas purificadas PTg (carril 1), FHA (carril 2) y Prn2

(carril 3) con anticuerpos monoclonales anti-S1 de PTg, anti-FHA y anti-Prn (Pem19), respectivamente.

Tabla 5. Cantidades obtenidas de las proteinas purificadas PTg, FHA y Prn2 y niveles residuales de

endotoxinas.

mg/L® UE/Dosis ®
PTg FHA Prn PTg FHA Prn
Media + SD 1,9+0,03 2,26+0,42 1,7610,21 1,43+0,62 0,32+0,15 0,08+0,08

(a) La concentraciéon de proteinas se estimé por el método de BCA. mg/L: indica miligramos de proteina purificada por
Litro de caldo fermentativo. (b) UE/Dosis: Unidades de endotoxina residual estimado por LAL en muestras purificadas de
PTg, FHA y Prn2. Los valores de endotoxinas se presentan para las cantidades de PTg (5 ug), FHA (2,5 ug) y P (2,5 pg)
presentes en una dosis vacunal humana (Di Tommaso y cols, 1997). Los datos representan la media + la desviacion

estandar de tres experimentos de purificacion.
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proteinas purificadas. Los rendimientos fueron similares para las tres proteinas con valores totales
promedios de 5 mg por fermentacion de tres litros.

Las proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas migraron conforme a las tallas moleculares esperadas (Figura
20 A). La proteina PTg se distribuyé en cuatro bandas que migraron entre 28 y 17 kDa correspondientes
a las subunidades S1, S2, S3 y S4, S5 (Skelton y Wong, 1990).

La proteina Prn2 migré a la altura de 72 kDa. La proteina FHA migré como una banda mayoritaria de
aproximadamente 220 kDa. Para esta proteina se evidenciaron bandas tenues con tamafios superiores a
100 kDa, las cuales se identificaron por el AcM anti-FHA en el ensayo de Western blotting (Figura 20 B,
carril 2). Las proteinas PTg, FHA y Prn2 se inmunoidentificaron mediante Western blotting con AcMs
anti-PT, anti-FHA y anti-Prn (Figura 20 B).

4.3.2 Caracterizacion de las proteinas PTg, FHA y Prn2 mediante espectrometria
de masas y ELISA con sueros murinos
Las proteinas purificadas se analizaron mediante espectrometria de masas. Las sefales del espectro de

masas correspondientes a la digestion triptica de cada una de las proteinas se utilizé para la bldsqueda
automadtica con el software MASCOT en bases de secuencias conocidas. El programa identificé
secuencias de B. pertussis asociadas al antigeno PT (toxina pertussis), FHA y Prn2. Las puntuaciones
resultaron superiores a los valores de confianza preestablecidos para la identificacion probable. El
porcentaje de cobertura de las secuencias para las proteinas PTg, FHA y Prn2 fue de 96 %, 68 % y 60 %,
respectivamente (Anexo 13).

Para la proteina PTg se detectaron las sefiales de m/z 1005,504 y m/z 1805,013 que coinciden con la
esperada para los péptidos tripticos DDPPATVYKy y ILAGALATYQSG;,9YLAHR si los aminoacidos Rg y E1ag
estuvieran sustituidos por Kg y Giy9, respectivamente. Para la proteina Prn2 se detecté la sefial de m/z
1532,12, que se corresponde con la esperada para el péptido

GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIR, que contiene las seis

secuencias GGXXP repetidas de la R1 de Prn2. Las sefales de mayor intensidad correspondientes a los
péptidos tripticos que contenian las mutaciones introducidas intencionalmente, Ks y Gi9 en la
subunidad 1 de PTg, se seleccionaron para determinar su secuencia aminoacidica mediante MS/MS. Los
cambios aminoacidicos se confirmaron. (Anexo 13. Figuras A, B y C). De igual forma, la sefial
correspondiente a la R1 de Prn2 se analizé por MS/MS vy se verifico la secuencia de la variacion de tipo

dos (Anexo 13. Figuras D, E, Fy G).
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Las proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas se inmunoidentificaron en su forma nativa mediante ELISA
(acapite 3.19) con sueros de ratones inmunizados con la vacuna comercial ADACEL (Tabla 1). En la figura
21 se muestra el reconocimiento significativo (p<0,01) de PTg, FHA y Prn2 por los sueros especificos

respecto a los sueros controles negativos.

Figura 21. Inmunoidentificacion de las

Bl I pporeee - proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas de B.

: : i pertussis BPCNIC0311. Las proteinas se

R i@ I inmunoidentificaron con muestras de suero (n

¢ . i i = 8) de ratones OF-1 inmunizados con la

£ 1.5-5 5 vacuna comercial Adacel. Los sueros se
c diluyeron 1:1000 y se incubaron en placas de
o~ X . i :  microtitulacion recubiertas con las proteinas
S‘_’ 1-°'E S PTg, FHA y Prn2 purificadas. Se consideré
o _:._ _QO& g positiva la muestra con un valor de DO
QO o] ® o __ superior a dos veces el valor de DO producido
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PTg v FHA Prn2 i (p<0,01). Las lineas continuas representan la

mediana de los titulos para un grupo. El
ensayo se repitid dos veces. Se muestran los
resultados de un experimento tipico.

4.4 Evaluacion inmunoldgica de las proteinas Prn2 y PRH2-1
coadministradas con las proteinas PTg y FHA en ratones

4.4.1 Respuesta de anticuerpos inducida por las preparaciones vacunales
PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 en ratones BALB/c y OF-1

Para la evaluacién inmunoldgica de las proteinas Prn2 y PRH2-1 purificadas a partir de B. pertussis y E.
coli, respectivamente, en combinacién con PTg y FHA, se concibieron dos preparaciones vacunales de
tres componentes PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1. En el esquema de inmunizacion se utilizé la dosis
informada con anterioridad en un estudio de eficacia en humanos con la vacuna Triacelluvax (Tabla 1)
(Greco y cols., 1996). Los componentes PTg (5 ug), FHA (2,5 ug), Prn2 (2,5 pg) y PRH2-1 (2,5 pg) se
mezclaron con el adyuvante alimina y posteriormente se administraron a ratones BALB/c
(consanguineos) y OF-1 (no consanguineos) en un esquema de dos dosis. Un grupo de ratones
inmunizados con una preparacién de alimina en PBS se usé como control negativo del estudio. Los Ac

inducidos reactivos a las proteinas PTg, FHA, Prnly Prn2 se evaluaron mediante un ELISA (acapite 3.19).
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En los ratones inmunizados con el control negativo no se detecté actividad especifica en sus sueros.
Como se muestra en la figura 22, después de la segunda dosis, para las dos lineas de ratén estudiadas,
las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 indujeron titulos de Ac estadisticamente

similares contra cada uno de los antigenos evaluados (p=0,05).

A) BALB/c B) OF-1

§ M PTg/FHA/PRH2-1
PTg/FHA/Prn2
[ control negativo
bi
o

Log titulo (IgG)
Log titulo (IgG)

Figura 22. Titulos de anticuerpos contra los componentes PTg, FHA, Prn1 y Prn2 después de dos dosis con las
preparaciones vacunales PTg/FHA/Prm2 y PTg/FHA/PRH2-1 determinados mediante ELISA. Las preparaciones
vacunales PTg/FHA/PRH2-1 y PTg/FHA/Prn2 se evaluaron en ratones A) BALB/cy B) OF-1 Los sueros (n = 10) de
los grupos inmunizados y el control negativo (alimina en PBS) se incubaron en placas de microtitulaciéon
recubiertas con las proteinas PTg, FHA, Prnl y Prn2. Para cada antigeno, se consideraron positivos aquellos
sueros con un titulo superior a dos veces el valor promedio de titulo producido por los sueros del control
negativo. El analisis estadistico se realizd con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y las medianas se
compararon con la prueba a posteriori de Dunn. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,001). Cada
barra representa la mediana de los titulos para un grupo + el rango. La determinacién contra los distintos

antigenos se repitio tres veces. Se muestran los resultados representativos de un ensayo.

4.4.2 Determinacion de las clases y subclases de inmunoglobulinas inducidas en
ratones OF-1 inmunizados con las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2
y PTg/FHA/PRH2-1

A los sueros de los ratones OF-1 (no consanguineos) se les determiné el patrén de clases y subclases de
inmunoglobulina contra los antigenos PTg, FHA y Prn2. Como se muestra en la figura 23, ambas
preparaciones vacunales indujeron Ac pertenecientes a las clases IgM e IgA, asi como las subclases IgG1,

IgG2a, IgG2b e IgG3 contra los componentes PTg, FHA y Prn2.

85



Resultados

A) PTg/FHA/PRH2-1 B) PTg/FHA/Prn2

1.57 1.5]
| PTg

£ T CIFHA E ~
c M pPm2 = —
N 1.0 N 1.0
(=2} o
<t <
(o) o
0 0.57 O o5

0.0 0.0 1 ML L

IgG1 lgG2a 1IgG2b IgG3 IgM IgA lgG1 IgG2a IgG2b 1IgG3 IgM IgA

Figura 23. Clases y subclases de inmunoglobulinas contra los componentes PTg, FHA, Prnl y Prn2 después de
dos dosis con las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 determinados mediante ELISA.
Las preparaciones vacunales A) PTg/FHA/PRH2-1y B) PTg/FHA/Prn2 se evaluaron en ratones OF-1. Los sueros (n
= 10) de cada grupo se mezclaron proporcionalmente y la muestra resultante se diluyé 1:250. La muestras se
ensayaron por duplicado en placas de microtitulacion recubiertas con las proteinas PTg, FHA y Prn2. Se
consideraron positivas las sefales con una DO superior a dos veces la DO producida por el control negativo. Las
barras representan las medias de los valores de DO de dos réplicas + la desviacién estandar. Al valor de DO de
cada determinacion se le sustrajo el valor de DO del suero control negativo correspondiente.

4.4.3 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos contra péptidos lineales con
secuencias de epitopos involucrados en la proteccion
Los sueros de ambas lineas de ratones inmunizados con PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 se evaluaron

por ELISA contra péptidos con secuencias de la R1 de Prnl, la R1 de Prn2, la R2 y la regidn
inmunodominante del extremo amino (acapite 3.19). Para este ensayo, los sueros inmunes después de
dos dosis se mezclaron al azar por parejas (n = 5). En ninguno de los sueros evaluados se observo
reconocimiento de los péptidos del extremo amino y la R2. Por otro lado, como se muestra en la figura
24 el 80 % (4 de 5) de los ratones BALB/c inmunizados, tanto con el preparado PTg/FHA/PRH2-1 como
con PTg/FHA/Prn2, generaron titulos significativos (p<0,05) de Ac IgG contra las regiones variables R1 de
Prnly Prn2, en comparacion con el control negativo.

No se encontraron diferencias estadisticas al comparar los titulos de Ac contra las regiones R1 inducidos
por las dos preparaciones vacunales (p=0,05).

En los ratones OF-1 el porcentaje de reconocimiento de las regiones R1 de las variantes Prnly Prn2 fue

de 40 % (2 de 5).
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Figura 24. Titulos de anticuerpos en ratones OF-1 y BALB/c inmunizados con PTg/FHA/PRH2-1 y PTg/FHA/Prn2
contra péptidos lineales de la region variable R1 de Prnl y R1 de Prn2 determinados mediante ELISA. Las
muestras de suero (n = 5) se incubaron por duplicado en placas de microtitulacién recubiertas con cada uno de los
péptidos. Las diferencias entre los grupos se determinaron con la prueba no paramétrica Mann-Whitney. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). La linea continua representa la mediana para un grupo. La linea
discontinua representa un valor superior a dos veces el valor de DO producida por el control negativo y fue
utilizado como criterio de positividad. La determinacion contra los distintos péptidos se repitié dos veces. Se

muestran los resultados de un experimento tipico.

4.4.4 Secrecion de IFNy, IL-17, IL-4 e IL-5 de ratones OF-1 inmunizados con las
preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 o PTg/FHA/PRH2-1

Los esplenocitos de los ratones inmunizados y los controles se estimularon in vitro con las proteinas PTg,
FHA y Prn2 para evaluar la secrecion de diferentes citocinas. Como se muestra en la figura 25, se
detectaron concentraciones estadisticamente significativas (p<0,01) de IFNy, IL-17, IL-4 e IL-5 secretadas
por los esplenocitos de los ratones inmunizados con la preparacion vacunal PTg/FHA/PRH2-1, respecto a
los esplenocitos del grupo control. En los esplenocitos de los ratones inmunizados con la preparacion
vacunal PTg/FHA/Prn2 se detectaron concentraciones significativas (p<0,01) de IFNy, IL-4 e IL-5 pero no
de IL-17 (p=0,05), respecto al grupo control. No se encontraron diferencias estadisticas (p=0,05), al
comparar las concentraciones de cada una de las citocinas secretadas por los esplenocitos, entre los
ratones inmunizados con las preparaciones PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1.

Tampoco se observaron diferencias estadisticas para la relaciéon de la concentracidon de IFNy e IL-4

(IFNy/IL-4) entre los ratones inmunizados con PTg/FHA/PRH2-1y PTg/FHA/Prn2 (p=0,05) (Anexo 14).
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Figura 25. Concentracién de citocinas IFNy, IL-4, IL-17 e IL-5, secretadas por los esplenocitos estimulados con PTg,
FHA y Prn2. Los ratones se inmunizaron con las preparaciones vacunales PTg/FHA/PRH2-1 y PTg/FHA/Prn2
adyuvadas con aliimina. El grupo control negativo recibié alimina y PBS. Las células se extrajeron 21 dias después de
la segunda dosis. Cada punto muestral representa esplenocitos mezclados de dos ratones seleccionados al azar. Las
figuras de color negro, blanco y gris representan células estimuladas con PTg, FHA y Prn2 respectivamente. Las
citocinas se determinaron por ELISA (n = 5) después de 96 h de cultivo. La linea discontinua indica el control negativo
de estimulo consistente en sobrenadante de cultivo de células no estimuladas. El andlisis estadistico se realizé con la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y las medianas se compararon con la prueba a posteriori de Dunn. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,01). Las lineas continuas representan la mediana de cada grupo. Los
datos son representativos de dos experimentos independientes. La determinacion se repiti6 tres veces. Se muestran

los resultados de un experimento tipico.
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4.4.5 Evaluacion de las subclases de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a inducidas

en ratones OF-1 inmunizados con las preparaciones vacunales
PTg/FHA/Prn2 o PTg/FHA/PRH2-1

A los sueros de los ratones de cada grupo experimental, se les determind individualmente los titulos de
las subclases de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a contra los antigenos PTg, FHA y Prn2. Como se muestra
en la figura 26, ambas preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 indujeron titulos de Ac
IgG1 e IgG2a estadisticamente similares (p>0,05) contra cada uno de los antigenos evaluados. A partir de
los titulos de Ac IgG1 e IgG2a, se calcularon las relaciones 1gG1/IgG2a. Como se muestra en la figura 27,
no se observaron diferencias estadisticas entre las relaciones de los titulos 1gG1/1gG2a de los sueros de
los ratones inmunizados con ambas preparaciones vacunales (p=0,05). Para cada uno de los antigenos

evaluados, las relaciones de los titulos 1gG1/IgG2a alcanzaron valores promedios proximos a uno.
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Figura 26. Titulos de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a detectadas en los ratones OF-1 inmunizados con las
preparaciones vacunales PTg/FHA/PRH2-1 y PTg/FHA/Prm2 después de la segunda dosis determinados
mediante ELISA. Los sueros de cada grupo (n = 10) se diluyeron individualmente 1:500 y se incubaron en placas
de microtitulacién recubiertas con cada una de las proteinas PTg, FHA y Prn2. Se consideraron positivos los valores
de DO superiores a dos veces el valor promedio de DO producido por el grupo control negativo (alimina en PBS).
El andlisis estadistico se realizé con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y las medianas se compararon con la
prueba a posteriori de Dunn. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,01). Las lineas continuas
representan la mediana de cada grupo. Los datos son representativos de dos experimentos independientes. La
determinacion se repitio tres veces. Se muestran los resultados de un experimento tipico.
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Relacion IgG1/lgG2a (anti-PTg)
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Figura 27. Relacion de titulos de inmunoglobulinas IgG1/IgG2a detectadas en los ratones OF-1 inmunizados con
las preparaciones vacunales PTg/FHA/PRH2-1 y PTg/FHA/Prn2 después de la segunda dosis determinados
mediante ELISA. Los valores de DO superiores a dos veces el valor de DO producido por el grupo control negativo
(altimina en PBS). El andlisis estadistico se realizd con la prueba no paramétrica Mann-Whitney. Las letras iguales

indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,05). Las lineas continuas representan la

mediana de cada grupo. La determinacion se repitid tres veces. Se muestran los resultados de un experimento tipico.
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4.4.6 Evaluacion de la capacidad protectora de las preparaciones vacunales
PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 en el modelo MICA

Después de evidenciar la inmunogenicidad de las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 vy
PTg/FHA/PRH2-1 en ratones OF-1, se procedié a evaluar la capacidad protectora de estas ante la
infeccion con la cepa letal B. pertussis BP18323 (acapites 3.20.5 y 3.20.6). En el ensayo se incluyeron,
ademas, las preparaciones vacunales acelulares PTg/FHA/Prn1, PTg/FHA/PRH1-CL-2 y PTg/FHA. A partir
de conocer que la sensibilidad del modelo MICA permite diferenciar solamente entre animales
inmunizados y controles negativos (Xing y cols., 2014a), el ensayo se disefid con el propdsito de conocer
cuales de las preparaciones vacunales acelulares eran capaces de inducir una respuesta protectora
similar a una dosis protectora de una preparacién celular. Para ello, se incluyd un grupo control positivo,
de ratones inmunizados con 0,5 Ul de la preparacion vacunal celular de referencia B. pertussis VPR (99)
11. Como control negativo, se incluyé un grupo de animales a los que se les administré alimina en PBS.
Los animales de los diferentes grupos (n = 17) se inmunizaron una vez con tres dosis de las diferentes
combinaciones antigénicas PTg/FHA/Prn: Dosis Mayor 5/2,5/2,5 (ug); Dosis Intermedia 1/0,5/0,5 (ug) vy
Dosis Menor 0,2/0,1/0,1 (ug). Veintiin dias después de la inmunizacion, los animales se inocularon via
intracerebral con una dosis letal de la cepa BP18323. Los animales de cada grupo se mantuvieron en
observaciéon durante 14 dias para registrar la mortalidad.

Como se muestra en la figura 28, el 100 % de los ratones inmunizados con el control negativo no
sobrevivié el desafio, mientras que el 94 % de los ratones inmunizados con la preparacién vacunal
celular sobrevividé al mismo (p<0,01). En los animales inmunizados con la Dosis Mayor, para todas las
preparaciones vacunales acelulares ensayadas, se observd una proteccién similar al grupo control
positivo (p20,05) y diferente del grupo control negativo (p<0,01). En los animales inmunizados con la
Dosis Intermedia, se observd un efecto protector similar al grupo control positivo (p=0,05) y diferente
del grupo control negativo (p<0,01), solamente, para las preparaciones vacunales PTg/FHA/PRH2-1 (75
%) y PTg/FHA/Prn2 (70 %), a diferencia de los grupos inmunizados con las preparaciones vacunales
PTg/FHA/PRH1-CL-2 (56 %), PTg/FHA (53 %) y PTg/FHA/Prnl (41%), que si difirieron significativamente
(p<0,01) de los grupos control positivo y negativo. En todos los grupos inmunizados con la Dosis Menor

se observé una supervivencia sin diferencias estadisticas respecto al grupo control negativo (p=0,05).
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Figura 28. Proteccion conferida por las preparaciones vacunales PTg/FHA/PRH2-1, PTg/FHA/Prn2, PTg/FHA/PRH1-
CL-2, PTg/FHA y PTg/FHA/Prn1 ante la cepa letal BPCNIC0311. Cada preparacion vacunal acelular se evalud con tres

dosis diferentes designadas: Dosis Mayor, Intermedia y Menor. Los inmunégenos se adyuvaron con alimina y se

administraron a los diferentes grupos (n

17). Las diferencias entre las curvas de supervivencia se determinaron

mediante la prueba de Log-rank. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,01). El valor de p asociado a

la Dosis Intermedia resulta de comparar respecto al control positivo (preparaciéon vacunal celular; 0,5 UI). Los valores

porcentuales (%) asociados a la curva de la Dosis Intermedia representan el porcentaje de supervivencia en el dia 14. Los

datos son representativos de dos experimentos independientes.

92



Discusion

5 DISCUSION

El aumento de la incidencia de pertussis en paises con altas coberturas de vacunacién constituye una
preocupacién internacional (WHO, 2015). Las causas de este fendmeno no estan del todo esclarecidas
(Domenech de Celles y cols., 2016). El incremento en el nimero de casos ocurre tanto en paises que
utilizan vacunas acelulares como en los que emplean las de tipo celular (Guimaraes y cols., 2015;
Wiggers y cols., 2015). Dentro de las estrategias dirigidas a evitar el aumento del nimero de infectados
se encuentran la inmunizacion de madres gestantes (Walls y cols., 2016) y la reactivacion en
adolescentes y adultos (McGarry y cols., 2014). En estos grupos poblacionales, la Organizacién Mundial
de la Salud recomienda el uso de vacunas acelulares (WHO, 2016). Sin embargo, algunos estudios
muestran una mayor incidencia de infectados en adolescentes inmunizados y reactivados con vacunas
acelulares respecto a los inmunizados con vacunas celulares y reactivados con acelulares (Sheridan y
cols., 2015).

En comparacién con las vacunas celulares, las acelulares contienen un numero reducido (< 5) de
componentes especificos de B. pertussis, entre ellos PTq, FHA y Prn1 (WHO, 2015). La respuesta de Ac
contra PT y Prn es la que mas contribuye en la proteccién contra pertussis (Cherry y cols., 1998;
Storsaeter y cols., 2003). Sin embargo, ambos antigenos vacunales difieren de los encontrados en los
aislados de B. pertussis circulantes. Las vacunas se manufacturan con cepas que producen Prnl (Mooiy
cols., 2014). Por el contrario, los estudios epidemiolégicos muestran el predominio de cepas que
producen la proteina Prn2 en paises como Australia, Estados Unidos, Brasil, Canadd, (Octavia y cols.,
2012; Shuel y cols., 2013; Andrade y cols., 2014; Bowden y cols., 2014) y en 12 paises europeos con la
excepcion de Polonia (van Gent y cols., 2015). Estudios en ratones sugieren que las cepas que producen
Prn2 se adaptan mejor a la presién selectiva inducida por las vacunas celulares y acelulares respecto a
cepas Prnl (King y cols., 2001; Komatsu y cols., 2010). Otros estudios sugieren que las variaciones en los
lazos de Prn desempefian una funcién crucial en la evasién inmune mediada por anticuerpos (Hijnen y
cols., 2007b). A partir de estas evidencias se plantea que las variaciones en pertactina pudieran
favorecer, en humanos, el escape inmunoldégico de B. pertussis durante la fase de declive de la respuesta
inmune y contribuir a la emergencia y predominio de las cepas Prn2 (Mooi y cols., 2014). Esta hipdtesis
se apoya también en estudios previos que demostraron la existencia de Ac tipo especificos anti-Prnl o
anti-Prn2 en sueros humanos, a pesar de existir una elevada reactividad cruzada entre Prnly Prn2 (Hey

cols., 2003). En este sentido la inclusidon de Prn2 en las vacunas podria aumentar la efectividad de las
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mismas contra las cepas productoras de Prn2. Sin embargo, se desconoce si la funcién protectora de
Prn2 es similar a Prnl en los modelos experimentales murinos, en particular en el modelo MICA, Unico
ensayo validado que evalla la capacidad protectora de las vacunas acelulares en términos de animales
vivos y muertos. Vale recordar que la tosferina es una enfermedad mortal.

Las diferencias entre las vacunas y los aislados de B. pertussis circulantes, también se deben a elementos
relacionados con la fabricacidn de las mismas. La enzima PT es inactivada con agentes quimicos como el
formaldehido. Este procedimiento destruye el 80 % de los epitopos neutralizantes presentes en la
molécula PT nativa y da lugar al toxoide PTq (Ibsen, 1996). El mismo método se utiliza para inactivar las
trazas de PT remanentes en las muestras purificadas de los otros componentes (FHA y Prn), por lo que
también se afectan significativamente las propiedades inmunoldgicas de estos dos antigenos (di
Tommaso y cols., 1994). Se postula, que en las moléculas inactivas de PTq, existen nuevos epitopos los
cuales inducen células B de memoria menos efectivas, las cuales llegan a ser dominantes durante las
sucesivas dosis de inmunizacién. Estas células B de memoria, podrian ser activadas en la infeccién
natural mediante el mecanismo del pecado antigénico original y producir Ac inefectivos contra B.
pertussis (van den Biggelaar y Poolman, 2016). Una alternativa eficiente a la inactivacidon quimica de PT
es la inactivacidn genética, la cual ha dado lugar a la molécula PTg. La proteina PTg es mds inmunogénica
gue PTq y mantiene las propiedades adyuvantes de la toxina nativa, razén por la cual se utilizan
cantidades cinco veces inferiores en las vacunas respecto al antigeno PTq. Sin embargo, en la actualidad,
no existen vacunas comerciales con este antigeno (Seubert y cols., 2014).

A partir de considerar que actualmente las cepas de B. pertussis circulantes producen mayores
concentraciones de la PT nativa y la variante Prn2, mientras que las vacunas actuales contienen los
antigenos PTq, FHA y Prnl; en el presente trabajo se trazd una estrategia para estudiar el efecto
protector de una preparacidon vacunal basada en los antigenos PTg, FHA y Prn2. Con este propdsito, se
concibid la obtencién de los antigenos PTg, FHA y Prn2, a partir de la cepa genéticamente modificada B.
pertussis BPCNICO311.

Ademas, a partir de conocer que las variantes Prnl y Prn2 son producidas por el 80 % de los aislados
clinicos (Bart y cols., 2014), se concibio obtener una pertactina hibrida de Prn1y Prn2, denominada PRH,
en el hospedero de E. coli. En el disefio de las proteinas PRH se incluyeron las regiones variables R1 de
Prnl y Prn2, por ser las regiones implicadas en la induccién de Ac tipo especificos en humanos. La

inmunogenicidad y capacidad protectora de diferentes variantes de PRH se evalud en ratones en
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comparacion con las proteinas Prnl y Prn2, obtenidas en E. coli. Posteriormente, se estudié en ratones
la inmunogenicidad y capacidad protectora de diferentes preparaciones vacunales de tres componentes
(PTg/FHA/Prn) basadas en los antigenos PTg, FHA, Prn2 y PRH. La estrategia trazada contribuy6 a valorar
la posibilidad de introducir en las vacunas la variacion tipo dos en combinaciéon con PTg y FHA, con el
propodsito futuro de evaluar en humanos la induccién de Ac tipo especificos y su impacto en el control de
la tosferina.

En la construccion de la pertactina hibrida se consideraron las caracteristicas inmunolégicas vy
estructurales de la proteina pertactina relacionadas con la funcién protectora. En el disefio fue necesario
incluir la secuencia completa de Prn asi como las regiones R1 de Prnly Prn2. En primer lugar, porque las
diferencias aminoacidicas entre Prnl y Prn2 residen exclusivamente en la R1 (Mooi y cols., 1998), la cual
contiene epitopos protectores (King y cols., 2001). Ademads, con respecto a otras especies de Bordetella,
el 66 % (35/53) de las mutaciones encontradas en pertactina se posicionan en lazos en un segmento que
abarca los primeros 300 aa de la secuencia pertactina préximos al extremo amino (Diavatopoulos y cols.,
2006). Este elemento guarda relacion con el hecho de que el 97 % de los sueros de individuos infectados
y vacunados reconocen los primeros 110 aa del extremo amino (Hijnen y cols., 2008). Asimismo, en los
primeros 230 aa de esta regidn se localizan epitopos dominantes y subdominantes para células T
cooperadoras CD4 + (Stenger y cols., 2009). Ademas, en el disefio se considerd la secuencia que
comprende los Ultimos 138 aa del extremo carboxilo, excluida de la estructura tridimensional informada
por Emsley y cols (Emsley y cols., 1996). Estudios de mapeo epitdpico con diferentes AcM anti-Prn
sugirieron que esta region se estructura proxima al extremo amino y la R1 (Hijnen y cols., 2004). A partir
de este hallazgo, Hijnen y cols postularon que la disposicidn espacial de la regidn amino, R1 y carboxilo
favorecen la unién de Ac contra epitopos discontinuos de caracter protector. Posteriormente, los
autores demostraron que diferentes AcM que reconocen esta regién, bloquean la unién de sueros
humanos de alta afinidad (Hijnen y cols., 2007b). De igual forma, se considerd importante incluir en el
disefio, la regién del plegamiento de pertactina que abarca la mitad de la secuencia de Prn, préxima al
extremo carboxilo (Oliver y cols., 2003; Renn y cols., 2012). La delecidn parcial de esta regién, por el
extremo carboxilo, suprime el reconocimiento de los Ac especificos anti-Prn que unen los epitopos
discontinuos de caracter protector (Hijnen y cols., 2007b).

Estos elementos sugirieron un disefio aditivo, realizable mediante la fusidon de dos fragmentos A y B,

cada uno con un lazo de la R1 de Prn1 o Prn2.
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Para definir la extensién de los fragmentos A y B se tuvieron en cuenta los elementos estructurales de la
proteina Prn. En primer lugar, esta molécula se pliega en forma de una hélice beta dextrdgira
conformada por sucesivas hebras beta. Las hebras beta se ordenan transversalmente en forma de V y
longitudinalmente forman tres laminas beta (Emsley y cols., 1996). En este sentido, se considerd
importante preservar la regularidad topoldgica de las hebras y l[dminas beta durante la fusion de los
fragmentos A y B, para permitir un plegamiento adecuado de la molécula hibrida. Ademas, se consideré
importante incluir la region de la hélice beta con contactos con el lazo de la R1, para no afectar la
estructura nativa de este.

Las secuencias de las moléculas hibridas se modelaron. En los modelos obtenidos se comprobé que la
regidn seleccionada de la hélice beta con contactos con el lazo de la R1, permite que los lazos R1 de Prnl
y Prn2 se dispongan espacialmente a distancias adecuadas y sin impedimentos estéricos. El analisis de la
superposicidn de las hebras beta de las vueltas de la hélice en la interface de los fragmentos, mostré una
disposicidon espacial muy similar entre las mismas. Se verificé que la fusién de los fragmentos A y B
genera un modelo de PRH en el cual se preservan las tres ldminas beta de la hélice, lo cual es importante
para la estructuraciéon correcta de los epitopos protectores. En conjunto los resultados sugirieron que el
disefio hibrido podia ser factible y que las proteinas PRH de Prnl y Prn2, generadas a partir de este,
pudieran ser funcionales inmunoldgicamente contra B. pertussis.

Se conoce que el plegamiento de pertactina es vectorial, se inicia en la regién del plegamiento y
progresa en direccion al extremo amino en un mecanismo independiente de ATP (Renn y cols., 2012).
Ello permite el apilamiento gradual de las hebras beta y la consiguiente estructuracién de las tres
ldminas betas de la hélice a todo lo largo de la molécula. La fuerza que dirige el plegamiento permite
renaturalizar in vitro a moléculas de Prn recombinantes producidas de forma insoluble en el citoplasma
de E. coli (Hijnen y cols., 2005). Sin embargo, como la proteina PRH resulta de la fusidn de dos
fragmentos, en la cual el fragmento A consiste en una extension artificial de la hélice beta se disefaron
secuencias conectoras procedentes de la regidon del plegamiento. La secuencia conservada
IDNATWVMTDN al duplicarse en tandem (IDNATWVMTDNIDNATWVMTDN) podria constituir un paso
guimérico en la hélice beta y favorecer el plegamiento del fragmento A. La insercidn de esta secuencia
como un conector entre los fragmentos A y B se utilizé también con el objetivo de evaluar el efecto de

separar las R1 correspondientes a Prnl y Prn2 presentes en PRH. Finalmente, se disefiaron dos series de
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PRH con tres variantes cada una. En la serie 1-2 la R1 de Prn1 se posiciona préxima al extremo amino y
viceversa para la serie 2-1.

La estrategia de clonaje de los genes para las pertactinas hibridas se basé en el ensamblaje de dos
segmentos A y B complementarios con la ayuda de la técnica de PCR. Se realizaron multiples reacciones
de amplificacién por separado con diferentes juegos de oligonucledtidos cebadores. Como molde se
utilizaron dos construcciones derivadas del vector pET-28a con los genes prnA1ly prnA2 codificadores de
Prnly Prn2, respectivamente. En total se obtuvieron seis construcciones de PRH. El clonaje en el vector
pET-28a permite producir las proteinas fusionadas a una secuencia de seis histidinas consecutivas en el
extremo amino, lo que facilita su purificacién mediante la cromatografia de afinidad al i6n Ni**. La
secuencia del ADN de las diferentes construcciones genéticas obtenidas se verificé por SAUT, lo que
permitio la evaluacién posterior de la expresion de los diferentes genes codificadores para Prn y PRH.
Las proteinas Prnl, Prn2 y las seis variantes de PRH se produjeron a porcentajes del 25 — 30 % de las
proteinas totales, en correspondencia con los resultados obtenidos por Hijnen y cols (Hijnen y cols.,
2005), quienes emplearon a E. coli para producir las pertactinas recombinantes Prnl y Prn2, asi como
versiones truncadas de estas moléculas. La secuencia aminoacidica perteneciente a cada molécula de
Prn o PRH producida se verificé por espectrometria de masas. Después del procedimiento de ruptura
celular, las proteinas Prn y PRH se obtuvieron como agregados insolubles por lo que se utilizé urea 4 M
para su solubilizacion, condicién que fue necesario mantener durante los pasos subsiguientes de
purificacidn. Las seis variantes PRH, asi como las proteinas Prnl y Prn2, se purificaron por cromatografia
de afinidad a iones Ni*'. Luego, las proteinas se expusieron a un procedimiento de renaturalizacién lenta
utilizando urea 4 M como agente caotrépico. El analisis de SDS-PAGE reveld que las proteinas se
obtuvieron con una pureza de 90 % en todos los casos. Las bandas correspondientes a cada una de las
proteinas purificadas se inmunoidentificaron con el anticuerpo monoclonal Pem19 especifico contra el
epitopo lineal RELSA, el cual se localiza proximo al extremo carboxilo (Emsley y cols., 1996; Hijnen y
cols., 2005). El método empleado permitié obtener cada una de las proteinas con la pureza y las
cantidades requeridas para los estudios de caracterizacion inmunoquimicos e inmunoldgicos
planificados.

El plegamiento de pertactina se abordé con anterioridad mediante un método de sustraccién lenta del
agente caotroépico, hidrocloruro de guanidinio, a concentraciones de partida de 6 M (Hijnen y cols.,

2005). Los autores demostraron que la estructura secundaria de las pertactinas recombinantes Prnl y
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Prn2 purificadas de E. coli, determinada por espectroscopia de dicroismo circular, resulté similar a la
pertactina natural purificada de B. pertussis. Ademas, los autores evidenciaron el reconocimiento de las
pertactinas recombinantes con los AcMs Pem1 y PeM?29, los cuales unen epitopos discontinuos en la
proteina pertactina natural (Hijnen y cols., 2004). En particular, el AcM Pem29 reconoce un epitopo
discontinuo conformado por los motivos de union 1;GERQH;s, ,0QGSDPGGV,; y 97GDTWDDD1g3
localizados en lazos préximos al extremo amino y ,47GGFGPGGFGP,s¢ ubicado en el lazo de la R1. Al
introducir modificaciones puntuales en los motivos 1;GERQH15 0 ,0QGSDPGGV,4 se suprime o disminuye
cuatro veces, respectivamente, la interaccion entre el AcM Pem29 y la molécula Prn. Por otra parte, si se
delecionan los primeros 110 aa del extremo amino, también se elimina la interaccién entre el AcM vy Prn.
Por otro lado, la interacciéon disminuye si se modifica puntualmente la secuencia 496 TPLGSAAsq;, la cual
no forma parte del epitopo reconocido por Pem29 y se posiciona proxima al extremo carboxilo (Hijnen y
cols., 2007b).

En el presente trabajo, las Prn y PRH purificadas fueron también reconocidas por los AcMs Pem1 vy
PeM29. Es valido aclarar que en las moléculas PRH los motivos 11GERQH1s y ,0QGSDPGGV,4, se
encuentran solamente en el fragmento A y no en el B. La interaccidon entre el AcM PeM29 y las
diferentes PRH no se afectd, lo que sugiere que con independencia del uso de los conectores CCy CL, el
fragmento A se plegd en una conformacidon que preservo el epitopo discontinuo de caracter protector
reconocido por este anticuerpo. Ademas, aunque de forma indirecta, estos resultados sugieren que el
plegamiento ocurrio de forma vectorial seglin lo propuesto por Renn y cols (Renn y cols., 2012). Por otro
lado, el AcM Pem4, que reconoce el epitopo lineal ,4;GGFGPGGFGP,s5¢ ubicado en el lazo de la R1,
mostré un mejor reconocimiento de las proteinas Prn2 y PRH, en comparacién con las proteinas Prnly
P.69 (Prnl). La variacién presente en Prn2 respecto a Prnl resulta en la duplicacion en tandem del
epitopo ,47;GGFGPGGFGP,56. En total, en Prn2 y las diferentes PRH estdn presentes dos y tres epitopos
247GGFGPGGFGP,5¢ respectivamente, mientras que en la variante Prnl sélo uno, lo que sugiere que el
mejor reconocimiento puede estar asociado a una mayor avidez entre las moléculas de Pem4 y las
variantes Prn2 y PRH.

Ademas, las pertactinas recombinantes Prnl, Prn2 y PRH obtenidas fueron reconocidas por sueros de
individuos reactivados con la vacuna comercial Adacel, sin diferencias respecto a la pertactina natural
(P.69) purificada de B. pertussis, lo que sugiere que entre las moléculas Prn1, Prn2 y PRH vy la pertactina

natural P.69 existen epitopos que comparten estructuras similares.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se procedid a demostrar la potencialidad de las diferentes
proteinas obtenidas de inducir una respuesta de Ac especificos contra Prnl y Prn2 en ratones. Estudios
precedentes evidenciaron que la pertactina de B. bronchiseptica obtenida en E. coli, adyuvada con
Freund y administrada por la via subcutdnea fue capaz de inducir una respuesta robusta de Ac
especificos de tipo 1gG (Zhao y cols., 2010). La identidad entre las pertactinas de B. pertussis y B.
bronchiseptica es de 90,9 % (Diavatopoulos y cols., 2006), lo que sugiere que la via subcutdnea también
podria ser util en la evaluacidn de la pertactina de B. pertussis.

En el presente trabajo primero se estimd la menor dosis de antigeno capaz de inducir titulos de Ac en
mas del 50 % de los animales inmunizados. Se demostré, después de tres inmunizaciones, que las dosis
de 0,2 y 2 pg/ratdn de la proteina natural P.69 (Prnl) de B. pertussis, adyuvada en alumina y
administrada por la via subcutdnea, indujo titulos de Ac sin diferencias estadisticas, no asi para la dosis
de 0,02 pg/ratén, en la que menos del 30 % de los animales inmunizados generaron titulos de IgG anti-
Prn.

Luego, se procedié a evaluar la inmunogenicidad de las PRH en ratones BALB/c utilizando la dosis de 0,2
ug/ratén. Las proteinas evaluadas indujeron Ac especificos contra las proteinas Prnl y Prn2. Las
proteinas P.69 (Prnl), Prn1 y Prn2 indujeron titulos de Ac (IgG) anti-Prn1 similares. Este resultado
sugiere, que el procedimiento utilizado en la obtencién de las pertactinas recombinantes no afecté la
capacidad de estas de activar los efectores especificos que median en la respuesta de Ac. Con
anterioridad, Xu y cols utilizaron la via intraperitoneal y dosis de 5 pg/ratén para comparar pertactinas
(Prn1) naturales y recombinantes obtenidas en E. coli. En el estudio los autores demostraron que la
respuesta de Ac IgG resultd similar para ambas moléculas (Xu y cols., 2011).

Después de la tercera dosis, la variante Prn2, a diferencia de Prnl, indujo mayores titulos de Ac anti-
Prn2 que la proteina natural P.69 (Prnl), mientras que las proteinas hibridas PRH1-CL-2 y PRH2-1, a
diferencia de las restantes PRH evaluadas, indujeron titulos de Ac anti-Prn1 y anti-Prn2 mayores que los
de las proteinas P.69 (Prnl) y Prnl. Los resultados sugieren que la variacidon tipo dos es mas
inmunogénica que la de tipo uno y que esta particularidad inmunoldgica es posible reproducirla en el
contexto de una molécula PRH.

Las diferencias observadas en los titulos de Ac (IgG) inducidos por las Prn y las PRH pueden explicarse
por la interrelacion de multiples factores. Las proteinas P.69, Prnl, Prn2 y las seis PRH comparten la

secuencia 7IVKTGERQHGIHIQGSDP,,, la cual contiene un epitopo dominante, restringido por I-A° para
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células T cooperadoras CD4 + (Th CD4+) (Stenger y cols., 2009). Sin embargo, en las proteinas PRH a
diferencia de las Prn, la regidon Vgi-S,69 de Prnl o Vgi-S;74 de Prn2 estd duplicada. En esta region se
localizan cuatro epitopos subdominantes para linfocitos Th CD4+ (Stenger y cols., 2009). Es posible que
durante el procesamiento de las PRH en el interior de las células presentadoras de antigenos, se
favorezca el procesamiento de la regién duplicada y que la doble dosis de los epitopos subdominantes
incremente la avidez por las moléculas MHC-II (I-A%). En este sentido, el nimero de complejos MHC-
Il/péptidos subdominantes en la superficie de las células presentadoras de antigenos pudo ser
relativamente mayor y en consecuencia producirse una activacién mds cooperada del repertorio de
células T y B efectoras y de memoria. Con anterioridad se demostré que los péptidos restringidos por I-
A pueden competir entre ellos durante la unién a la molécula de MHC-II (Buus y cols., 1987).

Similar a lo explicado para los epitopos T pudo suceder para los epitopos de células B. En la regién
delimitada por Vg;1-Sys9 de Prnl o Vgi-S,74 de Prn2, que como se menciond antes esta duplicada en las
proteinas PRH, se posicionan tres lazos con epitopos para células B, uno de ellos el lazo R1. En las
moléculas Prn2 y PRH el epitopo B del lazo R1 reconocido por el AcM Pem4, se encuentra duplicado y
triplicado, respectivamente, con respecto a las moléculas Prnl. Podria especularse que las moléculas
Prn2 y PRH son reconocidas y procesadas por las células B ventajosamente con respecto a las moléculas
Prnl, y por tanto en Prn2 y PRH, se favorecen los eventos implicados en la respuesta de anticuerpos
especifica.

Al evaluar las clases de inmunoglobulinas presentes en la respuesta de Ac inducida, se comprobé que las
moléculas Prn y PRH recombinantes indujeron las subclases de inmunoglobulinas 1gG2a e IgG2b. Esta
comprobacién es importante debido a que las inmunoglobulinas 1gG2a e IgG2b son mediadoras de la
respuesta celular contra infecciones producidas por bacterias extracelulares en ratones (Skerry y
Mahon, 2011).

Para caracterizar la respuesta de Ac inducida por las variantes Prn2 y las proteinas hibridas PRH1-CL-2 y
PRH2-1, los sueros de los animales inmunizados se evaluaron mediante ELISA contra péptidos lineales
con secuencias de epitopos involucrados en la respuesta protectora. Las proteinas Prn2, PRH1-CL-2 y
PRH2-1 indujeron titulos de Ac contra los péptidos de la R1 de Prnl y Prn2 mayores que los inducidos
por las proteinas P.69 (Prn1) y Prnl. Este resultado estd en conformidad con estudios previos con sueros
de conejos que sugirieron que la R1 de Prn2 es mas inmunogénica que la R1 de Prnl (Hijnen y cols.,

2008). En otro estudio, se demostré que el AcM Pem4, que reconoce la R1, protegié pasivamente a
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ratones ante cepas de B. pertussis productoras de Prnl o Prn2 (King y cols., 2001). En conjunto, los
resultados sugieren que la variacién tipo dos, al ser mas inmunogénica, podria contribuir mas a la
respuesta protectora cruzada que la variacién de tipo uno.

De igual forma, las proteinas Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1 generaron titulos de Ac (IgG) significativos
contra un péptido de la region del extremo amino respecto al control negativo. El péptido evaluado
contiene el motivo GERQH, el cual forma parte del epitopo discontinuo reconocido por el AcM Pem29.
Con anterioridad se demostré que este motivo contribuye a la capacidad protectora de moléculas
sintéticas que mimetizan el epitopo discontinuo del AcM Pem29 (Hijnen y cols., 2007a).

En la respuesta protectora mediada por anticuerpos anti-Prn intervienen anticuerpos, como el AcM
Pem1 y Pem29, que reconocen epitopos discontinuos. Estos anticuerpos bloquean la unién de sueros
humanos de alta afinidad (Hijnen y cols., 2007b). Con el objetivo de estudiar si en la respuesta de Ac
inducida por las proteinas Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1 median elementos estructurales presentes en la
molécula nativa P.69 (Prnl) se realiz6 un ELISA. En el ensayo se evalué el reconocimiento de la
pertactina natural P.69(Prn1), asi como de las proteinas recombinantes Prn1, Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1
desnaturalizadas por calor (95 °C), por los AcMs Pem1, Pem4 y Pem29 y los sueros murinos especificos
generados contra cada una de las diferentes proteinas. Con anterioridad, Junker y cols demostraron por
titulacion térmica y espectroscopia de dicroismo circular que la estructura de la molécula pertactina se
modifica significativamente a temperaturas superiores a 90 °C (Junker y cols., 2006). De conformidad
con lo informado por Junker y cols, el reconocimiento especifico de los diferentes AcM y los sueros
especificos disminuyd significativamente contra la proteina natural P.69 (Prnl) y las demdas proteinas
desnaturalizadas. Este resultado sugiere, aunque de forma indirecta, que en las proteinas
recombinantes Prn y PRH se preservan caracteristicas estructurales presentes en la pertactina natural
P.69 (Prn1), las cuales pudieran estar implicadas en la respuesta de anticuerpos de caracter protector.

La capacidad de las proteinas Prn2, PRH1-CL-2 y PRH2-1 de inducir una respuesta inmune protectora
ante la infeccién con la cepa letal BP18323 se evalud en el modelo MICA, el cual se emplea para evaluar
la capacidad protectora de las vacunas acelulares (Xing y cols., 2014b). En un estudio previo las dosis de
20y 4 pg/raton de la proteina Prnl indujeron un efecto protector en este modelo (Xu y cols., 2009). Sin
embargo, la variante Prn2 no se evalud en ese estudio. En el presente trabajo, de conformidad con lo
encontrado por Xu y cols, al evaluar la dosis de 25 pg/raton, se observd que las proteinas Prnl, Prn2 y

las pertactinas hibridas PRH1-CL-2 y PRH2-1 aumentaron significativamente la supervivencia de los
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ratones respecto al control negativo. Este resultado sugiere que en las proteinas recombinantes
purificadas estan presentes caracteristicas estructurales de la Prn natural implicadas en la respuesta
protectora. Sin embargo, para la dosis de 5 pg/ratén, sélo las proteinas PRH2-1 o Prn1, confirieron una
supervivencia significativa en comparacién con el grupo control negativo.

Las diferencias observadas en la proteccién conferida por las proteinas Prnly Prn2, sugieren que frente
a la cepa BP18323, para la dosis de 5 pg/ratdn, la proteina Prnl promueve una respuesta mas efectiva
en comparaciéon con Prn2. El resultado observado puede estar relacionado con que la cepa BP18323
expresa la variante de pertactina tipo seis (Prn6), la cual presenta una R1 mds parecida a Prnl (96 % de
identidad) en comparacién con Prn2 (73,3 % de identidad). En la R1 de las moléculas Prnl y Prn6 existe
solamente un cambio conservativo en la posicion 268 proxima al RGD (Ala en Prnl y Gly en Prn6) (Mooi,
2010). Las diferencias observadas entre Prnl y Prn2 en cuanto a conferir supervivencia frente a la cepa
BP18323 (Prn6), estan en conformidad con la hipdtesis planteada por Mooi, la cual presupone que la
divergencia entre las cepas vacunales y las circulantes puede incidir en la emergencia de nuevas cepas y
el aumento de la incidencia, particularmente, durante el declive de la inmunidad especifica (Mooi y
cols., 1999). Es posible que durante la fase de contraccién de la respuesta inmune, en la medida que
disminuye la concentracion de los Ac especificos en los nichos de enfrentamiento inmune, la efectividad
de los mismos dependa mas de los Ac generados contra epitopos discontinuos que involucran la R1
homodloga y menos de los Ac dirigidos contra epitopos lineales implicados mas en la reactividad
protectora cruzada. En humanos, el reconocimiento de Prnl por parte de los sueros de pacientes
inmunizados con vacunas acelulares (que contienen Prnl) es inhibido por AcMs que reconocen epitopos
de la R1 (Pem1) que fueron generados en ratones por la inmunizacién con Prnl; sin embargo, este
efecto no se observa con sueros de pacientes infectados con cepas productoras de Prn2 (He y cols.,
2003). Aunque en los sueros de ratones y conejos no se ha podido demostrar la presencia de Ac tipo
especificos contra Prnl o Prn2 (Hijnen y cols., 2008), los resultados aqui obtenidos, al igual que otros
estudios precedentes (King y cols., 2001; Komatsu y cols., 2010), sugieren que los mismos pueden
inducirse y favorecer la proteccion contra una cepa productora de la variante homdloga.

La proteina PRH2-1 indujo un efecto protector similar a Prn1 para las dosis de 25 pg/raton y 5 pg/raton,
a diferencia de la proteina PRH1-CL-2, la cual también contiene la R1 de Prnl. En ratones, la respuesta
de Ac protectora anti-Prn puede inducirse contra epitopos discontinuos cuyos motivos de unién

primarios se encuentran en las regiones del extremo amino y la R1, aunque también en este
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reconocimiento median epitopos cercanos al extremo carboxilo. Esta caracteristica de Prn, sugirid a
Hijnen y cols que las regiones extremo amino, R1 y extremo carboxilo estan préximas espacialmente
(Hijnen y cols., 2007b). En las proteinas Prnl y PRH2-1 el lazo R1 de Prnl se encuentra en su entorno
natural préximo al extremo carboxilo, lo cual pudo favorecer la generacion de Ac anti-Prn1, y por tanto
ambas ser mas efectivas que PRH1-CL-2 al reducir la dosis de 25 pg/ratén a 5 pg/ratén. Sumado a lo
anterior, podrian incidir los efectos derivados de la cercania entre los extremo amino y extremo
carboxilo. A partir de esta caracteristica estructural de Prn, Hijnen y cols propusieron que la regién
conservada del extremo carboxilo, enmascara o encubre los epitopos protectores proximos al extremo
aminoy la regién R1 (Hijnen y cols., 2007b). Esta regién esta constituida por los Ultimos 138 aa que no
estan incluidos en la estructura cristalografica 1DAB. En Prn2 y PRH1-CL-2 la variacidn tipo dos se localiza
relativamente mds prdoxima al extremo carboxilo en comparaciéon con PRH2-1. Es probable que en la
proteina PRH2-1 la variacién tipo dos y los epitopos del extremo amino, al estar mas alejados del
extremo carboxilo, estén relativamente mas accesibles al reconocimiento por parte de los receptores de
las células B y en consecuencia, contribuir mas a la activacion de una respuesta cruzada de caracter
protector.

Por otro lado, para la dosis de 25 pg/raton, todas las proteinas evaluadas indujeron un efecto protector,
aungue al final del experimento el porcentaje de supervivencia fue mayor para la proteina Prn2. Los
resultados sugieren que la proteina Prn2 puede generar un efecto protector similar al inducido por Prni,
ante la cepa BP18323, dependiendo del contexto de su presentacion al sistema inmunolégico.
Probablemente, la inmunizacién con la proteina Prn2 a la dosis mayor induce una respuesta de
anticuerpos protectora cruzada que compensa la ausencia de Ac tipo especificos anti-Prnl. Es posible
gue el efecto protector observado para Prn2 a la dosis mayor, pueda inducirse a menores dosis con la
coadministracién de la molécula adyuvante PTg obtenida partir del hospedero B. pertussis.

En la literatura consultada no se encontré un procedimiento que describiera la obtencion de los
antigenos PTg, FHA y Prn2 de manera integrada. Ozcengiz y cols obtuvieron las proteinas PT y FHA a
partir de cultivos estaticos, con un procedimiento que incluyé la precipitacion de PT y FHA con sales de
sulfato de amonio, seguido de la reconstitucion del precipitado y posteriormente, un paso de
intercambio catidnico en presencia de urea 2 M (Ozcengiz y cols., 2004). Por otro lado, Gould-Kostka y

cols purificaron pertactina después de calentar la bacteria a 60 °C y la utilizacion de dos pasos
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cromatograficos sucesivos de intercambio anidnico y cromatografia de afinidad (Gould-Kostka y cols.,
1990).

En el presente trabajo, y a partir de los antecedentes mencionados, se disefid un procedimiento para la
obtencién de PTg, FHA y Prn2, a partir de la cepa de B. pertussis modificada genéticamente BPCNIC0311.
El crecimiento de la cepa B. pertussis BPCNIC0311 se realizé en cultivos agitados en el medio
guimicamente definido THIJS (Thalen y cols., 2006b). En estas condiciones se alcanzaron densidades
celulares con una DO de 4,5 y concentraciones de PTg de 9,5 pg/mL a las 18 h de cultivo. Los resultados
obtenidos son consistentes con estudios precedentes que demostraron que el crecimiento de B.
pertussis en el medio THIJS reduce los tiempos de cultivo (Thalen y cols., 2006a) y se alcanzan
concentraciones de PT superiores a 1,5 mg/L/Abs (Thalen y cols., 2006b). Estos resultados indicaron que
durante la obtencidn de la cepa genéticamente modificada no se afectd la capacidad de esta de producir
concentraciones adecuadas de PTg. Al final del cultivo se evidencié mediante la secuenciacién de ADN,
la presencia de las modificaciones genéticas esperadas para los genes ptxA y prnA2 codificadores de PTg
y la proteina Prn2, respectivamente, lo que sugiere que los cambios genéticos introducidos
artificialmente son estables en las condiciones de cultivo ensayadas.

Para la purificacion de PTg y FHA se eliminé el paso de precipitacion por sulfato de amonio empleado en
el procedimiento general y se mantuvo el paso de alta resolucién de intercambio catidnico en presencia
de 2 M de urea. El uso de la urea a la concentracién de 2 M en la purificacion de PTg y FHA resultd
indispensable para evitar la agregacién de estas proteinas a pH 6. La purificaciéon de Prn2 se realizd
después de calentar el precipitado celular a 60 °C, seguido de la precipitacion de los acidos nucleicos
contaminantes con fosfato de calcio y la posterior utilizacidn de la cromatografia de intercambio
aniodnico. Las proteinas PTg, FHA y Prn2 se purificaron con una pureza de 90 % y rendimientos totales
promedios de 5 mg de los antigenos por fermentacion. Las cantidades de endotoxinas detectadas fueron
inferiores a las descritas para las vacunas acelulares (< 100 UE/dosis) (Brito y Singh, 2011).

El andlisis mediante SDS-PAGE y Western blotting de las proteinas purificadas, en condiciones
reductoras, demostré que la migracion de la subunidad S1 de la proteina PTg se correspondié con la
talla esperada. La respuesta de Ac contra PT, ya bien después de una infeccion o posterior a la
administracién de una vacuna, se dirige casi exclusivamente contra la subunidad S1 (Thomas y cols.,
1989). Por su parte, la proteina FHA se obtuvo de conformidad a la obtenida por Ozcengiz y cols

(Ozcengiz y cols., 2004). Respecto a esta proteina se conoce que los Ac protectores reconocen sélo
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aquellas moléculas de FHA o fragmentos de esta con tamafios mayores a 92 kDa (Redd y cols., 1988). En
el presente estudio, la proteina FHA se obtuvo como una banda mayoritaria cercana a los 250 kDa,
mientras que los fragmentos se observaron como bandas en extremo tenues y con tallas superiores a 92
kDa. Estos fragmentos derivan de la escisién de la cadena polipeptidica de FHA y se producen
eventualmente por la accion mecanica de fuerzas de cizallamiento producidas por la agitacién y la
aireacion durante el crecimiento de la bacteria en biorreactores (Rodriguez y cols., 1993). El patrén de
SDS-PAGE obtenido para las proteinas PTg y FHA fue semejante al mostrado por Watanabe y cols
(Watanabe y cols., 2002). En dicho estudio se demostré que la coadministracién de ambas proteinas
indujo proteccion en el modelo de reto intracerebral y en un modelo de reto respiratorio. Por otro lado,
la proteina Prn2 purificada en el presente trabajo, migré a la talla esperada y se obtuvo en
correspondencia con los resultados alcanzados por Gould-Kostka (Gould-Kostka y cols., 1990). De igual
forma, el patron de SDS-PAGE para la proteina purificada Prn2 resultd similar al descrito por Romanos y
cols para una pertactina nativa, los cuales demostraron ademas, la capacidad de la misma de conferir
proteccion, coadministrada con PTq, en un modelo de reto intracerebral (Romanos y cols., 1991).

La utilizacion de la cepa BPCNIC0311 asi como las condiciones de crecimiento utilizadas en el presente
trabajo, muestran algunas ventajas en comparacion con el estudio de Ozcengiz y cols, en el que PTy FHA
se purificaron también como moléculas separadas (Ozcengiz y cols., 2004). En el estudio sefialado, el
crecimiento de B. pertussis y la produccién de PT se realizaron en cultivos estaticos y tiempos
excesivamente largos (5 dias). Vale destacar que con propdsitos futuros, estas condiciones resultan
inviables a escala industrial en las que la agitacion y la aireacidn, entre otros pardmetros, son cruciales
para la reproducibilidad de lote a lote. En el presente estudio, a diferencia del antes mencionado, se
utilizd el medio de cultivo quimicamente definido THIJS y el medio sélido CHAB. Ambos medios se
prepararon desprovistos de sangre y de hidrolizados de la proteina caseina. Los hidrolizados de caseina
son responsables de las diferencias observadas en las curvas de crecimiento en cultivos agitados de B.
pertussis (Thalen y cols., 2008). Debido a su origen animal, la utilizacion de ambos aditivos no resulta
totalmente segura en procesos de produccion de moléculas para uso parenteral en humanos.
Adicionalmente, las proteinas PT y FHA obtenidas por Ozcengiz y cols, se corresponden con productos
intermedios que posteriormente deben ser tratados quimicamente para la inactivaciéon de PT, a
diferencia de las moléculas PTg y Prn2 purificadas en el presente trabajo, en las cuales se verificaron,

mediante MS/MS, la presencia de las mutaciones introducidas artificialmente. Por otro lado, en la
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purificacién de PTg y FHA, no se utilizé la precipitaciéon por sulfato de amonio antes del paso de alta
resolucion. Se demostré que el sobrenadante de cultivo, en presencia de urea 2 M, puede ajustarse a las
condiciones de pH y conductividad necesarias para el paso de intercambio catiénico. Con propésitos
futuros, este resultado permite el uso de la ultrafiltracidn para la concentracién y ajuste del pH y
conductividad del sobrenadante de cultivo. Ademas, evita la incubacién prolongada (16 h) asociada a la
precipitacién salina y la centrifugacion, que exigen posteriormente la solubilizacidn de las proteinas
precipitadas.

Con respecto a la purificacién de pertactina también se aprecian ventajas sobre los procedimientos
informados por Gould-Kostka y Li y cols, en los cuales se utilizan dos pasos cromatograficos sucesivos
(Gould-Kostka y cols., 1990; Li y cols., 2016). En el presente estudio, se introdujo un paso de
precipitaciéon por fosfato de calcio, con el objetivo de precipitar los contaminantes nucleicos que
interfieren en el paso de intercambio anidnico. Se demostré que pertactina se purifica con una pureza
de 90 % vy a las cantidades requeridas para su caracterizacién en un paso cromatografico.

Los estudios fisico-quimicos e inmunoquimicos realizados a las proteinas PTg, FHA y Prn2 purificadas,
demostraron que ellas presentan la pureza, las modificaciones introducidas, la integridad, la
antigenicidad y las cantidades requeridas para abordar estudios inmunoldgicos.

Las vacunas acelulares que incluyen los componentes PTo, FHA y Prnl son igualmente efectivas a las
qgue incluyen PTg, FHA y Prnl, aunque estas ultimas utilizan cantidades de antigenos cinco veces
inferiores (Edwards y cols., 1995). En ratones, los titulos maximos de anticuerpos neutralizantes anti-PT
se alcanzan a dosis entre dos y tres microgramos de PTg (Nencioni y cols., 1990). En humanos, la
inmunizacion con la combinacién PTg/FHA/ Prnl a dosis 5/2,5/2,5 (ug) induce una respuesta de Ac
especifica contra PT, FHA y Prnl y una eficacia de 85 % (Greco y cols., 1996). Es por ello, que en
diferentes estudios de inmunizacidén y proteccidén en ratones se utilizan estas cantidades de antigenos
(WHO, 2012; Xing y cols., 2014a). En el presente estudio, los antigenos PTg, FHA, Prn2 purificados del
hospedero B. pertussis BPCNIC0311 y la proteina PRH2-1, obtenida a partir de E. coli, se evaluaron
tomando en consideracion la via intraperitoneal, las cantidades 5/2,5/2,5 (ug) y el nimero de dosis
recomendadas (dos dosis espaciadas cada 21 dias), para la evaluacion de preparaciones acelulares con el
componente PTg (WHO, 2012; Xing y cols., 2014a). La respuesta humoral y celular especifica se evalud
mediante la inmunizacién con las preparaciones vacunales de tres componentes PTg/FHA/Prn2 vy

PTg/FHA/PRH2-1.
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Las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 indujeron titulos de Ac similares contra
cada uno de los antigenos independientes PTg, FHA, Prnl y Prn2, tanto en la linea de ratones BALB/c
como en OF-1. Similar a lo encontrado en los experimentos de ratones BALB/c inmunizados con las
proteinas individuales Prn2 o PRH2-1, ambas preparaciones vacunales indujeron titulos de Ac
significativos contra los péptidos lineales de la R1 de Prnl y Prn2. Sin embargo, ninguna de las
preparaciones indujo Ac contra los péptidos del extremo amino y la R2 en los ratones inmunizados
BALB/c o OF-1. En relacion a este resultado puede que la dosis de Prn usada en las preparaciones
vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1, doce veces superior respecto a la utilizada en la evaluacién
individual de Prn2 y PRH2-1, contribuya junto a la via de inmunizacién y numero de antigenos utilizados,
a que la inmunodominancia de la respuesta humoral se dirija hacia otros epitopos presentes en el
inmundgeno.

Por otro lado, en los ratones OF-1, se observé que el porcentaje de reconocimiento de los péptidos de la
R1 fue menor en comparacion con los BALB/c. Los ratones OF-1 poseen una constitucion genética
heterogénea, similar a lo que ocurre en las poblaciones humanas, por lo que resulta crucial que ambas
preparaciones vacunales, PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1, se evalien en funcién de la capacidad
protectora en comparacion con preparaciones vacunales que incluyan la variante Prnl. En este sentido,
vale mencionar que las proteinas individuales Prn2 y PRH2-1 a la dosis de 0,2 pg/ratéon indujeron Ac que
reconocieron mejor los péptidos del extremo amino y la regiéon R1 que los inducidos por la proteina
Prnl. Sin embargo, en los experimentos de proteccion con las proteinas individuales Prn1, Prn2 o PRH,
ninguna generd un efecto protector a la dosis de 1 pg/ratén. Probablemente, la combinacion de PTg con
las moléculas Prn2 y PRH2-1 a dosis en el entorno de 0,2 pg/ratén pudiera estimular una respuesta
inmune protectora efectiva, debido a la potenciacién de la respuesta inmune asociada a menores dosis.
En la linea de ratén OF-1, las dos preparaciones vacunales indujeron Ac de las clases IgM e IgA y de las
subclases 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3, las cuales reconocieron los antigenos PTg, FHA y Prn2. Ambas
preparaciones vacunales indujeron titulos similares de anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG2a contra
PTg, FHAy Prn2.

La relacidn entre los titulos de 1gG1 e IgG2a fue, de igual forma, similar y en la vecindad del valor uno, lo
gue sugiere que en los animales inmunizados las preparaciones estimularon un patrén de respuesta
inmune mixto Th1/Th2. Las concentraciones de las citosinas IFN-y, IL-4 e IL-5, secretadas por los

esplenocitos de los ratones inmunizados con las preparaciones PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1,
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resultaron similares entre ambos grupos. De igual forma, la relacion de las concentraciones de IFN-y/IL-4
fue similar y en conformidad con lo encontrado para la relacion de los titulos 1gG1/IgG2a.

En el presente trabajo las preparaciones vacunales, PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1, se evaluaron con
el adyuvante hidréxido de aluminio. El uso de este adyuvante para la evaluacién de las diferentes
combinaciones antigénicas aqui estudiadas se basé en estudios precedentes. Con anterioridad se
demostrd que esta sal de alimina, induce titulos de anticuerpos anti-PT, anti-FHA y anti-Prn superiores
en comparacion con el fosfato de aluminio (Denoel y cols., 2002). El hidroxido de aluminio estimula a
través de la induccion de la prostaglandina E2 y la IL-1B, la diferenciacidn de células Th2 y Th17 (Kool y
cols., 2012). Es oportuno mencionar que la molécula PTg activa en las células dendriticas la secrecién de
IL-12, IL-1B e IL-23, lo que estimula la polarizacion de la respuesta mediada por células T cooperadoras
hacia un patron Th1/Th17 (Nasso y cols., 2009). En este sentido el uso conjunto de la molécula PTg y el
adyuvante hidréxido de aluminio se complementan para inducir efectores que favorecen la respuesta
inmune contra B. pertussis. Por otro lado, la molécula PTg como adyuvante, en ausencia del hidréxido de
aluminio, no estimula eficientemente la induccidn de anticuerpos contra los antigenos FHA y Prn
(Agnolon y cols., 2015).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, estan en conformidad con estudios que demostraron
gue PTg induce la secrecion simultanea de IFN-y e IL-5 (Hofstetter y cols., 2002) y la generacién de IgG1
e 1gG2a especificos, contra los antigenos coadministrados (Ryan y cols., 1998). En ratones, la produccién
de la subclase de inmunoglobulina IgG2a es regulada positivamente por células T (Th1) productoras de
IFNy (Snapper y Paul, 1987; Finkelman y cols., 1988). Como fue mencionado antes, la molécula PTg
conserva las propiedades adyuvantes de la proteina nativa PT, al contrario del toxoide PTq (Roberts y
cols., 1995; Ryan y cols., 1998). El toxoide PTg activa las células presentadoras de antigenos y en ellas
estimula la produccion de IFN-y, IL-1B, IL-12, IL-6 e IL-23 entre otras citocinas, lo que permite la
diferenciacion de linfocitos T CD4+ en Th1, Th2 o Th17 (Ausiello y cols., 2002; Nasso y cols., 2009).

En contraste con los resultados alcanzados en el presente trabajo, ratones inmunizados con la vacuna
acelular INFANRIX (PTo/FHA/Prnl) activaron un patrén de subclases con el predominio de IgGl y
asociado a la produccién de concentraciones estadisticamente no significativas de IFNy (Ross y cols.,
2013). Aunque en el presente trabajo no se incluyeron controles con vacunas comerciales con la
combinacion PTo/FHA/Prn1, otros estudios confirman lo encontrado por Ross y cols, respecto a que las

vacunas acelulares (quimicamente inactivadas) inducen niveles elevados de la subclase IgGl en
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comparacion con 1gG2a, lo que sugiere un patrén de respuesta inmune desplazado hacia Th2. En ratones
inmunizados con vacunas comerciales, tanto por la ruta subcutdnea como la intraperitoneal se indujeron
respuestas de Ac con una relacidén de titulos IgG1/1gG2a entre cuatro y ocho contra el antigeno PT
(Garlapati y cols., 2011) y superior a cincuenta contra el antigeno FHA (Feunou vy cols., 2014). En otro
estudio, al inmunizar los ratones por la ruta intraperitoneal con la vacuna Tdap, (Boostrix), la cual posee
cantidades reducidas en los componentes de tétanos, difteria y pertussis respecto a INFARIX, la relaciéon
de titulos de 1gG1/1gG2a fue superior a cuatro para los tres componentes PTo, FHA y Prnl (Gaillard y
cols., 2014).

Las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 indujeron un patrén de inmunoglobulinas
diverso en clases y subclases. En este sentido, la induccién de una respuesta de Ac inductora de todas las
subclases de IgG se observé en ratones inmunizados con preparaciones celulares pero no con la vacuna
acelular INFANRIX (PTo/FHA/Prn1) (Raeven y cols., 2015). La induccion de un patrén diverso en los tipos
de inmunoglobulinas puede ser importante en la inmunidad contra B. pertussis. La respuesta de
anticuerpos 1gG2a e lgG2b generada contra bacterias Gram negativas auxilia a los macréfagos vy
neutréfilos en sus funciones fagociticas (Michaelsen y cols., 2004). Por otro lado, la subclase IgG1
desempeiia una funcién importante en la neutralizacién de PT. Se conoce que la molécula PTg, soluble y
en ausencia de adyuvante, es un pobre inductor de IgG2a y un excelente generador de Ac de tipo IgG1
(Gracia y cols., 2011). Ademds, la subclase IgG1 se transfiere mas eficientemente a través de la placenta
de la madre al gestante que las otras subclases (Paoletti y cols., 2000).

En cultivos in vitro que simulan condiciones idnicas similares a las existentes en el tracto respiratorio, se
comprobd que una proporcidn significativa de PT estd asociada a la bacteria (Thalen y cols., 2006a). In
vivo, durante el proceso de infeccidn, los antigenos Prn y FHA se exponen en la superficie celular de B.
pertussis mientras que parte de las moléculas de PT son secretadas (Mattoo y Cherry, 2005). Estas
observaciones permiten afirmar que una respuesta de Ac diversa en las subclases de IgG pudiera
accionar en dos lineas complementarias. Por un lado, neutralizar la toxina secretada por medio de
anticuerpos IgG1 y por otro, reconocer las células de B. pertussis por medio de 1gG2a e IgG2b especificas
contra FHA, Prn y PT y promover la destruccion intracelular del patégeno en los macréfagos y neutrofilos
(Geurtsen y cols., 2014).

En ratones y humanos, las subclases de anticuerpos IgG presentan afinidades y selectividades diferentes

por los receptores Fc presentes en las células del sistema inmunoldgico (Bruhns, 2012). En ratones, los
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anticuerpos IgG2a unen con alta afinidad el receptor FcRyRI, presente Unicamente en células dendriticas
derivadas de monocitos, las cuales participan en la presentacion de antigenos en respuesta a las seiales
de peligro provenientes de los componentes de bacterias Gram negativas (Cheong y cols., 2010). De
igual forma, los anticuerpos IgG2a e IgG2b unen con alta afinidad el receptor FcRyRIV presente
exclusivamente en macréfagos y neutrofilos. Por otra parte, tanto los subtipos 1gG1, 1gG2a como IgG2b
unen con baja afinidad el receptor FcRyRIII, el cual esta presente, ademas de las células ya mencionadas,
en las células NK, basoéfilos, mastocitos y eosindfilos. Por tanto, la induccién de una respuesta de Ac
conformada por diferentes clases y subclases redundaria en la activacion de multiples células efectoras
contra un patégeno como B. pertussis que también despliega multiples estrategias de evasién inmune.
La preparacion PTg/FHA/PRH2-1 generd concentraciones de IL-17, secretadas por los esplenocitos de los
ratones inmunizados, superiores respecto al control negativo. Estudios en ratones inmunizados con la
vacuna INFANRIX y posteriormente retados con B. pertussis sugieren que la protecciéon contra B.
pertussis es dependiente de IL-17 y no de IL-4 (Ross y cols., 2013). De conformidad con este estudio, otro
anterior sugirié que la fuente de IL-17, tanto en ratones infectados como inmunizados con vacunas
celulares o acelulares proviene de células Th17 (esplenocitos) (Banus y cols., 2008). Aunque esta
respuesta no se caracterizé en el presente estudio, los resultados obtenidos no excluyen la posibilidad
gue las concentraciones de IL-17 detectadas, en los sobrenadantes de los esplenocitos estimulados,
provengan, en parte, de células Th17.

La citocina IL-17 interviene en el reclutamiento de neutréfilos hacia el sitio de infeccion. La
neutralizacién de esta molécula por la administracidon de un AcM anti-IL-17 reduce significativamente la
expresion de la quimiocina KC y bloquea la afluencia de los neutréfilos al drea de enfrentamiento
inmune (Andreasen y cols., 2009).

Si bien la inmunidad celular especifica inductora de IL-17 contribuye a la proteccidén contra B. pertussis,
es importante que la misma se complemente con la induccion de Ac especificos contra los principales
factores de virulencia expresados por la bacteria. La neutralizacidn de los mismos es crucial porque estos
también intervienen en la desregulacién de las funciones celulares del sistema inmunoldgico
orquestadas por la citocina IL-17. A partir de estudios in vitro e in vivo se conoce que la enzima PT
ribosila las proteinas heterotriméricas Gi de los neutréfilos, bloguea los eventos de sefalizacion
intracelular e inhibe la migracidén de estas células innatas (Moss y cols., 1983; Spangrude y cols., 1985;

Scott y cols., 1988; Andreasen y Carbonetti, 2008; 2009). La bacteria se une a los neutréfilos que logran
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acceder a la region infectada a través de las adhesinas FHA y Prn. La interaccion de FHA con los
neutrofilos induce la expresion de CR3 en su superficie. Este evento beneficia a la bacteria, ya que CR3
es el receptor de la enzima ACT, responsable primario de la inhibicién de las funciones fagociticas
(Mobberley-Schuman y Weiss, 2005). La accién de Prn de B. pertussis sobre las funciones de los
macrofagos y neutréfilos no se conoce, sin embargo, en B. bronchiseptica la pertactina es citotdxica e
interviene en la resistencia a la actividad fagocitica (Forde y cols., 1999; Inatsuka y cols., 2010).

La respuesta celular inductora de IL-17 en primates convalecientes o inmunizados con una vacuna
celular y posteriormente retados, se caracteriza por concentraciones de IL-17 mayores respecto a los
animales retados e inmunizados con una vacuna acelular (Daptacel) (Warfel y cols., 2015). En
concordancia, nifios vacunados con la vacuna acelular INFANRIX tampoco incrementaron las
concentraciones de IL-17 (Schure y cols., 2012; 2013). Estos estudios advierten que la inmunidad
generada por las vacunas acelulares debiera inducir un patréon mas afin al inducido por la infeccion
natural, con el objetivo de que la inmunidad sea restimulada por la infeccidon con cepas en circulacion y
de esta forma reactivar mas eficientemente la inmunidad de rebafio.

En ratones, la inmunizacién con las proteinas FHA y Prn1, de forma soluble o adyuvadas con hidréxido
de aluminio, tiene la pontencialidad de estimular la diferenciacién de células T reguladoras productoras
de IL-10, las cuales suprimen la actividad Thl auxiliadora de clones especificos involucrados en la
respuesta protectora (McGuirk y cols., 2002). Sin embargo, en el modelo de reto intranasal, la
administracion de la combinacion PTq/FHA/Prnl induce una respuesta de Ac de caracter protector
superior a la conferida por la combinacién PTq/FHA (Guiso y cols., 1999). Otros estudios demuestran que
los Ac inducidos por preparaciones compuestas por PTo/FHA o PTo/FHA/Prnl protegen pasivamente
contra la infeccién intracerebral y respiratoria (Munoz y cols., 1981; Sato y Sato, 1984; Mills y cols.,
1998). Estos resultados sugieren, que los efectos supresores de FHA/Prnl son contrarrestados por la
respuesta inducida por inmundgenos que incluyen el toxoide PTo. La molécula PTg ha resultado
ventajosa por sus propiedades antigénicas y adyuvantes, las cuales no estan presentes en la molécula
PTq (Seubert y cols., 2014). En este sentido, un objetivo del presente estudio fue evaluar si el efecto
protector inducido por una preparacién vacunal que incluye la variacidon de tipo dos puede igualar el
inducido por una preparacion PTg/FHA/Prn1 frente a una cepa homologa.

Las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1, se ensayaron en el modelo MICA ante la

cepa letal B. pertussis BP18323 productora de Prn6. Las diferentes preparaciones PTg/FHA/Prn2,
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PTg/FHA/PRH2-1, PTg/FHA/Prn1, PTg/FHA/PRH1-CL-2 y PTg/FHA, se evaluaron con el propdsito de
conocer cudles eran capaces de inducir una proteccién similar a una dosis protectora de una
preparacion celular de referencia nacional, la cual incluye células inactivadas de las cepas B. pertussis
BP165 y BP509 productoras de Prnl y Prn7, respectivamente (Bottero y cols., 2007; Proenza-Alfonzo y
cols., 2013). La variante de pertactina Prn7 tiene una region variable R1 100 % idéntica a Prnl y difieren
sélo en la posicion 498 préxima al extremo carboxilo terminal [Leu (Prnl), Arg (Prn7)]. Los diferentes
grupos de ratones OF-1 se inmunizaron una vez con diferentes dosis de las preparaciones vacunales
acelulares PTg/FHA/Prn: Dosis Mayor (5/2,5/2,5 ug /raton), Dosis Intermedia, (1/0,5/0,5 pg /ratén) y
Dosis Menor (0,2/0,1/0,1 pg /ratdon). La dosis utilizada en el control celular fue de 0,5 Unidades
Internacionales (Ul) la cual induce una proteccion del 92 % + 5 %. El control negativo recibid alimina en
PBS.

Para todas las preparaciones ensayadas, para la Dosis Mayor, se observd un efecto protector, similar al
conferido por el control positivo de naturaleza celular y diferente al control negativo. Sin embargo, al
analizar la Dosis Intermedia, sélo se observé este efecto para las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2
y PTg/FHA/PRH2-1, a diferencia de las preparaciones PTg/FHA/Prn1, PTg/FHA/PRH1-CL-2 y PTg/FHA que
no igualaron el efecto protector generado por el control positivo, pero que si difirieron del control
negativo. Los resultados sugieren que la adicién de Prn2 a una preparacion que contiene PTg/FHA
incrementa su valor protector. La Dosis Intermedia usada en las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2
y PTg/FHA/PRH2-1, en relacién a pertactina (0,5 pg /ratén), es cercana a la utilizada en la evaluacién
individual de Prn2 y PRH2-1 (0,2 pg /ratdn), lo que sugiere que a esta dosis pudieron producirse Ac
contra los epitopos protectores del extremo amino y la R1. En este sentido, las preparaciones
PTg/FHA/Prnly PTg/FHA/PRH1-CL-2 pudieron estar menos favorecidas a partir de conocer que la R1 de
Prnl resulté menos inmunogénica que la de Prn2 y que la R1 de Prn2 en el contexto de la proteina
PRH1-CL-2 puede estar interferida, estéricamente, por el efecto enmascarador del extremo carboxilo.
Probablemente, este efecto estérico pudo ocurrir también en el caso de la proteina Prn2 respecto a la
proteina PRH2-1. En concordancia con esta afirmacién estd la tendencia, en términos de significacién
estadistica, de que la proteccidon conferida por la preparacion que incluye la proteina PRH2-1 (p=0,15)
fue mas similar al control positivo que la que preparacién con la proteina Prn2 (p=0,08).

Por otro lado, los resultados sugieren que en presencia de la molécula adyuvante PTg, la adicidn de Prnl

a una preparacion PTg/FHA, no incrementa el efecto protector. En esta direccion, la evaluacion de la
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respuesta inmune inducida en los animales sanos y agdnicos posterior al reto, pudiera permitir un
acercamiento mas directo a las variables inmunolégicas asociadas a la inmunidad inducida por las
preparaciones PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1, que la diferencia de las otras preparaciones vacunales.
El modelo MICA, segln un estudio comparativo internacional, es apropiado para la evaluacién de futuras
vacunas que incorporen el toxoide PTg genéticamente inactivado (Xing y cols., 2014a). En dicho estudio,
se demostrd una precisién similar entre el modelo MICA, el ensayo tradicional intracerebral (Kendrick
test) y el de reto respiratorio por aerosoles. Sin embargo, una limitaciéon de los tres modelos antes
mencionados es su sensibilidad, la cual se restringe a distinguir entre los ratones inmunizados y los
controles negativos (Xing y cols., 2014a). Es por ello que en el presente trabajo las diferentes
preparaciones vacunales acelulares se compararon en cuanto a la posibilidad de igualar el valor
protector de una preparacién celular de referencia y ademas, diferenciarse del control negativo. Otra
limitacién del modelo MICA es que esta validado exclusivamente para la cepa de B. pertussis BP18323
(Prn7) y por tanto, la funcion protectora de las preparaciones, PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1,
respecto a cepas de B. pertussis productoras de Prn2 no pueden evaluarse con la precisién requerida.

El presente estudio demostrd que la variacion de tipo dos presente en la proteina Prn2 o la pertactina
hibrida PRH2-1, lejos de afectar la capacidad protectora de preparaciones acelulares que incluyen el
componente PTg, la incrementan respecto a la variacion de tipo uno. No obstante, subsiste la
interrogante de si la proteina PRH2-1 es igualmente efectiva que Prn2 ante aislados productores de
Prn2. A favor de que la variacién de tipo dos, en el contexto de una proteina PRH, puede ser igual o mas
efectiva que en una proteina natural Prn2, esta el hecho de que es una regiéon inmunogénica alejada del
efecto estérico del extremo carboxilo. La inmunizacidon de ratones con la variante Prn2 induce AcM
protectores (Pem29) que reconocen epitopos discontinuos cuyos motivos de unién no involucran la
regién del extremo carboxilo, a diferencia de lo que sucede con los AcM (Pem1) generados por la
inmunizacion con la proteina Prnl (Hijnen y cols., 2004; Hijnen y cols., 2007b). En la molécula PRH2-1
concurren elementos que pudieran favorecer la respuesta protectora contra la cepa BP18323 y quizas
contra cepas productoras de Prn2. La variacion tipo dos pudiera ser mejor reconocida por el sistema
inmunoldgico al estar mas proxima al extremo amino y alejada del extremo carboxilo. Por otro lado, la
variacién de tipo uno al encontrarse en un contexto estructural, natural, préximo al extremo carboxilo,
posibilitaria la generacidn de Ac con tipo especificidades anti-Prnl, las cuales involucran el extremo

carboxilo (Hijnen y cols., 2004; Hijnen y cols., 2007b). En conformidad con esta afirmacién, la proteina
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hibrida PRH1-CL-2 resultéd menos efectiva que PRH2-1 en los ensayos de proteccidn realizados tanto con
las proteinas individuales como en las preparaciones vacunales de tres componentes.

A partir de considerar que la tosferina es una enfermedad mortal, vale enfatizar, que el modelo MICA es
el Unico que cuantifica la proteccidn en términos de animales vivos y muertos (van der Ark y cols., 2012).
Aungue el modelo utiliza una via de infeccion artificial, el reto intracerebral de animales inmunizados
correlaciona con la eficacia de las vacunas celulares en nifios (Council, 1956), lo que sugiere que el
modelo MICA pudiera predecir también la eficacia de una preparacion vacunal acelular. A diferencia de
los modelos que utilizan la via natural de infeccién (respiratoria), el modelo MICA no se afecta por la
interferencia de la microbiota residente, que obliga a emplear en el reto respiratorio cantidades
excesivas de la bacteria para lograr la colonizacién (Weyrich y cols., 2014). Otra ventaja respecto a los
ensayos que emplean la ruta intranasal, es que en el ensayo MICA se utilizan animales no consanguineos
similar a lo que ocurre en poblaciones humanas (Xing y cols., 2014a).

Por otro lado, otras evidencias resaltan la importancia de demostrar en el modelo MICA que una
preparacion vacunal acelular es protectora. En este modelo se evalia de forma directa la capacidad de
una preparacion vacunal, administrada por la via parenteral, de inducir una respuesta inmune capaz de
proteger al cerebro de los desdrdenes neuroldgicos causados por la infeccion por B. pertussis. En
humanos, los casos fatales de infantes infectados por B. pertussis se asocian al desarrollo de encefalitis,
entre otros riesgos severos (Winter y cols., 2015). La incidencia de encefalopatias producidas por la
infeccion por pertussis se estima en 1 por cada 1, 200-12 000 infectados. Los casos se describen en todas
las edades aunque son mas frecuentes en recién nacidos e infantes (Shorvon y Berg, 2008). En ratones,
la infeccidon respiratoria por B. pertussis activa en el cerebro la sintesis de transcriptos de ARN mensajero
de las citocinas inflamatorias IL-18, TNF-a e IL-6. Probablemente, los factores de virulencia se
transporten por la sangre al cerebro y promuevan los desdrdenes neurolégicos descritos (Loscher y cols.,
2000).

La administracién intracerebral de B. pertussis produce hinchazén en el cerebro de los ratones no
inmunes. El efecto no se observa después de calentar la muestra a 80 °C pero se recupera al afiadir PT
activa a la muestra inactivada. Es vadlido destacar, que en este efecto contribuyen ademas de PT otros
factores de la bacteria, ya que la inoculacién intracerebral de PT por separado no induce hinchazén
(lwasa y cols., 1985). Otro estudio demostré que la administracion parenteral de PT genera entre otros

efectos, convulsiones, en los ratones tratados (Donnelly y cols., 2001). In vitro, PT destruye la
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organizacién celular de células endoteliales humanas implicadas en la formacién de la barrera
hematoencefalica y promueve, a través de esta, la diapédesis de los macréfagos (Kugler y cols., 2007).
En humanos, un estudio demostrd altos titulos de Ac anti-PT y anti-FHA en el fluido cerebroespinal de
una paciente de 7 afios con encefalopatia por B. pertussis (Grant y cols., 1998).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sustentan la realizacion futura de ensayos comparativos
entre las preparaciones vacunales aqui evaluadas y vacunas comerciales. De especial interés constituye
la evaluacién de la respuesta inmune inducida por las preparaciones PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1
en las vias respiratorias. La evaluacién en este compartimento de las citocinas IFNy, IL-17 e IL-5
producidas por células T CD4+ efectoras y de memoria, la produccién de IgA entre otros efectores,
permitirian conocer la potencialidad de estas preparaciones en evitar la colonizacién y la transmisién de
la bacteria. En este sentido se considera importante realizar ensayos de proteccién en el modelo de reto
intranasal frente a cepas isogénicas de B. pertussis que produzcan Prnl, Prn2 o cepas negativas a
pertactina.

La molécula PRH2-1 presenta ventajas respecto a las moléculas Prnl o Prn2. Al contener dos regiones
variables de pertactinas diferentes reduce a la mitad el nimero de moléculas a emplear en una
preparacion vacunal. Al considerar que en humanos se generan anticuerpos tipo especificos anti-Prnly
anti-Prn2 (He y cols., 2003), es posible que la inmunizacién con PRH2-1 induzca una presidon
inmunoldgica mas efectiva y evite la evasidn de aislados productores de Prnl o Prn2 y en consecuencia
obstaculice la emergencia o predominio de uno u otro tipo de cepa. Ademas, a partir de considerar que
PRH2-1 es mas inmunogénica que Prnly Prn2, en cuanto a la respuesta de Ac anti-Prn1, la utilizacién de
PRH2-1 podria tener un impacto mas efectivo en aquellas regiones en las que circulan o predominan
aislados productores de Prnl. En este sentido, se conoce que los ratones y humanos sin inmunidad
previa o deficiente, son colonizados ventajosamente por aislados productores de Prnl, en comparacién
con las cepas productoras de Prn2 (van Gent y cols., 2011). La pertactina hibrida aqui desarrollada y los
resultados alcanzados sugieren que el disefio puede utilizarse ademas con otras variantes de pertactina
gue podrian emerger en el futuro. Probablemente, el disefio podria ser de mayor utilidad con variantes
de Prn con una reactividad cruzada menor a la que se observa para las variantes Prnl y Prn2.
Finalmente, seria util evaluar la influencia del hospedero sobre las propiedades inmunoprotectoras de
PRH2-1, en este sentido se podria estudiar la obtencién de PRH2-1 en la membrana externa de B.

pertussis, su posterior purificacion, caracterizacion fisicoquimica y evaluacidon inmunolégica.
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Los resultados obtenidos demostraron que las proteinas Prn2 o PRH2-1, en combinacién con PTg y FHA,
al reducir la dosis cinco veces, indujeron un efecto protector similar a una dosis protectora de la
preparacion celular de referencia. Sin embargo, aunque no estadisticamente significativo, el porcentaje
de supervivencia disminuyd al reducir la dosis de inmundgeno. Se conoce que la cantidad de antigeno y
de moléculas agonistas de los receptores semejantes a Toll (TLR), influencia la induccion de la
diferenciacién de las células T cooperadora y de memoria (Brummelman y cols., 2015). La molécula PTg
puede activar in vitro las células presentadoras de Ag, a través de TLR4 y TLR2, a concentraciones de 5
ug/mL; sin embargo, a concentraciones cinco veces inferiores, la activacion es mediada sélo por TLR4 y
se inducen mayores cantidades de IL-1B, IL-12, IL-6, IL-10 e IL-23 (Nasso y cols., 2009). Probablemente,
las preparaciones vacunales, PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1, puedan aumentar su efectividad si se
reducen las cantidades de antigenos a la vez que se incorporan agonistas de TLR, para disminuir la
produccidn de IL-10 y potenciar la respuesta efectora y de memoria asociada a un patréon Thl.

En el presente estudio, los antigenos PTg, FHA, Prn2 y PRH2-1 se produjeron, purificaron vy
caracterizaron con las caracteristicas adecuadas para su evaluacion inmunoldgica. Se demostré que las
preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 o PTg/FHA/PRH2-1 adyuvadas en hidroxido de aluminio, son
protectoras en el modelo MICA e inducen una respuesta de Ac de los subtipos de inmunoglobulinas
IgG1, IgG2a e IgG2b, sustentada por la secrecidn de las citocinas IFNy, IL-4, IL-5 e IL-17 en el caso de
PTg/FHA/PRH2-1. Los resultados alcanzados y los procedimientos aqui desarrollados permiten avanzar
en el disefio y desarrollo de una preparacidon vacunal acelular contra la tosferina que incorpore la

variacion de tipo dos y uno.
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6

CONCLUSIONES

La proteina PRH2-1 obtenida en E. coli es reconocida por sueros humanos especificos contra B.
pertussis y AcMs de caracter protector y su disefio comprende la secuencia completa de pertactina,
las regiones variables R1 de Prnl y Prn2 conjuntamente con el segmento de la hélice beta con
contactos con el lazo R1 y la regularidad topolégica de pertactina.

Las proteinas Prn2 y PRH2-1 estimulan en los ratones inmunizados una respuesta humoral especifica
contra las regiones variables R1 de Prnl y Prn2 superior a la inducida por la proteina Prnl vy
confieren supervivencia en el modelo murino de MICA, lo que sugiere que la variacion de tipo dos
puede considerarse dentro de las alternativas antigénicas contra B. pertussis.

Las proteinas PTg, FHA y Prn2 se obtienen por separado a partir de la cepa B. pertussis BPCNIC0311,
con la pureza, rendimiento y las caracteristicas inmunoquimicas y fisicas requeridas para estudios
inmunoldgicos en animales, lo que justifica la optimizacién y avance a la etapa de desarrollo del
procedimiento de purificacion empleado.

Las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 o PTg/FHA/PRH2-1 inducen en los ratones inmunizados
una respuesta de anticuerpos y celular especifica y en el modelo murino MICA, confieren una
proteccién similar a una dosis protectora de una preparacion celular, lo que indica que estas

preparaciones pueden desarrollarse como candidatos acelulares contra la tosferina.
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7 RECOMENDACIONES

Comparar estructuralmente la proteina PRH2-1 con las pertactinas naturales Prnl y Prn2 mediante
la técnica de espectroscopia de dicroismo circular.

Comparar inmunoldgicamente a las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1
con una preparacion PTq/FHA/Prnl o una vacuna comercial de tres componentes, respecto al tipo
de respuesta T cooperadora, induccion de éxido nitrico por macrofagos, actividad opsonizante de
la respuesta de Ac inducida y la respuesta de memoria By T en la medida que se reducen las dosis.
Evaluar las preparaciones vacunales PTg/FHA/Prn2 y PTg/FHA/PRH2-1 en el modelo de reto
intranasal frente a aislados clinicos que producen mayores concentraciones de PT y sintetizan las

variantes Prn1, Prn2 o aislados negativos a pertactina.
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ANEXO 1. Método utilizado en la fusion virtual de los fragmentos A y B para

generacion de PRH1-2.

1. La proteina Prn2 se modeldé por comparacién con el molde 1DAB (Prnl) y de manera automatica
mediante el servidor I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).

2. La vuelta de la hélice beta de Prnl definida por las hebras beta g;KLVADgg, 9;TLAgs, 790VTVgy
correspondientes a las laminas beta B, C y A, se superpuso a la vuelta de la hélice beta de Prn2

definida por las hebras beta ,6,VDV 6, 270SVELA,74 ¥ 2771VE 79, correspondientes a las [dminas beta B,
C y A. La superposicidon estructural se realizd con la opcion SUPPOS del programa WHATIF. Se
determind la matrix de superposicién a las coordenadas de 1DAB.pdb (Prnl) y se le aplicé a las
coordenadas del modelo Prn2 obtenido mediante el servidor I-TASSER.

3. Se eliminaron las coordenadas de los residuos Sjs7-Pssg de 1DAB.pdb (Prnl) y las coordenadas
correspondientes a los residuos D;-Tgy de Prn2.

4. Se optimizaron de manera automaticamente la estructura de los residuos de la interface entre los
fragmentos y su entorno con el método roseta backrub (https://kortemmelab.ucsf.edu/backrub/cgi-

bin/rosettaweb.py?query=index). El modelo obtenido se denominé moldePRH1-2.pdb

5. La proteina hibrida PRH1-2 se modeld por comparacion utilizando el servidor I-TASSER, el modelo
moldePRH1-2.pdb y el alineamiento siguiente (el resto de la secuencia es idéntico):

MoldePRH1-2.pdb ...,5VDVK---AGKLVAD,77. ...
PRH1-2 .. .26 VDVSGSKAGKLVADgg. . . .

6. Los impedimentos estéricos se eliminaron mediante una minimizacidn de energia con programa MOE
(corrida corta).
7. Lacalidad del modelo PRH1-2 se evalud con el servidor Prosess (Www.prosess.ca).

Un procedimiento similar se utiliz6 para modelar y evaluar la factibilidad del modelo de la proteina PRH2-1
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ANEXO 2. Oligonucleétidos utilizados en la sintesis de ADN mediante la
Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) y en la caracterizacion molecular por

secuenciacion automatica (SAUT).

Nombre Secuencia 5"'»3’ Descripcion y Referencia Técnica

, Hibrida en la region 5" del gen prnA.
5’ACACATATGGACTGGAACAACCA

PET-AO- , Contiene el sitio Nde 1.
GTCCATCGTCAAGACCGGTG 3 PCR
new-L Hijnen y cols (2005) Protein Expr Purif
41(1): 106-112.
Hibrida en la region 3 del gen prnA.
Contiene el sitio BamH | y el codén
PET-D- | 5’ATTGGATCCTTAGCCGCCGCCGTC | TAA como sefial de terminacion de PCR
new GCCGGTGAA 3’ la traduccion.
Hijnen y cols (2005) Protein Expr Purif
41(1): 106-112.
ONC anti sentido. Hibrida en la
5'TCGCTGTTAAAAGGACAATTACAA | region 6369-6426 o 6384-6441 de
1 ACAGGAATCGAATGCAACCGGCGC | pET28a-Prnl o pET28a-Prn2 | PCR
AGGAACACTG 3’ respectivamente, en el gen que
confiere resistencia a Kanamicina.
ONC sentido. Hibrida en la regién
5'GGAGCCCGATACGTCCACGCCAT | 1431-1460 de pET28a-Prnl1 o
2 ACCAGCC 3’ pET28a-Prn2, en los genes prnA(1) o PCR
prnA(2), respectivamente.
ONC sentido 2, fusionado
5'GTTGTCCGTCATGACCCAGGTGG ) -
3 CGTTGTCGATGGAGCCCGATACGTC @ secuenca _codfficante _para PCR

IDNATWVMTDN
CACGCCATACCAGCC 3’

5'GTTGTCCGTCATGACCCAGGTGG ONC sentido 2, fusionado
A CGTTGTCGATGTTGTCCGTCATGAC | a secuencia _ codificante  para bCR
CCAGGTGGCGTTGTCGATGGAGCCC | IDNATWVMTDNIDNATWVMTDN

GATACGTCCACGCCATACCAGCC 3’

ONC sentido. Fosforilado en su

extremo 5°. Hibrida en la regién

5'P-
6428-6456 o0 6443-6471 de pET28a-
5 CGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGC PCR
Prnl o pET28a-Prn2,
AATC 3’
respectivamente; en el gen que
confiere resistencia a Kanamicina.
6 5'P- ONC anti sentido. Fosforilado en su | PCR
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GTCAAGGCCGGCAAGCTGGTCGC 37

extremo 5°. Hibrida en la regidn
1975-1997 o 1990-2012 de pET28a-
Prnl o pET28a-Prn2, en los genes
prnA(1) o prnA(2), respectivamente.

AC1

5'CGCGCTCTATGTGGC 3’

Hibrida en la region 1909-1923 o
1924-1938 (cadena complementaria)
del vector pET28a-Prnl o pET28a-

Prn2, respectivamente.

SAUT

AC2

5'GCCACATAGAGCGCG 3’

Hibrida en la region 1909-1923 o
1924-1938 (cadena directa) del
vector pET28a-Prnl.

SAUT

BC1

5'GGGCTCCAGCGTGG 3’

Hibrida en la regidon 1424-1437
(cadena complementaria) del vector
pET28a-Prnl o] pET28a-Prn2,

respectivamente.

SAUT

BC2

5"CCACGCTGGAGCCC 37

Hibrida en la region 1424-1437
(cadena directa) del vector pET28a-

Prnl o pET28a-Prn2.

SAUT

CC1

5'GAACGTCGGTGCGC 3’

Hibrida en la regién 989-1002
(cadena complementaria) del vector

pET28a-Prnl o pET28a-Prn2.

SAUT

cc2

5"GCGCACCGACGTTC 3’

Hibrida en la regién 989-1002
(cadena directa) del vector pET28a-
Prnl o pET28a-Prn2.

SAUT

DC1

5"GGGAGTTGTCCGCC 3’

Hibrida en la regidén 516-529 (cadena
complementaria) del vector pET28a-

Prnl o pET28a-Prn2.

SAUT

DC2

5'GGCGGACAACTCCC 3’

Hibrida en la region 516-529 (cadena
directa) del vector pET28a-Prnl o
pET28a-Prn2.

SAUT
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ANEXO 3. Vector comercial y construcciones genéticas utilizadas en el presente

trabajo.

Plasmido Descripcion y Referencia

Vector de 5369 pb y origen de replicacion ColE1l. Contiene un gen codificador
para una enzima que confiere la resistencia a kanamicina. La regién de clonaje

_ y expresion estd configurada por los siguientes elementos: promotor T7,
Vector comercial

operador lac, sitio de unién al ribosoma, secuencia de 6 His consecutivas para
pET28a(+)

fusionar al amino terminal, sefial de corte para trombina, secuencia T7,
multiligador, secuencia de 6 His consecutivas para fusionar al carboxilo

terminal y terminador T7. Boletin técnico TB074 12/98, Novagen, EE.UU.

Vector de 7370 pb. Contiene el gen prn(A)1 (2037 pb). Vector para la
pET28a-prni
expresion del gen codificante para la proteina Prnl.

Vector de 7385 pb. Contiene el gen prn(A)2 (2052 pb). Vector para la
pET28a-prn2
expresion del gen codificante para la proteina Prn2.

Vector de 7952 pb. Contiene el gen hibrido prh1-2 (2619 pb). Vector para la
pET28a-prh1-2
expresion del gen codificante para la proteina hibrida PRH1-2.

pET28a-prhi-cc-2 | Vector de 7979 pb. Contiene el gen hibrido prh1-cc-2 (2646 pb). Vector para la

expresion del gen codificante para la proteina hibrida PRH1-CC-2.

Vector de 8012 pb. Contiene el gen hibrido prh1-cl-2 (2679 pb). Vector para la
pET28a-prhi-cl-2
expresion del gen codificante para la proteina hibrida PRH1-CL-2.

Vector de 7946 pb. Contiene el gen hibrido prh2-1 (2613 pb. Vector para la
pET28a-prh2-1
expresion del gen codificante para la proteina hibrida PRH2-1.

Vector de 7979 pb. Contiene el gen hibrido prh2-cc-1 (2646 pb). Vector para la
pET28a-prh2-cc-1
expresion del gen codificante para la proteina hibrida PRH2-CC-1.

Vector de 8012 pb. Contiene el gen hibrido prh2-cl-1 (2679 pb). Vector para la
pET28a-prh2-cl-1
expresion del gen codificante para la proteina hibrida PRH2-CL-1.
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Anexo 4. Modelos obtenidos para las proteinas hibridas PRH1-2 y PRH2-1 y su
evaluacion segun el servidor Prosess.

Representacion tridimensional de los modelos de las pertactinas hibridas PRH1-2 y PRH2-1.

PRH1-2 RL (Prn1) R1 (Prn2)

R1 (Prnl)

Vista longitudinal

Vista transversal

Evaluacién de los modelos de PRH1-2 y PRH2-1 en comparacion con el modelo cristalografico
1DAB.pdb.

Parametros de calidad Prnl (1DAB.pdb) PRH1-2 PRH2-1
Enlaces covalentes 7.5 7.5 7.5
Enlaces no covalentes y empaque 6.5 5.5 5.5
Angulos de torsidn 2.5 1.5 1.5
Total 4.5 35 3.5

La puntuacidén 10 es la de mayor confianza y cero la de menor.
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Anexo 6. Secuencia de aminoacidos de las proteinas Prn y PRH deducida a partir de

la secuencia nucleotidica obtenida por SAUT.

Prnl

HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQS IVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
RFLGTVTVKAGKLVADHAT LANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLOGAGGVQIERGANVTVQRSAIVDGGLHIGALQSLOPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLQRATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGG
FGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVIVSGGSLSAPHGNVIETGGARRFAPQAAPLSITLQAGAHAQGKALLYR
VLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVDSLSIDNATWVMTDNSNVGALRLASDGSVDFQQPAEA
GRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQDASGQHRLWVRNSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLA
ANGNGQWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAGRELSAAANAAVNTGGVGLASTLWYAESNALSKRLGELRLNPDAG
GAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDQKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGYTRGDRGFTGDGGG

Prn2

HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQS IVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
RFLGTVTVKAGKLVADHAT LANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLOGAGGVQIERGANVTVQRSAIVDGGLHIGALQSLQPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLQRATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGG
FGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVTVSGGSLSAPHGNVIETGGARRFAPQAAPLSITLQAGAHAQGK
ALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVDSLSIDNATWVMTDNSNVGALRLASDGSVDFQ
QPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQDASGQHRLWVRNSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGKVDIGTY
RYRLAANGNGQWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAGRELSAAANAAVNTGGVGLASTLWYAESNALSKRLGELRL
NPDAGGAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDQKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGY TRGDRGFTGDGGG

PRH1-2

HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQS IVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
RFLGTVTVKAGKLVADHAT LANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLOGAGGVQIERGANVTVQRSAIVDGGLHIGALQSLQPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLQRATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGG
FGPVLDGWYGVDVSGSVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAGGVQIERGANVIVQRSAIVDGGLHIGAL
QSLQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHI TGGRAAGVAAMOGAVVHLQRATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGE
GPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQS IVEAPELGAAIRVGRGARVTVSGGSLSAPHGNVIETGGARRFAPQAAPLSITL
QAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVDSLSIDNATWVMTDNSNVGALRL
ASDGSVDFQQPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQDASGQHRLWVRNSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANK
DGKVDIGTYRYRLAANGNGQWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAGRELSAAANAAVNTGGVGLASTLWYAESNAL
SKRLGELRLNPDAGGAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDQKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGY TRGDRGFTGDGGG

PRH1-CC-2
HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQSIVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
RELGTVIVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASTIADSTLOQGAGGVQIERGANVIVQRSAIVDGGLHIGALQSLQPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLORATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGEFGPGG
FGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLOGAGGVQIERGANVTVQRSA
IVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLQRATIRRGDAPAGG
AVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVTVSGGSLSAPHGNVIETGGARRE
APQAAPLSITLQAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVDSLSIDNATWVM
TDNSNVGALRLASDGSVDFQQPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQDASGOQHRLWVRNSGSEPASANTLLLVQTPL
GSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLAANGNGOWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAGRELSAAANAAVNTGGVGLA
STLWYAESNALSKRLGELRLNPDAGGAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDQKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGY TRGDRGFTGDGGG
PRH1-CL-2
HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQSIVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
RELGTVIVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASTIADSTLOQGAGGVQIERGANVIVQRSAIVDGGLHIGALQSLQPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLORATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGEFGPGG
FGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNIDNATWVMTDNVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAGGVQIE
RGANVTVQRSAIVDGGLHIGALQSLOQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLQRA
TIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAATRVGRGARVTVSGGSLSAPHG
NVIETGGARRFAPQAAPLSITLQAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVD
SLSIDNATWVMTDNSNVGALRLASDGSVDFQQPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQDASGQHRLWVRNSGSEPAS
ANTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLAANGNGOWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPOPPOPOPEAPAPQPPAGRELSAAAN
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AAVNTGGVGLASTLWYAESNALSKRLGELRLNPDAGGAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDOKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGYTRG
DRGFTGDGGG

PRH2-1
HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQSIVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
RFLGTVTVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAGGVQIERGANVTVQRSAIVDGGLHIGALQSLOPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLOQRATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGEFGPGG
FGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLOGAGGVQIERGANVTVQRSAIVDGGL
HIGALQSLQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLORATIRRGDAPAGGAVPGGA
VPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVTVSGGSLSAPHGNVIETGGARRFAPQAAPLSITL
QAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVDSLSIDNATWVMTDNSNVGALRL
ASDGSVDFQQPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQODASGQHRLWVRNSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANK
DGKVDIGTYRYRLAANGNGQWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPOQPPQPPQPOPEAPAPQPPAGRELSAAANAAVNTGGVGLASTLWYAESNAL
SKRLGELRLNPDAGGAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDQKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGYTRGDRGEFTGDGGG

PRH2-CC-1
HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQSIVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
REFLGTVTVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAGGVQIERGANVIVQRSAIVDGGLHIGALQSLQPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLOQRATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGEFGPGG
FGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASTADSTLQGAGGVQIERGANVT
VORSAIVDGGLHIGALQSLOQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLQRATIRRGD
APAGGAVPGGAVPGGAVPGGEFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAATIRVGRGARVIVSGGSLSAPHGNVIETGGARRE
APQAAPLSITLQAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVDSLSIDNATWVM
TDNSNVGALRLASDGSVDFQQPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQODASGQHRLWVRNSGSEPASANTLLLVQTPL
GSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLAANGNGOQWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPOPPOQPQPEAPAPQPPAGRELSAAANAAVNTGGVGLA
STLWYAESNALSKRLGELRLNPDAGGAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDQKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGY TRGDRGFTGDGGG
PRH2-CL-1
HHHHHHSSGLVPRGSHMDWNNQSIVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGRQAQGILLENPAAELQFRNGSVTSSGQLSDDGIR
REFLGTVITVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAGGVQIERGANVITVQRSAIVDGGLHIGALQSLQPEDLP
PSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVVHLQRATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGEGPGG
FGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSIDNATWVMTDNIDNATWVMTDNVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAG
GVQIERGANVTVQRSAIVDGGLHIGALQSLOPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGRAAGVAAMQGAVV
HLORATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGEFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVTVSGGSLSAPHG
NVIETGGARRFAPQAAPLSITLQAGAHAQGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVD
SLSIDNATWVMTDNSNVGALRLASDGSVDFQQPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQODASGQHRLWVRNSGSEPAS
ANTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLAANGNGOWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPQPPOQPOQPEAPAPQPPAGRELSAAAN
AAVNTGGVGLASTLWYAESNALSKRLGELRLNPDAGGAWGRGFAQRQQLDNRAGRRFDQKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGYTRG
DRGFTGDGGG
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ANEXO 7. Caracterizacion de las proteinas Prn y PRH producidas en Escherichia coli
mediante espectrometria de masas.

Prn Péptidos secuenciados m/z exp | m/z teor
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,72 1514,69
QHGIHIQGSDPGGVR 1556,81 1556,78
QAQGILLENPAAELQFR 1897,03 1897,01
NGSVTSSGQLSDDGIR 1592,78 1592,73
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,87 1748,83
FLGTVTVK 863,53 863,51
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,42 2569,35
DTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGR 3260,67 3260,66
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,85 1577,85

RGDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGS

SVELAQSIVEAPELGAAIR >828,06 °827,92
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,09 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,15 2076,11
Prnl
LTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQAR 3675,02 3674,94
AVDSLSIDNATWVMTDNSNVGALR 2548,27 2548,22
LASDGSVDFQQPAEAGR 1746,80 1746,82
VLTVNTLAGSGLFR 1446,81 1446,82
MNVFADLGLSDK 1308,65 1308,64
LVVMQDASGQHR 1339,68 1339,67
NSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANK 2972,61 2972,55
LAANGNGQWSLVGAK 1485,76 1485,76
APPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAGR 3389,85 3389,76
LNPDAGGAWGR 1112,55 1112,54
VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,88 1695,87
WHLGGLAGYTR 1229,65 1229,63
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GDRGFTGDGGG extremo carboxilo 994,48 994,41
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,68 1514,69
QHGIHIQGSDPGGVR 1556,81 1556,78
QAQGILLENPAAELQFR 1897,02 1897,01
NGSVTSSGQLSDDGIR 1592,77 1592,73
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,87 1748,83
FLGTVTVK 863,53 863,51
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,42 2569,35
DTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGR 3260,71 3260,66
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,84 1577,85
RGDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGV 6277,15 627,09
DVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIR

VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,08 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,15 2076,11
LTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQAR 3675,01 3674,94

Prn2

AVDSLSIDNATWVMTDNSNVGALR 2548,27 2548,22
LASDGSVDFQQPAEAGR 1746,80 1746,82
VLTVNTLAGSGLFR 1446,80 1446,82
MNVFADLGLSDK 1308,65 1308,64
LVVMQDASGQHR 1339,69 1339,67
NSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANK 2972,61 2972,55
LAANGNGQWSLVGAK 1485,76 1485,76
APPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAGR 3389,85 3389,76
ELSAAANAAVNTGGVGLASTLWYAESNALSK 3035,59 3035,52
LNPDAGGAWGR 1112,55 1112,54
VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,86 1695,87
WHLGGLAGYTR 1229,65 1229,63
GDRGFTGDGGG extremo carboxilo 994,43 994,41
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PRH Péptidos secuenciados m/z exp | m/z teor

ALLYR 634,41 634,38
VDIGTYR 822,46 822,42
GANVTVQR 843,46 843,46
FLGTVTVK 863,52 863,51
LNPDAGGAWGR 1112,57 1112,54
MNVFADLGLSDK 1308,68 1308,64
LVVMQDASGQHR 1339,71 1339,67
VLTVNTLAGSGLFR 1446,86 1446,82
LAANGNGQWSLVGAK 1485,79 1485,76
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,88 1577,85
VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,88 1695,87

PRH1-2 LASDGSVDFQQPAEAGR 1746,83 1746,82
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,85 1748,83
QAQGILLENPAAELQFR 1896,97 1897,01
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,08 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,12 2076,11
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,34 2569,35
MNVFADLGLSDKLVVMQDASGQHR 2630,28 2630,29
ELSAAANAAVNTGGVGLASTLWYAESNALSK 3035,53 3035,52
DTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGR 3260,66 3260,66
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,71 1514,69
GDRGFTGDGGG extremo carboxilo 994,46 994,41
GDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGS
VK (T20) 3965,04 3964,94
TASGTTIK 777,48 777,42

PRH1-CC-2

VDIGTYR 822,46 822,42
GANVTVQR 843,47 843,46
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FLGTVTVK 863,52 863,51
LNPDAGGAWGR 1112,57 1112,54
MNVFADLGLSDK 1308,62 1308,64
LVVMQDASGQHR 1339,67 1339,67
VLTVNTLAGSGLFR 1446,79 1446,82
LAANGNGQWSLVGAK 1485,79 1485,76
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,88 1577,85
VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,88 1695,87
LASDGSVDFQQPAEAGR 1746,83 1746,82
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,85 1748,83
QAQGILLENPAAELQFR 1896,97 1897,01
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,08 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,12 2076,11
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,34 2569,35
DTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGR 3260,66 3260,66
LVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAGG
VQIER 4881,20 4881,34
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,71 1514,69
GDRGFTGDGGG extremo carboxilo 994,43 994,41
GDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSI
DNATWVMTDNVK (T20) 222843 222875
VDIGTYR 822,46 822,42
GANVTVQR 843,46 843,46
LNPDAGGAWGR 1112,57 1112,54
LVVMQDASGQHR 1339,74 1339,67
PRH1-CL-2
VLTVNTLAGSGLFR 1446,86 1446,82
LAANGNGQWSLVGAK 1485,79 1485,76
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,88 1577,85
VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,88 1695,87
LASDGSVDFQQPAEAGR 1746,83 1746,82
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NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,85 1748,83
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,08 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,14 2076,11
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,34 2569,35
DTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGR 3260,66 3260,66
NSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGK 3272,79 3272,78
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,78 1514,69
GDRGFTGDGGG extremo carboxilo 994,43 994,41
GDAPAGGAVPGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSI 6489,83 6490,12
DNATWVMTDNIDNATWVMTDNVK (T20)
VDIGTYR 822,44 822,42
GANVTVQR 843,45 843,46
FLGTVTVK 863,50 863,51
LNPDAGGAWGR 1112,54 1112,54
LVVMQDASGQHR 1339,69 1339,67
VLTVNTLAGSGLFR 1446,81 1446,82
LAANGNGQWSLVGAK 1485,81 1485,76
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,84 1577,85
PRH2-1 VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,84 1695,87
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,80 1748,83
QAQGILLENPAAELQFR 1896,98 1897,01
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,02 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,16 2076,11
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,37 2569,35
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,72 1514,69
GDRGFTGDGGG extremo amino 994,43 994,41
GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGV
DVSGSVK (T20) 4414,09 4414,11
PRH2-CC-1 VDIGTYR 822,45 822,42
GANVTVQR 843,48 843,46
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FLGTVTVK 863,53 863,51
LNPDAGGAWGR 1112,55 1112,54
LVVMQDASGQHR 1339,69 1339,67
VLTVNTLAGSGLFR 1446,84 1446,82
LAANGNGQWSLVGAK 1485,80 1485,76
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,87 1577,85
VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,89 1695,87
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,89 1748,83
QAQGILLENPAAELQFR 1897,01 1897,01
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,05 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,19 2076,11
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,40 2569,35
DTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGR 3260,71 3260,66
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,74 1514,69
GDRGFTGDGGG extremo carboxilo 994,43 994,41
GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGV

DVSGSIDNATWVMTDNVK (T20) 267685 567821
VDIGTYR 822,43 822,42
GANVTVQR 843,44 843,46
FLGTVTVK 863,50 863,51
LNPDAGGAWGR 1112,56 1112,54
MNVFADLGLSDK 1308,62 1308,64
LVVMQDASGQHR 1339,61 1339,67

PRH2-CL-1

VLTVNTLAGSGLFR 1446,80 1446,82
LAANGNGQWSLVGAK 1485,80 1485,76
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,86 1577,85
VAGFELGADHAVAVAGGR 1695,87 1695,87
LASDGSVDFQQPAEAGR 1746,84 1746,82
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1748,84 1748,83
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QAQGILLENPAAELQFR 1896,99 1897,01
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,08 2065,06
FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,13 2076,11
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,36 2569,35
MNVFADLGLSDKLVVMQDASGQHR 2630,30 2630,29
NSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGK 3272,69 3272,78
GSHMDWNNQSIVK extremo amino 1514,72 1514,69
GDRGFTGDGGG extremo carboxilo 994,42 994,41
GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGV 6939,20 6939,50

DVSGSIDNATWVMTDNIDNATWVMTDNVK (T20)
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ANEXO 8. Motivos de unidon de los AcM Pem4, Pem1 y Pem29 presentes en
las proteinas Prnl, Prn2 y PRH2-1.

Prnl Prn2

A Pem4 )
B Peml

GGFGPVLDGW GGFGPVLDGW
C GDTYDDD Pem29 GDTWDDD

QGSDPGGV GGFGPGGFGP GGFGPGGFGPGGFGPGGFGP

Los motivos de unién de cada uno de los AcM se distinguen en rojo o azul en la representacion de la estructura
tridimensional de: Prnl, columna izquierda; Prn2, columna derecha; o PRH2-1, abajo en el centro en D. A) AcM Pem4,
reconoce el epitopo lineal GGFGPGGFGP en Prnl, que se duplica en Prn2 GGFGPGGFGPGGFGPGGFGP. B) AcM
Pem1, reconoce el epitopo discontinuo, con los motivos de uniéon TWDDD y GGFGPVLDGW en Prnl y Prn2. C) AcM
Pem29, reconoce el epitopo discontinuo, con los motivos de uniéon GERQH, QGSDPGGV, GDTWDDD vy
GGFGPGGFGP en Prnl y en Prn2. D) AcM Pem?29, reconoce el epitopo discontinuo, con los motivos de union GERQH,
QGSDPGGV, GDTWDDD y GGFGPGGFGP sélo en la region del fragmento A de PRH2-1.
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ANEXO 9. Determinacion de la dosis minima inductora de titulos de anticuerpos
contra la pertactina natural P.69 (Prnl) purificada de Bordetella pertussis.
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Titulos de anticuerpos contra la variante Prnl (ELISA). Los sueros evaluados pertenecen al dia 42, catorce dias
posteriores a la tercera administracidon subcutanea con P.69 (Prnl). Los sueros de cada grupo, N=10, se ensayaron en
placas de microtitulacion recubiertas con la proteina natural P.69. Se considerd positivo el suero con un titulo superior a
tres veces el valor de titulo producido por el grupo control negativo. El andlisis estadistico entre los grupos de
tratamiento se realizd con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y las medianas se compararon con la prueba a
posteriori de Dunn. Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,05), letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,001). Las lineas continuas representan la mediana de los titulos para un
grupo. El ensayo se repitié dos veces. Se muestran los resultados de un experimento tipico.
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ANEXO 10. Secuencia de ADN del gen ptxA2 codificante para la subunidad S1 de
PTg, deducida a partir de los datos primarios obtenidos por SAUT por ambas
cadenas.

En la secuencia, se destacan los tripletes (-) y (-), introducidos artificialmente, codificadores
de los aminoacidos Kg y G1y9, respectivamente.

ATGCGTTGCACTCGGGCAATTCGCCAAACCGCAAGAACAGGCTGGCTGACGTGGC
TGGCGATTCTTGCCGTCACGGCGCCCGTGACTTCGCCGGCATGGGCCGACGATCC
TCCCGCCACCGTATAC-TATGACTCCCGCCCGCCGGAGGACGTTTTCCAGAAC
GGATTCACGGCGTGGGGAAACAACGACAATGTGCTCGACCATCTGACCGGACGTT
CCTGCCAGGTCGGCAGCAGCAACAGCGCTTTCGTCTCCACCAGCAGCAGCCGGCG
CTATACCGAGGTCTATCTCGAACATCGCATGCAGGAAGCGGTCGAGGCCGAACGC
GCCGGCAGGGGCACCGGCCACTTCATCGGCTACATCTACGAAGTCCGCGCCGACA
ACAATTTCTACGGCGCCGCCAGCTCGTACTTCGAATACGTCGACACTTATGGCGA
CAATGCCGGCCGTATCCTCGCCGGCGCGCTGGCCACCTACCAGAGC-TATCTG
GCACACCGGCGCATTCCGCCCGAAAACATCCGCAGGGTAACGCGGGTCTATCACA
ACGGCATCACCGGCGAGACCACGACCACGGAGTATTCCAACGCTCGCTACGTCAG
CCAGCAGACTCGCGCCAATCCCAACCCCTACACATCGCGAAGGTCCGTAGCGTCG
ATCGTCGGCACATTGGTGCGCATGGCGCCGGTGATAGGCGCTTGCATGGCGCGGL
AGGCCGAAAGCTCCGAGGCCATGGCAGCCTGGTCCGAACGCGCCGGCGAGGCGAT
GGTTCTCGTGTACTACGAAAGCATCGCGTATTCGTTCTAG
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ANEXO 11. Secuencia de ADN de la regidn variable R1 del gen prnA2 codificante
para el lazo R1 de Prn2, deducida a partir de los datos primarios obtenidos por
SAUT por ambas cadenas.

Secuencia ADN codificadora de la proteina Prn2 madura (dominio extracelular)

gactggaacaaccagtccatcgtcaagaccggtgagcgccagcatggcatccatatccagggetccgacce
cgggcggcgtacggaccgccagcggaaccaccatcaaggtaagecggeccgtcaggecccagggcatecctgcet
agaaaatcccgcggccgagctgcagttccggaacggcagtgtcacgtecgtecgggacagttgteccgacgat
ggcatccggcgctttctgggcaccgtcaccgtcaaggccggcaagectggtecgecgatcacgeccacgetgg
ccaacgttggcgacacctgggacgacgacggcatcgcgctctatgtggccggcgaacaggcccaggceccag
catcgccgacagcaccctgcagggcgctggecggecgtgcagatcgagcgcggcgcecaatgtcacggtccaa
cgcagcgccatcgtcgacgggggcttgcatatcggecgecctgcagtcattgcageccggaagaccttecge
ccagccgggtggtgctgcgcgacaccaacgtgaccgceccgtgceccecgceccagcggcecgcgeccgecggeggtgte
tgtgttgggggccagtgagcttacgctcgacggcgggcacatcaccggcgggcgggcagcgggggtggeg
gccatgcaaggggcggtcgtgcatctgcagecgecgecgacgatacggecgecggggacgcgectgecggeggtg
cggttcccggcggtgecggttecec

gtcctcgacggctggtatggcgtggacgtatcgggctccagecgtggagectecgcecccag
tcgatcgtcgaggcgccggagctgggecgecgcaatccgggtgggecgecggegccagggtgacggtgtecgyg
gcggcagcttgtccgcaccgcacggcaatgtcatcgagaccggcggcgecgegtegetttgegectcaage
cgcgcccecctgtcgatcaccttgcaggeccggcecgecgcatgeccaggggaaagecgectgetgtaccgggtectyg
ccggagcccgtgaagctgacgctgaccgggggecgeccgatgcgcagggecgacatecgtecgegacggagctge
cctccattcccggcacgtcgatcgggceccgctcgacgtggecgectggeccageccaggecccgatggacgggege
tacccgcgcggtcgactcecgectgtccatcgacaacgccacctgggtcatgacggacaactcgaacgteggt
gcgctacggctggccagcgacggcagcgtcgatttccagcagecggeccgaagctgggeggttcaaggtece
tgacggtcaatacgctggcgggttcggggctgttcecgcatgaatgtcttcgeggacctggggctgagcga
caagctggtcgtcatgcaggacgccagcggccagcacaggctgtgggtccgcaacagcggcagcgagccyg
gccagcgccaacaccctgctgctggtgcagacgccactaggcagcgcggcgacctttacccecttgcecaaca
aggacggcaaggtcgatatcggtacctatcgctatcgattggeccgeccaacggcaatgggcagtggagect
ggtgggcgcgaaggcgccgccggecgcecccaagcccgecgceccgcagccgggteecccageccgecgcageccgcecg
cagccgcagccggaagcgcecggcecgecgcaaccgecggcgggcagggagttgtecgecgecgecaacgegg
cggtcaacacgggtggggtgggcctggccagcacgctctggtacgccgaaagcaatgecgttgtccaageg
cctgggcgagttgcgcctgaatccggacgccggcggcgectggggecgcggcttcecgegcaacgccageag
ctggacaaccgcgccgggcggcecgcttcgaccagaaggtggceccggecttecgagectgggegecgaccacgcgyg
tggcggtggccggcggacgctggcacctgggecgggctggeccggctatacgecgecggcgaccgcggcettecac
cggcgacggcggce

La secuencia

ggcggtgceggtteccggeggtgeggttecciieggetteggteccageagetteggteceggeggettes

14

codifica para la secuencia de aminoacidos:

GGAVPGGAVP_, la cual forma parte del lazo de la Rl

de Prn2.
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ANEXO 12. Extraccion de Prn2 y eliminacion de acidos nucleicos contaminantes mediante precipitacion
con fosfato de calcio.

A)

1. Sobrenadante del precipitado celular resuspendido
2. Sobrenadante de extraccién de Prn2 a 60°C
3. Sobrenadante de la precipitacion con fosfato calcio

am10000pb 4. Filtracion del sobrenadante de la precipitacion
5. Ajuste de pH (8.8) y conductividad (1 mS/cm)
6. Control negativo (Tampdn sin muestra)
7. Pocillo sin muestra

B) m 1 2 3 4 5 m. Marcador de talla molecular
250=
130 =
95 =
72= m. Marcador de talla molecular
55m

1. Sobrenadante del precipitado celular resuspendido
2. Sobrenadante de extraccidon Prn2 a 60°C

b= e — 3. Sobrenadante de la precipitacidn con fosfato calcio
28 o — 4. Filtracidon del sobrenadante de la precipitacion

5. Ajuste de pH (8.8) y conductividad (1 mS/cm)
17

C) 250=

130=
95= m. Marcador de talla molecular
e T e 1. Sobrenadante resuspension del precipitado celular
= 2. Sobrenadante extraccién Prn a 60°C
3. Sobrenadante precipitacién con fosfato calcio
e 4. Filtracién sobrenadante de precipitacion
i 5. Ajuste de pH (8.8) y conductividad (1 mS/cm)

A) El ADN contaminante de alto peso (> 10 kb) se elimina después de anadir fosfato de calcio al sobrenadante de
extraccidn y centrifugar. B) En el sobrenadante de extraccion se observa una banda reforzada a la altura de 72 kDa,
la cual permanece en los pasos de precipitacion, filtracion y ajuste del pH y la conductividad del sobrenadante para
su procesamiento posterior mediante intercambio aniénico (DEAE+). C) Reconocimiento especifico de Prn2, a la
altura de 72 kDa, mediante Western blotting con el AcM Pem19 en los diferentes pasos de extraccion, precipitacion, el
ajuste del pH y la conductividad.
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ANEXO 13. Verificacion de la secuencia de aminoacidos en las proteinas purificadas

PTg, Prn2 y FHA mediante espectrometria de masas.
La aplicacion de la estrategia de PMF (“Peptide Mass Fingerprint”) permitié la identificacion de la
proteina PTg de Bordetella pertusis con un 96 % de cobertura.
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K9: sefial correspondiente al péptido: IDDPPATVYK®
G129: sefial correspondiente al péptido: 1181 AGAL ATY ()SGY AHR13#

Espectro de masas de la digestion triptica de la banda correspondiente a la subunidad s1 del toxoide PTg de la
cepa Bordetella pertusis BPCNIC0311. K9 (m/z 1005,504) y G129 (m/z 1805,013) indican las sefales correspondientes

a los péptidos que contienen las mutaciones K9 y G129, respectivamente.

Las sefiales correspondientes a los péptidos que contienen las mutaciones se fragmentaron para obtener
informacidn de secuencia. La figura B y C muestra los espectros MS/MS que permiten la confirmacion de
ambas mutaciones.
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Espectro MS/MS de la sefial Ky. En rojo el residuo Ko que constituye la mutacion.
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Espectro MS/MS de la sefial G1,9. En rojo el residuo Gi,9 que constituye la mutacion.

A continuacioén, en rojo, se muestra la cobertura alcanzada en la secuenciacién de subunidad uno de PTg
(96 %).

DDPPATVYKYDSRPPEDVFONGEFTAWGNNDNVLDHLTGRSCQVGSSNSAFVSTSSSRRYTEVYLEHRM
QEAVEAERAGRGTGHFIGYIYEVRADNNFYGAASSYFEYVDTYGDNAGRILAGALATYQSGYLAHRRI
PPENIRRVTRVYHNGITGETTTTEYSNARYVSQQOTRANPNPYTSRRSVASIVGTLVRMAPVIGACMAR
QAESSEAMAAWSERAGEAMVLVYYESTIAYSE

En la siguiente tabla se muestran los péptidos secuenciados pertenecientes a la subunidad S1 de la
proteina PTg.

Proteina Péptidos secuenciados m/z exp
DDPPATVYK 1004,50
YDSRPPEDVFQNGFTAWGNNDNVLDHLTGR 3433,65
SCQVGSSNSAFVSTSSSR 1860,87
RYTEVYLEHR 1374,60
MQEAVEAER 1061,50
GTGHFIGYIYEVR 1510,77
ADNNFYGAASSYFEYVDTYGDNAGR 2766,21
ILAGALATYQSGYLAHR 1803,99

PTg (S1) IPPENIRR 993,58
VYHNGITGETTTTEYSNAR 2113,01

YVSQQTR 880,49
YVSQQTRANPNPYTSR 1881,92
ANPNPYTSR 1018,50
SVASIVGTLVR 1100,67
MAPVIGACMARQAESSEAMAAWSER 2772,46
QAESSEAMAAWSER 1551,70
AGEAMVLVYYESIAYSF 1911,94
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La aplicacion de la estrategia de PMF (“Peptide Mass Fingerprint”) permitié la identificacion de la
proteina Prn2 madura de Bordetella pertusis con un 60% de cobertura. La figura D muestra el espectro de

masas de la digestidn triptica de la banda correspondiente a la proteina Prn2.
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Espectro de masas de la digestion triptica de la banda correspondiente a la proteina Prn2.
La zona ampliada muestra la senal m/z 1532,12, la cual corresponde al péptido
GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIR.

La sefal m/z 1532,12 correspondiente al péptido de Prn2, que contiene las seis secuencias GGXXP
repetidas en tindem, se fragmento6 para obtener informacion de la secuencia. En la figura E se muestra
una region ampliada que corrobora la identidad de dicho péptido por secuenciacion del extremo C-

terminal.
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Espectro MS/MS de la sefial m/z 1532,12. La regién ampliada corrobora la secuencia C-terminal del péptido triptico

correspondiente a dicha sefial.
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Las mutaciones introducidas en la proteina Prn2 en comparacion con Prnlse ubican hacia el extremo
amino del péptido correspondiente a la sefial m/z 1532,12. Las figuras F y G muestran las zonas
ampliadas del espectro MS/MS que permite la confirmacion de ambas mutaciones realizadas en la
secuencia original.
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Péptido correspondiente a la sefial m/z 1532,12

GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIR.
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Péptido correspondiente a la sefial m/z 1532,12

GDAPAGGAVPGGAVPGGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGWYGVDVSGSSVELAQSIVEAPELGAAIR.
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A continuacion, en rojo, se muestra la cobertura alcanzada en la secuenciacidn de la proteina Prn2 (60 %).

DWNNOSIVKTGERQHGIHIQGSDPGGVRTASGTTIKVSGROAQGILLENPAAELOQFRNGSVTSSGQLS
DDGIRRFLGTVTVKAGKLVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASTADSTLOGAGGVQIERGAN
VTVQRSAIVDGGLHIGALOSLOQPEDLPPSRVVLRDTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGG
RAAGVAAMQGAVVHLORATIRRGDAPAGGAVPGGAVPGGEFGPGGFGPGGEFGPGGEFGPVLDGWYGVDVS
GSSVELAQSIVEAPELGAAIRVGRGARVITVSGGSLSAPHGNVIETGGARRFAPQAAPLSITLOAGAHA
OGKALLYRVLPEPVKLTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQARWTGATRAVDSLSIDN
ATWVMTDNSNVGALRLASDGSVDFQQPAEAGRFKVLTVNTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMQDAS
GOHRLWVRNSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLAANGNGOWSLVGAKAPP
APKPAPOPGPOPPQPPOPOPEAPAPQPPAGRELSAAANAAVNTGGVGLASTLWYAESNALSKRLGELR
LNPDAGGAWGRGFAQROQLDNRAGRREFDOKVAGFELGADHAVAVAGGRWHLGGLAGYTRGDRGEFTGDG
GG

En la siguiente tabla se muestran los péptidos secuenciados pertenecientes a la proteina Prn2.

Proteina Péptidos secuenciados m/z exp
QHGIHIQGSDPGGVR 1556,8827
QAQGILLENPAAELQFR 1897,1327
NGSVTSSGQLSDDGIR 1591,8527
NGSVTSSGQLSDDGIRR 1747,9927

FLGTVTVK 863,5727
LVADHATLANVGDTWDDDGIALYVAGEQAQASIADSTLQGAGGVQIER  4881,5727
SAIVDGGLHIGALQSLQPEDLPPSR 2569,5127
DTNVTAVPASGAPAAVSVLGASELTLDGGHITGGR 3260,8427
AAGVAAMQGAVVHLQR 1577,9427
VTVSGGSLSAPHGNVIETGGAR 2065,1827
Prn2 FAPQAAPLSITLQAGAHAQGK 2076,2427
LTLTGGADAQGDIVATELPSIPGTSIGPLDVALASQAR 3675,1927
AVDSLSIDNATWVMTDNSNVGALR 2548,3827
LASDGSVDFQQPAEAGR 1746,9127
VLTVNTLAGSGLFR 1446,9127
MNVFADLGLSDK 1308,7227
LVVMQDASGQHR 1339,7527
NSGSEPASANTLLLVQTPLGSAATFTLANK 2972,7327

VDIGTYR 822,4827

LAANGNGQWSLVGAK 1484,8827
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En la figura H se muestra el espectro de masas de la digestion triptica de la proteina hemaglutinina

filamentosa. La aplicacidon de la estrategia de PMF (“Peptide Mass Fingerprint”) permitié la identificacidon

de la proteina FHA madura de Bordetella pertusis con un 68% de cobertura.
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Espectro de masas de la digestion triptica de la banda correspondiente a la proteina FHA. Los asteriscos indican

las sefiales m/z de los péptidos fragmentados para obtener informacién de la secuencia.

En la siguiente tabla se muestran las secuencias de la proteina FHA obtenidas a partir del andlisis de
los espectros correspondientes a la fragmentacién de las sefiales mds intensas.

Proteina

Péptidos secuenciados

m/z exp

FHA

LAGTLEVYGK
QLDLGAVQAR
QAVQLGAASSR
VSVQSVNSASR
ALGHSQLMQR
IDSTGSVGIGALK
QLVSSAQLEVR
LVSDAGADLQAGR
GQVDLHDLSAAR
QDFFTPGSVVVR
VSSDGQAALGSLAAK
LASGGGAVNVAGGGAVK
TPLPVSLTALDNR
QADQATIDAETDK
AAEAIVHDGVMATK
HITLVSSDSGLGVR
VTAATSGGGLHVSSGR
HDLTVTASGQADNR
MAVQAVEAYGEATR

525,83
535,84
544,33
567,33
570,83
609,38
615,37
636,88
641,38
676,4

687,91
692,93
698,94
703,38
706,91
720,94
728,94
742,92
748,42
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IASASSVGNLAVQGGGK 758,46

EVDGIIQEFAADLR 788,47
GGVNATGLGYFDVVAR 798,47
QASAILAEVTDTSPSR 823,48
SMTLGIVDTTGDLQAR 839,49
IGAAQTSLADGAAGPALAR 856,02
LSVDVASWDNAGSLDIK 895,52
VPVVNIADPNSGGVSHNK 602,36
EAATIVAASVSNPGTFTAGK 946,56
DLVVDQDHILPVAEGTLR 664,4
DVAAAADLALQAGDALQAGFLK 1064,61
QIDVVDGRPQITDAVTGEAR 714,42
GAVTVSGGGAVNLGDVQSDGQVR 1072,14
GAIGVQGGEAVSVANANSDAELR 1093,12
QGVLEVGGALTNEFLVGSDGTQR 1174,18

SGIGLEGWGAVGADSLGSDGAISVSGR 1238,21

A continuacién, en rojo, se muestra la cobertura alcanzada en la secuenciacién de la proteina FHA (68 %), en
la cual se incluyen los péptidos secuenciados de la tabla anterior y los identificados por PMF.

QOGLVPQGQTQVLQGGNKVPVVNIADPNSGGVSHNKFQQOFNVANPGVVENNGLTDGVSRIGGALTKNPNLTRQASATILAEVTDTSPSRLAGT
LEVYGKGADLITANPNGISVNGLSTLNASNLTLTTGRPSVNGGRIGLDVQQGTVTIERGGVNATGLGYFDVVARLVKLQGAVSSKQGKPLA
DIAVVAGANRYDHATRRATPIAAGARGAAAGAYAIDGTAAGAMYGKHITLVSSDSGLGVRQLGSLSSPSAITVSSQGEIALGDATVQORGPL
SLKGAGVVSAGKLASGGGAVNVAGGGAVKIASASSVGNLAVQGGGKVQATLLNAGGTLLVSGRQAVQLGAASSROQALSVNAGGALKADKLS
ATRRVDVDGKQAVALGSASSNALSVRAGGALKAGKLSATGRLDVDGKQAVTLGSVASDGALSVSAGGNLRAKQLVSSAQLEVRGQREVALD
DASSARGMTVVAAGALAARNLOSKGAIGVQGGEAVSVANANSDAELRVRGRGQVDLHDLSAARGADISGEGRVNIGRARSDSDVKVSAHGA
LSIDSMTALGAIGVQAGGSVSAKDMRSRGAVTVSGGGAVNLGDVQOSDGQVRATSAGAMTVRDVAAAADLALQAGDALQAGFLKSAGAMTVN
GRDAVRLDGAHAGGQLRVSSDGOAALGSLAAKGELTVSAARAATVAELKSLDNISVTGGERVSVQSVNSASRVAISAHGALDVGKVSAKSG
IGLEGWGAVGADSLGSDGAISVSGRDAVRVDQARSLADISLGAEGGATLGAVEAAGSIDVRGGSTVAANSLHANRDVRVSGKDAVRVTAAT
SGGGLHVSSGRQLDLGAVQARGALALDGGAGVALQSAKASGTLHVQGGEHLDLGTLAAVGAVDVNGTGDVRVAKLVSDAGADLQAGRSMTL
GIVDTTGDLOARAQQKLELGSVKSDGGLQAAAGGALSLAAAEVAGALELSGQGVTVDRASASRARIDSTGSVGIGALKAGAVEAASPRRAR
RALRQDFFTPGSVVVRAQGNVTVGRGDPHQGVLAQGDIIMDAKGGTLLLRNDALTENGTVTISADSAVLEHSTIESKISQSVLAAKGDKGK
PAVSVKVAKKLEFLNGTLRAVNDNNETMSGRQIDVVDGRPQITDAVTGEARKDESVVSDAALVADGGPIVVEAGELVSHAGGIGNGRNKENG
ASVTVRTTGNLVNKGYISAGKQGVLEVGGALTNEFLVGSDGTQRIEAQRIENRGTFQSQAPAGTAGALVVKAAEATIVHDGVMATKGEMQIA
GKGGGSPTVTAGAKATTSANKLSVDVASWDNAGSLDIKKGGAQVTVAGRYAEHGEVSIQGDYTVSADATIALAAQVTQRGGAANLTSRHDTR
FSNKIRLMGPLOVNAGGAVSNTGNLKVREGVTVTAASEFDNETGAEVMAKSATLTTSGAARNAGKMOVKEAATIVAASVSNPGTEFTAGKDIT
VTSRGGFDNEGKMESNKDIVIKTEQFSNGRVLDAKHDLTVTASGOADNRGSLKAGHDETVQAQRIDNSGTMAAGHDATLKAPHLRNTGQVV
AGHDIHIINSAKLENTGRVDARNDIALDVADETNTGSLYAEHDATLTLAQGTQRDLVVDODHILPVAEGTLRVKAKSLTTEIETGNPGSLI
AEVQENIDNKQAIVVGKDLTLSSAHGNVANEANALLWAAGELTVKAQNITNKRAALIEAGGNARLTAAVALLNKLGRIRAGEDMHLDAPRI
ENTAKLSGEVQRKGVQDVGGGEHGRWSGIGYVNYWLRAGNGKKAGTIAAPWYGGDLTAEQSLIEVGKDLY LNAGARKDEHRHLLNEGVIQA
GGHGHIGGDVDNRSVVRTVSAMEYFKTPLPVSLTALDNRAGLSPATWNFQSTYELLDYLLDONRYEYIWGLYPTYTEWSVNTLKNLDLGYQ
AKPAPTAPPMPKAPELDLRGHTLESAEGRKIFGEYKKLQGEYEKAKMAVQAVEAYGEATRRVHDQLGORYGKALGGMDAETKEVDGIIQEF
AADLRTVYAKQADQATIDAETDKVAQRYKSQIDAVRLOAIQPGRVTLAKALSAALGADWRALGHSQLMORWKDEFKAGKRGAETIAFYPKEQT
\Y%
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Anexo 14. Relacion de las concentraciones de citocinas IFNy e IL-4 secretadas por
los esplenocitos estimulados con PTg, FHA y Prn2.
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Los ratones se inmunizaron con las preparaciones vacunales PTg/FHA/PRH2-1 y PTg/FHA/Prn2 adyuvadas con
alimina. Cada punto muestral representa la relacion IFNy / IL-4. Las figuras de color negro, blanco y gris se
corresponden con las células estimuladas con PTg, FHA y Prn2 respectivamente. El analisis estadistico se realizé con la
prueba no paramétrica Mann-Whitney. Las letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05). Las lineas continuas representan la mediana de cada grupo. La determinacion se repiti6 tres
veces. Se muestran los resultados de un experimento tipico.
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