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1. Resumen

Antecedentes La tosferina ha reemergido en diferentes paises. Constitu-
ye la quinta causa de muerte (300, 000 casos por afno) entre las enfermeda-
des prevenibles por vacunas. El escenario epidemioldgico actual tosferina se
caracteriza por el predominio de cepas de mayor virulencia que expresan ma-
yores niveles de la toxina pertussis (PT), la presencia cepas Prn2 en América
y Europa asi como de cepas Prn1 y Prn2 en Asia. El presente trabajo tiene
como objetivo el desarrollo de una nueva vacuna acelular contra la tosferina.
Resultados y novedad cientifica Por primera vez se disefa y obtiene una
molécula hibrida de pertactina (PRN2-1) de los tipos Prn1 y Prn2, con la ca-
pacidad de inducir una respuesta inmune significativamente superior a las
proteinas simples Prn1 y Prn2. De igual forma, a partir de una nueva cepa
de Bordetella pertussis (BPCNIC0311) se obtuvieron la variante natural de
pertactina Prn2, el toxoide genéticamente modificado de la toxina pertussis
(PTg), reportada como mas inmunogénica y eficaz que el toxoide PTq, inacti-
vado quimicamente, el cual esta presente en todas las vacunas acelulares que
se comercializan actualmente; de igual forma se obtuvo la hemaglutinina fila-
mentosa (FHA), antigeno relevante presente en todas las vacunas acelulares
de mas de dos componentes. Los antigenos se obtuvieron con elevada pure-
za e integridad molecular. Al ser evaluados en formulaciones tricomponentes,
PTg/FHA/PRN2-1y PTg/FHA/Prn2 resultaron altamente inmunogénicos en di-
ferentes lineas de ratdén con la induccion equilibrada de las subclases 1gG1,
lgG2a e 1IgG2b. Similarmente, las formulaciones resultaron altamente protec-
toras en el modelo modificado de reto intracerebral (MICA) frente a la cepa
virulenta de referencia internacional BP18323.

Conclusién Los resultados alcanzados convierten a las formulaciones tricom-
ponentes PTg/FHA/PRN2-1 y PTg/FHA/Prn2 en novedosas combinaciones
potencialmente mas efectivas y versatiles contra la tosferina, donde la elec-
cién de una u otra combinacién dependera del costo de la inversion y volumen
de mercado que justifique la inversién, asi como de la competencia, demanda
y territorios hacia donde se dirija la comercializacién de la futura vacuna.

Avales Los resultados se han presentado en congresos cientificos internacio-
nales y estan publicados en tres (3) revistas internacionales, ademas forman
parte de una (1) patente concedida en varios paises. Actualmente el trabajo
se encuentra en la culminacion del Desarrollo Tecnolégico a escala de 30 L.
Recientemente, se ha disefiado el escalado a 300L para la produccion de an-
tigenos para Estudios Clinicos en Humanos Fase | en Cuba, como parte de un

3



acuerdo para el Desarrollo, Produccion, Registro y Comercializacién de anti-
genos para Vacunas Acelulares de Pertussis, entre instituciones de Vietham
(AMVDAVAC) y Cuba (CIGB/Heber).

2. Comunicacion Corta

2.1. Introduccidn

Antecedentes. La tosferina o pertussis es una enfermedad respiratoria
aguda, altamente contagiosa, causada por el cocobacilus aerobio y Gram ne-
gativo B. pertussis. La tosferina ocupa el quinto lugar en las enfermedades
mortales prevenibles por vacunas. Cada afio mueren 300, 000 personas ma-
yormente infantes (>90 %) menores de seis meses. En los paises desarrolla-
dos, que aplican coberturas elevadas de vacunacion con vacunas de pertussis
acelulares (DTaP), la incidencia continia en aumento. Dentro de los factores
que juegan un rol en el incremento de la incidencia se pueden mencionar dos
fundamentales: las vacunas DTaP inducen una inmunidad de menor duracién
en comparacion con las vacunas celulares DTP y también su impacto en com-
batir la colonizacién y la transmisibilidad del patégeno B. pertussis pudiera ser
comparablemente menor. Por otro lado, las vacunas DTP se basan en células
enteras inactivadas por lo que son mas reactogénicas y no se recomiendan
para dosis de refuerzos de adolescentes, adultos ni madres gestantes.
Problema a resolver Los antigenos protectores presentes en las vacunas
comercialmente disponibles difieren de los de las cepas circulantes. Se han
observado variaciones principalmente en el componente pertactina. Las va-
cunas contienen la variante Prn1 mientras que en la mayoria de America y
Europa se aislan solo cepas que expresan Prn2 (Prn) y en otras regiones las
cepas Prn2 predominan sobre cepas Prn1. Otro elemento muy importante es
que el componente principal en la proteccidén presente en todas las vacunas,
la toxina pertussis (PT), es inactivada por métodos quimicos que destruyen
el 80 % de los epitopos neutralizantes. Se ha planteado que ambos factores
pueden influir en la perdida de la eficacia de las actuales vacunas DTaP prin-
cipalmente en la fase de declive de la inmunidad.

El presente trabajo, al considerar las insuficiencias de las DTaP anteriormente
descritas, se propuso como objetivo el desarrollo de una tecnolégica para la
obtencién de antigenos de B. pertussis que permita desarrollar formulaciones,
de tres componentes, mas acordes con el actual escenario epidemioldgico,



el cual esta caracterizado por la presencia de cepas mas virulentas que ex-
presan mayores niveles de toxina pertussis PT y que expresan mayormente
el tipo de pertactina Prn2. Para mejorar y actualizar el prototipo de vacuna
DTaP disponible, la estrategia se encamin6 por una parte hacia la obtencion
de los antigenos toxina pertussis genéticamente inactivada (PTg), la varian-
te pertactina tipo dos (Prn2) y la hemaglutinina filamentosa (FHA). Para ello
se utilizé una nueva cepa recombinante de B. pertussis (BPCNIC0311) como
productora de antigenos. Por otra parte, se exploré un nuevo concepto en el
hospedero de Escherichia coli (E.coli), cuyo objetivo consistié en obtener una
proteina hibrida de la pertactina Prn1y Prn2. En relacidon con esto, la hipbtesis
a comprobar consistié en que las nuevas moléculas al ser combinadas en for-
mulaciones de tres componentes fueran inmunogénicas asi como efectivas en
conferir proteccion en el modelo de reto intracraneal modificado al enfrentar
la cepa virulenta de referencia BP18323.

2.2. Principales resultados y originalidad cientifica

Se obtuvo una nueva molécula hibrida de pertactina (PRN) del tipo 1
(Prn1) y tipo 2 (Prn2). Para obtener la variante hibrida PRN se realizé un ana-
lisis detallado de la literatura en relacion con la proteina pertactina (Prn) y pos-
teriormente se disefié un modelo de proteina hibrida PRN con el auxilio de di-
ferentes herramientas bioinformaticas. Las proteinas Prn1, Prn2 asi como seis
variantes hibridas se expresaron en E. coli a altos niveles (30 %), fusionadas a
un hexapéptido de histidina, para facilitar, posteriormente, su purificacion por
cromatografia de quelatos metalicos (Niquel-NTA). Las variantes purificadas,
cuya pureza resultdé >90 %, fueron reconocidas por anticuerpos monoclonales
conformacionales asi como por sueros de voluntarios vacunados (humanos)
reactivados con la vacuna DTaP comercial ADACEL (Sanofi Pasteur). Al en-
sayarse en ratones, las variantes hibridas PRN1-CL-2 y PRN2-1 resultaron
estadisticamente mas inmunogénicas (p<0,001, Anova/Tukey) que Prn1, Prn2
y P.69 (Prn1) variante presente en las vacunas comerciales. De igual forma,
indujeron entre otros subtipos IgG2a e IgG2b, los cuales juegan un papel cru-
cial en la mediacién de la inmunidad celular contra bacterias Gram negativas
como lo es B. pertussis.

Las diferencias entre Prn1 y Prn2 residen Unicamente a la regién variable 1
(R1), la cual consiste en repeticiones GGXXP cuyo numero varia entre los
diferentes tipos de Prn. Se ha reportado que las variaciones en la region R1



afectan la unién a anticuerpos, la eficacia de la vacuna DTP (celular) asi como
también la eficacia de vacunas acelulares DTaP. En el presente trabajo se pu-
do comprobar que los sueros generados contra las proteinas hibridas PRN1-
CL-2 y PRN2-1 asi como la variante Prn2, reconocieron significativamente las
regiones variables R1 de Prn1 y R1 de Prn2. Posteriormente, las proteinas
PRN2-1, PRN1-CL-2 y Prn2 se evaluaron en el modelo de reto intracerebral
modificado (MICA) en ratones OF1. Se ensayaron dos niveles de dosis: Dosis
A (25 1g) y Dosis B (5 ug). Para las tres proteinas, en los grupos inmunizados
con la Dosis A se observaron diferencias estadisticas (p<0.01) respecto al
grupo que recibié la preparacion placebo. Sin embargo, al ensayarse la Dosis
B solo el grupo inmunizado con la proteina PRN2-1 mostr6 diferencias signi-
ficativas respecto al grupo placebo (p<0,05), por lo que esta variante hibrida
fue seleccionada para ser evaluada posteriormente en combinacion con los
antigenos PTg y FHA. Los resultados hasta aqui resefiados estan publica-
dos en Biotecnologia Aplicada 2014;31:33-42. Las proteinas PTg, FHA y Prn2
se obtuvieron a partir de una nueva cepa de B. pertussis (BPCNIC0311) con
un alto nivel de pureza (>95 %), caracteristica que pudo evidenciarse por la
ausencia de bandas de contaminantes por SDS-PAGE. De igual forma, los
niveles detectados de endotoxinas determinados por LAL resultaron inferiores
2 UE para una dosis de que contenga los tres componentes. Se ha informado
que las vacunas DTaP contienen menos de 100 UE/Dosis (Brito and Singh
2011). Los rendimientos totales de las proteinas puras fueron similares para
las tres proteinas, con valores promedios totales de 5 mg por fermentacion de
tres litros. Los tres antigenos puros se inmunoidentificaron por los ensayos de
western blotting y ELISA de captura con la ayuda de anticuerpos monoclona-
les especificos para cada proteina. Las proteinas PTg, FHA, Prn2 y PRN2-1
se evaluaron por separado en dos formulaciones de tres componentes: PTg/F-
HA/Prm2 y PTg/FHA/PRN2-1. En ambas formulaciones los cuatro antigenos
resultaron altamente inmunogénicos y se observé la induccién de los subti-
pos IgG1, IlgG2a e IgG2b a niveles similares para cada uno de ellos. De igual
forma se pudo comprobar la actividad protectora (p<0.001) de ambas formula-
ciones a dos niveles diferentes de dosis (Figura 20... Info Tec Detallada). Los
resultados hasta aqui resefados estan descritos pormenorizadamente en la
informacion técnica detallada y estan publicados en Journal of Infectious Di-
seases and Therapeutics, 2015, 3, 8 -20. Asi como en la revista Biotecnologia
Aplicada 2015;418-01-15.



Porcentaje de Supervivencia

Figura 1: Proteccién en el modelo de reto intracerebral modificado en ratones
OF1.

El eje de las abscisas muestra los inmundgenos inoculados a los diferen-
tes grupos (N=17). Cada inmundgeno se prepard en alimina con tres niveles
de dosis: Dosis A) PTg 5 g, FHA 2.5 ug y Prn (Prn2 o PRN2-1) 2.5 ug. La
Dosis B y C (C no mostrada) son diluciones 1 en 5y 1 en 25 de la Dosis A
respectivamente. VPR(99)11 es una vacuna celular de Referencia. El gréfico
muestra el porcentaje de supervivencia observado en el dia 14. La significa-
cién estadistica se evaluo a través de la prueba de Log-rank. Las letras dife-
rentes a y b indican las diferencias significativas (p<0,0001) encontradas entre
cada uno de grupos muestrales respecto al grupo placebo para una Dosis A 0
B dada. Las letras diferentes a y b como superindices indican diferencias es-
tadisticas al comparar las Dosis A y B para un inmunégeno dado. Los datos
son representativos de dos experimentos independientes.

La siguiente tabla muestra las ventajas de las formulaciones experimen-
tales obtenidas en el presente trabajo respecto a las vacunas comerciales de
tres componentes.



Presente trabajo /Propuesta a Premio
PTe/FHA/Prn2 [ PTe/FHA/PRN2-1

DTaP Comercial

Inactivada via quimica, se
afectan el 80% de los epitopos
protectores (Pooclman 2014)
Necesidad emplear dosis 5
veces superiores.

Variante P.69 (Prnl), menos
PRN2-1, moléeula inmunogénica que Prn2 y

recombinante hibrida de PRMN2-1, este componente se
" 1 1} 1] L
Pertactina (Prn) Variante Prn2 natural afecta colateralmente por la

:_r:olh._" Prn2 obtenida en inactivacidn quimica de PT
residual en las preparacionas

purificadas de P69 (Prnl).

FHA natural, este componente

se afecta colateralmente por la

Genéticamente modificada, conserva epitopos protectores y

Toxina pertussis (PT) en humanes es més inmunogénica que PTq (Seubert 2014)

mngfuﬂnha Fiamentosa FHA natural inactivacidn quimica de PT
residual en las preparaciones
purificadas de FHA.
Versatilidod ++ +++ +
Circulacidn exclusiva de Puede emplearse en todas Menos efectiva,
cepas PrnZ, por ejemplo las regiones del munda. fundamentalmente durante el
EE.UU, Canadd, América Posibilidad de obtener mds declive de la inmunidad, ya que
Latina y Europa. Al ser Prn2 antigenos por campafia Prn2 predomina
mds inmunogénica que Pral productiva [*). mundialmente.
puede emplearse con éxite Por tanto, Alta capacidad de Se plantea actualmente
también en regiones donde producir para territorios de aumentar las dosis de todos los
coexistan ambas cepas. alta demanda. companentes.
Nivel Inversidn + ++ +

Notas: Los signos +, ++, +++ indican una magnitud arbitraria creciente para la comparacién del nivel de versatilidad asi como
de inversiones.

(*) La formulacién PTg/FHA/PRN2-1 permite obtener mayor nimero de dosis por campafia productiva, debido a que PRN2-1
es recombinante y se obtiene en cantidades 10 veces superiores en una planta de produccidn alternativa, por tanto, la
produccién de PTg y FHA se concentra en la obtencién de Ags del sobrenadante, lo que permite duplicar la produccidén de
lotes PTg/FHA al no ejecutarse el proceso de produccidn de Prn natural , a partir de la biomasa celular, en la planta dedicada
a pertussis.

2.3. Conclusion

Los resultados alcanzados convierten a las formulaciones tricomponentes
PTg/FHA/PRN2 -1 y PTg/FHA/Prn2 en novedosas combinaciones potencial-
mente mas efectivas y versétiles contra la tosferina, donde la eleccién de una
u otra combinacién dependera del costo de la inversion y volumen de mercado
que justifique la inversién, asi como de la competencia, demanda y territorios
hacia donde se dirija la comercializacién de la futura vacuna.

2.4. La novedad cientifica

Por primera vez se disefia y obtiene una molécula hibrida de pertactina
de los tipos Prn1 y Prn2 (PRN2-1) mas inmunogénica que las varintes sim-
ples Prn1 y Prn2, capaz de inducir supervivencia significativa en ratones en
el modelo modificado de reto intracerebral (MICA). De igual forma, por pri-
mera vez se obtienen dos preparaciones tricomponentes que combinan las
proteinas PTg/FHA/PRN2-1(hibrida) y PTg/FHA/Prn2 (natural). Las mismas



mostraron la capacidad de inducir proteccidn a dos niveles de dosis en el mo-
delo modificado de reto intracerebral (MICA). Ambas combinaciones constitu-
yen opciones vacunales mejoradas y contextualizadas con el actual escenario
epidemioldgico de la tosferina.

La importancia practica del presente trabajo radica en la necesidad na-
cional y mundial de obtener una vacuna acelular contextualizada con el es-
cenario epidemioldgico actual de la tosferina, a partir de incorporar el tipo de
pertactina que predomina en el mundo (Prn2) ya sea como moléculas hibridas
o0 en la variante natural, asi como incorporar el toxoide PTg del cual se ha in-
formado que es mas inmunogénico y protector que el toxoide PTq, inactivado
quimicamente. La incorporacién de estos elementos renovaria el prototipo de
vacuna acelular comercialmente disponible, el cual se basa en el toxoide per-
tusico quimicamente inactivado PTq menos efectivo y la variante de pertacti-
na (Prn1) de menor circulacién mundial y menos inmunogénica que PRN2-1
o Prn2 en relacion a la regién variable protectora R1. El presente trabajo es-
tablece una tecnoldgia para la obtencién de una formulacién potencialmente
mas efectiva contra la tosferina y es ademas compatible con otros desarrollos
enfocados a la incorporaciéon de nuevos antigenos y adyuvantes dirigidos a
potenciar la respuesta inmune especifica contra B. pertussis. El aporte prac-
tico esta dado por el impacto cientifico técnico de una plataforma tecnoldgica
que permite obtener componentes mejorados y purificados de B. pertussis
para su inclusién en vacunas triples y pentavalentes, para la inmunizacion de
ninos menores de un afno; asi como de embarazadas, adolescentes y adul-
tos, acciones estas encaminadas a reducir la transmisibilidad del patégeno
en todas las edades y no recomendables de acometer con vacunas celulares
DTP. De igual forma, permitird mantener los mercados actuales de la indus-
tria biotecnolégica y farmacéutica cubana, al poder potencialmente sustituir el
producto celular DTP por otro acelular DTaP menos reactogénico. Permitiria
ademas acceder a nuevos mercados en paises con economias emergentes
dispuestas a adquirir un producto de mayor calidad yde similar inocuidad que
las vacunas DTaP comerciales.

Nivel de introduccidn y generalizacion Los resultados obtenidos en el
presente trabajo permitieron avalar que las formulaciones desarrolladas son
protectoras en el modelo de reto intracerebral modificado (MICA) frente a la
cepa de referencia BP18323, ensayo utilizado y recomendado internacional-
mente para la evaluacion de las vacunas DTaP durante la liberacién de los
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lotes productivos. Actualmente el proceso productivo para los antigenos PTg,
FHA'y Prn2 a partir de la cepa BPCNIC0311, se encuentran en la culminacion
de la fase de Desarrollo Tecnoldgico a escala de 30 L con vistas a realizar pro-
ximamente el escalado a 300 L para la produccion de antigenos para Estudios
Clinicos en Humanos Fase | como parte de un acuerdo entre instituciones de
Vietnam (DAVAC) y Cuba (CIGB/Heber) para el Desarrollo, Produccién, Re-
gistro y Comercializacién de antigenos para Vacunas Acelulares de Pertussis.
Correspondencia con las prioridades establecidas en los lineamientos
de la politica econdmica del pais y en la VI conferencia del PCC Tema que
da respuesta: Politica de Ciencia, Tecnologia, Innovacion y Medio Ambiente.
En particular el lineamiento 131: “Sostener y desarrollar los resultados alcan-
zados en el campo de la biotecnologia, la produccion médico-farmacéutica, la
industria del software y el proceso de informatizacién de la sociedad, las cien-
cias basicas, las ciencias naturales, los estudios y el empleo de las fuentes
de energia renovables, las tecnologias sociales y educativas, la transferencia
tecnolégica industrial, la produccién de equipos de tecnologia avanzada, la
nanotecnologia y los servicios cientificos y tecnolégicos de alto valor agrega-
do”.
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