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RESUMEN. El desarrollo de las vacunas conjugadas compuestas por polisacáridos
unidos covalentemente a proteínas contra Haemophilus influenzae type b, han
demostrado ser eficaces en infantes, lo que condujo al desarrollo activo de las
vacunas conjugadas contra otros microorganismos por varios grupos de investi-
gación. La influencia en la respuesta inmune de la estructura de los brazos
espaciadores utilizados en conjugados de polisacárido de N. meningitidis se-
rogrupo C (PMGC)-toxoide tetánico (TT) fue evaluado en ratones Balb/c. Se deter-
minó la generación de anticuerpos IgG anti-PMGC e IgG anti-TT en los sueros de
los animales inoculados por medio de un ELISA indirecto. También se evaluaron
las subclases de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti PMGC. El 1,6-diaminohexano
(AH), el 1,8-diaminooctano (AO), el ácido 6-aminohexanoico (AA) y la dihidrazida
del ácido adípico (ADH), fueron utilizados como brazos espaciadores con diferen-
tes estructuras químicas, unidos al PMGC y al TT por medio de la reacción con
carbodiimida. El suero de todos los ratones que fueron inoculados con los conju-
gados presentaron elevados títulos de IgG anti-PMGC y los valores más elevados
se encontraron en los sueros de animales inoculados con el conjugado en los que
se utilizó al ADH como brazo espaciador. En los grupos de animales inmunizados
con los conjugados que utilizaron al AO y al ADH se detectaron títulos de IgG2a
superiores a los detectados para el PMGC no conjugado; se observaron los títulos
de IgG2a más elevados en los sueros de ratones inmunizados con conjugados con
ADH. Las concentraciones de anticuerpos IgG anti-TT observados en los sueros
de los ratones inmunizados con los conjugados fueron más elevados que los de-
terminados en el suero de animales inmunizados con el TT. Se concluyó que la
respuesta inmune obtenida en los ratones después de ser inoculados con los con-
jugados varía en dependencia del brazo del espaciador utilizado, siendo más ele-
vada cuando se utiliza el ADH

ABSTRACT. The development of polysaccharide-protein conjugate vaccines for
Haemophilus influenzae type b, which have proven to be efficacious in infants
and young children, has led to active development by a number of investigators
of conjugate vaccines for other diseases. The influence on immune response of
the structure of spacer arms used in N. meningitidis serogroup C polysaccharide
(MGCP)�tetanus toxoid (TT) conjugate was evaluated in Balb/c mice. The IgG
anti-MGCP and IgG anti-TT elicited in serums of mice immunized with conju-
gates and MGCP unconjugated, were evaluated by an ELISA method. The IgG
subclass (IgG1 and IgG2a) anti-MGCP elicited in serums of animals immunized
with conjugates and MGCP unconjugated, were also evaluated. 1,6-diaminohexane
(AH), 1,8-diaminooctane (AO), 6-aminohexanoic acid (AA) and adipic acid
dihydrazide (ADH) were used like spacer arms with different structure, linked to
MGCP and TT using carbodiimide-mediated coupling. All mice that were inocu-
lated with conjugates, showed high titles of IgG anti-MGCP, but the higher titles
were found in serums of mice immunized with conjugates with ADH as spacer
arm. In serum of mice immunized with conjugates with AO or ADH were de-
tected higher titles of IgG2a anti-MGCP than in mice immunized with MGCP
unconjugated, and the higher titles of IgG2a anti-MGCP were observed in sera of

mice immunized with conjugates with
ADH. Higher levels of anti-TT antibod-
ies were observed in sera of mice im-
munized with conjugates than titles ob-
served in sera of mice immunized with
TT itself. As conclusion, it was obtained
that the immune response of conju-
gates varied in dependence of chemi-
cal structure of spacer arms used in the
link MGCP to TT, being higher when
it is used ADH.

INTRODUCCION

Las meningitis meningocócicas
constituyen un problema de salud
mundial, ocurriendo en ambas for-
mas: epidémica y endémica,1 sien-
do los serogrupos más importantes:
A, B, C, Y y W135. Aunque el sero-
grupo B es el más frecuentemente
aislado en los casos de enfermeda-
des por este gérmen, la incidencia
del meningococo del serogrupo C se
ha incrementado en años recientes
en Europa2 y Canadá.3

Existen varias vacunas comer-
ciales disponibles contra estas en-
fermedades basadas en el polisacá-
rido capsular purificado a partir de
cultivos bacterianos, las cuales han
demostrado ser inmunogénicas en
adultos, no así, en niños pequeños,
debido a su timo independencia
(TI).2 Este inconveniente se ha re-
suelto en los últimos años, con el
surgimiento de las vacunas conju-
gadas,4-6 que consisten en la unión
covalente entre un polisacárido y
una proteína. Esta proteína al con-
jugarse, cambia la timo indepen-
dencia del polisacárido.7-12 En estas
uniones, en ocasiones, se hace ne-
cesario la utilización de moléculas
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espaciadoras, también conocidas
como brazos espaciadores, que cum-
plen dos objetivos: funcionalizar a los
antígenos para favorecer su unión y
separar los dos antígenos con el ob-
jetivo de lograr un mejor reconoci-
miento por el sistema inmune.

Es evidente que estas vacunas
conjugadas difieren en un número
de criterios esenciales tales como:
peso molecular, longitud de las mo-
léculas de los sacáridos, la proteína
transportadora, la unión (presencia
o no de brazos espaciadores) y el
grado de sustitución de la proteína
con el sacárido. Estas diferencias
hacen que sea más difícil relacionar
la potencia de las vacunas conjuga-
das con la estructura de cada una
de ellas.8

El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la respuesta inmune de
ratones, inducida contra conjuga-
dos obtenidos por la unión covalente
del polisacárido de N. meningitidis
serogrupo C, el toxoide tetánico
como proteína portadora y brazos
espaciadores con diferentes estruc-
turas químicas. Por otro lado, estu-
diar el patrón de la respuesta inmune
que se establece según el espacia-
dor utilizado en el conjugado.

MATERIALES Y METODOS
Espaciadores

Los espaciadores utilizados en el
estudio fueron: ácido 6-aminohexa-
noico (AA) (Fluka), 1,6-diaminohexano
(AH) (BDH), 1,8-diaminooctano (AO)
(Sigma) e dihidrazida del ácido
adípico (ADH) (Sigma). Todos de
calidad certificada puro para análi-
sis.

Obtención de polisacárido de N.
meningitidis C (PMGC) y toxoide
tetánico (TT)

El PMGC utilizado fue proceden-
te de una cepa vacunal de Neisseria
meningitidis serogrupo C ( Lote P-
9016 con Kav = 0,2) producido en la
planta 3 del Instituto Finlay, Ciudad
de La Habana, Cuba y el TT (Lote
028/96 con 1 500 Lf) fue producido
en la planta 2, también de ese Ins-
tituto. Ambos fueron obtenidos
con buenas prácticas de produc-
ción.

Obtención de los conjugados

Para activar al polisacárido, se le
adicionó 1-etil-3-(3-dimetilamino-
propil)-carbodiimida (EDAC, Sigma
E7750) a una disolución de 5 mg/mL
de PMGC. Se dejó en agitación por
30 min, se le adicionó el espaciador
y se dejó en agitación 4 h . Luego,
se dializó contra disolución regula-
dora de fosfato salino (PBS, pH 7,2)

a 4 oC toda la noche. Al día siguien-
te, se le adicionó una disolución de
1 mg/mL TT y se dejó en agitación
a temperatura ambiente durante
30 min . Se le agregó (v/v) la disolu-
ción de polisacárido activado el día
anterior y se dejó agitando a tem-
peratura ambiente por 3 h . Trans-
currido este tiempo, se dializó con
PBS toda la noche a 4 oC .

Como paso final del proceso, el
dializado se aplicó en una columna
XK-26 con sepharosa CL-4B, de la
que se recogió la fracción eluida a
280 nm . A esta, se le determinó la
concentración de proteína por el
método de Lowry13 y el contenido de
ácido siálico por el método del
resorcinol.14 Los conjugados resul-
tantes fueron almacenados a 4 oC
con 0,02 % de timerosal adcionado.

Determinación de PMGC libre en
los conjugados

A los conjugados obtenidos se
les determinó el porcentaje de poli-
sacárido libre a través de una preci-
pitación antígeno-anticuerpo en
sueros con elevados títulos anti-TT.
Para realizar la técnica, se tomaron
0,5 mL de conjugado y se le adicio-
naron 0,5 mL del suero anti-TT (Ins-
tituto Finlay), se incubó a 37 oC du-
rante 1 h . Posteriormente, se le aña-
dieron 350 µL de una disolución de
polietilenglicol 6000 en PBS (1 : 3 m
/v) y se dejó en reposo a temperatu-
ra ambiente durante 45 min; se
centrifugó a 10 000 r/min por 40 min;
se decantó el sobrenadante y a este,
se le determinó el PMGC presente.

Inmunización

Se utilizaron cinco grupos de
ocho ratones cada uno de la línea
Balb/c entre 18 y 22 g de peso al ini-
cio del experimento. Cada grupo fue
inmunizado con un conjugado dife-
rente por vía intraperitoneal con
tres dosis de 10 µg (cada uno) de
PMGC a los 0, 14 y 28 d . Como
controles se emplearon el PMGC na-
tivo y PBS. Los sueros fueron obte-
nidos previamente a cada inocula-
ción y a los 35 y 42 d  de la primera
dosis. Fueron colectados por sepa-
rado y almacenados a �20 oC hasta
su uso.15

Determinación de anticuerpos IgG
anti-PMGC y anti-TT

Se determinó la inmunogenici-
dad de los conjugados mediante la
técnica ELISA, para lo cual, se uti-
lizaron placas de acetato de poli-
vinilo (Costar 2595). Como antíge-
nos de recubrimiento se utilizó el
polisacárido de N. meningitidis

serogrupo C de partida, el cual, se
fijó después de un tratamiento pre-
vio con Poli-L-lisina (3 µg/mL) (Sig-
ma P1399)16 y el TT de partida en
disolución reguladora de carbonato
pH 9,6.17 Las muestras se diluyeron
1 : 400 y 1 : 200 en PBS-Tween 20,
respectivamente. Se utilizó un con-
jugado anti-IgG de ratón unido a pe-
roxidasa (Sigma 3742). Como sustra-
to se utilizó o�fenilendiamina
(Merck 7243) y la absorbancia se
midió en un equipo Titertek Multis-
kan a una λ de 492 nm .

Determinación de subclases de
IgG anti-PMGC

La determinación de subclases
de IgG en sueros de ratones inmu-
nizados, se realizó mediante un
ELISA de amplificación biotina-
streptavidina en placas de poliesti-
reno de 96 pocillos (Maxisorp,
Nunc). Luego de un tratamiento con
100 µL/pocillo de Poli-L- Lisina (3 µg
/mL) durante 30 min a temperatura
ambiente en cámara húmeda y un
lavado con PBS/Tween-20 (disolu-
ción de lavado), se recubrió con una
disolución de PMGC (5 mg/mL) y se
dejó toda la noche en una cámara
húmeda a 4 ºC . Luego del corres-
pondiente lavado, se bloqueó con
PBS-BSA- Tween 20 por incubación
a temperatura ambiente en cámara
húmeda por 1 h . Las muestras uti-
lizadas fueron aplicadas en una di-
lución 1 : 100 en PBS-BSA-Tween 20
y se incubaron toda la noche a 4 ºC .
Al día siguiente, se lavó la placa con
la disolución de lavado y se añadie-
ron los conjugados anti-IgG1 o
IgG2a biotinilados (Sigma). Luego
de un paso de lavado idéntico a los
anteriores, se añadió streptavidina
(Sigma). Como sustrato se utilizó
100 µL/pozo de H2O2 al 0,15 % con o-
fenilendiamina (1 mg/mL)(Sigma)
y se detuvo la reacción con H2SO4
2,5 mol/L . La absorbancia se midió
a 492 nm en el lector de ELISA.

Análisis estadístico

 Para el análisis estadístico de los
resultados fue utilizado un análisis
de varianza (ANOVA), con un nivel
de significación del 95 % para nor-
malizar su distribución. Cuando se
encontraron diferencias, se usaron
las pruebas de comparaciones múl-
tiples de LSD (menor diferencia sig-
nificativa). Se utilizó el programa
estadístico Statgraphics Plus (V. 2.1),
así como también, el Microsoft
Excel para la determinación de las
medias y la desviación estándar de
los resultados obtenidos con el
ELISA.
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RESULTADOS
Composición de los conjugado

Los grupos aminos incorporados
en la cadena polisacarídica, la rela-
ción másica PMGC/TT, así como los
rendimientos de los conjugados ob-
tenidos en todos los experimentos
(n = 5) con los diferentes brazos es-
paciadores fueron similares (Tabla 1).
El ensayo de contrainmuno difusión
mostró bandas de precipitación
anti-PMGC para todos los conjuga-
dos, así como también, para el
PMGC nativo.

Determinación de anticuerpos
IgM específico anti-PMGC

La respuesta de anticuerpos IgM
anti-PMGC fue medida en todos los
sueros y los títulos observados fue-
ron bajos, incluso en los sueros de
los animales inmunizados con el
PMGP nativo y no se encontraron
diferencias significativas entre los
conjugados.

Determinación de anticuerpos IgG
anti-PMGC

La cinética de producción de
anticuerpos IgG fue medida en los
sueros de los animales por ELISA y
se observó que los conjugados pre-
parados con ADH y AO produjeron
aumentos estadísticamente signifi-
cativos en las concentraciones de
anticuerpos IgG anti-PMGC des-
pués de la segunda dosis (día 28).
Sin embargo, después de la tercera
dosis, las concentraciones de anti-
cuerpos IgG detectados en los sue-
ros de los animales inmunizados
con los conjugados, aumentaron
significativamente en el día 42 (P <
0.05) (Tabla 2).

Los títulos de anticuerpos IgG
anti-PMGC más elevados fueron
observados en los sueros de los ani-
males inmunizados con el conjuga-
do que utilizó al ADH como brazo
espaciador (Tabla 2).

Determinación de subclases de
anticuerpos IgG anti-PMGC

Se observó que el incremento de
la concentración de anticuerpos
IgG anti-PMGC obtenido contra los
conjugados preparados con AH o
AA fue debido fundamentalmente
al incremento de la subclase IgG1,
ya que para la IgG2a no se observó
un incremento significativo de los
títulos después de la tercera dosis
(día 42) (P = 0,01) (Fig. 1). Sin em-
bargo, para los conjugados con ADH
y AO, sí se observó un incremento
significativo de los títulos de anti-
cuerpos en ambas subclases (IgG1,
IgG2a), siendo superiores los títu-

los de anticuerpos IgG2a para los
conjugados con ADH .

Determinación de anticuerpos IgG
específicos anti-TT

La cinética de producción de
anticuerpos IgG anti-TT (Fig. 2)
medidos en sueros de ratones inmu-
nizados con los diferentes conjuga-

dos demostró que en todos los ca-
sos, se producen aumentos signifi-
cativos de los títulos de anticuerpos
IgG después de la segunda inocula-
ción (P < 0,05) y con un aumento
creciente después de la tercera ino-
culación. Las diferencias observa-
das en los títulos de anticuerpos
IgG anti-TT obtenidos en los sueros

Tabla 2. Títulos de anticuerpos IgG anti-PMGC obtenidos en sueros de ratones
Balb/c después de ser inmunizados con conjugados de PMGC con diferentes bra-
zos espaciadores y TT como proteína transportadora.

GMT Media geométrica de los títulos de anticuerpos  (U/ mL).   DE Desviación estándar.
AA Acido 6-aminohexanoico.   AH 1,6-diaminohexano.   AO 1,8-diaminooctano.   ADH
Dihidrazida del ácido adípico.   n = 5.   Ratones positivos  Ratones que respondieron
positivamente.

Fig. 1. Subclases de anticuerpos IgG (IgG1, IgG2a) anti-PMGC producidos en los sue-
ros de ratones inmunizados con los conjugados en estudio.   Títulos por ELISA de
sueros de Balb/c obtenidos a 0 y 42 d . Los títulos fueron expresados como la absor-
bancia obtenida a una λ de 492 nm, con una dilución de 1 : 200 de los sueros.   PM
= PMGC.   AA = PMGC-ácido 6-aminohexanoico-TT.   AH = PMGC-1,6-diaminohexa-
no-TT.   AO = PMGC-1,8-diaminooctano-TT.   AD = PMGC-dihidrazida del ácido adí-
pico-TT.

Tabla 1. Caracterización de los conjugados.

PMGC Polisacárido de meningococo grupo C.   TT Toxoide tetánico.   AA  Acido 6-
aminohexanoico.   AH 1,6-diaminohexano.   AO 1,8-Diaminooctano.   ADH Dihidrazida
del ácido adípico.
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de ratones inoculados con los dife-
rentes conjugados, no fueron signi-
ficativas.

DISCUSION

El presente estudio se realizó
con el objetivo de evaluar el efecto
de la estructura de los brazos espa-
ciadores utilizados en la conjuga-
ción de polisacáridos a proteínas
sobre la respuesta inmune genera-
da por esos conjugados inoculados
en ratones Balb/c.

Es conocido que las conjugaciones
de polisacáridos a proteínas en pre-
paraciones vacunales aumentan la
respuesta inmune del hospedero y
generan una respuesta de anticuer-
pos de memoria, incluso, en niños en
edades por debajo de los dos años.
Actualmente, existen en el mercado
varias vacunas conjugadas contra
Haemophilus influenzae tipo b7-10 y
dos contra N. meningitidis serogru-
po C,11,12 que han demostrado su efi-
cacia en ensayos clínicos.

La magnitud de la respuesta y la
extensión de la dependencia de las
células T-cooperadoras en los con-
jugados, están relacionadas con las ca-
racterísticas químicas del conjugado
en cuestión, tales como: la presencia
o ausencia de entrecruzamientos
entre las moléculas de polisacárido
o proteína, presencia o ausencia de
brazos espaciadores, características
del brazo espaciador, tipo de proteí-
na transportadora, tamaño del poli-
sacárido conjugado y grado de sus-
titución.8

En este trabajo, todos los conju-
gados fueron obtenidos utilizando
la misma proteína transportadora y

tuvieron similares porcentajes de
polisacáridos libres (Tabla 1) y los
resultados revelaron diferencias
significativas en la respuesta inmu-
ne (IgG anti-PMGC, subclases de
IgG anti-PMGC) generada en rato-
nes Balb/c por los conjugados obte-
nidos con diferentes brazos espacia-
dores.

Se ha visto en trabajos anterio-
res que la inmunogenicidad de la
porción polisacarídica del conjuga-
do ha demostrado ser dependiente
de la distancia que los separa de las
proteínas.18-22 La utilización del áci-
do 6-aminohexanoico resulta en una
estructura lineal de ocho átomos de
largo (uno de N, otro de O y seis de
C), con un grupo carboxilo en un ex-
tremo y uno amino en el otro; tam-
bién el 1,6-diaminohexano presenta
una cadena lineal con ocho átomos
de largo, solo que el tipo de átomos
que lo constituye es diferente, (dos
de N y seis de C), mientras que el
1,8-diaminooctano tiene una estruc-
tura lineal compuesta por 10 átomos
(dos de N y ocho de C). En las molé-
culas de estos dos últimos, los áto-
mos de nitrógeno se encuentran en
grupos amino situados en cada ex-
tremo de la cadena. Por último, la
dihidrazida del ácido adípico pre-
senta una estructura compuesta por
10 átomos (cuatro de N y seis de C),
que también es  lineal, pero a dife-
rencia de aquellas,  esta posee un
grupo hidrazida (NH2-NH-) en cada
extremo.

Los enlaces entre los espaciado-
res y el PMGC son idénticos. Todos
se llevan a cabo a través del carboxi-
lo del polisacárido y los grupos

amino de los espaciadores, al igual
que en las uniones entre el AH, AO
y ADH con el TT. Mientras que el
enlace del AA-PMGC con el TT ocu-
rre por el grupo carboxilo del AA y
los grupos ε-amino de los residuos
de lisina presentes en el TT. Los con-
jugados preparados con el ADH y el
AO tienen un tamaño molecular
más grande que el resto de los  ob-
tenidos con AA y AH.

Se conoce que la inmunogenici-
dad del polisacárido no está relacio-
nada directamente con los títulos de
anticuerpos anti-proteína portado-
ra obtenidos por la inoculación de
los conjugados.14-23 Estas observa-
ciones sugieren que el efecto media-
do por la proteína transportadora
sobre la inmunogenicidad del poli-
sacárido es dirigida hacia eventos
que preceden la síntesis de anti-
cuerpos por células B, posiblemen-
te a través de la estimulación de la
población de células T-cooperado-
ras.24,25

 Estos resultados indican que no
solo con el tamaño más largo de la
cadena del espaciador se obtiene
una respuesta de IgG anti-PMGC
más elevada, ya que los conjugados
obtenidos con el ADH y el AO, los
cuales cuentan con 10 átomos en su
cadena, generan una respuesta de
IgG anti-PMGC diferente, con con-
centraciones de anticuerpos más
elevados para el conjugado con
ADH (Tabla 2). La presencia del gru-
po hidrazida  en el ADH (y no en el
AO), sugiere que sea este el motivo
de la diferencia en los títulos de IgG
y subclases de IgG anti-PMGC, ya
que para el ADH, se obtuvieron las
mayores concentraciones de IgG2
también (Tabla 2 y Fig. 1).

Por otra parte, los resultados del
presente estudio confirman la hipó-
tesis reportada en otros artículos
con relación a que el incremento de
la inmunogenicidad del polisacári-
do en el conjugado puede deberse a
la estructura del brazo espaciador y
que este puede ser capaz de cambiar
el tipo de respuesta inmune de TH2
a TH1. 21

Otro aspecto a resaltar del estu-
dio se relaciona con los elevados tí-
tulos de anticuerpos IgG anti-TT
encontrados en el suero de los ani-
males inoculados con los diferentes
conjugados, lo cual corrobora repor-
tes previos.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la
estructura química del espaciador
utilizado en la unión covalente del
polisacárido con la proteína ejerce

Fig. 2. Cinética de producción de anticuerpos IgG específicos anti-TT de ratones indu-
cidos por los conjugados en estudio, obtenida por ELISA. Los ratones fueron inocula-
dos con tres dosis de TT a los 0,14 y 28 d y sangrados en el momento de la inoculación
y a los 7 y 14 d después de la última dosis. Los títulos son expresados como la absorban-
cia obtenida a una λ de 492 nm, con una dilución de 1 : 200 de los sueros. AA =  PMGC-
ácido 6-aminohexanoico-TT.   AH = PMGC-1,6-diaminohexano-TT.   AO = PMGC-1,8-
diaminooctano-TT.   AD = PMGC-dihidrazida del ácido adípico�TT.  TT = toxoide
tetánico.   PMGC = polisacárido de meningococo grupo C.
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gran influencia en la respuesta in-
mune generada en los animales des-
pués de la inoculación de los conju-
gado, ya que al utilizar un espacia-
dor con una hidrazida en el extre-
mo de la cadena carbonada, se lo-
gra la mayor respuesta de anticuer-
pos IgG y subclases de IgG (IgG1,
IgG2a) en los animales. Se obtiene
una respuesta menor de anticuer-
pos IgG cuando se utiliza el conju-
gado preparado con el 1,8-diami-
nooctano, el que presenta en su es-
tructura un grupo amino en cada
extremo de su cadena carbonada.
Los valores de anticuerpos más ba-
jos corresponden al conjugado que
contiene al ácido 6-aminohexa-
noico, el cual cuenta con un grupo
amino en un extremo de su cadena
y un grupo carboxilo en el otro ex-
tremo.

La presencia de títulos de anti-
cuerpos IgG anti-TT elevados en los
sueros de los animales inoculados
con los diferentes conjugados indi-
ca que en la respuesta inmune con-
tra la proteína transportadora no se
produce afectación por el proceso
de conjugación utilizado.
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