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RESUMEN. Las vacunas convencionales se basan en la aplicacion de diversos métodos bioquimicos,
microbioldgicos e inmunoldgicos sobre los agentes causales de las enfermedades. A pesar del éxito alcanzado en el
control y prevencion vacunal de muchas patologias infecciosas, en otros casos los resultados no han sido fructiferos,
de modo que se impone explorar nuevos enfoques y posibilidades. El desarrollo y auge de la biologia molecular
representa una revolucion en el disefio de nuevas vacunas contra una gran variedad de microorganismos patdgenos,
causantes de enfermedades que afectan al hombre y a los animales. A partir del conocimiento de las secuencias
genémicas completas de esos microorganismos, en combinacién con nuevas tecnologias avanzadas tales como la
bioinformatica, los micromatrices de ADN y la protedmica, ha sido posible identificar nuevos antigenos importantes
para el desarrollo de nuevos preparados vacunales. La combinacién gendémica-protedmica ha reportado grandes
avances en el descubrimiento de sitios “diana” de vacunas contra bacterias patdgenas. La vacuna ideal debe ser
patégeno — especifica y portadora de antigenos conservados en todas las cepas, de modo que posea una cobertura
universal, con el minimo nimero de antigenos. Apoyandose en estos conocimientos es posible predecir a priori todos
los antigenos in silico, sin necesidad de crecer el microorganismo in vitro. Este nuevo enfoque ha sido aplicado con
éxito en la identificacion de nuevos antigenos que pueden ser evaluados de manera perspectiva para fines vacunales
en Bordetella pertussis, lo que evidentemente representa un serio esfuerzo a escala global para enfrentar la
resurgencia de la tosferina o pertussis.

ABSTRACT. Conventional vaccines are based on the application of diverse biochemical, microbiological and
immunological methods over causal agents of diseases. Despite of success reached in vaccines for controlling and
preventing a lot of infectious pathologies, in some other instances the results have not been rather fruitful, so that
exploring new approaches and possibilities is imposed. The development and increase of the molecular biology
means a revolution for designing new vaccines against a great variety of pathogenic microorganisms causing diseases
that affect mankind and animals. From knowledge on whole genome sequences of these microorganisms in
combination with new advanced technologies such as bioinformatics, DNA microarrays and proteomics it has been
possible to identify new important antigens for the development of new vaccine candidates. The combination
genomics — proteomics has rendered great advances in discovering “target” sites of vaccines against pathogenic
bacteria. The ideal vaccine must be pathogen — specific, harboring conserved antigens in each strain, therefore having
a universal cover, with the minimal number of antigens. Based on that knowledge, all antigens in silico may be
predicted a priori, without growing the microorganism in vitro. This new approach has been successfully applied to
identifying new antigens in Bordetella pertussis as well, which may be evaluated further for vaccine purposes,
therefore representing a serious global effort, just to face whooping-cough or pertussis reemergence.

INTRODUCCION

La concepciodn “clasica” de la vacunacion comprende, de manera general, la utilizacion
de microorganismos vivos atenuados o inactivados por diferentes métodos, por ejemplo,
mediante agentes quimicos como el formaldehido o el timerosal, este Gltimo compuesto
usado como preservativo por su accién antimicrobiana.? Aunque las vacunas atenuadas
inducen una fuerte respuesta inmune, existe la posibilidad de que los microorgamismos
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vivos que las componen puedan revertir eventualmente a su forma virulenta, lo que de
cierta forma limita su empleo.® Por otra parte, las vacunas no vivas, formadas por
componentes acelulares tales como capsulas, toxinas parcialmente purificadas o
polisacéridos, etc., son igualmente seguras y eficaces.* La aplicacién de vacunas de
células atenuadas o inactivadas ha permitido el control y erradicacién, en algunos casos,
de enfermedades infecciosas consideradas como flagelos de la humanidad, tales como la
viruela o la poliomielitis. Esta Gltima se espera que sea erradicada en unos pocos afios.”
Existen otras enfermedades infecciosas que no han podido ser controladas hasta el
momento mediante la tecnologia de vacunacion, digamos “clésica”. De ahi, la necesidad
de aplicar y desarrollar nuevas tecnologias que contribuyan a vencer esta limitacion.
Ademas, las autoridades correspondientes exigen actualmente elevados estandares de
seguridad y caracterizacion fisico-quimica en las vacunas.

Las técnicas de ADN recombinante han brindado nuevas posibilidades. Antigenos
especificos, seleccionados a partir de los datos inmunologicos de los pacientes,
purificados a partir del patdogeno o de sistemas heterélogos han originado vacunas
recombinantes eficientes, por ejemplo, la vacuna anti-HBV y la anti-Bordetella
pertussis.®® Sin embargo, diversos factores pueden limitar este enfoque. Por ejemplo:
las proteinas inmunogénicas pueden no ser necesariamente antigenos protectores o bien
si lo son, no pueden ser utilizados en formulaciones vacunales debido a variabilidad de
secuencia, dificultad en la expresion y/o purificacion, grandes costos de produccion,
etc.' Logicamente, los microorganismos implicados deben ser cultivados in vitro, de
modo que este enfoque excluye aquellos no cultivables en tales condiciones. En muchos
casos, los antigenos expresados durante la infeccion no es posible producirlos en
condiciones de laboratorio. Adicionalmente, mediante estos métodos solo pueden ser
analizadas simultaneamente unas pocas moléculas con propiedades inmunogénicas, de
modo que el camino hacia la vacuna se hace engorroso y complejo, sobre todo, cuando
los antigenos implicados no son obviamente inmunodominantes, como lo son, por
ejemplo, las toxinas o capsulas.**

La era de la gendmica — protedbmica cambié el panorama en el disefio de nuevas
vacunas. De hecho, el conocimiento del genoma completo de un patégeno dado brinda
la posibilidad de seleccionar los genes de interés, clonar, purificar y expresar los genes
seleccionados, asi como purificar las proteinas recombinantes y finalmente, identificar
in vitro e in vivo los posibles candidatos vacunales que generen nuevas vacunas, mas
eficientes y seguras.’*° La combinacién genémica-proteémica ha significado, en
muchos casos, grandes avances en el descubrimiento de sitios “diana” de vacunas contra
bacterias patdgenas. La vacuna ideal debe ser patdgeno — especifica y portadora de
antigenos conservados en todas las cepas, de modo que posea una cobertura universal,
con el minimo ndmero de antigenos. La gendmica permite “marcar” las proteinas que se
conservan en las diferentes cepas, en tanto que la protedmica revela la expresion
proteica que es accesible a los anticuerpos. Ejemplos exitosos, en principio, se han
reportado en Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae
y Streptococcus pyogenes.*®

Algunos autores han reportado enfoques alternativos a las vacunas tradicionales. Por
ejemplo, vacunas basadas en péptidos,” vacunas basadas en anticuerpos anti-idiotipicos
y vacunas de ADN.*!? Es notable destacar que ninguna de estas vacunas ha llegado
todavia al mercado, a pesar de que han sido validadas todas las pruebas previas
correspondientes, tales como eficacia en modelos animales y pruebas clinicas en
humanos para diferentes enfermedades infecciosas.’

Con este trabajo se pretende divulgar y discutir las ideas basicas con relacién al enfoque
gendémico-protedmico en la generacion de nuevas vacunas contra Bordetella pertussis,



el agente causal de la tosferina o pertussis, en el contexto actual de re-emergencia de la
enfermedad a escala universal.

PRINCIPIOS BASICOS: GENOMICA - TRANSCRIPTOMICA -
PROTEOMICA

En sentido general, el sistema inmune es capaz de reconocer unos pocos componentes
en el patdgeno (generalmente antigenos secretados o asociados a superficie del
patogeno y factores de virulencia), y responder de forma especifica contra ellos,
neutralizando de esta manera al agente infeccioso. Por tal razon, la clave para el
desarrollo de vacunas efectivas reside en la identificacion de aquellos componentes del
patdgeno, capaces de generar una respuesta inmune.’ Puesto que muchos de estos
antigenos son proteinas, el conocimiento de todos los componentes proteicos de un
patdgeno dado debe simplificar enormemente la identificacion de nuevos candidatos
vacunales.*?

La esencia en el disefio de nuevas vacunas bajo este enfoque consiste en lograr mediante
la aplicacion de las tecnologias: genomica, transcriptomica y proteémica, denominadas
en conjunto “némicas” por algunos autores,” una elevada expresion de nuevos antigenos
de interés vacunal. Para tales fines, se toma como punto de partida el conocimiento de la
secuencia del genoma del patdgeno en cuestion y mediante la aplicacion de
herramientas bioinformaticas, micromatrices o microarreglos de ADN vy la protedmica,
tedricamente es posible seleccionar candidatos vacunales con una gran especificidad y
eficiencia y de una manera racional.

Actualmente, se puede conocer la secuencia genomica completa de una bacteria
patogénica en unos pocos meses y a muy bajo costo.® La secuencia del genoma
completo de un microorganismo fue reportada por primera vez para Haemophilus
influenzae en 1995 por The Institute of Genomic Research, USA.™* Desde entonces, han
sido secuenciados los genomas de numerosos microorganismos, patdégenos y no
patdgenos, en laboratorios en todo el mundo y se encuentran disponibles.** Ello ha
permitido comparar genomas de bacterias relacionadas, de patdgenos versus comensales
de la misma especie 0 especies relacionadas y aun entre bacterias con perfiles
patogénicos similares o diferentes, lo que ha revolucionado conceptos en la patogénesis
bacteriana. De hecho, las secuencias del genoma representan un “catalogo virtual” de
todos los candidatos vacunales potenciales, a partir del cual es posible seleccionar las
moléculas que probablemente sean las mas efectivas, independientemente de su
abundancia relativa, o si son expresadas en condiciones in vivo o in vitro.®

De forma general, se han utilizado tres estrategias o tecnologias diferentes para la
busqueda e identificacion de nuevos antigenos con fines vacunales, que se
complementan entre si: 1) el andlisis in silico; 2) las tecnologias de expresion in vivo
(IVET en el idioma inglés), mutagenesis marcada (STM en el idioma inglés) y los
micromatrices o microarreglos de ADN) 3. la protedmica (Fig.1).* Las tres estrategias
comparten cuatro aspectos basicos: 1) Seleccidn de genes de interés a partir del genoma.
2) Alta eficiencia de clonaje y expresion de los genes seleccionados. 3) Purificacion de
las proteinas recombinantes. 4) Ensayos in vitro e in vivo para la identificacion de
candidatos vacunales.

El andlisis in silico utiliza algoritmos que pueden predecir genes (secuencias ORF,
marcos abiertos de lectura, Open Reading Frames, en el idioma inglés) que
potencialmente codifiquen para antigenos secretados o asociados a superficie celular y a
otros factores de virulencia. ElI enfoque mas comudn consiste en comparar secuencias
pronosticadas como codificadoras de genes de virulencia con secuencias para esa
funcidn existentes en bases de datos, utilizando programas computacionales tales como



BLAST, que identifica homologias a genes conocidos para una funcion conocida en
otros organismos.™*® La funcién es asignada a secuencias ORF y es registrada en las
bases de datos. Alternativamente, se han utilizado otros programas para buscar proteinas
secretadas o0 asociadas a superficie bacteriana. Por ejemplo, PSORT es utilizado para la
prediccion de sefiales en las proteinas y localizacion de determinados sitios en las
secuencias de amino4cidos;'’ Signal P predice la presencia y localizacion de sefiales de
sitios de corte en péptidos en secuencias de aminoacidos de diferentes organismos,
procariotas y eucariotas.'®
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Fig. 1. Enfoque global para la identificacion de nuevos candidatos vacunales.*

A pesar de su elevado valor predictivo, el analisis in silico requiere en ultima instancia
del experimento, que establezca de forma inequivoca el papel de los productos génicos
en el microorganismo vivo en cuestion. Este nuevo enfoque se ha dado en llamar
“Vacunologia reversa”, puesto que el disefio de las vacunas parte del analisis in silico de
la secuencia genémica, y no del tradicional, que parte de la bacteria viva.**?°

El uso de modelos experimentales in vivo ha sido una herramienta valiosa en la
identificacion y aislamiento de los genes que son inducidos especificamente durante la
infeccion.?>® Estos incluyen: la STM o mutagénesis de marcaje, la tecnologia de
expresion in vivo (IVET, en el idioma inglés) y la tecnologia de micromatrices o
microarreglos de ADN.

La STM identifica genes requeridos in vivo para la sobrevivencia mediante mutagénesis
al azar. Esta técnica generalmente emplea una coleccion de transposomas modificados
con fragmentos de aproximadamente 40 pares de bases. Cada mutante portador de una
secuencia de transposoma especifico es reconocido por su secuencia. Las cepas



mutantes son colectadas e inoculadas en animales. Luego de la infeccion, las cepas
atenuadas son identificadas mediante comparacion, si ellas no son recuperadas a partir
de los animales infectados. Estas cepas potencialmente pueden ser utilizadas como
candidatos vacunales. Naturalmente, los mutantes atenuados seleccionados no causan
infeccion y por lo tanto, son candidatos vacunales poderosos como vacunas vivas. Por
consiguiente, las proteinas identificadas como esenciales en la infeccion o enfermedad
seréan Utiles en la preparacion de vacunas acelulares.?

Por otra parte, IVET identifica facilmente los genes que son inducidos especificamente
durante la infeccion bacteriana.?* Esta estrategia requiere de una bacteria que porte una
mutacion en una via biosintética que limite el crecimiento in vivo, por ejemplo, una
auxotrofia. La funcion biosintética esencial es suplida por promotores presentes en
fragmentos de ADN cromosomal del patdgeno, derivados de una biblioteca gendmica
preparada al efecto,® de modo que las bacterias mutantes originan colonias sobre el
medio por complementacion de las auxotrofias, luego de la transformacion con la
biblioteca gendmica. Posteriormente, los productos de fusidn seleccionados a partir de
esas colonias son secuenciados para identificar los genes inducidos in vivo. Se han
desarrollado métodos alternativos, tales como el empleo de genes reporteros que
codifican para la resistencia a antibidticos o que codifican para una proteina
fluorescente verde (induccién de fluorescencia diferencial). >’

La tecnologia de microarreglos de ADN ha sido aplicada igualmente en el pesquizaje de
nuevos genes para la virulencia. Esta tecnologia y sus principios ha sido bien descrita y
aplicada por diversos autores®® y es particularmente Gtil en el analisis del genoma de
organismos relativamente simples, como es el caso de las bacterias. A estos efectos, se
prepara una matriz con fragmentos de ADN que representan el genoma completo de la
bacteria, lo que permite el analisis de su expresion, en el caso en cuestion, para la
virulencia. Dicho de otra manera, mediante esta tecnologia, tedricamente es posible
analizar la compleja interaccién y regulacion entre huésped y patégeno.’**** La
expresion temporal de los genes de virulencia puede ser monitoreada mediante
crecimiento del patdgeno en modelos in vivo correspondientes (por ejemplo, cultivo de
células o animales), seguido de extraccion y marcaje apropiado mediante tincién
fluorescente del ARN de las bacterias recuperadas y finalmente, hibridizado in vitro a la
matriz portadora de los fragmentos de ADN.*' Los genes de virulencia activos emiten
sefiales de fluorescencia, que son convenientemente cuantificadas y computarizadas,
luego de la excitacion con rayos laser. De esta manera, una vision completa del genoma
mediante microarreglos constituye una herramienta promisoria para la identificacion de
nuevos candidatos vacunales.

Con el conocimiento de la secuencia gendmica, las técnicas de separacion mediante
electroforesis bidimensional y espectrometria de masas ha sido posible separar,
identificar y catalogar proteinas diversas, expresadas bajo condiciones celulares
diferentes. En el caso del desarrollo de nuevas vacunas, los métodos de separacion y
caracterizacion de proteinas de membrana y de proteinas asociadas a la superficie
bacteriana son particularmente importantes.*

El “set” de proteinas, codificadas por el genoma de un organismo se designa como
“proteoma”.>** En principio, el analisis proteémico parte de la separacién de una
mezcla de proteinas (lisados celulares o de membrana externa, por e€j.), en sus
componentes individuales mediante diversos procedimientos. Una vez separadas, cada
proteina es digerida con proteasas especificas para generar péptidos discretos, cuyas
masas moleculares se determinan por espectrometria de masas. El resultado
experimental es comparado con el resultado tedrico in silico esperado para la misma
degradacion especifica de todas las proteinas predichas a partir de la secuencia



genémica. Como resultado, la proteina puede ser identificada inequivocamente como el
producto de un gen especifico.

LOS TRABAJOS PIONEROS EN NEISSERIA MENINGITIDIS

La bacteria Neisseria meningitidis es el agente causal fundamental de la meningitis y
sepsis en nifios y adolescentes. Se han desarrollado vacunas conjugadas polisacaridicas,
basadas en antigenos contra los polisacaridos capsulares de la bacteria, correspondientes
a los serogrupos A, C, Y y W135. Tal es el caso de  Menomune® — A/C/Y/W-135
combinada, de aplicacién subcutanea.®* No ha sido posible desarrollar una vacuna
capsular efectiva contra el serogrupo B (MenB), debido a que la capsula de la bacteria
es quimicamente idéntica al acido (2-8) polisialico ligado, presente en el tejido humano.
Este hecho lo hace pobremente inmunogénico y causa potencial de autoinmunidad.>*
La aplicacion de vacunas de vesiculas de membrana externa (OMV, en el idioma inglés)
ha sido exitosa en el control de epidemias del serogrupo B en Noruega, Cuba, Chile,
Brasil y Nueva Zelanda.***® Este tipo de vacuna solo es efectiva contra cepas
homologas, de un tipo clonal definido, debido a que la respuesta inmune provocada por
las vacunas OMV estd dirigida casi exclusivamente a ciertas proteinas
inmunodominantes, particularmente la porina PorA, por demas, bastante variable en las
diferentes cepas.®*® Un gran nimero de cepas de meningococos del serogrupo B en
circulacion son genéticamente diversas, lo que limita la efectividad de la vacuna.

Para la identificacion de candidatos vacunales potenciales en Neisseria meningitidis
serogrupo B (MenB) fue aplicada exitosamente la tecnologia genémica.>”* Los autores
determinaron la secuencia genémica de la cepa virulenta MC58, determinando ademas
secuencias ORF en fragmentos de ADN durante el proceso. Mediante la aplicacion de
programas computacionales adecuados, los autores fueron tedricamente capaces de
predecir e identificar 600 antigenos secretados o expuestos. De ellos, 350 fueron
expresados en E. coli y utilizados para inmunizar ratones. Los antisueros
correspondientes fueron evaluados por la técnica de fluorescencia especifica (FACS) y
ELISA para la localizacion de los antigenos de superficie en MenB y anticuerpos
bactericidas. Como resultado de este estudio, los autores detectaron 91 nuevos antigenos
de superficie, 28 de ellos fueron capaces de inducir anticuerpos bactericidas.

Las secuencias conservadas de los antigenos MenB detectados por el analisis
gendémico, presentes en las cepas patdgenas ensayadas, que incluyen diferentes
serogrupos de N. meningitidis, N. gonorrheae, N. cinerea y N. lactamica, fue el criterio
seguido en la seleccion de candidatos vacunales. La formulacién final de la vacuna
consiste de las proteinas de fusion fHBP-GNA2091, GNA2132-GNA1030, NadA y
PorA-OMV.*

El enfoque convencional, sin embargo, muestra una gran variabilidad en los antigenos
entre las cepas y son expresados solamente en algunas de ellas, siendo solamente
efectivos en cepas homoélogas.®” Las caracteristicas generales de estos antigenos
incluyen proteinas expuestas en la superficie celular o lipoproteinas de estructura
globular, sin dominios asociados a membrana y en general, no abundantes en la
superficie bacteriana.

En este caso, la aplicacion de la vacunologia reversa ha identificado una mayor cantidad
de candidatos vacunales potenciales, con relacion a los enfoques tradicionales.

El esquema general aplicado por los autores para obtener posibles candidatos vacunales
para N. meningitidis serogrupo B se ilustra en la Fig. 2.3%

El enfoque gendmico-protedmico ha permitido la caracterizacion de candidatos
vacunales a partir de vesiculas de membrana externa (OMV) contra cepas de Neisseria
meningitidis serogrupo B (MenB).**** En el caso de la vacuna OMV producida por el



Instituto Finlay, de Cuba, VA-MENGOC-BC®, los autores fueron capaces de generar
un mapa protedmico de vesiculas OMV, mediante electroforesis bidimensional y
espectrometria de masas MS.

De esta manera, lograron identificar diferentes proteinas, algunas de ellas novedosas e
inmunogénicas, que forman parte de la formulacion vacunal actual.** Los antigenos de
superficie recombinantes seleccionados fueron dos proteinas de fusion (factor de enlace
a proteina-H (fHbp) y NadA) y la proteina aislada GNA2132. La estrategia de la
vacunologia reversa significa un nuevo campo de investigacion para la obtencion de una
vacuna universal contra meningococos tipo B.***
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Fig. 2. Vacunologia reversa aplicada a N. meningitidis serogrupo B.?



LA ERA POST-GENOMICA EN LAS VACUNAS ANTIPERTUSICAS

Durante las ultimas dos décadas se ha observado un resurgimiento significativo de la
tosferina o pertussis a escala mundial, a pesar de la amplia disponibilidad de vacunas
efectivas y los altos niveles de vacunacion alcanzados.***° Ha sido reconocido que los
nifos no inmunizados, adultos y adolescentes con baja inmunidad pueden servir como
reservorio para la infeccion: ocasionalmente, tales individuos pueden transmitir B.
pertussis a nifios pequefios no inmunizados.*’ Actualmente, la enfermedad ha sido
reportada en adolescentes y adultos en los que frecuentemente se manifiesta de forma
atipica.*” Por otra parte, es bien conocido que el uso de vacunas de células completas en
individuos de mas de siete afios de edad esta contraindicado, asi como la corta duracion
de la inmunidad alcanzada.®

Hasta el presente, se ha identificado como inmunogénico un cierto nimero de factores
de virulencia en B. pertussis, que incluye las adhesinas, la hemoaglutinina filamentosa
(FHA) vy las fimbrias (FIM), los autotransportadores pertactina (PRN), la proteina de
resistencia a suero (Brk A) y el factor de colonizacion traqueal (Tcf A), tres toxinas: la
pertasica (PT), la adenilato ciclasa (CyaA) Yy la toxina dermonecrotica (DNF), asi como
el lipopolisacarido (LPS) y la proteina de shock térmico 60 (Hsp60). Estas proteinas
son, en principio, potencialmente protectoras y algunas de ellas han sido usadas como
componentes de vacunas acelulares.*”*°

Las formulaciones licenciadas para adultos y adolescentes de vacunas acelulares contra
pertussis, combinadas con toxoides contra la difteria y el tétanos (Tdap) son seguras,
inmunogénicas y bien toleradas.>>>* Sin embargo, se ha observado una pérdida gradual
de la efectividad de las vacunas actuales, basadas fundamentalmente en la pertactina y
la toxina pertUsica, a consecuencia de los cambios moderados y operados en sus
secuencias genémicas,>? asi como la aparicién de nuevas cepas en circulacion, contra
las que las vacunas actuales son inefectivas o poco eficientes. Como resultado, se ha
observado en los ultimos tiempos una re-emergencia de la enfermedad a escala
universal.

Una forma ldogica de abordar el problema seria la bldsqueda de nuevas proteinas
inmunogénicas, capaces de generar nuevos candidatos vacunales y con una mayor
capacidad protectora contra B. pertussis. Paralelamente, estos esfuerzos pudieran ser
enfocados hacia la obtencion de vacunas atenuadas de aplicacion nasal, de modo que
simule la infeccion natural y que sea capaz de inducir una inmunidad a mas largo
plazo.*®

Como ya ha sido mencionado, la aplicacion de las tecnologias post-genémicas ha
significado una revolucién en el disefio de nuevas vacunas.>® En particular, una gran
informacién acerca de los componentes inmunogénicos se derivan de la protedmica,
acoplados al Western-blotting (Inmunoprotedmica). Este enfoque ha sido aplicado
exitosamente en el descubrimiento de nuevos antigenos en diversas bacterias patdégenas,
tales como Helicobacter pylori,>** Staphylococcus aureus,” Bacillus anthracis,>
Shigella flexneri,”® Francisella tularensis,”® Corynebacterium diphtheriae,®
Streptococcus pyogenes,®* Chlamydia pneumoniae,® y Neisseria meningitidis.®®
Naturalmente, el enfoque protedmico aplicado a Bordetella pertussis tiene como
premisa el conocimiento de la secuencia gendmica de las especies patdgenas mas
importantes que componen el Género: Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis y
Bordetella bronchiseptica.®*

Las técnicas de inmunoprotedmica han sido aplicadas en B. pertussis para el pesquizaje
de proteinas inmunogénicas de membrana y extracelulares. Por ejemplo, uno de estos
trabajos reporta un total de 38 proteinas inmunogénicas Unicas (11 proteinas
extracelulares y 27 de membrana), detectadas mediante Western blotting, utilizando



sueros procedentes de nifios vacunados. La espectrometria de masas MADLI-TOF/MS
permitio la identificacion final de las proteinas inmunogenicas, algunas de ellas
descritas por primera vez.®* Los autores de este trabajo citaron, entre otras proteinas, las
siguientes: una proteina de membrana externa opcional, importante para la regulacién
del oper6n de virulencia Bvg; el factor de elongacion Tu/Ts de la glicerol-3-fosfato
dehidrogenasa y la chaperona GroEL, presentes igualmente en H. pneumoniae,
Streptococcus Grupo A y Candida albicans. Ademas del andlisis inmunoproteémico,
los resultados preliminares del andlisis in silico, hibridacién genémica comparativa y la
caracterizacion transcripcional e interaccion proteina-proteina permitieron identificar
191 nuevos candidatos vacunales potenciales de B. pertusssis contra B. pertussis y B.
parapertussis.®

El andlisis protedmico de B. pertussis demuestra el caracter diferencial de la expresion
de proteinas bajo condiciones limitantes o en exceso de hierro en el medio de cultivo.®®
La regulacion de la expresion genética como respuesta a las concentraciones locales de
hierro es cominmente observada en patdgenos bacterianos. Durante la infeccion, la
célula bacteriana sufre limitaciones de este nutriente. Los autores de este trabajo
tomaron lisados celulares totales y diferentes fracciones de membrana externa de la
bacteria bajo tales condiciones. Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis
bidimensional. El analisis estadistico revel6 que 36 proteinas diferentes mostraron una
expresion diferencial: nueve de ellas con una expresion incrementada bajo condiciones
de un exceso de hierro y en las 27 restantes, la mayor expresion se observd bajo
condiciones limitantes de hierro. Las proteinas fueron sometidas a digestion triptica y
espectrometria de masas MALDI-TOF/MS. La identificacion posterior de nuevas
proteinas, inducidas a bajas concentraciones de hierro, pudiera explicar la virulencia
incrementada de este fenotipo. Ademas, al menos una de esas proteinas que solamente
se expresa bajo condiciones limitantes en hierro era muy inmunogénica en individuos
infectados. Posteriormente, el mismo grupo de trabajo logré identificar nuevos
antigenos mediante inmunoproteémica en B. pertussis.®® Estos antigenos mostraron su
expresion maxima bajo condiciones limitantes de hierro. En particular, uno de ellos,
designado como IRP1-3 reacciono fuertemente frente a IgG humana, purificada a partir
de individuos infectados. Segun el andlisis computacional, IRP1-3 es una proteina de
membrana dimérica y esta potencialmente involucrada en la incorporacién de hierro a la
célula. Los datos experimentales revelan que esta proteina se expone a la superficie
celular y que su incremento bajo condiciones limitantes de hierro es independiente de la
fase de virulencia de la bacteria. Por otra parte, la inmunizacién de ratones con IRP1-3
recombinante resulta en una fuerte respuesta de anticuerpos, que no solamente
reconocen la proteina nativa sobre la superficie bacteriana, sino que promueven una
fagocitosis efectiva de las bacterias por polimorfonucleares en humanos. Asimismo,
IRP1-3 es efectivo contra la infeccion de B. pertussis en modelo de ratdn y su expresién
es conservada entre diferentes aislamientos clinicos, siendo positivamente regulado bajo
privacion de hierro. Estos resultados, tomados en su conjunto, sugieren que las proteinas
antigénicas, inducidas bajo condiciones limitantes de hierro, pueden ser potencialmente
buenos candidatos vacunales.®®®’

Otros autores reportaron un analisis comparativo del proteoma de superficie de una cepa
vacunal y de varios aislamientos clinicos por espectrometria de masas. Como resultado
de este estudio, se identificaron 54 nuevas proteinas, asociadas al transporte y
metabolismo de aminoéacidos y carbohidratos, algunas de las cuales fueron propuestas
como nuevos candidatos vacunales.®

Por otra parte, Altindis et al,*® a partir de proteinas solubles extraidas de dos cepas de
B. pertussis, separadas mediante electroforesis bidimensional y analizadas por Western-



blotting por su reactividad frente antisueros especificos, fueron capaces de identificar 25
proteinas inmunogeénicas, 12 de las cuales mostraron ser nuevos antigenos para esta
especie. Para su estudio, las 25 proteinas inmunogénicas fueron divididas en tres grupos
fundamentales: el primer grupo comprendio tres antigenos conocidos de B. pertussis
[pertactina, proteina de resistencia sérica y Hsp60 (heat shock protein, en el idioma
Inglés)]. El segundo grupo contenia 10 proteinas conocidas como antigénicas en otras
bacterias patdgenas y el tercer grupo estaba formado por las 12 proteinas descritas
solamente como antigénicas para B. pertussis y no para otros patdgenos. Sin embargo,
los autores de este trabajo no detectaron las proteinas antigénicas FHA y PT,
posiblemente debido a su localizacion extracelular y naturaleza hidrofobica, lo que
condicionaria su eliminacion temprana en los procedimientos de extraccion.
Posteriormente, se identificaron diferentes proteinas de superficie en las cepas Tohama |
y Saadet de B. pertussis, luego de una electroforesis bidimensional seguida de analisis
por espectrometria de masas MALDI-TOF-MS/MS y geLC-MS/MS, una herramienta
protedmica poderosa que implica electroforesis unidimensional SDS, separacion y
digestion de bandas especificas y caracterizacién de péptidos correspondientes.”®™
Como resultado, los autores identificaron 45 proteinas diferentes de Tohama | y 226 de
Saadet, respectivamente. El andlisis por Western-blotting identificO 27 “manchas”
inmunogénicas, correspondientes a 11 productos génicos diferentes. De ellas, la
proteina periplasmica de enlace mediante glutamina, la proteina de enlace leu/ ile/ val,
una proteina exportada opcionalmente y una Fe-superéxido dismutasa (Fe-SOD) se
reportaron por primera vez como inmunogénicas en Bordetella. De 226 proteinas
identificadas, 16 se expresaron diferencialmente en Saadet y Tohama I. Cinco proteinas
se expresaron solamente en Saadet (adhesina, la chaperona DnaJ, la de fimbria FimX, la
secretada opcional Bsp 22 y la opcional de estrés universal). Finalmente, dos de ellas se
expresaron solamente en Tohama I: la proteina transportadora ABC y otra proteina,
asociada al transporte periplasmico.™

La expresion de los genes de la virulencia en B. pertussis esta controlada por el
regulon BvgA/S y algunos de los genes involucrados son modulados por &cido
nicotinico y MgSO4. La identificacion y el estudio fisiologico de la expresion de
nuevos genes de virulencia mediante microarreglos de ADN en el regulén BvgA/S
puede ser una alternativa para disefiar cepas atenuadas, Utiles para ensayos de
vacunacion intranasal. Tal es el caso de los genes hotA y hotB, cuyos productos génicos
muestran una gran similitud a las subunidades de la toxina pertdsica. Los primeros
ensayos con preparados vacunales, derivados de cepas atenuadas para estos genes
mostraron ser totalmente efectivos, luego de la administracién intranasal en ratones.>®

CONCLUSIONES

La busqueda de nuevos antigenos que generen nuevos candidatos vacunales contra
Bordetella pertussis es una estrategia promisoria que puede solucionar los problemas
actuales de la resurgencia de la enfermedad a escala mundial. La aplicacion del
conocimiento basico del genoma y el proteoma de Bordetella y de la regulacion
temporal de los genes involucrados en la virulencia, asi como el crecimiento de la cepa
vacunal bajo condiciones limitantes de hierro puede contribuir grandemente a alcanzar
tales objetivos.

Las vacunas actuales contra B. pertussis no protegen contra las infecciones de B.
parapertussis, de modo que seria importante lograr nuevos candidatos vacunales,
efectivos contra ambos microorganismos. Por otra parte, el desarrollo de nuevas
vacunas acelulares de aplicacion nasal pudiera garantizar una inmunidad prolongada,
dado que las vacunas actuales solamente aseguran una inmunidad a corto plazo.
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