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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas siguen siendo un problema en nuestro medio. El
tradicional método de desarrollo de vacunas en forma empirica ha permitido
superar ciertos obstaculos pero no los suficientes, llevando a la necesidad de
contar con nuevas y mas eficaces vacunas. En los ultimos afios la generacion
de conocimientos en diversas areas como la salud, ciencias basicas y
tecnolégicas ha permitido el disefio racional de vacunas. Dentro del area

tecnoldgica se destacan en particular la gendmica y proteémica.

El objetivo de esta monografia ha sido revisar los datos sobre la aplicacién de
vacunas tradicionales y el avance de la tecnologia aplicada al desarrollo de
nuevas vacunas. En particular el estudio se centra en la nueva vacuna contra
Neisseria meningitidis serotipo B creada mediante vacunologia reversa. La
nueva vacuna llamada 4CMenB (Bexsero ®) atraveso las distintas etapas
clinicas y fue aprobada por la Agencia de Medicina Europea (EMA). Los
ensayos clinicos demuestran que la vacuna es inmundgena y segura en
lactantes, nifios, adolescentes y adultos, e induce memoria inmunoldgica. A la
fecha mas de 6400 personas en estudios clinicos recibieron la vacuna
4CMenB. Mas de 4800 eran nifios y 1600 adolescentes y adultos. Los estudios
también se realizaron en otras areas geogréaficas como Europa, Sudamérica y

Norteamérica.

Palabras Claves: vacunas humanas, Neisseria meningitidis subtipo B,
vacunologia reversa, vacuna 4CMenB.



FUNDAMENTACION DE LA PROPUESTA

La aplicacion masiva de vacunas, en su mayoria desarrolladas en forma
empirica, bajo métodos tradicionales basados en los principios de Pasteur
(aislar, inactivar e inyectar el agente causal de enfermedad) ha tenido un
enorme impacto en salud, aumentando la expectativa de vida. Sin embargo, las
enfermedades infecciosas siguen siendo un problema, en particular porque
algunos patdégenos presentan una alta capacidad de evasion, los anticuerpos
no son suficientes para la proteccion, dado que se requiere de la respuesta

inmune humoral y celular.

Este contexto, ha llevado a la necesidad contar con nuevas y mas eficaces
vacunas, y en estos ultimos afios se ha producido un gran avance en este
sentido. La generacion de conocimientos en diversas areas como la salud,
ciencias basicas y tecnolégicas ha permitido el disefio racional de vacunas.
Dentro del area tecnoldgica se destacan en particular la gendmica y proteémica
que permiten identificar nuevos antigenos; el disefio computacional que define
antigenos y epitopes protectores; asi como la sintesis in vitro que permite la
aceleracion en la produccion de vacunas y la incorporacion de nuevos y
adecuados adyuvantes e inmunopotenciadores, contribuyendo de esta manera

a mejorar su seguridad y eficacia.

En particular nuestra monografia se centrara en el disefio de la nueva vacuna
contra Neisseria meningitidis serotipo B. La vacuna actualmente disponible
carece de una proteccion uniforme contra las distintas afecciones que produce
el patégeno por lo que recientemente se ha desarrollado y aprobado una
vacuna que se ha disefiado mediante la aplicacién de biotecnologia moderna.



INTRODUCCION

1. Vacunas humanas

La utilizacion masiva de vacunas, en su mayoria desarrolladas empiricamente,
ha tenido un enorme impacto en salud humana reduciendo la incidencia de
enfermedades infecciosas y muertes, hecho que solo ha sido superado por la
disponibilidad de agua potable.

Los primeros datos sobre la vacunacién datan del siglo VII, cuando budistas
indios se inmunizaban ingiriendo veneno de serpiente, reportes del siglo X
indican que en el imperio chino se inoculaba el virus de la viruela de manera de
prevenir la enfermedad®. A fines del siglo XVII, mas precisamente en 1796 el
meédico inglés Eduard Jenner marcé una nueva etapa en el desarrollo de
vacunas, inoculando el virus de viruela proveniente del ganado bovino (virus
vivo atenuado) a humanos y logrando la prevencién de la enfermedad
(variolizacion). En 1885, Louis Pasteur perfecciond los métodos de desarrollo
de vacunas mediante la primera vacuna antirrdbica humana® Pasteur
descubrié que luego de varios pasajes de patdgenos a través de medios de
cultivo, o en el caso de la rabia, a través de médula espinal de conejos,
generaba un agente infeccioso menos virulento pero que conservaba la
capacidad de inducir respuesta inmune efectiva frente al desafio con la cepa
virulenta®. Las experiencias realizadas por Pasteur establecieron los principios
de aislamiento, inactivacibn y administracion de patdgenos causantes de
enfermedad para el desarrollo de vacunas. A lo largo del siglo 20, estas
vacunas de "primera generaciéon”, que constan de patdgenos vivos, atenuados
o muertos, han sido ampliamente utilizadas contra varios agentes causantes de

enfermedades (por ejemplo, poliomielitis, rabia, viruela)®.

En la segunda mitad del siglo veinte, la necesidad de produccion a gran escala
de agentes patodgenos y el riesgo de reversion a la virulencia impulsaron el
desarrollo de nuevas tecnologias que llevaron al desarrollo de vacunas de
"segunda generaciéon”. Dichas vacunas estan conformadas por subunidades o
fracciones de patdgenos purificados y ejemplos de éstas son las vacunas

contra tétanos, difteria, antrax, neumonia, gripe, hepatitis B, enfermedad de



Lyme y en el 1979 se erradico la viruela gracias a la aplicacion de una
campafia masiva de vacunacion®. Con este tipo de vacunas a subunidad
construidas sobre la base de las macromoléculas nativas de patdégenos, se
imita la exposicion especifica de un patdégeno con el fin de activar el sistema
inmune del huésped para generar una respuesta inmune de memoria que
proteja contra la futura infeccibn mediante la incorporacion de antigenos
especificos. Sin embargo, el desarrollo de vacunas de subunidades requiere
estrategias para identificar posibles antigenos capaces de provocar una
inmunidad protectora. Los enfoques convencionales para la identificacion de
antigenos suelen comenzar con el cultivo del patdégeno diana en condiciones
de laboratorio, luego se evalia la inmunogenicidad de los componentes
proteicos in vitro e in vivo, lo que conduce en Ultima instancia a la identificacién
de un subconjunto de proteinas asociado con la inmunidad protectora. Sin
embargo, no todos los patdégenos puede ser cultivados fuera del organismo
huésped, muchas proteinas son expresadas solo transitoriamente durante el
curso de la infeccion, y no todas las proteinas son lo suficientemente

abundantes para ser detectadas por ensayos in vitro®.

2. Aplicacion de nuevas tecnologias para el disefio racional de vacunas

Las vacunas de “segunda generacion” no han sido capaces de inducir una
amplia inmunidad protectiva contra ciertos patdgenos como son aquellos con
una antigenicidad hipervariable (ejemplo N. meningitidis serotipo B, HIV y virus
de la hepatitis C) o contra patdgenos con fases intracelulares causantes de
infecciones controladas predominantemente por células T como la tuberculosis
y la malaria. Ademas, los procesos de desarrollo tradicionales de estas
vacunas son muy lentos no permitiendo una réapida respuesta en el caso de
necesitar una nueva vacuna como ocurri6 en el caso de la pandemia de
influenza. Para sortear estas limitaciones, durante los ultimos 30 afios, gracias
a los avances que se han dado en diversos campos, tanto tecnolégicos como
cientificos, han comenzado a aplicarse nuevas técnicas para el desarrollo

racional de vacunas. Plataformas como el ADN recombinante, el desarrollo de



la quimica de carbohidratos, y mas recientemente la vacunologia reversa y
estructural como las vacunas a ARN sintético han abierto las posibilidades de

disefiar y desarrollar vacunas de “tercera generacion”’.

La primera aproximacion al desarrollo racional de vacunas fue establecida por
Stephen Johnston y colaboradores, esta primera aproximacion se desarrollaba
principalmente inmunizando con una libreria de expresion completa de un
patdgeno para simular una vacuna a organismo entero sin el riesgo de que el
patdogeno se vuelva virulento lo cual aumentaba las chances de crear una
vacuna con multiples partes sin tener un conocimiento completo de la biologia
del patdgeno®. Este tipo de procedimientos ha ido en avance con la finalidad de
identificar antigenos protectivos, dentro de estas técnicas encontramos la

genodmica, la protémica, la transcriptomica y la gendmica comparativa (Fig. 1)
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Figura 1. Esquema de varias técnicas 6émicas y su influencia en el desarrollo de
vacunas de “tercera generacion”. La secuenciacion de alto rendimiento y los avances
de la biologia molecular, citometria, la bioinformatica y tecnologias relacionadas han
facilitado la elucidacion de genomas de patdgenos y la identificacion de nuevos genes
y sus productos proteicos y han dado lugar a un enfoque de “gen a vacuna” para el
desarrollo de vacunas. Los estudios protedmicos y transcriptémicos informan la
biologia de patégenos y definen subconjuntos de antigenos, y proteinas especificas
de cada etapa de la vida del patégeno para un desarrollo mas racional de vacunas.
Junto con un aumento del conocimiento de la respuesta inmunitaria del huésped de
proteccion, el proteoma se puede examinar para encontrar un posible candidato
vacunal utgizando estudios basados en técnicas inmundémicas. Tomado de Schussek
etal, 2014°.



En las técnicas gendmicas el objetivo es detectar posibles genes que
codifiguen antigenos protectivos. Como primer paso, se comienza con el
analisis del material genético del patdogeno, se busca dentro del genoma
posibles regiones codificantes de proteinas, y se trata de establecer la funcion
de las proteinas a través del andlisis de secuencias homologas y de genética
reversa para descubrir el repertorio completo de proteinas del agente. Para
esto se utilizan distintas herramientas, para la decodificacion del genoma se
utilizan técnicas como el andlisis in silico del material genético del agente en
estudio, microarreglos de ADN o ARN, secuenciacién de ADN y ARN, para el
establecimiento de la funcién de las proteinas se utilizan otras técnicas como la
espectrometria de masa; siguiendo esta linea, se puede lograr a través del
conocimiento de la secuencia de ADN, mutar genes de interés para identificar
proteinas esenciales para el patdgeno, técnica denominada “genética

reversa”i’.

La vacunologia reversa consiste en el andlisis in silico del genoma del

patdgeno con programas bioinformaticos para identificar regiones que, debido a
sus funciones en la biologia del microorganismo, puedan ser candidatos a ser
utilizados en una vacuna. Tras la selecciéon se prueban posibles vacunas en
modelos animales para luego confeccionar una vacuna definitiva. Esta técnica
es la que se ha aplicado para el desarrollo de la vacuna objetivo de nuestro

trabajo (Bexsero®). Los pioneros desarrollarla han sido Rappuoli y colegas™.

La transcriptémica se basa en ver el perfil de expresion de ARN mensajero

durante las distintas fases de la infeccion o frente a distintos nutrientes que se
encuentren dentro del huésped. Es la plataforma que se ha utilizado mas
ampliamente para identificar los distintos grupos de genes implicados en la
patogénesis y que puedan llegar a representar posibles blancos inmunitarios
son los microarreglos de ADN o ARN y mas recientemente se ha introducido la

secuenciacion del ARN (RNAseq)*.

La protedmica podria llegar a ser mas ventajosa que la técnica transcriptomica,

dado que la expresion de un gen no se correlaciona necesariamente con la

expresion de una proteina. Diversos métodos de analisis se utilizan para llevar



adelante esta técnica como son la resonancia magnética, espectrometria de
masas, asi como procedimientos de fraccionamiento celular y desarrollo de

software analitico especializado™.

La inmundmica utiliza muestras bioldégicas de un huésped con inmunidad

frente a una enfermedad de interés para definir un inmunoma del patogeno. La
inmunomica es un sistema biolégico basado en un acercamiento que estudia la
interfase entre el sistema inmune del huésped y el proteoma del patégeno
mediante técnicas informaticas, gendmicas, protedmicas, inmunolégicas y de
medicina clinica. Dentro de esta técnica encontramos dos estrategias, una es la
bldsqueda de antigenos utilizando microarray de proteinas y suero hiperinmune;
la otra linea de trabajo se centra en la deteccion de antigenos reconocidos por
linfocitos T, en los cuales se utilizan algoritmos informaticos para detectar
posibles epitopos con mayor o menor afinidad al complejo mayor de
histocompatibilidad™*.

Uno de los principales ejemplos del desarrollo racional de nuevas vacunas
mediante la aplicacién de nuevas tecnologias el desarrollo de vacunas contra la
enfermedad meningocdcica invasiva y en su principal patégeno N. meningitidis
serotipo B. En tal sentido nuestra revision bibliografica se centrara en el

desarrollo de la nueva vacuna contra este patégeno de importancia mundial.

3. Neisseria meningitidis

La enfermedad meningocécica es causada por una variedad de bacterias y/o
virus, pero su principal agente etiologico es la N. meningitidis, bacteria
intracelular, capsulada, diplococo, Gram negativa, oxidasa y catalasa positivo.
Las bacterias del género N. meningitidis se clasifican en serotipos en funcion
del reconocimiento del polisacérido capsular mediante sueros hiperinmunes. Se
han identificado 13 serotipos, de los cuales A, B, C, W-135 e Y son los

principales agentes causantes de enfermedad™.

N. meningitidis ha causado la enfermedad meningocécica y septicemia desde
el siglo IXX. La enfermedad meningocéOcica se asocia con una tasa de

mortalidad del 5-15%, la cual se ha mantenido sin cambios practicamente



desde 1930'°. La incidencia maxima es en los lactantes de 6 a 12 meses de
edad y continta siendo elevada hasta los 3 afios de edad. Un segundo pico de
incidencia se encuentra en los adolescentes. A partir de los 20 afios, la mayor
parte de la poblacién es inmunologicamente “madura” frente a N. meningitidis y
la incidencia disminuye notablemente, aunque la enfermedad puede ocurrir a

cualquier edad®’.

La incidencia de la enfermedad varia segun la estacion del afio y la
epidemiologia de cada region. Se habla de un brote epidémico cuando existe
una incidencia de 10 o mas casos por 100.000 habitantes por afio*®. La mayor
frecuencia de la enfermedad meningococica se registra en el Africa
subsahariana, en el llamado “cinturén de la meningitis” que va desde el

Senegal hasta Etiopia®®.

A nivel mundial, al igual que ocurre en nuestro pais, en los ultimos afios ha
ocurrido un cambio en la epidemiologia de la enfermedad meningocécica,
observandose practicamente la desaparicién de los casos por el serotipo C, lo
gue puede atribuirse a las campafas de vacunacion (entre 1996 y 1999), y han
aumentado los casos por el serotipo B®. En América latina, la enfermedad
meningococica se considera endémica, con apariciones periddicas de brotes y
epidemias en los ultimos decenios. Los principales serotipos encontrados son
A, By C*. Actualmente, en Uruguay el tnico serotipo aislado en Montevideo y

Canelones ha sido el serotipo B*.

El hombre es el Unico reservorio de N. meningitidis serotipo B (MenB), y el
primer paso para el establecimiento de un portador es la colonizacion de las
superficies mucosas del tracto respiratorio superior”. La transmision
meningocaocica entre los seres humanos se produce principalmente a través de
las gotas de Flugge y de secreciones del aparato respiratorio, el tamafo del
inoculo necesario para la transmisién es desconocido®®. La trasmision se ve
beneficiada por factores como el hacinamiento, contactos directos a través de
la mucosa oral, lesiones en la mucosa de la nasofaringe, habito tabaquico, co-

infeccién con especies de la virus influenzae y/o Mycoplasma®.

10



Los mecanismos que conducen desde la colonizacion hasta la enfermedad
meningocaocica son todavia desconocidos, pero se cree que son el resultado de
factores de virulencia de la bacteria, las condiciones ambientales y la
susceptibilidad del huésped. La adhesion de N. meningitidis a la mucosa
nasofaringea humana es fundamental para su supervivencia, se han
identificado multiples adhesinas (Pili, PilC, PilQ, Opa, Opc, LOS, Por A, HrpA,
PorB, NadA) que se unen a receptores presentes en humanos (Factor
activador de plaquetas, CD46, CEACAML1, las integrinas vitronectina y a-
actinina, receptor 3 del complemento, laminina). El contacto inicial de la
bacteria con células epiteliales de la nasofaringe esta mediado por el pili tipo 1V
gue se une a receptores de integrinas o a CD46. Los meningococos proceden
a proliferar en la superficie de las células epiteliales no ciliadas humanas
formando micro colonias en el sitio de fijacién inicial. La intima asociacion es
mediada por complejos de proteinas de la opacidad bacterianas (bacterial
opacity proteins), Opa y Opc con CD66/CEACAMs e integrinas
respectivamente, sobre la superficie de la célula epitelial y lo cual dispara la
internalizacion del meningococo®®). El meningococo puede atravesar
superficies mucosas, entrar al torrente sanguineo y producir una infeccién
sistémica. Una vez que se obtiene acceso a la corriente sanguinea, estos
pueden multiplicarse rapidamente a niveles altos. Los meningococos también
pueden traspasar a través de la barrera hematoencefalica, proliferar en el
sistema nervioso central y causar meningitis. La capacidad de causar
enfermedad invasiva depende de factores ambientales, factores de virulencia
de meningococo y la falta de una "respuesta inmune protectora”. El
meningococo puede penetrar entre las células epiteliales o endoteliales,
transportandose a través de transcitosis a través de ellas o se transportan a
través del epitelio y las barreras dentro de las células endoteliales (teoria del
caballo de Troya). Los eventos moleculares observadas in vitro para la invasion
de células epiteliales son similares a las células endoteliales. El papel de los
"factores de permeabilidad" no se entiende bien. Los principales contribuyentes
del meningococo a la enfermedad meningocotcica invasiva incluyen:

polisacarido capsular, otras estructuras de la superficie [pili, OMP (proteinas
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externas de membrana, por ejemplo PorA, PorB, Opa, OPC), lipooligosacarido
(LOS)] y el genotipo. La resistencia del complemento mediada por lisis y
fagocitosis se determina por la expresion de la capsula y el lipooligosacérido.
La endotoxina meningococica lanzada en vesiculas también juega un
importante papel en los eventos inflamatorios de la meningococcemia y la
meningitis meningocécica. LOS juega un papel en la adherencia del
meningococo Yy la activacion del sistema inmune innato. La gravedad de la
sepsis meningococica se ha correlacionado con niveles circulantes de LOS
meningoccoécicos. Los pili y otros OMPs facilitan la adherencia de los
meningococos a las superficies endoteliales. Aunque multiples factores de
virulencia, influyen en la enfermedad invasiva y algunos son el foco de nuevas
vacunas, dos estructuras, LOS y capsula, juegan un papel critico en la
virulencia meningocécica®’. La alteracién del endotelio capilar activa los
sistemas intrinsecos y extrinsecos de la coagulacion, y se incrementa la
actividad pro coagulante?®. Se ha demostrado que hay una mayor tasa de
mortalidad y complicaciones en los casos de enfermedad meningocécica en los

cuales esta presente la fase septicémica®

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de esta monografia ha sido revisar los datos bibliograficos
publicados sobre la aplicacibn de vacunas tradicionales y la aplicacion de
nuevas tecnologias para el desarrollo de racional de una nueva vacuna. En
particular el estudio se centra en la nueva vacuna contra Neisseria meningitidis

serotipo B creada mediante vacunologia reversa.

METODOLOGIA

El trabajo se desarroll6 mediante la busqueda bibliografica de articulos
cientificos que fueran completos y gratuitos (free full text) en las base de datos
vinculados al tema a estudiar (Pubmed, Timbd, Ebsco) y en libros de texto
relacionados. Para la busqueda se utilizaron palabras claves como: vacunas

humanas, Neisseria meningitidis subtipo B, vacunologia reversa, vacuna
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4CMenB, Bexsero ®. El desarrollo de la monografia incluy6 la lectura, analisis y
sintesis de articulos de seleccionados. El proceso de desarrollo y seguimiento
de la monografia se realiz6 manteniendo instancias semanales de discusion
intragrupal e instancias quincenales de discusion con el orientador (un total de

8 instancias).

RESULTADOS

1. Vacunas meningocoécicas

Las cepas del serotipo B de N. meningitidis son la principal causa de
enfermedad invasiva y las que presentan una mayor diversidad genética, por lo
cual ha sido complejo crear vacunas efectivas y, por tanto, dificil reducir la
morbimortalidad de la enfermedad. La estrategia de prevencion mas efectiva
para el control de la enfermedad meningocdcica es la vacunacion. Para un
mejor impacto en la prevencién se requiere incorporar vacunas en forma
temprana a los calendarios de vacunacién infantil. El desarrollo de vacunas
eficientes contra N. meningitidis fue en los afios sesenta®, lo cual hace que la

historia en el desarrollo de las mismas sea relativamente reciente.

Las primeras vacunas meningococicas efectivas basadas en el polisacarido
capsular purificado de la bacteria se desarrollaron frente a los serotipos Ay C**,
demostrando que el polisacarido resultante era seguro y no reactogénico>2.
Veinte afios después se desarrollaron vacunas similares contra los serotipos
W135 e Y. Estas vacunas han desempeiado un papel fundamental en la
prevencion de la enfermedad durante décadas, pero tienen limitaciones
importantes: no son inmunogenicas en lactantes, no inducen una buena
memoria inmunoldgica y no generan proteccion de mucosas. Mas alla de los
diversos intentos, no fue posible desarrollar una vacuna polisacérida contra el
MenB debido a que su polisacarido capsular tiene una elevada similitud
antigénica con polisacéaridos del tejido neuronal humano y razén por la cual es

poco inmundégenico en el hombre®:.

En los afios noventa se desarrolld la segunda generacion de vacunas

antimeningocdcicas, las vacunas glicoconjugadas en particular contra el
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serotipo C y a partir de 1999 se introdujeron en muchos paises europeos,
Australia, y Canada. En el afio 2005 se aprob6 en EE.UU. la primera vacuna
glicoconjugada contra los serotipos A, C, W135 e Y. El uso de vacunas
antimeningocdcicas conjugadas ha significado un paso decisivo para la
prevencion de la enfermedad, dado que la conjugacion permitio superar las
limitaciones de las vacunas polisacaridas, sin embargo tampoco fue posible

desarrollar una vacuna contra el serotipo MenB**.

Las vacunas de tercera generacion fueron desarrolladas contra el serotipo
MenB, la estrategia para desarrollar estas vacunas se han centrado en
antigenos no capsulares. Los primeros intentos de preparar una vacuna contra
el serotipo B se realizaron con vesiculas de membrana externa (Outer
Membrane Vehicle, OMV) de N. meningitidis, que contienen varios antigenos
inmunogénicos, incluido un LOS vy la porina A (PorA). Sin embargo, el LOS es
una endotoxina para el huésped y, aunque se realizaron intentos por
eliminarlos con detergentes, genera mayor reactogenicidad, desechando la
posibilidad de una vacuna con este compuesto. Por tanto, se desarrollaron
vacunas conteniendo la PorA purificada como principal antigeno. Las vacunas
basadas en OMV inducen una respuesta inmunoldgica robusta, y las vacunas
basadas en PorA producen una respuesta inmunoldgica especifica de la cepa y
en el lactante no es suficientemente inmundégena debido a que la PorA es
altamente variable en las cepas del serotipo MenB. Las vacunas tipo OMV son
las Unicas vacunas actualmente disponibles para controlar las epidemias
causadas por una cepa hipervirulenta concreta de MenB y solo proporcionan
una proteccién a corto plazo. Estas vacunas solo son efectivas en epidemias

debidas a una cepa que exprese especificamente la PorA®.

2. Disefio racional de una vacuna contra el serotipo MenB

La considerable diversidad de las proteinas externas de la membrana que
causan la enfermedad del serotipo MenB y la escasa inmunogenicidad del
polisacarido capsular, asi como también las variaciones geograficas y las

posibles variaciones temporales, limitan la utilidad de las vacunas desarrolladas
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contra este serotipo. La innovacidon de nuevas tecnologias aplicadas al
desarrollo racional de vacunas contra patdgenos para los cuales las vacunas
actuales no eran satisfactorias, ha permitido identificar genes de proteinas
capaces de realizar una fuerte respuesta de inmunidad contra el serotipo B.

Para ello se ha utilizado principalmente la técnica de la vacunologia reversa®.

En los ultimos afos, el campo de la vacunologia reversa produjo un impacto
significativo en salud publica y los pioneros desarrollarla han sido el italiano
Rino Rappuoli y sus colegas®’. La vacunologia reversa comienza con la
secuenciacion del genoma del patégeno en estudio, esta secuencia permite
una aproximacion al repertorio de proteinas que podria expresar el agente a lo
largo de su ciclo vital®. Luego de la secuenciacién se realiza un anélisis
bioinformético del genoma, que permite diferenciar si una proteina es de
membrana o secretada, y en algunos casos permite pronosticar propiedades
antigénicas al identificar regiones de wunién al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). En funcion de ello, se seleccionan los candidatos
vacunales, se amplifican del genoma mediante la técnica de la reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR). Luego las secuencias amplificadas se clonan
en vectores de expresion para expresar y purificar las proteinas recombinantes,
las que seran utilizadas en la inmunizacion de animales de experimentacion
para finalmente ser evaluados en cuanto a la capacidad de lograr una
respuesta inmune protectiva®®. La vacunologia reversa tiene limitaciones, dado
que no es capaz de reconocer antigenos de conformacién polisacarida, y
tampoco es capaz de predecir una eficaz respuesta patégeno-huésped

partiendo solo del andlisis informatico de los posibles candidatos vacunales?.

El desarrollo de la vacunologia reversa ha generado la posibilidad de encontrar
vacunas contra patégenos como N. meningitidis serotipo B, Streptococcus
agalactiae (GBS), Streptococcus pyogenes (GAS), Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli. Hoy en dia existen mas de 11500 proyectos de secuencias de
genoma para una posible utilizacién en el desarrollo de vacunas*'. El avance
en el desarrollo de nuevas vacunas utilizando la plataforma de la vacunologia
reversa para N. meningitidis serotipo B, GBS, GAS, S. pneumoniae y E. coli

desde 1995 hasta 2003 puede verse en la Figura 2.
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Figura 2: Linea de tiempo de la vacunologia reversa (Tomado de Seib et al., 201242)

En particular, el primer ejemplo de un desarrollo de vacunas exitoso mediante
la vacunologia reversa lo representa la nueva vacuna contra N. meningitidis
serotipo B denominada 4CMenB (Bexsero ®). Dicha vacuna fue desarrollada
por el grupo de investigacion del Dr. Rino Rappuoli dentro del departamento de
Investigacion y desarrollo (R&D) de Vacunas de la compafiia Novartis Vaccines

and Diagnostics y aprobada por la Agencia Europea del Medicamento.

El desarrollo de esta vacuna comenzd con la secuenciacion genomica del

microorganismo. Esta secuencia fue analizada mediante software
bioinforméticos especificos que definen ORF (marcos abiertos de lectura), es
decir fragmentos de ADN que potencialmente pueden codificar proteinas,
ademas establecen si son proteinas de secrecidén o no y las posibles funciones
de aquellos genes. Se analizaron todos los ORF encontrados para MenB de
manera de predecir las secuencias de péptidos e identificar regiones de
membranas hidroéfilas y lipoproteinas. Este analisis identific6 600 ORF que se
clasificaron en base a sus caracteristicas distintivas: 13% correspondian a

proteinas de membrana o sus productos, 20 % eran lipoproteinas, 27 % eran
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proteinas periplasmaticas, 34% eran proteinas de membrana interna y el 6%
eran proteinas homologas. Todos estos ORF fueron amplificados mediante
PCR y clonados en vectores de expresion en E. coli. Se expresaron 350
proteinas recombinantes las cuales se purificaron y se utilizaron para inmunizar
animales de experimentacion (ratones), en particular los investigadores
estaban interesados en seleccionar proteinas que se expresaran en la
superficie de la bacteria. De dichos ensayos se obtuvieron muestras de suero
con las cuales se confirmd la expresidon de las proteinas in vivo y su
localizacion en la membrana externa. Para ello, se utilizaron las técnicas de
Western blot, ELISA y fluorescence-activated cell sorter utilizando extractos de
la superficie de N. meningitidis. Ademas, se evalud la actividad bactericida del
suero, para conocer la correlacion con la proteccion en humanos. Como
resultado del andlisis de inmunogenicidad, los investigadores lograron
identificar 28 proteinas potencialmente antigénicas que producian anticuerpos

bactericidas en suero®.

Posteriormente, se realizO una evaluacion para confirmar que estas 28
proteinas eran antigénicas en pacientes con la enfermedad meningocdcica.
Debido a que los 28 potenciales antigenos estaban conservados se realizé una
seleccion en base a la capacidad de inducir una amplia proteccion a través del
ensayo SBA (ensayo de la actividad bactericida del suero o “serum bactericidal
activity”), y la capacidad de inducir proteccion pasiva en los ensayos realizados
con crias de ratas y ratones. A partir de estos ensayos, fueron seleccionados 3
antigenos: antigeno de Neisseria de unién a heparina (NHBA o GNA2132),
proteina de union al factor H (GNA1870 o fHbp), y adhesina A de Neisseria
(NadA o GNA1994). Debido a que los antigenos GNA1030 y GNA2091 también
indujeron inmunidad protectora fueron fusionados con los antigenos NHBA y
fHbp, respectivamente, y se les evalué la inmunogenicidad. Sin embargo,
ninguna de las fusiones produjo una respuesta inmune adecuada para cubrir

todas las cepas probadas**.

Para el desarrollo de la vacuna, los investigadores utilizaron como estrategia
combinar los tres antigenos recombinantes en una vacuna, dado que esto

confiere mejor proteccién, generando una vacuna multicomponente (rMenB).
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Posteriormente, se afadieron las OMV de una cepa epidémica de Noruega
(OMVnw) y se realizaron algunos ensayos con esta combinacion (rMenB +
OMVnw). Los ensayos de inmunogenicidad mostraron utilizando la OMVnw no
se consigue una cobertura total contra todas las cepas evaluadas. Por ello, se
sustituyeron las OMVnw por las OMV de una cepa epidémica purificada en
Nueva Zelanda (OMVnz) que proporciona méas cobertura, dando lugar a la
vacuna con sus cuatro componentes: rMenB + OMVnz o también 4 CMenB. La
composicién final de la vacuna 4CMenB contiene 50 g de neisseria adhesina
(NadA), union al factor proteina H (fHbp)-GNA2091, y union al antigeno de
heparina de neisseria (NHBA)-GNA1030, y 25 g de vesiculas de membrana
externa (OMV) no toxico de la cepa Nueva Zelanda 98/254. También contiene
1.5 mg del adyuvante hidréxido de aluminio, 3.25 mg NaCl, y 10 mM de
histidina. Se administra por via intramuscular®.En la Figura 3 se muestra el

proceso de obtencion de la vacuna.
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Figura 3: Proceso de obtencion de la vacuna 4CMenB mediante vacunologia inversa
(Tomada de Gil et al., 2014“°).

Los antigenos incluidos en la vacuna tienen las siguientes funciones en la

bacteria:

- NadA: existen 5 variantes conocidas (Nad1l-Nad5). Promueve la adhesion e
invasion de las células epiteliales del huésped, cumpliendo un papel importante
en los portadores de la enfermedad. Tiene capacidad de unién a células
dendriticas y macrofagos, mejorando respuesta inmunologica del NadA y
presentacion a los linfocitos. La creacion de anticuerpos especificos contra esta
proteina podria interferir en la colonizacion y, por tanto, prevenir el estado de
portador. Aun se desconoce todavia el impacto real sobre la condicion de

portador®’.
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- fHbp: lipoproteina de superficie de N. meningitidis y se puede clasificar 3
variantes (1-3) o en 2 subfamilias (A para las variantes 2 y 3, y B para la
variante 1) segun el autor. La lipoproteina se une al inhibidor de la via
alternativa al complemento del huésped (Factor H), evadiendo la accion del
complemento y aumentando la supervivencia de la bacteria. In vitro se une
también a la enterobactina sideréfora de la bacteria. Al bloquear esta
lipoproteina mejoraria la capacidad de nuestro sistema inmunolégico para

eliminar el microorganismo*®.

- NHBA: lipoproteina de superficie de N. meningitidis, objetivo de proteasas
humanas y meningocécicas que, in vitro, se une a la heparina. En ausencia de
la capsula bacteriana, su unién a la heparina mejora la supervivencia de la
bacteria en el suero humano y podria facilitar su unién a tejidos del huésped.

No obstante, este antigeno es aln poco conocido®.

- OMVnz: las vesiculas OMV proceden de una cepa epidémica de Nueva
Zelanda, NZ 98/254 (B:4:P1.7-2,4) y fueron utilizadas para la creacion de
vacunas para hacer frente a una epidemia en ese pais. Sin embargo, su
proteccion es muy especifica, ya que se debe principalmente a su antigeno
inmunodominante PorA, el cual es muy variable. Su inclusion en la vacuna
4CMenB incrementa su inmunogenicidad, ademéas de ofrecer proteccion para

las cepas que expresan el serosubtipo de PorA P1.4.

Para evaluar la inmunogenicidad de cada uno de los componentes de la
vacuna 4CMenB en los estudios clinicos, se utilizan cepas especificas que
expresan exclusivamente uno de los antigenos y no los demas contenidos en la
vacuna, con el objetivo de analizar de forma independiente la respuesta a cada
uno de los 4 componentes. En los ensayos clinicos, las cepas utilizadas son
44/76-SL (respuesta fHbp), NZ98/254 (respuesta PorA), 5/99 (respuesta NadA)
y M10713 (respuesta NHBA), aunque esta cepa se identific6 mas tarde y se

analizé solo en los estudios mas recientes®.
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Cobertura Vacunal

The Meningococcal Antigen Typing System (MATS) fue disefiado para predecir
la cobertura de vacunas categorizando el nivel de expresion de antigenos y
variabilidad de secuencias a través de un grupo de enfermedades asociadas a
MenB. La comparacion se realiza a través de estudios ELISA. Para esta
vacuna, MATS muestra un potencial de cobertura del 70-80% de las cepas
circulantes en Europa. Los ensayos clinicos demuestran que la vacuna es
inmundgena y segura en lactantes, nifios, adolescentes y adultos, e induce
memoria inmunoldgica. La incidencia de fiebre es similar a la de vacunas
incluidas en el esquema de vacunacién espafiol, pero mayor cuando se
coadministra con ellas, aunque el patron de fiebre es predecible y
autolimitado™’. Estudios realizados en Espafia demuestran que la misma es
compatible con las demés vacunas incluidas en el esquema de vacunacion de
dicho pais pudiendo administrarse simultineamente con las vacunas
hexavalentes y pentavalentes actualmente disponibles, asi como con la vacuna

antineumocécica conjugada®.

Con respecto a la bioseguridad de la vacuna 4CMenB, los laboratorios
NOVARTIS® tienen la patente de la vacuna y ellos se han encargado del primer
ensayo de bioseguridad en humanos. En esta primera instancia hubo un total
de participantes de 70 personas elegidas al azar, a las cuales se les administro
3 dosis de 4CMenB (n = 28), rMenB + OMVnz (n = 28) o rMenB (n = 14). Todos
los participantes fueron incluidos en el analisis de bioseguridad. De todos los
participantes, dos de ellos no completaron el ensayo, uno por una
linfoadenopatia sin relacion con la vacuna y el segundo abandoné el ensayo.
Durante las visitas clinicas, el dolor del sitio de inyeccién fue reportado una
hora después de una o méas vacunas. Dentro del grupo que recibié la 4CMenB,
se reportd que un individuo sufri6 de eritema en el sitio de la inyeccién e
induracion dentro una hora después de la vacunacion, y otro sufrio de
reacciones sistémicas de mialgia y dolor de cabeza. Las reacciones de

nauseas, malestar general, fatiga, mialgia, artralgia y dolor de cabeza dentro de
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una hora de la vacunacion fueron reportadas por un 1 participante en el grupo
rMenB + OMVnw, y fue reportada una reaccion de mialgia en un destinatario
rMenB.

Dentro de los 7 dias de la vacunacion, 69 de 70 participantes informaron una o
mAas reacciones adversas, la de mayor frecuencia fue la de dolor en el sitio de
inyeccion (figura 4). Estos eventos fueron auto limitados, y hubo evidencia de

un aumento de la reactogenicidad al repetir la vacunacion®.

. 4CMenB (any) . rMenB+OMVNW (any) rMenB (any)
. 4CMenB (severe) . rMenB+OMVNW (severe) rMenB (severe)
100 4
80

60 1

40

Participants reporting reaction, %

20 4

Pain Erythema Induration Chills Nausea Malaise Myalgia Arthralgia  Headache Fever

Reaction

Figura 4: Reacciones locales y sistémicas dentro de los 7 dias posteriores a cualquier
vacunacién para las 3 variaciones de vacunas utilizadas en dicho estudio: 4CMenB;
rMenb + OMVnz; rMenB. (Tomado de Toneatto et al., 2011>%)

Con respecto a la bioseguridad, en lactantes y nifios menores de 2 afos, las
reacciones adversas locales y sistémicas mas comunmente observadas fueron
el dolor agudo y eritema en el lugar de inyeccion, fiebre e irritabilidad. En los
estudios clinicos en lactantes, la fiebre aparecia mas frecuentemente cuando
4CMenB se coadministraba con las vacunas sistematicas que cuando se
administraba sola. Cuando aparecio la fiebre, normalmente siguié un patrén
predecible y auto limitado (inicio a las 6 horas de la inyeccion, pico al segundo
dia, cese al tercer dia), clinicamente poco significativo, y se puede prevenir con

la administracién profilactica de paracetamol®”.
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A la fecha mas de 6400 personas en estudios clinicos recibieron la vacuna
4CMenB. Mas de 4800 eran nifios y 1600 adolescentes y adultos. Los estudios
se introdujeron en varias areas geograficas incluyendo Europa, Sudamérica y
Norteamérica. En un primer estudio se vacuna se administro a los 2, 4,6y 12
meses de edad como Unica dosis a los 12 meses mientras que en el segundo
estudio 60 nifios fueron inmunizados a los 6, 8 y 12 meses. En primera
instancia ambos estudios resultaron favorables a nivel inmunogénico (se
obtuvo la medicién de la inmunogenicidad a través del ensayo SBA), luego de
la segunda dosis y la inmunogenicidad aumento aun mas en la tercera dosis y
con el refuerzo a los 12 meses (figura 5). También se identifico mayor
respuesta en la administracion de varias dosis que en aquellos que recibieron

solamente una dosis inicial a los 12 meses®®.

- [ Baselne B Post-3rd dose [ FPrebooster B Post-booster

[ ]

£

F=

E-=

z

#a

8

=

o

]

a 44/TB-SL 5/99, NZ38/254
fHbp Had#A, PorA 1.4

Strain Antigen

Figura 5: Inmunogenicidad de 4CMenB administrada en series de 3 dosis alos 2, 4y
6 meses mas refuerzo de dosis a los 12 meses. Los distintos grupos difieren en los
antigenos Fhbp, NadA, PorA. (Tomado de Toneatto et al., 2011°")

Por tanto se demuestra que 4CMenB es bien tolerada e inmunogénica en

infantes con evidencia de induccién de inmunidad memoria®®.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La vacuna contra el N. meningitidis serotipo B, 4CMenB, recientemente incluida
en varios calendarios de vacunacion de distintos paises, dado por su
aprobacion por la Agencia Europea del Medicamento, abre un capitulo de
esperanza en la prevencion de esta enfermedad. La vacuna 4CMenB tiene una
buena cobertura potencial, debido a que, tras su desarrollo a través de la
vacunologia reversa, esta compuesta por 3 proteinas (fHbp, NHBA, NadA) las
cuales cumplen con los requisitos fundamentales: expresion en la superficie
bacteriana, secuencia nucleotida del gen conservada entre distintas cepas del
meningococo e induccion de anticuerpos bactericidas en presencia de
complemento humano. Todo esto nos permite una amplia cobertura en un
cierto numero de cepas, a diferencia de las vacunas anteriores en las cuales a
diversidad gendmica de los patégenos era un gran problema. Por lo que se ha
dado un gran paso a futuro para la erradicacién de dicha enfermedad.

Esta vacuna se empieza a dar a lactantes a partir de los 2 meses de edad, a
través de diversos estudios ha quedado demostrado que tras la
primovacunacion asi como también de las préximas dosis, se vio un aumento
en la proteccion inmunoldgica contra los distintos antigenos que componen la
vacuna. Por lo cual podemos centrar nuestras expectativas de que a través de
un buen plan de vacunas, podremos proteger a la poblacion mas indefensa y
afectada por la enfermedad causada por la N. meningitidis serotipo B, evitando
de buena manera la aparicion de nuevos brotes epidemiolégicos de las cepas
del serogrupo MenB.

Otro factor positivo a destacar de la capacidad de abarcar varias cepas del
serotipo MenB, es que esta vacuna sera de gran utilidad a nivel mundial ya que

no esta restringida a su uso en una sola region.

En cuanto a la tolerancia de la vacuna, los ensayos de bioseguridad han
demostrado que no se generan un aumento en la incidencia o gravedad de las
reacciones adversas con las dosis de la pauta de vacunacion. Siendo los

principales efectos adversos dolor en el sitio de inoculacion y fiebre en algunos
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casos, lo cual no contrarresta los beneficios de dicha vacuna. Por lo que
podemos decir que en este sentido dicha vacuna es segura.

Gracias al desarrollo de la 4CMenB ahora frente a un nuevo brote epidémico
tendremos esta nueva herramienta para poder contrarrestarlo en las regiones

que dicha vacuna aun no esteé incluida en un plan de vacunacion.

Los avances biotecnolégicos han permitido la secuenciacion del genoma de
numerosos microorganismos revolucionando de esta manera el desarrollo de
las vacunas. Este nuevo enfoque ha sido denominado Vacunologia Inversa y
comienza por el analisis de las secuencias del genoma, mediante el uso de
herramientas de bioinformatica que permiten identificar los antigenos mas
probables a ser candidatos vacunales. De esta forma se ha conseguido
generar vacunas contra distintos patdégenos como lo son el N. meningitidis
serotipo B, Streptococcus agalactiae (GBS), Streptococcus pneumoniae,

Escherichia coli.
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