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1. Resumen

Las vacunas conjugadas constituyen la mejor alternativa para la protec-
cién de los nifios menores de 5 afos contra las enfermedades causadas por
Streptococcus pneumoniae, sin embargo, el desarrollo de una vacuna multi-
valente conjugada presenta una elevada complejidad cientifica y tecnoldgica,
desde el propio disefio del producto hasta la fase de evaluacién clinica por
ser las poblaciones pediatricas la diana de esta vacunacién. La presente pro-
puesta de premio a la ACC describe el desarrollo en Cuba de un candidato
vacunal conjugado heptavalente contra los neumococos (VCN7), basado en
la conjugacion individual de los polisacaridos capsulares de los siete serotipos
(1, 5, 6B, 14, 18C, 19F, 23F) de S. pneumoniae a la proteina portadora toxoi-
de tetanico. El trabajo resume la investigacién-desarrollo realizada entre los
anos 2006-2014, desde la obtencion de los polisacaridos capsulares (PsC), el
establecimiento de los métodos de conjugacion, adyuvacion y formulacién de
la vacuna, el desarrollo de la bateria analitica que garantiza los controles de
procesos y de calidad, el desarrollo de una metodologia evaluativa preclinica
que demuestra la inmunogenicidad y seguridad del producto, asi como tres
ensayos clinicos fase | que aportan evidencias de la seguridad del candidato
vacunal en poblacién adulta y pediatrica y permiten demostrar el concepto de
que la conjugacién es capaz activar el sistema inmune contra los PsC.

Como resultados de la fase de investigacion-desarrollo de este proyecto, se
establecieron los procedimientos de fermentacién y purificacion de los PsC,
asi como conjugacién/adyuvacién/formulacién del candidato vacunal, se es-
tablecieron y validaron las técnicas analiticas requeridas para el control de
calidad de todas las etapas, se demostré que VCN7 es inmunogénica y se-
gura en animales de laboratorio, se realiz6 el desarrollo tecnolégico que ha
permitido la producciéon de 6 lotes de VCN7, para los cuales se han demos-
trado 2 afos de estabilidad. Se han realizado 3 ensayos clinicos fase | en
jovenes sanos de 18-35 afos, nifnos sanos de 4-5 afos y lactantes sanos de
7-11meses, aportando evidencias de que el candidato vacunal es seguro, al
no reportarse ningun evento adverso grave relacionado con su administracion,
y ha aportado los primeros resultados de inmunogenicidad en humanos, de-
mostrando el concepto inicial de desarrollo del producto, que es convertir a
los PsC de la bacteria en inmundgenos mediante la conjugacion.

El proyecto ha sido gerenciado institucionalmente de forma tal que ha permiti-
do avanzar en cada una de las fases de investigacion-desarrollo teniendo en
cuenta la complejidad de un candidato vacunal multivalente, haciendo efec-
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tiva la interaccidén de las areas de Investigacién-Desarrollo-Calidad-Clinica y
garantizando el mas alto estandar en cada etapa, segun se establece por la
OMS para este tipo de vacunas conjugadas. En conclusiones, se ha desarro-
llado una tecnologia de produccién del candidato vacunal conjugado hepta-
valente contra los neumococos y la novedad cientifica esta sustentada en los
resultados de investigacion basica, preclinica y de desarrollo tecnolégico, con
aportes al conocimiento en esta tematica.

El trabajo se encuentra avalado por el Grupo Nacional de Pediatria, la So-
ciedad Cubana de Pediatria y el Programa Materno Infantil del MINSAP. Los
resultados han sido publicados en la revista Vaccine (2 articulos), Medicc Re-
view (1 articulo) y en revistas nacionales (3 articulos). Ha sido parte de una
tesis de doctorado y cuatro tesis de Maestrias, varias tesis de diploma de es-
tudiantes de licenciatura en quimica, farmacia, bioquimica, y se ha presentado
en numerosos eventos nacionales e internacionales, incluyendo las 3 ultimas
ediciones del International Symposium of Pneumococcal and Pneumococci
Diseases, el evento mas importante de la tematica a nivel mundial.

2. Comunicacion Corta

2.1. Introduccion

Las infecciones causadas por la bacteria Streptococcus pneumoniae cons-
tituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad por una enfermedad in-
fecciosa potencialmente evitable por vacunacién, siendo el principal agente
causal de neumonia, sepsis y meningitis a nivel mundial. Este conjunto de
enfermedades provocan mas del 25 % de los diez millones de muertes que
ocurren anualmente en nifos menores de cinco anos de edad[1]. Existen mas
de 90 serotipos de la bacteria de acuerdo a la estructura del polisacéarido cap-
sular, su principal factor de virulencia. La vacunacion antineumocéccica es la
medida mas eficaz para la prevencion de estas enfermedades, pero tiene la
complejidad de ser serotipo especifico, lo que complejiza el disefio de cual-
quier candidato vacunal porque se requieren vacunas multivalentes.

La conjugacién de los PsC a una proteina portadora es la forma mas eficaz
para la proteccién de la poblacién infantil contra este patégeno, pues convier-
ten al polisacarido capsular de un antigeno timo-independiente a un antigeno
timo-dependiente. Con las vacunas conjugadas se logra que el sistema inmu-
ne de los ninos menores de cinco anos genere una respuesta inmune contra



la bacteria potente, especifica, protectora y duradera en el tiempo[2].

Existen en el mundo tres vacunas antineumocéccicas conjugadas, Prevenar
7® y 13®R) de la compania Wyeth Lederle-Pfizer y Synflorix[®) de 10 valen-
cias de la compania GSK. Estas vacunas han demostrado una elevada efi-
cacia en la prevencion de las enfermedades neumocdccicas invasivas y han
tenido un gran impacto en salud en los paises donde se han introducido[3, 4].
Sin embargo, a pesar que la OMS recomienda como una prioridad la intro-
duccién de esta vacunacion en los esquemas nacionales de inmunizacién,
el elevado precio de estas vacunas hace que solo el 31 % de los nifios del
mundo la reciban[s]. Estos datos reflejan la necesidad de incorporar a nuevos
productores de vacunas conjugadas a pesar de la alta complejidad cientifi-
co—tecnoldgica que encierran estos proyectos.

El esquema nacional de vacunacién en Cuba es uno de los principales logros
de la salud publica, garantizando a nuestra infancia la inmunizacion contra
13 enfermedades, pero no ha sido posible la vacunacidén contra neumococos,
porque el alto precio de estos productos a nivel mundial lo hace insostenible
para nuestro pais.

En el afno 2006, el Centro de Quimica Biomolecular enfoca su investigacion
en un proyecto para el desarrollo de una vacuna antineumocdccica conjuga-
da para la infancia con premisas fundamentales: la necesidad de una vacuna
sostenible para Cuba, con urgencia y prioridad porque cada dia enferman y
mueren nifos por este patdgeno, y el hecho de que seria un producto de
elevada complejidad, probablemente el mas complejo de las vacunas profi-
lacticas que se han desarrollado en el pais.

2.2. Discusion de los resultados

El desarrollo de una vacuna multivalente conjugada presenta una eleva-
da complejidad cientifica y tecnolégica, desde el propio disefio del producto;
donde se tienen en cuenta varios elementos como la seleccién de los sero-
tipos a incluir en la vacuna, la talla molecular de los PsC, la seleccion de la
proteina portadora, el método de conjugacion, los procedimientos analiticos y
bioldgicos para la evaluacién, asi como la fase de evaluacién clinica por ser
las poblaciones pediatricas la diana de esta vacunacién. A continuacion se
resumen los principales resultados de las etapas fundamentales de este pro-
yecto.



Definicion de la composicion antigénica de la vacuna: Dada la com-
plejidad de que existen mas de 90 serotipos de neumococo, la definicién de
la composicion vacunal es un elemento clave en el impacto en salud que se
espera con el producto. Este candidato vacunal fue disefiado para ser usa-
do en Cuba y otros paises con la mayor relacién costo-efectividad posible. A
diferencia de las otras vacunas de 10 y 13 valencias donde algunos seroti-
pos aportan muy poco a la proteccién porque su circulacién es baja pero le
incrementan el precio, el candidato cubano mantuvo en siete el numero de
serotipos pero seleccion6 los de mayor prevalencia a nivel mundial, con los
cuales se logra una cobertura superior al 70 % y se puede avanzar en menos
tiempo en el desarrollo del producto. El candidato vacunal cubano incluye los
serotipos 1, 5, 6B, 14, 18C, 19F y 23F, serotipos seleccionados a partir de los
estudios de incidencia y prevalencia nacionales y globales asi como por las
recomendaciones sobre la composicién de nuevos candidatos para introducir
en el mercado mundial realizados por la OMSJ[6, [7]. A continuacién se descri-
ben los principales resultados de cada una de las etapas del proyecto.

Obtencion de los PsC y la proteina portadora: Los PsC purificados de
los serotipos 1, 5, 6B, 14, 18C, 19F y 23F de S. pneumoniae y la anatoxina te-
tanica purificada son obtenidos por el Instituto Finlay y suministrados al CQB.
Los PsC se obtienen por fermentacién a partir de cepas debidamente carac-
terizadas y controladas de los serotipos correspondientes, seguido de etapas
de captura y procesos de purificacion. El proceso de produccion de los PsC
culmina con el control de calidad de su identidad, estructura, tamafo mole-
cular, contenido de grupos funcionales, para lo cual fue necesario desarrollar
una bateria de técnicas analiticas basada fundamentalmente en la Resonan-
cia Magnética Nuclear (RMN). Las especificaciones de calidad establecidas
para los PsC estan acorde con las recomendadas por las guias de la OMS[8].
La proteina anatoxina tetanica (TT) es producida en la planta Il del Instituto
FINLAY, el proceso de obtencién consiste en tres etapas fundamentales: fer-
mentacion, destoxificacion y purificacion, cumpliendo con los requerimientos
de BPF establecidos por la OMS.

Conjugacion de los PsC a la proteina portadora TT: Los conjugados de
los PsC a la proteina portadora constituyen los Ingredientes Farmacéuticos
Activos (IFA) en este candidato vacunal. El proceso de conjugacion cuenta de
tres etapas fundamentales: 1) fragmentacién quimica y activacion de los PsC
por oxidacion peryddica segun corresponda a cada serotipo; 2) conjugacién
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a la proteina portadora por aminacion reductiva; 3) procesos de purificacién
por ultrafiltracion y filtracién esterilizante. Esta etapa de conjugacién ha sido
una de las mas complejas en el desarrollo de este candidato vacunal, debi-
do a la diversidad estructural en las moléculas de PsC por la presencia de
sustituyentes, cadenas laterales, grupos funcionales, que pueden afectarse
durante la modificacidn/conjugacion. Por tanto, fue preciso establecer, para
cada estructura polisacaridica, condiciones de fragmentacién y activacién que
favorezcan la conjugacion de manera eficiente, pero sin afectar los epitopes
de la estructura del PsC que son relevantes en la induccidén de la respuesta
inmune protectora. Varios de estos resultados se encuentran publicados en
las revistas Vaccimonitor, Biotecnologia Aplicada y Revista CINC de Ciencias
Quimicas.

Un ejemplo relevante es el caso del serotipo 18C, el cual tiene en su estructu-
ra grupos acetatos y glicerol-fosfatos, pero no existian reportes en la literatura
de la relevancia de estos grupos para inducir una respuesta inmune protec-
tora. En este trabajo demostramos que los grupos O-acetilos son irrelevantes
para la induccién de una respuesta inmune protectora contra 18C, pero que
los grupos glicerol-fosfatos deben ser conservados en la estructura del anti-
geno vacunal. Por tanto, fue preciso establecer condiciones de fragmentacion,
activacién y conjugacion del PsC 18C que conservaran el glicerol-fosfato en
su estructura. Este fue el primer reporte en la literatura de la relevancia de
estos grupos en la inmunogenicidad de conjugados de 18C, y constituye una
de las novedades cientificas de esta investigacion, la cual fue publicada en la
revista Vaccine.

En resumen, se ha desarrollado una tecnologia BPF para la produccién de los
conjugados monovalentes y se han producido varios lotes de IFA durante la
etapa de desarrollo. Los ensayos de control de calidad incluyen analisis co-
mo identidad, esterilidad, distribucion de talla molecular, relacién carbohidra-
to/proteina, contenido de proteina y carbohidrato no enlazados, propiedades
organolépticas, pH, toxicidad especifica del TT y contenido de endotoxinas,
para lo cual fue preciso desarrollar y validar las técnicas analiticas correspon-
dientes.

Adyuvacion en fosfato de aluminio y formulacion: El proceso de for-
mulacién de esta vacuna es muy complejo, porque requiere asegurar una
combinacion precisa de los 7 componentes y la adsorcion en fosfato de alu-
minio. El paso de formulacién consiste en tres operaciones principales: a) la
combinacion de los siete conjugados monovalentes; b) la adyuvacion de la
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mezcla en fosfato de aluminio producido “in house”, c) la dilucion final que
garantiza la dosis de cada conjugado. Los ensayos de control de calidad ga-
rantizan la identidad de cada serotipo, la esterilidad, el pH, el contenido de
endotoxina, el volumen por dosis, el contenido de aluminio, la concentracion
de cada serotipo conjugado en la combinado, inmunogenicidad en conejos,
entre otras especificaciones de calidad, para lo cual fue preciso desarrollar y
validar las técnicas analiticas correspondientes, siguiendo las recomendacio-
nes de la OMS (8). La formulacién vacunal contiene 2 ng de los PsC 1, 5, 14,
18C, 19F y 23 F conjugados a TT, 4 g del PsC 6B conjugado a TT, 0.5 mg de
Al3+ como fosfato de aluminio, cloruro de sodio como excipiente y tiomersal
como preservante. En resumen, se ha establecido una produccién bajo BPF
para la obtencién de los PsC, los conjugados o IFAs, el adyuvante fosfato de
aluminio y la formulacion final del candidato vacunal.

En resumen, se ha establecido un sistema productivo bajo condiciones de
BPF para la obtencion de los PsC, los conjugados o IFAs, el adyuvante fosfa-
to de aluminio y la formulacién final del candidato vacunal.

Inmunogenicidad y seguridad preclinica: La estrategia desarrollada pa-
ra la evaluacién preclinica de VCN7 se basé en la demostracion de la inmuno-
genicidad y seguridad de la formulacion, siguiendo las regulaciones naciona-
les e internacionales para la evaluacion pre-clinica y toxicolégica de vacunas.
Los métodos seroldgicos para evaluar la inmunogenicidad de las vacunas con-
jugadas contra neumococo incluyen dos pruebas criticas: la cuantificacion de
lgG anti-PsC y la actividad opsonofagocitica de los anticuerpos inducidos por
la vacunacion. Adicionalmente, otras determinaciones como las clases y sub-
clases de anticuerpos, la memoria inmunoldgica, la avidez y afinidad de los
anticuerpos por el PsC complementan la informacién acerca de los mecanis-
mos de respuesta inmune inducidos por la vacunacién[9].

Durante la evaluacién pre-clinica de la inmunogenicidad del candidato VCN?7,
se demostré en conejos y ratones la induccién de anticuerpos especificos
por cada PsC y con actividad opsonofagocitica contra la bacteria del seroti-
po correspondiente. Adicionalmente, se demostré en conejos la induccién de
memoria inmunoldgica e inmunidad mucosal. En las evaluaciones toxicologi-
cas pre-clinicas VCN7 demostrd ser segura. El estudio de toxicidad aguda no
mostré efecto toxico en ratas Cenp:SPRD, culminando con una supervivencia
del 100 %. No se observaron signos clinicos téxicos. El comportamiento del
peso corporal no mostré diferencias significativas entre grupos y sexos. No se
produjeron variaciones en la temperatura rectal relacionadas con la adminis-
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tracion de la vacuna. No se detectaron alteraciones anatomopatoldgicas sobre
los érganos parenquimatosos. El estudio a dosis repetidas también demostré
que el candidato vacunal es seguro, causando alteraciones en el sitio de la
administracion propias del adyuvante de aluminio utilizado.

Las evidencias preclinicas de inmunogenicidad y seguridad fueron suficientes
para avanzar a la fase de ensayos clinicos del candidato vacunal, y permi-
tieron demostrar la hipétesis de investigacion del candidato vacunal, que es
convertir a los PsC de la bacteria en inmunogenos mediante la conjugacién.

Evaluacion clinica Fase I: En el periodo 2012-2014 se disefiaron y ejecu-
taron 3 ensayos clinicos Fase | con el objetivo de demostrar la seguridad del
candidato vacunal en diferentes grupos de edades. En el afio 2012, conclu-
y6é un ensayo clinico monocéntrico, paralelo, controlado y aleatorizado en 40
adultos sanos entre 18 y 35 afnos, que tuvo como objetivo evaluar la seguridad
de la VCN7 y explorar la inmunogenicidad de la misma. El candidato vacunal
VCN7 demostr6 ser seguro después de una dosis en este grupo etario y activéd
una respuesta inmune contra los siete antigenos en forma de anticuerpos 1gG
opsonizantes.. Estos resultados fueron las primeras evidencias de inmunoge-
nicidad de este candidato vacunal en humanos y se publicaron en la revista
Medic Review.

Una vez demostrada la seguridad en adultos, se iniciaron los ensayos clinicos
en poblaciones pediatricas. Se realizd un ensayo clinico Fase | monocéntrico,
paralelo, controlado y aleatorizado, en niflos de 4-5 afnos (1 dosis) de edad
y posteriormente en lactantes de 7-8 meses (3 dosis). Los resultados de la
etapa de evaluacion clinica en nifios preescolares demostraron que una do-
sis del candidato VCN7 en niflos sanos es segura, al no reportarse eventos
adversos graves relacionados con su inmunizacién. No se reportaron eventos
adversos esperados locales ni sistémicos severos. El dolor fue el evento ad-
verso esperado de mayor incidencia. El perfil de seguridad mostrado por el
candidato vacunal VCN7 fue similar a la vacuna control Synflorix. La explo-
racion preliminar de la inmunogenicidad de este candidato vacunal en nifios
preescolares evidencid que se induce una respuesta inmunolégica especifica
para cada serotipo vacunal, demostrandose que todos los sujetos vacunados
con VCN7 incrementaron significativamente las concentraciones de IgG para
los siete serotipos, y se encontraron evidencias preliminares de una posible
crossprotecciéon de los serotipos 6B y 19F contra los serotipos 6A y 19A que
no estan contenidos en la vacuna. Estos resultados fueron las primeras evi-
dencias de seguridad e inmunogenicidad en poblacion pediatrica, permitieron
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avanzar a la clinica en lactantes, y fueron publicados en la revista Vaccine.

El tercer ensayo clinico Fase | fue realizado en lactantes de 7 meses de edad,
con tres inmunizaciones (7, 8, 11meses). No se registraron eventos adversos
graves relacionados con el candidato vacunal, predominaron los eventos ad-
versos locales como la induracién, el dolor y el eritema. El perfil de seguridad
de la vacuna fue similar a la vacuna control Synflorix. Se demostré por prime-
ra vez en lactantes, que el candidato vacunal es inmunogénico contra los 7
serotipos vacunales y se encontraron nuevamente evidencias preliminares de
una posible crossproteccion contra los serotipos 6A y 19A.

Estos tres ensayos clinicos fase |, si bien son solo el inicio de la fase de inves-
tigacion clinica de este candidato vacunal, permitieron demostrar el concepto
inicial de desarrollo del producto, que es convertir a los PsC de la bacteria en
inmundgenos capaces de inducir una respuesta inmune especifica y protecto-
ra contra la bacteria, permitiendo asi avanzar a fases superiores de ensayos
clinicos hasta lograr el registro y la introduccion en el esquema nacional de
inmunizacion.

Conclusiones En el presente trabajo se resume la investigacién-desarrollo
de un complejo candidato vacunal conjugado heptavalente contra los neumo-
cocos. Se establecieron los procedimientos de conjugacion, se desarrollaron
las tecnologias BPF para la obtencion de los siete IFAs, el adyuvante y la for-
mulacion vacunal, se establecieron las técnicas analiticas para el control de
calidad de cada etapa y se demostr6é en animales de experimentacién la inmu-
nogenicidad y seguridad del producto. En ensayos clinicos Fase | se evidenci6
la seguridad e inmunogenicidad preliminar en adultos jévenes, nifos y lactan-
tes, resultados que demuestran el concepto de la investigacion-desarrollo del
producto confirmando que la tecnologia de produccion establecida garantiza
un producto de calidad y que cumple el concepto de inducir respuesta inmuno-
I6gica contra los PsC, y constituyen la base para avanzar a fases superiores
de ensayos clinicos.
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