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EDITORIAL

Nelson Santiago Vispo*

La Biotecnologia

s una disciplina cientifica en la cual los procesos bio-

légicos, los organismos, las células y sus componentes

son utilizados para el desarrollo de nuevas tecnologias.

Nuevas herramientas y productos desarrollados por
los biotecndlogos son utilizados en investigaciones, agricultura,
industria y la clinica para ayudar a mejorar nuestras vidas y la
salud del planeta. Hemos usado los procesos bioldgicos de los mi-
croorganismos por mas de 6000 anos para preparar la cervezay el
queso o preservar otros alimentos.

La biotecnologia moderna ofrece productos innovadores y
tecnologias para combatir las enfermedades, reducir nuestra hue-
lla ambiental, alimentar a los necesitados, utilizar energia mas
limpia y segura, y generar procesos industriales de fabricacién
mas eficientes.

Actualmente, hay mas de 250 productos farmacéuticos obte-
nidos por métodos biotecnoldgicos aplicados en la salud humana
y pecuaria para el tratamiento de enfermedades antes incurables.
Mas de 18 millones de agricultores de todo el mundo utilizan la
biotecnologia agricola para aumentar el rendimiento, evitar da-
os por insectos y plagas, y reducir el impacto de la agricultura
sobre el medio ambiente. Se construyen biorrefinerias para pro-
bar y perfeccionar las tecnologias, para producir biocombustibles
y productos quimicos a partir de biomasa renovable, que puede
ayudar a reducir las emisiones de gases de efecto invernadero.

En la Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Desarrollo
Sostenible (Rio +20), que concluyo el 22 de junio del 2012, la Di-
visién de Desarrollo Sostenible (DDS) elaboré un programa para
que los gobiernos renovaran su firme compromiso politico con el
desarrollo sostenible y para promover la integracion y la coheren-
cia de las politicas y la implementacion de acciones en los dmbitos
social, econémico y ambiental. Este “programa 217, en su capitulo
16 expone la gestion ecolégicamente racional de la biotecnologia
por parte de las Naciones Unidas, y expone lo siguiente:

“La biotecnologia por si misma no puede resolver todos los
problemas fundamentales del medio ambiente y el desarrollo, de
manera que las expectativas tienen que verse frenadas por el rea-
lismo. No obstante, cabe esperar que aporte una importante contri-
bucién facilitando, por ejemplo, una mejor atencién de la salud, un
aumento de la seguridad alimentaria mediante prdcticas de agri-
cultura sostenible, un mejor abastecimiento de agua potable, pro-
cesos de desarrollo industrial mds eficaces para la elaboracion de
las materias primas, el apoyo a métodos sostenibles de forestacion y
reforestacion, asi como la desintoxicacion de los desechos peligrosos.
La biotecnologia crea también nuevas oportunidades de establecer
asociaciones en todo el mundo, especialmente entre los paises ricos
en recursos bioldgicos (incluidos los recursos genéticos) que care-
cen de los conocimientos especializados y las inversiones necesarias
para aprovechar esos recursos por medio de la biotecnologia y los
paises que cuentan con el caudal de conocimientos técnicos necesa-
rios para transformar esos recursos biolégicos de manera que atien-

» ]

da a las necesidades del desarrollo sostenible”.

Entre las areas de los programas fundamentales del alcance
de la biotecnologia que se promulgan estdn:

a) Aumento de la disponibilidad de alimentos, piensos y mate-
rias primas renovables;

b) Mejoramiento de la salud humana;

¢) Aumento de la proteccion del medio ambiente;

d) Aumento de la seguridad y establecimiento de mecanismos
internacionales de cooperacion;

e) Establecimiento de mecanismos que faciliten el desarrollo y la
aplicacion ecoldgicamente racional de la biotecnologia.

*Profesor - investigador Yachay Tech. Ecuador / nvispo@yachaytech.edu.ec

Bionatura

Volumen 1/ Numero 1

3.

ttp://www.revistabionatura.com

Todas estas areas permitirdn el desarrollo y la aplicacion
acelerados de la biotecnologia, particularmente en los paises en
desarrollo, requiriendo un esfuerzo importante para fortalecer
las capacidades institucionales en los planos nacional y regional.

En los paises en desarrollo donde escasean los factores habi-
litantes tales como la capacidad de formacion, los conocimientos
técnicos, las instalaciones y fondos para investigacién y desarro-
llo, la capacidad para la creacion de una base industrial, el capital
(incluso el capital de riesgo), la proteccion de los derechos de pro-
piedad intelectual y los conocimientos en esferas como la investi-
gacién del mercado, la evaluacion tecnoldgica, socioecondmica y
de la seguridad. Por consiguiente, serd necesario realizar esfuer-
zos para establecer la capacidad en estas y otras esferas y que estos
esfuerzos se complementen con suficiente apoyo financiero.

Por lo tanto sera preciso fortalecer la capacidad enddgena de
los paises en desarrollo mediante nuevas iniciativas internaciona-
les de apoyo de la investigacion a fin de acelerar el desarrollo y la
aplicacion de la biotecnologia nueva y tradicional para responder
a las necesidades del desarrollo sostenible en los planos local,
nacional y regional. Como parte de este proceso deberian crearse
mecanismos nacionales que permitan tener en cuenta la opinion
fundamentada del publico con respecto a la investigacion y la
aplicacion de la biotecnologia. En este sentido “el Gobierno de
Ecuador se ha propuesto dar un impulso decisivo al desarrollo
de la ciencia y la tecnologia como piezas “fundamentales para el
desarrollo”, expreso recientemente el presidente Rafael Correa
durante una conferencia en New Haven (EEUU).

Segun el mandatario, los paises que no generan suficientes
conocimientos se quedan rezagados y dependen de lo que produ-
cen otros, por lo que, de no reducir las distancias con relacion a
los més avanzados en materia de educacion, ciencia y tecnologia,
el futuro que les espera es de subordinacion. Correa expreso esas
ideas al pronunciar una conferencia en la Universidad de Yale,
en New Haven (Connecticut, EEUU), donde fue recibido por sus
autoridades y se reunid con académicos y responsables de cen-
tros de investigacion. Se trata de impulsar, de este modo, el avan-
ce del pais andino hacia la “economia social del conocimiento”,
un modelo inclusivo que, segiin el Gobierno, sera muy util en la
necesaria mejora de la productividad para el pais, asi como en la
generacion de empleo y en el crecimiento econémico.

Correa, sin embargo, asegurd que su gobierno no cree en “el
absolutismo tecnicista” que organiza a la sociedad en funcion de
requisitos tecnoldgicos, sino en un avance sostenido en materia
de educacion superior orientada hacia la ciencia, la innovacion y
la tecnologia.

La revista Bionatura es un fiel exponente de considerar el
desarrollo basado en el conocimiento de las ciencias biologicas y
la aplicacion de las mismas al desarrollo sostenibles del planeta,
en aras de un mejor aprovechamiento de los recursos naturales

para el beneficio de todos.

Referencias Bibliograficas

1 Naciones unidas. Gestién ecoldgicamente racional de la Biotec-
nologia. Programa 21. Capitulo 16. [Internet]. [Consultado: 4 de
abril de 2015]. http://www.un.org/spanish/esa/sustdev/agenda21/
agenda2lspchapter16.htm#1/
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CARTA AL EDITOR / LETTER TO THE EDITOR

Nuevas proyecciones de la investigacion clinica en Ecuador.
New projections of clinical research in Ecuador.

Thelvia I. Ramos *

El desarrollo acelerado de la Industria Biofarmacéutica, y en particular de la industria de productos bioldgicos ha traido consigo el incremento de la investigacion
clinica y el fortalecimiento de las agencias reguladoras para alcanzar el registro del producto en estudios en el menor tiempo y con la calidad requerida bajo las
normativas de las Buenas Précticas Clinicas. Para perfeccionamiento de este tipo de investigacion surgen las Organizaciones de Investigacion por Contrato (CRO), las
cuales permiten el desarrollo de la investigacion y proporcionan servicios que van desde los estudios preclinicos, hasta la conduccion y realizacion de los ensayos
clinicos. Deben manejar las particularidades del producto en estudio, para demostrar su seguridad, eficacia y entrada al mercado farmacéutico con una indicacion
precisa. En este articulo ponemos en su conocimiento la primera CRO en el Ecuador que cumple con estos estandares para la investigacion clinica.

Palabras clave: Biofarmacéutica; ensayos clinicos ; Organizacion de Investigacion por Contrato.

ABSTRACT

The accelerated development of the pharmaceutical industry, particularly the industry of biologics products, has brought an increase in clinical research and
strengthening regulatory agencies to achieve product registration studies in the shortest time and with the required quality under the rules of Good Clinical Practice.
For improvement of this type of research arise Contract Research Organizations (CR0), which allow the development of research and provide services ranging from
preclinical studies to conducting and realization of clinical trials. For instance, these companies should know the peculiarities of the product and, to demonstrate
safety, efficacy and entrance to pharmaceutical market with a precise indication. In this article we hereby inform you the first CRO in Ecuador to meet these standards

for clinical research.

Keywords : Biopharmaceutical ; clinical trials ; Contract Research Organization (CRO).

Introduccion

n ensayo clinico no es mds que un estudio metédico,

dirigido a dar respuesta ante el uso de un producto

y/o especialidad médica, el cual estd estructurado

sobre el método cientifico. Su objetivo primordial es
considerar que la investigacion sea segura en seres humanos, de-
mostrar algiin grado de eficacia para una indicacién terapéutica,
profildctica o diagnostica determinada y describir los posibles
eventos adversos que pudieran presentarse en el transcurso de la
investigacion. .

Los ensayos clinicos van transitando de forma cronoldgica por una
serie de fases, que van desde la Fase I a la Fase III, posterior a esto
se logra su comercializacién o autorizacién para su aplicacion del
producto en estudio; y, una vez comercializado el medicamento,
los ensayos clinicos que se realicen con él pertenecerdn a la fase IV
o Farmacovigilancia 2.

El desarrollo acelerado de la Industria Biofarmacéutica, y en
particular de la industria de productos bioldgicos ha traido
consigo el incremento de la investigacidn clinica, teniendo en
consideraciéon el grado de novedad de las sustancias que se
desarrollan.

En la actualidad nos encontramos con necesidades médicas
no satisfechas que constituye el motor impulsor del progreso
irrefutable en el ambito sanitario y suponen un reto para toda la
comunidad cientifica. El desafio es atin mayor teniendo en cuenta
los cambios demogréficos y las enfermedades emergentes y re-
emergentes. De ahi el desarrollo de la Biotecnologia como rama
de las Ciencias Bioldgicas para dar respuesta a estas interrogantes,
integrando el desarrollo de las novedosos productos de sintesis
bioldgica a través del conocimiento de las diversas vias metaboélicas

y procesos inherentes a cada una de las afecciones. En la
actualidad ademads, confluyen las particularidades inmunolégicas
y genéticas de los individuos de manera, que este proceso a partir
de la Biotecnologia permite que nos adentremos en la medicina
individualizada .

Para superar estos retos cientificos y médicos a los que nos
enfrentamos en la actualidad, es necesaria la participacion de
todos los agentes implicados. La realizacién de estos estudios trae
por consecuencia la necesidad de que el personal involucrado
con esta actividad conozca los documentos normativos para la
Solicitud de Autorizaciéon y Modificacion de Ensayos Clinicos,
donde se abordan aspectos técnicos, metodoldgicos, legales
y administrativos del trdmite, asi como otras Regulaciones
relacionadas con el tema, que permiten la agilidad, coherencia y
desarrollo de esta actividad *.

La importancia de establecer una estrategia adecuada para la
evaluacion clinica de los productos en desarrollo, constituye un
elemento clave para alcanzar el Registro en el menor tiempo y con
la calidad requerida en el contexto de las Buenas Pricticas Clinicas.
Estos estudios también deben realizarse en condiciones de respeto a
la dignidad, la proteccion de los derechos y bienestar de los sujetos
en investigacion; se debe salvaguardar su integridad fisica y mental,
asi como su intimidad y la proteccion de sus datos *°.

Por otro parte la regulacion de los ensayos clinicos por el Estado
es un proceso en constante cambio y adecuacién, cuyo reto
actual consiste en salvaguardar la seguridad de los participantes.
Una de las funciones de las autoridades sanitarias en el mundo
es proteger los intereses de los pacientes que participan en un
ensayo clinico (EC) y exigir el cumplimiento de un conjunto de
recomendaciones que se conocen como las Normas de Buenas
Practicas Clinicas (BPC). Estas reglamentaciones son estandares
éticos y cientificos internacionalmente aceptados, que establecen
indicadores para el disefio, conduccidn, registro y reporte de los
estudios que involucran la participacién de seres humanos y cuyo

1 Dra. Thelvia | Ramos. MD. Especialista en Genética Clinica y Molecular. M.Sc. en Biotecnologia Mencién Ensayos Clinicos. Universidad

de las Fuerzas Armadas-ESPE.Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura.

Autor de correspondencia: Dra. Thelvia I. Ramos. Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE.Departamento de Ciencias de la Vida y la

Agricultura.

Bionatura Volumen 1/Numero 1

http://www.revistabionatura.com



cumplimiento asegura que sus derechos, bienestar, seguridad y dignidad
sean protegidos y respetados. A lo largo de los afios se han establecido
regulaciones en la investigacién clinica en numerosos estados. Muchos
paises latinoamericanos disponen de politicas reguladoras que garantizan
la seguridad de los nuevos productos bioldgicos y biotecnoldgicos que se
evalian clinicamente en seres humanos 6. Ecuador se encuentra inmerso
en la elaboracion de sus lineamientos y reglamentaciones que regulen la
actividad de los EC dentro del pais”.
La realizaciéon de los ensayos clinicos requiere de conocimientos
integrales en diversas dreas, como la Bioética, la implementacion de un
centro de investigacion, el seguimiento del ensayo, su seguridad, aspectos
legales y, la normativa nacional e internacional que rige la realizacién de
la investigacion clinica 8.
Parala conduccidén delos ensayos clinicos debido alas diversas normativas
internacionales y para el desarrollo de este tipo de investigacion surgen
las Organizaciones de Investigacién por Contrato (CRO), las cuales
permiten el desarrollo de la investigaciéon con el cumplimiento de las
Buenas Practicas Clinicas y debera implementar la garantia y el control
de calidad °. Estas organizaciones son contratadas por el promotor del
producto en investigacion (individuo, empresa, institucion u organizacion
responsable de realizar, financiar y gestionar un ensayo clinico), pero son
independientes de este, evitindose conflictos de intereses y brindando
apoyo a las industrias farmacéuticas y biotecnoldgicas, en forma de
servicios de investigacion. Es el tipo de empresa de naturaleza publica
o privada, nacional o extranjera legalmente constituida en el pais, a la
cual el patrocinador/promotor, transfiere legalmente algunas o todas sus
funciones y/o actividades relacionadas con un estudio de investigacién.
Entre sus objetivos se destacan *:
- Apoyar y ayudar a los Promotores de la Investigacion Clinica a realizar
y desarrollar los ensayos clinicos, aportando especializacion, experiencia
y conocimiento de los ensayos clinicos.
- Asegurar que los ensayos clinicos se realizan de acuerdo a las normas
éticas y metodoldgicas establecidas, cumpliendo fielmente la normativa
aplicable.
- Garantizar la veracidad, y trazabilidad de los resultados que finalmente
formaran parte del dossier de registro y comercializacién de un
determinado farmaco o tratamiento, como compaiiia independiente
También selecciona al investigador principal y le proporcionan apoyo, lo
mantienen informado, sobre cualquier particularidad de relevancia sobre
el producto que surja en referencia al medicamento en investigacion,
asimismo realizan la monitorizacién del estudio '°. Ademas la interaccién
con los Comités de Etica de Investigacién en Seres Humanos (CEISH) al
inicio y en el transcurso de la investigacion sobre las particularidades del
producto y las evaluaciones de seguridad de los sujetos incluidos en el
estudio .
Una CRO puede proporcionar servicios que van desde los estudios
preclinicos, la investigacion clinica y direccién de ensayos clinicos.
Dependen para su existencia de las companias farmacéuticas, las cuales
patrocinan los ensayos clinicos. Los datos que se obtiene al realizar las
diferentes investigaciones clinicas son utilizados por las companias
farmacéuticas, para levantar toda la evidencia cientifica del producto,
poder patentarlo, obtener registros sanitarios y sacarlo al mercado. A
pesar de esta amplia gama de actividades que pueden desarrollar, muchas
de ellas solo son contratadas para el desarrollo de alguna de las fases de
ensayo clinico, pues no tiene la fortaleza suficiente para asumir todos
los roles que le corresponden; solo lo hacen aquellas que cuentan con
la experticia necesaria y suficiente de su personal, que conoce todas las
regulaciones nacionales e internacionales rigurosas a las que se enfrenta
un producto antes de salir al mercado
Es requisito indispensable para estas compaifas manejar las
particularidades del producto en estudio, para que pueda demostrase
su seguridad, eficacia y lograr entrar al mercado farmacéutico con una
indicacion precisa.
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clinical Biotec

Estudios preclinicos, investigacion clinica y
direccién de ensayos clinicos.

www.clinicalbiotec.com
sales@clinicalbiotec.com

En Ecuador es necesario contar con este tipo de compaiiias y surge
Clinical Biotec, una Organizacion de Investigacion por Contrato (CRO),
constituida por un grupo de especialistas altamente calificados y con
experiencia de mas de 20 afios en el campo de la investigacién clinica.
Esta nueva CRO, brinda servicios de elevada calidad metodoldgica y con
precios competitivos. Sus servicios estan sustentados por procedimientos
estandarizados de trabajo que permiten obtener una calidad estable y
enfocada a la mejora continua.

El objeto social de Clinical Biotec, es la implementacién y conduccién
de investigaciones clinicas (investigaciones realizadas para demostrar
eficacia y seguridad de nuevos productos médicos ya sea de origen
natural, sintéticos o bioldgicos incluyendo equipos médicos, reactivos
bioquimicos y nuevos procederes médicos y quirurgicos), asi como
el manejo de sitios clinicos para la realizacion de las mismas fuera y
dentro del Ecuador y el entrenamiento de profesionales de la salud en
este campo. Esta organizacién por contrato tiene la particularidad de
introducir ensayos clinicos con preferencia por productos de origen
biotecnoldgico, que constituyen novedosas estrategias terapéuticas
dirigidas a la medicina individualizada.

También combina las funciones de una CRO y una SMO para cumplir
la creciente demanda de la investigacion clinica en la Republica del
Ecuador.
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A dose-response study in mice of the vaccine
preparation containing the diiic-2 protein aggregated
with the oligodeoxinucleotide 39m

studio de dosis-respuesta en la preparaciéon de la vacuna
ue contiene la proteina agregada diiic-2 con 39m
ligodeoxinucleétido en ratones

nesto Marcos?, Lazaro Gil*, Alienys Izquierdo?, Laura Lazo?, Edith Suzarte?, Iris Valdés?, Angélica Garcia?, Yusleydis Pérez?,
remis Romero?, Enma Brown?, Maria G. Guzman?, Gerardo Guillén?, Lisset Hermida*

The Cuban dengue vaccine program relies on the subunit vaccine based on two specific viral regions: the domain Il of the envelope protein and the capsid
protein. Previously, we reported the immunogenicity and protection capacity in mice and monkeys of the chimeric protein DIIIC-2, formed by the two de-
scribed viral regions, highly aggregated with the ODN 39M and adjuvanted in alum. In the present work, different quantities of the ODN 39M were tested
for their immunogenicity in mice. As a result, the formulation containing the protein aggregated with 2 pg of the ODN was the optimal condition in terms of
cell-mediated immunity thereby; it was selected to be further studied. The second mice experiment was directed to study the effect of the formulation dose
on their immunogenicity and protective capacity. Results revealed the best immunogenicity profile for the lowest quantity tested whereas the protection assay
revealed an inverse behavior. Upon virus challenge, the group inducing the lowest immune response generated the best protection profile and only 40% of
protection was obtained in the group generating the highest immunogenicity. Taken together we strongly recommend performing a dose study in non-human
primates to find the optimal dose for inducing the best protective response.

Keywords: Dengue, vaccine; viruses; immunogenicity; experiment; study.

ABSTRACT

El programa de vacuna contra el dengue cubano confia en la vacuna de subunidades basado en dos regiones virales especificos: el dominio lll de la proteina
de la envoltura y la proteina de la capside. Anteriormente, se informd de la capacidad de inmunogenicidad y proteccion en ratones y monos de la proteina
quimérica DIIIC-2, formado por las dos regiones virales descritos, muy agregados con el ODN 39M y adyuvadas en alimina. En el presente trabajo, diferentes
cantidades de la ODN 39M se ensayaron para determinar su inmunogenicidad en ratones. Como resultado, la formulacién que contiene la proteina agregada
con 2 g de la ODN fue la condicion dptima en términos de la inmunidad mediada por células de ese modo; fue seleccionado para estudiar mas a fondo. El
segundo experimento los ratones fue dirigida para estudiar el efecto de la dosis de la formulacion en su inmunogenicidad y capacidad protectora. Los re-
sultados revelaron el mejor perfil de inmunogenicidad para la cantidad mas baja ensayada, mientras que la proteccion de ensayo revelé un comportamiento
inverso. Tras la exposicion al virus, el grupo de induccion de la respuesta inmune mas bajo genera el mejor perfil de proteccion y se obtuvo sdlo el 40% de
la proteccion en el grupo de la generacion de la mas alta inmunogenicidad. En conjunto le recomendamos realizar un estudio de dosis en los primates no
humanos para encontrar la dosis 6ptima para inducir la mejor respuesta protectora.

Palabras clave: Dengue, vacunas; virus; inmunogenicidad; experimento; estudio.

Introduction

Dengue virus (DENV) is a mosquito-borne flavivirus and the
causative agent of dengue and severe dengue. This pathogen is en-
demic in 100 countries in tropical and subtropical regions where
2.5-3.6 billion people are at risk for infection. An estimated 390 mi-
llion cases of DENV infection occur annually, 96 million of which
are apparent, 500,000 severe, and 20,000 fatal. !

There are several dengue vaccine candidates at advanced pre-

clinical and clinical levels although no vaccine is still licensed. The
most advanced strategies (Phase II-IIT) are based on live attenuated
viruses and are led by the Sanofi Pasteur’s ChimeriVax™-dengue
vaccine candidate. Despite the balanced reactogenicity and im-
munogenicity profile of the tetravalent ChimeriVax™-dengue
vaccine candidate, three doses are required during one year to
induce high neutralizing antibody seroconversion rates against

1Vaccines Division, Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Ave. 31, P.0. Box 6162, Playa, Havana 10 600, Cuba.
2 Virology Department, Tropical Medicine Institute “Pedro Kouri”, PAHO/WHO Collaborating Center for the study of Dengue and its
vector, Autopista Novia del Mediodia, km 6 % P.O. Box Marianao 13, Havana 11 600, Cuba.

Corresponding author: Lisset Hermida Cruz. P.O. Box 6162, Playa, Havana 10 600, Cuba. Phone: 53-7-2504535, Fax: (53-7) 271 4764. Email: lisset.hermida@cigb.

edu.cu
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A dose-response study in mice of the vaccine preparation containing the diiic-2 protein aggregated with the oligodeoxinucleotide 39m

Estudio de dosis-respuesta en la preparacion de la vacuna que contiene la proteina agregada diiic-2 con 39m oligodeoxinucleétido en ratones

the four serotypes.” Despite such levels of immunity, unfortu-
nately, the three efficacy trials revealed lack of solid protection
against DENV-1 and DENV-2. In addition, neither data is avai-
lable about the induction of functional cell-mediated immunity
(CMI) not about the duration of the protective induced immuni-
ty post-vaccination.

The Cuban dengue vaccine program relies on the subunit
vaccine based on two specific viral regions: the domain III (DIII)
of the envelope (E) protein and the capsid (C) protein. Domain
III of the E protein has been proposed for involvement in receptor
recognition,* as supported by several studies. >

On the other hand, CMI has also recently been recogni-
zed as an important factor in protection against DENV in mice
and humans "' therefore, we also selected the C protein as a
potential viral target for inducing CMI. We have then designed
and obtained a novel chimeric protein: Domain III-capsid, se-
rotype-2, combining both viral fragments potentially inducer
of neutralizing antibodies and CMI. When this protein was
presented as particulate aggregate including ODNG, it induced
antiviral and neutralizing antibodies, CMI, and conferred a sig-
nificant level of protection in mice." In addition, when this chi-
meric protein was administered in monkeys positive to DENV-
2, it significantly boosted the neutralizing antibodies, which
were maintained until 6 months.'

In following experiments, we used three types of defined
ODNs for the aggregation of DITIC-2 and observed that the natu-
re of the ODN determines the magnitude of the cellular immune
response induced by the protein in mice."”” Based on this result,
we selected the ODN 39M to conduct experiments in transgenic
mice as well as in non human primates (NHP). The preparation
containing protein DIIIC-2 and the ODN 39M, adjuvanted in
alum, elicited neutralizing antibodies and protected transgenic
mice and NHP against challenge with DENV-2, constituting the
proof on concept of this molecule. '

Based on the aforementioned results the present work is di-
rected to study the influence of the quantity of the ODN 39M, or
the mixture protein-ODN, on the immunogenicity and protective
capacity in mice of the final formulation.

Methods

Viruses

A preparation from suckling mice brain infected with
DENV-2 (NGC strain) was used as antigen for antibody detec-
tion (Clarke and Casals, 1958). A similar preparation obtained
from brains of non inoculated mice was used as a negative con-
trol. For virus challenge a preparation of infective DENV-2 (A15
strain) (4.5 x 10° pfu/mL) was used. It was obtained by homogeni-
zation of suckling mice brain infected with DENV-2 RPMI-1640
medium. For animal immunization and neutralizing antibodies
detection, clarified cell culture supernatant harvested from Vero
cells infected with DENV-2 (SB8553 strain, kindly provided by
Dr. M.J. Cardosa, University Sarawak, Malaysia) (10° pfu/mL)
was used as viral stock. A concentrated preparation of DENV-2
was used for the in vitro stimulation of mouse splenocytes. Su-
pernatant from Vero cells infected (100 mL) with 10° pfu/mL of
SB8553 DENV-2 strain was concentrated by centrifugation at
32,000 rpm for 4 h at 4°C. The pellet containing the virus was
resuspended in 1 mL of phosphate buffered saline (PBS). A mock
preparation was similarly prepared from the supernatant of un-
infected Vero cells.

Mice

Female BALB/c (B¢, H-2d) mice (aged 6-8 weeks) were pur-
chased from the CENPALAB (Havana City, Cuba), and housed in
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appropriate animal care facilities during the experimental period.
Animals were handled according to the Cuban Institute of Health
Guidelines for the humane use of laboratory animals.

Purification of the recombinant protein DIIIC-2

The purification of the recombinant protein was basically
according to Marcos et al, 2013. Briefly, the supernatant from
disruption in TE buffer was exchanged to 10 mM Tris/HCl, 7 M
Urea, Tween 0.5%, pH 8 using Sephadex G25 fine (Pharmacia,
Sweden). The supernatant was gently shacked during 1 h at 4 °C
before the application onto the SP Sepharose FF resin (Pharma-
cia, Sweden), with the same buffer. The column was washed with
30 mM DEA, 7 M Urea, Tween 0.5%, 200 mM NaCl, pH 10.3
(washed buffer), to eliminate contaminants. Then, the recombi-
nant protein was eluted using 30 mM DEA, 7 M Urea, Tween
0.5%, 750 mM NaCl, 15 mM Imidazole, pH 10.3 (elution bu-
ffer). For the second chromatography step the elution from the
SP Sepharose column (containing the protein DIIIC-2, 65% of
purity) was applied onto the Chelating Sepharose FF resin (Phar-
macia, Sweden), previously equilibrated with the same buffer. The
protein was eluted using 30 mM DEA, 7 M Urea, Tween 0.5%,
750 mM NaCl, 250 mM Imidazole, pH 10.3. Finally the protein
was refolded using Sephadex G25 fine to TE buffer and was stored
at -20 °C until next experiments.

Study of the effect of the 39M ODN quantity on the DIIIC-2
precipitation

The purified protein DIIIC-2 was subjected to an in vitro
assembly procedure as previously described with few modifica-
tions." Briefly, 400 ug of the recombinant protein DIIIC-2 were
incubated with the ODN 39M (ATCGACTCTCGAGCGTTCTC-
GGGGGACGATCGTCGGGGQG) in TE buffer. The reaction mix-
ture was incubated for 30 min at 30°C and finally stored at 4°C.
To study the relationship between the quantity of the ODN 39M
and the protein DIIIC-2 precipitation, different in vitro assembly
reactions were carried out varying the final concentration of the
ODN. The reactions were assessed as described above and each
condition was made by triplicate. The table 1 shows the condi-
tions evaluated in the experiment.

After the incubation period, the reactions were centrifuged
10 min at 12 000 g and the supernatant was collected. The quan-
tity of precipitated DIIIC-2 was calculated by the difference be-
tween the initial DIIIC-2 added to the reaction and the remaining

Table 1. Quantity of ODN 39M used for aggregation reactions

Reaction Quantity of ODN 39M (pg)
1 1.7
2 2.0
3 4.0
4 8.0
5 10.0
6 13.3
7 20.0
8 30.0
9 40.0
10 57.1
11 80.0
12 100.0
13 133.3
14 200.0
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DIIIC-2 present in the supernatant. The DIIIC-2 concentration
was determined by the Bicinchoninic Acid Protein Assay kit (Sig-
ma, Missouri, USA) following the procedure recommended by
the manufacturer.

To quantify the concentration of the ODN 39M present in
the supernatant of the in vitro assembly reactions, 5 pL of the
sample were diluted in 2 mL of TE buffer and the absorbance at
260 nm was determined.

Mice experiments

Mice experiment #1

An immunization schedule was conducted to study the effect
of the quantity of the ODN 39M on the immunogenicity of the fi-
nal preparation containing DIIIC-2, and adjuvanted in alum. Se-
ven groups were included (table 2).

Mice received three doses at 0, 15 and 30 days, by intrape-
ritoneal route. In the case of the positive control group, animals
received only one dose of the infective virus (10° pfu) by sc route,
without adjuvant. Animals from each group were partially bled
30 days after the last dose and sera were collected for further im-
munological analysis. One month after the last dose they were
splenectomized to study the cellular immune response.

Mice experiment #2

A second immunization schedule was conducted to study
the effect of the quantity of the total preparation 39M-DIIIC-2,
adjuvanted in alum, on their immunogenicity and protective ca-

Table 2. Immunization Schedule 1. Study of the ODN 39M quantity

Group DII.IC-Z ODN.39M Nun.1ber
quantity (pg) quantity(ug) of animals

1 20 - 10

2 20 0.09 10

3 20 0.4 10

4 20 2.0 10

5 20 3.0 10

6 (Placebo) - - 10

7 (DENV-2) Egi\';/f‘j = 10

pacity. The quantities assayed as well as the different groups of
animals are described in table 3.

Mice received three doses at 0, 15 and 30 days, by intrape-
ritoneal route. In the case of the positive control group, animals
received only one dose of the infective virus (10° pfu) by sc route,
without adjuvant. Animals from each group were partially bled
30 days after the last dose and sera were collected for further im-
munological analysis. One month after the last dose they were
splenectomized to study the cellular immune response.

Protection assay

One month after the last dose, twelve animals from each
group were intracranially injected with 20 uL of a suspension of
DENV-2 infected suckling mouse brain containing 50 median
lethal doses (LD, ) (1.6x10° pfu/ml). Mice were observed daily
for 21 days and deaths were recorded. The maintenance and care
of experimental animals used in this research complied with the
Cuban Institute of Health Guidelines for the humane use of lab-
oratory animals.

Detection of anti DENV-2 IgG antibodies

An amplified sandwich ELISA system was used to detect the
anti DENV-2 IgG antibodies. Polystyrene plates with 96 wells (Cos-
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Table 3. Immunization Schedule 2. Study of the 39M-DIIIC-2
quantity

Grou 39M- DIIIC-2 Number
P quantity (pg) of animals
1 2.5 22
2 5 22
3 20 22
4 (Placebo) - 22
5 (DENV-2) DENV-2 105 pfu 22

tar, Cambridge, MA) were coated for 2 h at 37°C with 100 pL per
well of a mixture of anti DENV human immunoglobulins (IgG)
(5 pug/mL) in coating buffer (0.16% Na ,CO, and 0.29% NaHCO,;
pH 9.5); then they were blocked in coating buffer containing 5%
powder skim milk for 1 h at 37°C and washed three times in PBS
containing 0.05% Tween 20 (PBS-T). The viral antigen (100 pL per
well) and the negative control antigen were incubated overnight at
4°C. After three washes with PBS-T, 100 pL per well of sera from
each group were tested by serial dilutions in PBS-T, starting at 1:1
000. Plates were incubated for 1 h at 37°C and washed as described
above. Later, 100 pL per well of 1:35 000 diluted anti mouse IgG
peroxidase conjugate (Amersham Pharmacia, Beckinghamshire,
U.K.) were added and the plates were incubated for 1 h at 37°C.
After washing, 100 uL per well of 0.04% substrate O-phenylene-
diamine in buffer (2% Na,HPO, and 1% citric acid; pH 5.0) was
added. The plates were kept for 30 min at room temperature and
the reaction was stopped with 50 uL per well of 2.5 M H,SO,. Ab-
sorbance was read at 492 nm in a Sensldent Scan device (Merck,
Helsinki, Finland). The positive cutoff value was set as twice the
mean absorbance value of the negative control sera.

Plaque reduction neutralization test

Neutralizing antibody titers were measured by plaque re-
duction neutralization test (PRNT) in VERO cells as previously
described.'® The strain DENV-2 SB8553 was used in this test. The
neutralizing antibody titer was identified as the highest serum
dilution that reduced the number of virus plaques by 50%. As a
positive control, a murine hyperimmune ascitic fluid was used
which recognizes the antigens on the surface of DENV-2.

Cell culture and viral stimulation

Spleen cells were obtained in aseptic conditions and eryth-
rocytes were lysed by adding NH,Cl 0.83% solution. Cells were
washed twice with PBS 2% Fetal Bovine Serum (FBS) (PAA Lab-
oratories, Ontario, Canada) and resuspended at 2x10° cells/mL
in RPMI 1640 medium (Sigma Aldrich) supplemented with 100
U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin (Gibco, UK), 2 mM
glutamine (Gibco, UK), 5x107° M 2-mercaptoethanol (Sigma St.
Louis,MO) and 5% FBS. Finally 2.5x10° cells/well were cultured
in 96 well round bottom plates with the antigens (1.25x10* pfu
and 2.5x10° pfu of DENV-2 antigen for mice experiment # 1 and
# 2, respectively) or mock preparation. Concanavalin A (Sigma
St. Louis, MO) was used as a positive control. In all experiments
three wells were plated for each antigen. After 4 days of culture,
culture supernatants were collected and stored at -20 °C.

Cytokine detection

The culture supernatants from splenocytes previously stim-
ulated with each antigen were analyzed in duplicate to determine
the IFN-y concentration by ELISA using monoclonal antibodies
(MADb) pairs (INF-y; Mabtech, Nacia, Sweden). ELISA protocol
recommended by manufacturers was used with slight modifica-
tions. The lowest limit of detection of cytokine was 4 pg/mL.
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Statistical analysis

For the statistical analysis the GraphPad Prism version 5.00
for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA) was used. The
normal distribution of data was analyzed with D’Agostino Pear-
son’s test and the variance homogeneity with the Bartlet’s test.
When normal or transformed data showed a normal distribution
a parametric test was performed, otherwise data were analyzed
with a non-parametric test. The parametric analysis of more than
two groups was performed by a one-way analysis of variance,
using the Tukey post-test. The non-parametric analysis of more
than two groups was performed using Kruskal Wallis and Dunn
Multiple Comparison test. Survival data from the protection as-
say were analyzed with the log rank test. In all cases *: p<0.05;
**: p<0.01; ***: p<0.001.

Results

The relationship between the ODN quantity and the aggregation
percentage exhibits a typical dose-response curve

The ODN 39M was used to define the curve between the
quantities of ODN added to the aggregation reactions and the
aggregated protein DIIIC-2. Different quantities of ODN were in-
cubated with DIIIC-2. After the incubation period, the remaining
protein was determined in the reaction supernatants and the pre-
cipitated DIIIC-2 was calculated. As shown in Figure 1, a typical
dose-response curve was detected (R?=0.9896). It is very impor-
tant to mention that no ODN was detected in the supernatant of
any of the samples tested.

The quantity of ODN 39M used during the aggregation reaction
of the protein DIIIC-2 influences its immunogenicity in mice

% of precipitated DIIIC-2

100 4 R'=0,9896
80 -
60 -
40 -

20+

Added ODN (ug)

Fig. 1. Percentage of protein DIIIC-2 precipitated after the incubation
with different quantities of the ODN 39M. The recombinant protein DI-
11IC-2 (400 pg) was incubated with the ODN in TE buffer. The reactions
were incubated for 30 minutes at 30°C and stored at 4°C for 4 hours.
After the incubation period, the reactions were centrifuged 10 min at
12 000 g and the supernatant was collected. The amount of precipita-
ted DIIIC-2 was calculated by the difference between the initial DIIIC-2
added to the reaction and the remaining DIIIC-2 in the supernatant.
Data represent the mean * SD of three independent assays.

Mice experiment #1

A first mice experiment was conducted to study the influen-
ce of the ODN 39M quantities used during the aggregation reac-
tion, on the immunogenicity of DIIIC-2. Three additional control
groups were included in the study receiving: the non-aggregated
protein, the Placebo formulation (negative control) and the infec-
tive DENV-2 (positive control).
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Characterization of the humoral immune response

All groups of animals immunized with the recombinant pro-
tein DIIIC-2 developed high titers of antiviral antibodies without
statistical differences among them (p>0.05), regardless the quan-
tity of ODN 39M added in the formulation. In turn, all groups re-
ceiving the protein DIIIC-2, whatever the condition, elicited anti-
body titers statistically higher than those detected in the placebo
group and the positive control group. Similarly to the previous
results, the positive control group induced low titers of antiviral
antibodies, without statistical differences with respect to the pla-
cebo group (p>0.05) (Figure 2A).

The neutralizing capacity of the antibodies was assessed
by PRNT. In agreement with the results from the ELISA afore-
mentioned, all groups immunized with the recombinant protein
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Fig. 2. Humoral immune response induced by the protein DIIIC-2 aggre-
gated with different quantities of the ODN 39M. As controls one group
was immunized with the non-aggregated protein (DIIIC-2), a second group
received a placebo formulation (negative control) and the third one was
inoculated with the infective DENV-2 (positive control). (A) IgG antibodies
against DENV-2. Mice sera were collected 15 days after the third immuniza-
tion and the antibody titers were measured by a capture ELISA. The dashed
line indicates the cuttof (twice the mean titer of the placebo group). The
statistical analysis was performed using Kruskal Wallis and Dunn Multiple
Comparison test (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001). Data represent
mean * SD. N=8. (B) Neutralizing antibodies against DENV-2. Thirty days
after the third immunization mice sera were collected and the neutralizing
antibody titers were measured by a PRNT. Discontinuous line indicates the
cutoff (twice the mean titer of the placebo group). The statistical analysis
was performed by a one-way analysis of variance, using the Tukey post-test
(*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001). Data represent mean + SD. N=8. Re-
sults are representative of two independent experiments.
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DIIIC-2 induced detectable titers of neutralizing antibodies wi-
thout statistically differences among them (p>0.05) (Figure 2B).
Low titers were detected in sera from the DENV-2- immune
animals. On the other hand, the percentage of responders was
equal or more than 75% for the groups receiving the aggregated
protein in the different conditions tested. In contrast, only the
37.5% of animals elicited neutralizing antibodies in the group
immunized either with the non-aggregated protein or with the
infective virus.

CMI measured by IFN-y secretion

The splenocytes from animals immunized with the aggre-
gated protein using 2 pug and 3 pg of the ODN 39M as well as
those from the positive control group were able to secrete IFN-y
upon in vitro stimulation with DENV-2, with statistical differenc-
es (p<0.05) with respect to the cytokine secretion in the placebo
group. The levels of this cytokine for the groups immunized with
the aggregated protein with 2 pg and 3 ug of the ODN and the
group immunized with DENV-2 were 2323.8 pg/mL; 2260 pg/
mL and 1952.6pg/mL, respectively, without statistical differences
among them (p>0.05). No significant secretion was detected for
the non-aggregated protein was well as for the groups receiving
0.09 pg and 0.4 ug of ODN 39M. (p>0.05) (Figure 3).

The quantity of the 39M-DIIIC2 influences its
immunogenicity and protective capacity in mice
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Fig. 3. Cellular immune response induced by the protein DIIIC-2 aggre-
gated with different quantities of the ODN 39M. As controls one group
was immunized with the non-aggregated protein (DIIIC-2), a second
group received a placebo formulation (negative control) and the third
one was inoculated with the infective DENV-2 (positive control). Culture
supernatants from mock-treated or DENV-2-infected splenocytes from
individual animals of all groups were tested 30 days after the third im-
munization. The concentration of IFN- was measured by ELISA. Dashed
line indicates the cutoff (twice the mean concentration of the placebo).
The statistical analysis was performed using Kruskal Wallis and Dunn
Multiple Comparison test (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001). Data
represent mean + SEM. N=5. Results are representative of two inde-
pendent experiments.

Mice experiment #2

Based on the results from the first mice experiment the
quantity of 2 ug of ODN 39M was selected for the aggregation
process of the protein DIIIC-2. This formulation was named
39M-DIIIC-2. A second mice experiment was conducted to
study the influence of the quantity of the formulation 39M-DI-
IIC-2, on the immunogenicity and protective capacity of the
preparation adjuvanted in alum. Two additional control groups
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were included in the study receiving the Placebo formulation
(negative control) or the infective DENV-2 (positive control).
The humoral and cellular immune responses were determined
after the last dose.

Characterization of the humoral immune response

All groups of animals immunized with the formulation
39M-DIIIC-2 induced titers of antiviral antibodies. The highest
values were measured in sera from mice inoculated with the
lowest quantity of the formulation: 2.5 ug (p<0.05). In turn, the
animals receiving 5 pg and 20 pg also exhibited titers statistically
higher than those from the placebo group and positive control
group (p<0.05) (Figure 4A)

The neutralizing capacity of the antibodies was assessed by
PRNT. In contrast to the results from the ELISA, all groups im-
munized with the formulation 39M-DIIIC-2 induced detectable
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Fig. 4. Humoral immune response induced by different doses of the for-
mulation 39M-DIIIC-2. As controls one group group received a placebo
formulation (negative control) and the other was inoculated with the
infective DENV-2 (positive control). (A) IgG antibodies against DENV-2.
Mice sera were collected 15 days after the third immunization and the
antibody titers were measured by a capture ELISA. Dashed line indicates
the cutoff (twice the mean titer of the placebo). (B) Neutralizing antibo-
dies against DENV-2. Thirty days after the third immunization sera were
collected and the neutralizing antibody titers were measured by a PRNT.
Dashed line indicates the cutoff (twice the mean titer of the placebo). In
both cases, the statistical analysis was performed by a one-way analysis
of variance, using the Tukey post-test (**: p<0.01; ***: p<0.001). N=8.
Results are representative of two independent experiments.
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A dose-response study in mice of the vaccine preparation containing the diiic-2 protein aggregated with the oligodeoxinucleotide 39m

Estudio de dosis-respuesta en la preparacion de la vacuna que contiene la proteina agregada diiic-2 con 39m oligodeoxinucleétido en ratones

titers of neutralizing antibodies without statistically differences
among them (p>0.05) and similar to those detected in sera from
the DENV-2- immune animals (p>0.05) (Figure 4B).

CMI measured by IFN-y secretion

The splenocytes from animals immunized with 2.5 pg and
20 pg of the formulation 39M-DIIIC-2 were able to secrete IFN-y
upon in vitro stimulation with DENV-2 (19654 pg/mL and 18912
pg/mL, respectively) with statistical differences (p<0.05) with re-
spect to the cytokine secretion on the placebo group. Moreover,
the IFN-y secretion levels for animals immunized with 5ug or the
positive control did not exhibited statistical differences compared
to the placebo group (p>0.05) (Figure 5).

Protection assay

One month after the last dose, the protective capacity was
assessed using the mouse encephalitis model. After the observa-
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Fig. 5. Cellular immune response induced by different doses of the for-
mulation 39M-DIIIC-2. As controls one group group received a place-
bo formulation (negative control) and the other was inoculated with
the infective DENV-2 (positive control). Culture supernatants from
mock-treated or DENV-2-infected splenocytes from individual animals
of all groups were tested 30 days after the third immunization. The con-
centration of IFN- was measured by ELISA. Dashed line indicates the
cutoff (twice the mean concentration of the placebo). The statistical
analysis was performed using Kruskal Wallis and Dunn Multiple Compa-
rison test (*: p<0.05; **: p<0.01). N=4-5. Results are representative of
two independent experiments.

tion period upon challenge with DENV-2, the survival rate of the
groups receiving 5 pg and 20 pg were 87.5% and 70% respectively,
significantly higher than the percentage obtained in the negative
control group (p<0.05) and without statistical differences compa-
red to the positive control group (100 %) (p>0.05). On the con-
trary, only the 44.4% of mice receiving the low dose formulation
(2.5 pg) survived upon challenge, without statistical differences
compared to the negative control group (p>0.05).

Discussion

It is well known the influence of the dose used for vaccination
on the immunogenicity of such a vaccine. Our group previously
demonstrated that a vaccine candidate composed by the protein
DIIIC-2, aggregated with the ODN 39M and adjuvanted in alum,
was able to induce protection in mice and monkeys against de
homologous virus.”* Nevertheless, a dose study to determine the
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influence of the quantity of the ODN 39M or the mixture pro-
tein-ODN on the immunogenicity of the final formulation has
not been carried out.

The first mice experiment of the present study was directed
to select the best quantity of ODN required for the proper im-
munogenicity of the DIIIC-2 protein. The different doses studied
corresponded to different mass protein: ODN ratios during the
in vitro aggregation reaction. Upon analysis of the curve quantity
of ODN vs. percentage of DIIIC-2 precipitation, a typical dose
response behavior was detected. It was also interesting to note the
lack of free ODN in the soluble fraction upon incubation with the
protein, regardless the quantity added. Probably, the total quan-
tity of the ODN assayed is required to aggregate the protein as
insoluble forms, indicating that these quantities are limiting in
all the reactions.

The first mice experiment reveals, in terms of humoral im-
mune response, that quantity of ODN 39M did not influence the
immunogenicity of the protein. In contrast, the CMI results indi-
cated the superiority of the 2 pg and 3 ug of ODN for inducing
the best IFN-y secretion with the final formulation. Consistently
with our previous reports, the non-aggregated protein was not
able to induce IFN-y secretion [11], indicating that ODN 39M is
probably acting as adjuvant. The sequence of this ODN contains
CpG motifs for stimulating cells of the immune systems in mice.
One part of this ODN is a typical class A ODN, which are related
on the stimulation of type I and II interferons."”**

The second mice experiment was designed to study the effect
of the quantity of the formulation 39M-DIIIC-2, in their immu-
nogenicity in mice. The mass ration protein: ODN 10:1 was kept
since it was the best condition for inducing a proper immune re-
sponse from the first mice experiment (2pg of the ODN 39M). In-
terestingly, the best immunogenicity profile, measured by ELISA
against DENV-2 and IFN-y secretion, was induced with the low-
est quantity of the vaccine preparation. These results demonstrate
the critical role of the vaccine dose for inducing a potent immune
response. Probably, 2.5 pg is the best quantity to be properly
presented to the mice immune system by intraperitoneal route.
These results are in accordance to those reported by Clements et
al., 2010.° They demonstrated in NHP that the lowest dose of a
subunit vaccine (80% of the E protein of DENV-2 expressed in
Drosophila S2 cells) using ISCOMATRIX as adjuvant, induced
the best antiviral immune response.

Unexpectedly, in our work, the protection rates did not
match with the immunogenicity profiles. The lowest percent-
age of protection was obtained in the group receiving 2.5 pg,
which developed the best immunogenicity. On the contrary,
the best protection rates were obtained in the groups receiving
the highest doses of the vaccine preparation. This contradiction
should be carefully investigated, mainly based on the mouse an-
imal used as well as the readout assayed: the survival. We have
determined that the peak of viral load in the brain of infected
mouse did not match with the maximal time of death thereby
probably; the immune system is playing a role on the pathogen-
esis of the disease in the mouse encephalitis model. Additional
experiments should be conducted to prove such a hypothesis
and validate the survival or other readout as a proper marker
for protection in the mouse encephalitis model for DENV. In
addition, based on the present study we strongly recommend
performing a non-human primate study with different vaccine
doses, so as to define the best one to induce a proper protective
immune response in an animal model closer to humans, using
viremia as readout to measure protection.
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tratamiento de las Ulceras complejas del pie diabético. Ha beneficiado a mas de 200 000
personas en el mundo y en Ecuador a cerca de 3 000 en el sector publico en 10 hospitales.
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Seguridad de la vacuna anti-idiotipica 1E10 en pacientes
con tumores de diversas localizaciones @

Security 1E10 anti-idiotypic vaccine in patients with tumors
of different locations

Carmen Viada?, Martha Fors?, Elia Neninger?, Saily Alfonso®, Eduardo Santiesteban®, Ivis Mendoza ?, Pedro Guerra?,
Elena Garcia?, Leslie Pérez!, Amparo Macias!, Maurenis Hernandez!, Ana Maria Vazquez!

El cancer es una de las principales causas de muerte en Cuba y en el mundo. El cancer de pulmoén es la primera causa de muerte, el cancer de mama es la
segunda causa de muerte y el cancer colorrectal es la tercera causa de muerte. La vacuna anti-idiotipica 1E10 es un nuevo agente inmunoterapéutico, regis-
trada para el cancer de pulmén por el Centro de Inmunologia Molecular (CIM). Se quiere evaluar la seguridad de esta vacuna en el tratamiento de diferentes
localizaciones de cancer. Para determinar la seguridad se evaluaron los eventos adversos ocurridos en seis ensayos clinicos (1 fase | en pulmon, 3 fases Il en
mama, colon y pulmén, 1 fase II-lll y programa de uso expandido, ambos en pulmon). Se estudiaron 656 pacientes. Se midieron las variables demograficas,
las caracteristicas de la enfermedad y los eventos adversos. Los estudios fueron balanceados respecto a las caracteristicas de base. Los eventos adversos
mas frecuentes fueron reacciones locales relacionadas con la vacuna anti-idiotipica 1E10, y reacciones sistémicas de intensidad ligera o0 moderada que no
estuvieron relacionados con la administracion de la vacuna en estudio. La vacuna anti-idiotipica 1E10 resulta segura por la baja frecuencia e intensidad de
eventos adversos reportados.

Palabras clave: seguridad; vacuna anti-idiotipica; cancer; mama; colon; pulmén de células pequefias; pulmon de células no pequefas.

ABSTRACT

Cancer is a leading cause of death in Cuba and the world. Lung cancer is the leading cause of death, breast cancer is the second leading cause of death
and colorectal cancer is the third leading cause of death. The 1E10 anti-idiotype vaccine is a new immunotherapeutic agent, registered for lung cancer by
the Center for Molecular Inmunology (CIM). You want to evaluate the safety of this vaccine in the treatment of various cancer sites. To determine the safety
adverse events occurred in six clinical trials (one stage I lung, 3 phase Il in breast, colon and lung, 1 phase II-lll and program expanded use, both in lung)
were evaluated. 656 patients were studied. Demographic variables, the characteristics of the disease and adverse events were measured. The studies were
balanced with respect to baseline characteristics. The most common adverse events were local reactions associated with 1E10 anti-idiotype vaccine and
systemic reactions of mild or moderate intensity that were not related to the administration of the vaccine under study. The 1E10 anti-idiotype vaccine is safe
for the low frequency and intensity of adverse events reported.

Keywords: security, anti-idiotypic, cancer, breast, colon, small cell lung, non-small cell lung vaccine.

Introducccion

n el aino 2012 se detectaron alrededor de 14,1 millo-
nes de casos nuevos de cancer. Ocurrieron 8,2 millones de
muertes por cancer.'

El cancer de pulmoén continta siendo la principal
causa de muerte por cancer tanto en Cuba como en el mundo,
donde se estimaron 1,8 millones de nuevos casos en el 2012 con
1,6 millones de muertes anuales. La enfermedad sigue siendo el
cdncer méas comun en los hombres en todo el mundo (1,2 millo-
nes, el 16,7 % del total). En las mujeres, las tasas de incidencia

1 Centro de Inmunologia Molecular, La Habana, Cuba.

2 Centro Nacional Coordinador de Ensayos Clinicos, La Habana, Cuba.
3 Hospital Hermanos Ameijeiras, La Habana, Cuba.

4 Hospital Celestino Hernandez Robau, Villa Clara, Cuba.

°> Hospital José Ramoén Lopez Tabranes, Matanzas, Cuba.

son generalmente mds bajas y el patrén geografico es un poco
diferente, lo que refleja principalmente diferente exposicion his-
torica al consumo de tabaco.! En Cuba la tasa de mortalidad por
cancer de pulmon se ha incrementado durante los dltimos afios
de 33,2 en el 2000 a 45,5 por 100 000 habitantes en el 2012. En el
caso del cancer de mama también ha aumentado considerable-
mente, de 18,2 en el 2000 a 27,1 en el afio 2012. 2 En el 2010 se
report6 2 039 casos nuevos de cancer colorrectal con 18,1 por
cada 100 000 habitantes. **

El cancer de mama es el segundo cancer mds comun en el
mundo y el mas frecuente entre las mujeres con un estimado de
1,67 millones de nuevos casos de cancer diagnosticados en 2012

Autor de correspondencia : Carmen Viada. Centro de Inmunologia Molecular. 216 y 15, Atabey, Playa, La Habana, Cuba PO Box 16040
CP 11600, Telef. (537) 271-7933 Ext. 3145, Fax: (537) 272-0644. Correo electrénico: carmen@cim.sld.cu
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(25 % de todos los cénceres). Las tasas de incidencia varian casi
cuatro veces a través de las regiones del mundo, con tasas que
oscilan desde 27 por 100 000 en el Africa central y Asia oriental
y de 96 en Europa Occidental. Se ubica como la quinta causa de
muerte por cancer en general y si bien es la causa mas frecuente
de muerte por cancer en las mujeres en las regiones menos desa-
rrolladas (14,3 % del total) ahora es la segunda causa de muerte
por cancer en las regiones mas desarrolladas (15,4%) después del
cancer de pulmon.

Por su parte el cancer colorrectal es el tercer cancer mas co-
mun en los hombres (746 000 casos, el 100 % del total) y la segun-
da en mujeres (614 000 casos, el 9,2% del total) en todo el mundo.
Casi el 55 % de los casos se producen en las regiones mas desa-
rrolladas. La mortalidad es relativamente baja (8,5 % del total)
con mas muertes (52 %) en las regiones menos desarrolladas del
mundo, lo que refleja una peor supervivencia en estas regiones. >”

La vacuna anti-idiotipica 1E10 (Vaxira®, CIMAB S.A. La Ha-
bana) es un nuevo agente inmunoterapéutico, registrado en Cuba
y en Argentina, desarrollado por el Centro de Inmunologia Mole-
cular (CIM), que se dedica ala investigacion y produccion de nue-
vos productos destinados al tratamiento de diversas enfermedades
del sistema inmune entre ellas el cancer. El principio activo es el
anticuerpo monoclonal anti-idiotipico racotumomab adsorbido en
gel de hidréxido de aluminio (HA) como adyuvante.

El HA mejora la producciéon de anticuerpos pero no es ni
inmunogénico ni un hapteno. Se comporta como “depot” en el
sitio de inyeccion, desde el cual el antigeno se libera lentamente

‘ Carmen Viada, Martha Fors, Elia Neninger, Saily Alfonso, Eduardo Santiesteban, Ivis Mendoza, Pedro Guerra, Elena Garcia, Leslie Pérez, Amparo Macias, Maurenis Hernandez, Ana Maria Vazquez

e induce la formacién de granulomas que atraen células inmu-
nocompetentes, tales como las células plasmaticas productoras
de anticuerpos. El HA puede estimular directamente a los mo-
nocitos para producir citoquinas proinflamatorias que puedan
activar las células T y posiblemente estimular respuestas de las
células B.%?

Este producto demostr6 beneficios interesantes en el tra-
tamiento del cdncer de pulmon de células no pequefias (ensayo
clinico terminado que permitio registro sanitario por la Agen-
cia Reguladora Cubana). Fue investigado también en céncer de
mama, colon y pulmdn de células pequeiias (tabla 1), y es ademas
estudiado en algunos tumores pedidtricos como neuroblastomas,
retinoblastomas, sarcomas de Ewing y tumor de Wilms.'*!*

Racotumomab es un anticuerpo monoclonal anti-idiotipico
que al ser administrado por via intradérmica induce en los pa-
cientes una potente respuesta inmune especifica contra los gan-
gliésidos glicolilados presentes en las células tumorales.’

Debido a sus favorables resultados, racotumomab fue con-
siderado por la Revista MAbs como uno de los anticuerpos que
debian ser observados durante el 2013."* Este producto se ha utili-
zado en diferentes localizaciones y en diversos tipos de poblacién
como son adultos hombres y mujeres y en estadios diferentes ya
sea con enfermedad limitada o extendida.

La seguridad de un medicamento constituye un asunto de
vital importancia, por lo que el reporte de eventos adversos en los
ensayos clinicos se considera un eslabén primordial y deben ser

Tabla 1. Caracteristicas de los ensayos clinicos considerados en este estudio

Cédigo del Ensayo Disefio
Clinico y Referen-
cia del RPCEC

Periodo de Ejecucion

Esquema de Vacunacion N
de Vaxira (intradérmica)
(con 15 dosis totales: 5 de la fase de  yaxira IE10
induccion cada 14 dias

No. de las
Referencias

Placebo/
Combinacion

y 10 de mantenimiento cada 28 dias)
(con 5 mg/ml de Alimina)

. Dosis de 2m
RPCEC00000006 Fase Il en cancer de g 40 No No bublicado
Ago/2001- colon metastasico P
Dic/2007
EC071 Fase Il en cancer de
RPCEC00000010 ulmén de célu- Dosis de 2mg 36 36 30
et P las pequefias
Dic/2007 peq
EC059 Escalado de Dosis: 0,5
RPCEC00000008 Fase Il en cancer de mg, 1 mgy2mg 40 37 23
Mar/2003- mama de alto riesgo 29
Dic/2007
Fase | en cancer de Dosis de 2m
Sept/2004-Ene/2006 pulmén de célu- J 71 0 21
las no pequenias
EC080 RPCEC00000009 d';aszl';g'ne;ecjgﬁjgs Dosis de 2mg 2 a7 23
Dic/2006-Dic/2010 o A
no pequefias
Programa de acce-
PUCE106 so expandido en . 34
Dic/2006-Nov/2010 cancer de pulmén de el €15 2 i 100 100 35

células no pequeiias

Leyenda RPCEC (Registro Publico Cubano de Ensayos Clinicos): Base de datos publica donde se pueden registrar los ensayos clinicos por los promotores.
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recolectados sistematicamente. El conocimiento sobre la pro-
babilidad que tiene un determinado medicamento de producir
eventos adversos (EA) concierne a promotores, médicos y pa-
cientes para conocer losriesgos particulares que piuede ofrecer
una determinada terapia. El objetivo fue evaluar el perfil de se-
guridad dela vacuna anti-idiotipica 1E10 en el tratamiento de
cancer en diferentes localizaciones.

Métodos

Para determinar la seguridad de este producto se evalua-
ron los eventos adversos ocurridos en seis ensayos clinicos pro-
movidos por el CIM y ejecutados en diferentes sitios clinicos
cubanos. Estos cubrieron diferentes localizaciones tumorales y
fueron disefiados para estimar la eficacia y el perfil de seguri-
dad de la vacuna anti-idiotipica 1E10. A partir de las bases de
datos existentes para cada ensayo clinico incluido en la presen-
te investigacion, se estudiaron las variables demograficas: edad
(afios cumplidos) y sexo (masculino y femenino), las referentes
a la enfermedad: estadio (I-1I, III y IV), estado general (0, 1 y 2),
tipo histologico de tumor (carcinoma epidermoide, adenocar-
cinoma, carcinoma células grandes y otros), tratamientos pre-
vios (quimioterapia o radioterapia), etapa de la enfermedad
(limitada o extendida), localizacion de las metdstasis (visceral
y no visceral) y evaluacion de la respuesta objetiva (Respuesta
Completa, Respuesta Parcial, Enfermedad Estable y Progresion)
segun RECIT version 1.2. 1°!® Referente a la seguridad: la frecuen-
cia de eventos adversos.

Todos los ensayos fueron aprobados por los Comités de Etica
de los sitios participantes y por la Autoridad Nacional Regula-
dora. Todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito
previa informacion sobre las caracteristicas de ensayo. Se estudia-

Security 1E10 anti-idiotypic vaccine in patients with tumors of different locations

ron un total de 656 pacientes incluidos en dichos estudios. Todos
los sujetos reclutados recibieron al menos dos dosis del medica-
mento si fueron aleatorizados al grupo en estudio mientras que
el resto recibié un placebo o una combinacién de Vaxira® y ni-
motuzumab (anticuerpo monoclonal anti-receptor del factor de
crecimiento epidérmico).

En la tabla 1 se muestran los datos de seis ensayos clinicos
en los que se ha probado la seguridad y eficacia del producto en
distintas localizaciones de cancer. En ella aparece un breve resu-
men del disefio, esquema de vacunacidn, tamano de muestra y
algunas referencias bibliograficas donde se muestran los princi-
pales resultados.

De estos estudios, uno se realizé en pulmon de células no
pequenas®?' (estudio de Fase I), tres fueron disefiados como es-
tudios de Fase II (colon, mama®** y en pulmén de células pe-
queiias.”® Se ejecut6 ademds, un Fase II-III en pulmén de células
no pequefias*** y uno de uso expandido (PUCE) en pulmén de
células no pequenas.***

La clasificacién de los eventos adversos se realizé utilizan-
do los criterios comunes de toxicidad del Instituto Nacional de
Céancer de los Estados Unidos. Esta es la escala de toxicidad mas
empleada en los ensayos clinicos de Oncologia.*

Resultados

En uno de los ensayos (Fase II, pacientes con cancer de
mama de alto riesgo) los sujetos recibieron entre 0,5; 1y 2 mg del
principio activo debido a que se diseiié un estudio de escalado de
dosis para seleccionar aquella de mejor desempefio, mientras que
en el resto de los estudios, los pacientes recibieron 2 mg de dicho
producto, pues esta dosis fue la que mejor resultados obtuvo en el
estudio mencionado anteriormente.

Tabla 2. Datos demogréficos de base y respuesta al tratamiento de los pacientes de cada estudio (A, B, C)
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Colon Mama SCLC
(052) (059) (071)
Variable 1E10 N=43 Placebo N=37 :E;?) P::’f::"
63 56 57 59
Edad (39-82) (27-80) (38-83) (36-78)
Sexo
. 22
Masculino 24 (55,8 %) NP NP (61,1 %)
,1 70
37 40 14
H 0,
Femenino 19 (44,2 %) (100 %) (100 %) (38,9 %)
Estadio
23 31
-l 12 (27,9 %) 622%  (79.6%) ND
9 10 5
i (209%)  (27,0%) (12.8%) ND
v 20 (46,5%) 4(10,8%) 3(7,7 %) ND
ECOG
19 21 26
[
0 16(72%) (5439 (563%)  (509%)
16 16 10
0,
1 220B82%) 4sy9)  @32%)  (47,6%)
4 0, [ 0,
2 (9,3 %) 0(%) 0 (%) 0(%)
3 0(%) 0 (%) 0 (%) 0(%)
Bionatura + Volumen 1/Numero 1

NSCLC (sin NSCLC PUCE
codigo) (080) (106)
1E10 1E10 Placebo 1E10 1E10+hR3
N=36 N=71 LEROS N=85 N=100 N=100
59 61 62 62 63 62
(44-74)  (37-80)  (45-79)  (40-86) (41-82)  (31-83)
23 42 a9 65
630% (59% O 3% (sggu (756% NP
13 29 36 21
361%) (@1%) 22@47%) 4150 (aa% P
20 16
0, 0, 0,
ND 0 (%) 0 OB ere  (2a%)
34 . 44 33 31
ND  4go) OOLE%) o180 (aa%)  (46%)
ND  37(52%) 34(38,2%)41(482%) _ 22 2y
' 2%) (203%)  (30%)
25 0 (%) 4 38 10 14
(49,1 %) . (47,2%) (44,7%) (13,2%) (20,9 %)
1 61 Lo 43 49 36
523%) (86%) 000K cocu) (645%) (53,7 %)
16 (21,0
009 1004%) 2(22%) 4(a7%) M0 15(22.4%
(]
0%)  0%) 0%) 0% 1(1,3%) 2(30%)
A
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Tabla 2. (continuacién)
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Tipo Localizaciéon Etapa de la Tipo " e . . s
Histolégico  de la Metastasis Enfermedad Histolégico QiESliEologice UL LIEEERED
Visceral 19 Uliel Limitada 26 Limitada 25
() 0, 0, 0, 0,
CE ND (54,3 %) 215/5)6,8 (50,9 %) (49,1 %) 15(21%) 32(36,0%) 34 (40,0%) 19(24,4%) 33 (48 %)
()
@ aADC  Np o Visceral clicr,a\llils-s Extendida  Extendida o 0o 9931 500) 27(31,8%) 36(46,1%) 17 (25%)
16 (45,7 %) 10 (47,6 %) 11(52,3 %) ? 7 S = °
(43,2 %)
CCG ND NP NP NP NP 11(16 %) 17 (19,1%) 15(17,6%) 23(29,5%) 19 (27 %)
12 .
Otro ND NP NP NP NP ND (13,4%) 9 (10,6%) ND ND
QTP Previa
. 24 (64,9
Si 41(95,3%) 26(72,2 %) %) 19 (52,8%) 18(50,0 %) ND 89 (100%) 85 (100%) 74 (74%) 69 (69%)
()
13 (35,1 0
No 2(4,7%) 10(27,8%) %) 17 (47,2 %) 18(50,0 %) ND (0,0%) 0(0,0%) 26 (26%) 31 (31%)
(] ,U7
RTP Previa
Si 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 24(66,7%) 26(72,2%) ND  56(62,9%) 45(52,9%) 58(58%) 58 (58%)
0, 0, 40 (100 0, 0, 0, 0, 0, 0
No 43(100%) 37(100 %) w 2 (33,3%) 10(27,8%) ND  33(37,1%) 40(47,1%) 42 (42%) 42 (42%)
B
Mama SCLC NSCLC (sin NSCLC PUCE
Colon (052) (059) (071) cédigo) (080) (106)
Evaluacién de la Respuesta
1 2 1 10 14 11 3 4 4 5
(2,3 %) (74%) (3,4%) (27,8%) (8,9%) (16 %) (3,4 %) (4,7 %) (4 %) (5 %)
0 5 14 15 14 46 2 5
42 (47,2 %)
(0,0%) (185%) (483%) (41,7%) (389%)  (75%) (54,1 %) (2 %) (5 %)
1 19 14 11 6 35 12 12
44 (49,4 %)
(23%) (70,4%) (23%) (30,6%) (16,7 %) (9%) (41,2%)  (12%) (12 %)
0 0 0 0 0 0 20 20
P  23(53,5%)
(3,7%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0 %) (0,0 %) (0,0 %) (20 %) (20 %)
C

RP: Respuesta Parcial
RC: respuesta Completa
P: Progresion

CE: Carcinoma Epidermoide,
ADC: Adenocarcinoma,
CCG Carcinoma Células Grandes

En la tabla 2 aparecen los datos demograficos y caracteristi-
cas de la enfermedad de los pacientes incluidos en cada estudio.
El promedio de edad oscil6 entre 56 y 63 afios de edad y existio
un predominio del sexo masculino en tres de las localizaciones
estudiadas (colon, pulmén de células pequenas y no pequeiias).
La cuarta localizacion corresponde al estudio de mama el cual se
diseno solo para incluir pacientes del sexo femenino.

En relacién al estadio de la enfermedad se puede constatar
un predominio de pacientes con enfermedad IIT y IV, excepto en
el caso del estudio en mama que predomind los estadios Iy II. De
acuerdo a esta tabla, el estado general del paciente oscilo entre
0y 1, lo que significa que estos pacientes presentaban un buen
estado general.

Bionatura + Volumen 1/Nutmero 1

EE: Enfermedad Estable
NP: No Procede
ND: No Disponible

Segun el tipo histolégico del tumor, el adenocarcinoma fue
el de mayor frecuencia, seguido por el carcinoma epidermoide.
La mayoria de los pacientes recibieron quimioterapia y radiote-
rapia previas al tratamiento con la vacuna, segun el estado de su
enfermedad como es practica habitual en estos casos. La mayoria
de los pacientes se encontraban con Respuesta Parcial o con En-
fermedad Estable.

En la tabla 3 aparecen los eventos adversos mds frecuen-
temente observados en los pacientes incluidos. En el ensayo de
mama se presentd ardor en el sitio de la inyeccion en 25 pacientes,
en el estudio de colon se presento dolor en el sitio de la inyeccién
en 13 pacientes, en el de SCLC en 14 pacientes aparecié como
evento adverso mds frecuente el eritema mientras que en el de
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NSCLC aparecid en 53 pacientes la induracién y en el PUCE en
20 pacientes se encontrd ardor en el sitio de la inyeccion. Se pue-
de observar que los eventos adversos mas comunes son aquellos
relacionados con la administracion de la vacuna en el sitio de la
inyeccion.

La informacion acerca de la intensidad o gravedad de los
eventos adversos mas frecuentes se puede encontrar en las pu-
blicaciones individuales de cada ensayo clinico. No se report6 en
ninguno de los estudios eventos adversos graves relacionados con
la utilizacién de la vacuna.

Las reacciones locales consistieron en dolor e induracién
en el sitio de aplicacién de la vacuna, duraron entre uno y tres
dias, tras la cual se recuperaron completamente. Las reacciones
sistémicas consistieron en fiebre (de aproximadamente dos horas
de duracién en la mayoria de los pacientes, mialgias, artralgias,
prurito, cefalea y fatiga, y generalmente se resolvieron en menos
de 48 horas.

Security 1E10 anti-idiotypic vaccine in patients with tumors of different locations

No hubo diferencias en cuanto a tolerabilidad entre las dosis
evaluadas. La mayoria de los eventos adversos fueron grado 1y 2,
ver tabla 4. No hubo evidencias de mayor severidad o frecuencia
de eventos en sucesivas inyecciones. Se registraron dos episodios
de eventos adversos de grado 3 atribuibles a la vacuna (0,5 %).
Hasta el momento no se han reportado granulomas, nédulos ni
descamacion en el sitio de la inyeccion. Los eventos adversos no
conllevaron a la interrupcion de las administraciones ni tuvie-
ron repercusion grave sobre la salud de los pacientes y segtin los
sintomas fueron controlados satisfactoriamente con los firmacos
indicados.

Discusion
Los eventos adversos reportados con mayor frecuencia y
relacionados con el preparado vacunal se refieren, fundamental-

Tabla 3. Eventos adversos mas frecuentes de los pacientes de cada estudio seguin el nimero de reportes
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Anorexia

Ardor en el sitio

Colon
Fase ll

19 (8,6 %)

Mama
Fase ll

22 (10,7 %)

SCLC
Fase ll

12 (9,7 %)

0, 0, 0,
de inyeccién 0 (0,0 %) 146 (71,2 %) 21 (17,1 %)
Astenia 12 (5,5 %) 11 (5,4 %) 10 (8,1 %)
Cefalea 12 (5,5 %) 1(0,5 %) 9 (7,3 %)
Dolorenelsiio o0 07300 17(83%)  41(33,3%)
de inyeccién
Eritema local 31 (14,1 %) 0 (0,0 %) 8 (6,5 %)
Fiebre 10 (4,5 %) 0(0,0 %) 11 (8,9 %)
Hipersensibilidad 18 (8,2 %) 0 (0,0 %) 2(1,6 %)
Induracién 32(145%)  0(0,0%) 5 (4,1 %)
Mialgias/ 0 0 0
Artralgias 11 (5,0 %) 0 (0,0 %) 2 (1,6 %)
Prurito 15 (6,8 %) 8 (3,9 %) 2(1,6 %)
Total 220 (100 %) ) 123 (100 %)
0 (100 %) 0

NSCLC

NSCLC

Fase | Fase ll PUCE Total
0(0,0 %) 64 (6,1 %) 17 (7,7 %) 21 (2,6 %)
0(0,0 %) 428 (41,1%) 127(57,2%) 158 (19,4 %)
15 (5,7 %) 93 (8,9 %) 16 (7,2 %) 56 (6,9 %)

Tabla 4. Eventos adversos mas frecuentes de los pacientes de cada estudio segun Intensidad

Intensidad Colon Mama SCLC
Fase ll Fase Il Fase ll
Ligera 134 186 98
g (60,9%) (90,7 %) (81,6 %)
73 12 14
Moderada (33,2 %) (5,9 %) (11,7 %)
Severa g 2 E
(2,7 %) (2,9 %) (6,7 %)
1 0 0
Muy Severa (0,5 %) (0,0 %) (0,0 %)
204
0, 0,
Total 214 (97,3 %) (99,5 %) 120 (97,5 %)
Bionatura + Volumen 1/Numero 1

6(2,2%) 44 (8,2 %) 17 (7,7 %) 25 (3,1 %)

60 (22,9 %) 162 9 (4,1 %) 149 (18,3 %)

’ (15,6 %) ’ ’

60 (22,9 %) 88 (8,5 %) 2 (0,9 %) 125 (15,3 %)
0(0,0 %) 34(3,3 %) 16 (7,2 %) 26 (3,2 %)
0(0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 18 (2,2 %)

71(27,2%) 49 (4,7 %) 1(0,5 %) 128 (15,7 %)
11 (4,2 %) 42 (4,0 %) 4(1,9 %) 38 (4,7 %)

38 (14,5 %) 37 (3,6 %) 13 (5,9 %) 71 (8,7 %)

222 815
0 0,

261(32,0%) 1041 (100 %) e e
NSCLC NSCLC PUCE Total
Fase | Fase ll

0 . 202 1569
(0,0%) 99 (9L2%)  (910%) (88,8 %)

0 75 17 191
(0,0 %) (7,2 %) (7,7 %) (10,6 %)

0 7 3 30
(0,0 %) (0,7 %) (1,4 %) (1,6 %)

0 1 0 2
(0,0 %) (0,1 %) (0,0 %) (0,1 %)

0 1032 222 1792
(0,0 %) (99,1 %) (100 %) (100 %)
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mente, a los observados en el drea o sitio de la administracion que
habitualmente se producen posteriores a las administraciones in-
munoterapéuticas, ver tabla 5. 2%

El dolor es el evento adverso més frecuentemente reporta-
do de conjunto con ardor en el sitio de inyeccion, eritema local,
disnea, astenia, induracion, cefalea, dolor éseo, mialgia, artralgia,
anorexia, vomitos, nduseas, fiebre, tos, prurito, dolor abdominal
e hipertension arterial. Lo que concuerda con los resultados de
este estudio. !

El ardor en el sitio de inyeccidn esta relacionado con la for-
ma de administracién propia del medicamento y con las caracte-
risticas del adyuvante utilizado. El mismo es un ardor ligero, por
lo que es tolerable y no limita que el paciente pueda continuar con
el esquema de tratamiento.

En un estudio fase I realizado en Argentina en pacientes con
cancer de mama, una paciente tratada con 1 mg desarroll6 una
macula dolorosa con una vesicula seguida de ulceracién, luego
de recibir la quinta dosis. Una biopsia de piel revel6 vasculitis y la
paciente fue retirada de la terapia. Otra paciente sufrié un sincope
10 dias después de recibir la novena dosis de 2 mg. Este evento se
consider6 de improbable relacion con la vacuna, pero la paciente
interrumpi6 el tratamiento. Estos eventos no se presentaron en
nuestra poblacion estudiada. * La presencia de papulas en el sitio
de inoculacién se observo en estudios preclinicos con ratas Cenp:
SPRD de ambos sexos, procedentes de la Division de Roedores
Gonotobiéticos del Centro Nacional para la Produccién de Ani-
males de Laboratorio (CENPALAB), tratadas con 0,1 mL de va-
cuna anti-idiotipica 0 0,1 mL de gel de alimina (grupo vehiculo).
Lo cual nos indica que posiblemente este evento esté relacionado
con el gel de alimina que también estd presente como adyuvante
de la vacuna. 4

En el estudio preclinico de tolerancia local realizado con ra-
tas albinas de la linea Wistar, provenientes del CENPALAB, de
acuerdo con los estandares planteados por la Comunidad Euro-
pea, tratadas con 0,1 mL de la vacuna o0 0,1 mL de gel de alimina,
en el sitio de administracién se detectd la presencia de granu-
lomas. Desde el punto de vista macroscdpico no se observaron
reacciones edematosas, eritematosas o de formacion de escaras
en el sitio de administracion o regiones circundantes. ***

De manera general la vacuna anti- idiotipica fue bien tolera-
da, tal y como lo describen otros estudios. Los eventos adversos
relacionados con el producto en investigacién se resumen, fun-
damentalmente, a los observados en el sitio de aplicacion y a los
llamados sintomas generales que habitualmente se producen con
este tipo de terapia.

En la presente investigacién, donde se han tenido en cuenta
diversos ensayos clinicos en diferentes localizaciones, podemos
confirmar que los eventos adversos mas frecuentes relacionados
con el uso de la vacuna racotumomab son locales, cuya intensi-
dad es leve y moderada. No se detectaron eventos adversos graves

Carmen Viada, Martha Fors, Elia Neninger, Saily Alfonso, Eduardo Santiesteban, Ivis Mendoza, Pedro Guerra, Elena Garcia, Leslie Pérez, Amparo Macias, Maurenis Herndndez, Ana Maria Vazquez

relacionados con la utilizacion del preparado vacunal, y con esto
nos permite afirmar que el tratamiento con la misma es seguro.

Varias vacunas de nueva generaciéon han demostrado exce-
lente perfil de seguridad e inmunogenicidad, y la vacuna cubana
que se evalué en estos estudios no es una excepcion.

Al analizar en su conjunto todos los estudios anteriormente
citados se concluye que Vaxira fue bien tolerada. Los eventos ad-
versos fueron reacciones locales y sistémicas relacionadas con la
administracién de la vacuna.

Se puede concluir que la vacuna bajo investigacion resultd
ser segura en los 656 pacientes evaluados. La mayoria de los even-
tos adversos relacionados con la vacuna fueron ligeros y modera-
dos, lo que sustenta esta afirmacion.
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Tabla 5. Eventos Adversos mas frecuentes de los pacientes de cada estudio segtin Causalidad

Colon Mama SCLC

NSCLC NSCLC

Causalidad Fase Il Fase Il Fase Il Fase | Fase Il PUCE Total
Definitiva 135(61,4%) 127 (62,0 %) 63(52,1%) 0(0,0%) 660(63,4%) 128(57,7%) 1113 (62,2 %)
Muy Probable 14 (6,4 %) 1(0,5 %) 13(10,7%)  0(0,0 %) 22 (2,1 %) 3(1,4 %) 53 (2,9 %)
Probable 15 (6,8 %) 28 (13,7 %) 2(1,7 %) 0(0,0%) 121(11,6%) 52(23,4%)  218(12,2%)
Posible 20 (9,1 %) 73,4 %) 11 (9,1 %) 0(0,0 %) 79 (7,6 %) 0(0,0 %) 117 (6,5 %)
No Relacionado 32 (14,5 %) 38 (18,5 %) 32(264%) 0(0,0%) 148(142%) 39(17,6%) 289 (16,1 %)
201 1030 222 1790
Total 216 (98,2 %) 121(98,4%)  0(0,0 %)
(98,1 %) (98,9 %) (100 %) (100 %)
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Non-coding chloroplast regions analysis within
the Orchidaceae family in Southern Ecuador

Analisis de regiones del cloroplasto no codificante dentro de la familia
Orchidaceae en el sur de Ecuador

Ludefia Bertha'*, Cueva Augusta 2, Riofrio Lorena 2, Naranjo Carlos?, Bastidas Cristian?, Pintaud Jean-Christophe?,
Suarez Juan-Pablo?

ABSTRACT

Non-coding regions of the chloroplast genome offer interesting levels of nucleotide variation which are very useful for molecular genetics, population and
phylogenetic analysis. The family Orchidaceae is represented by ca. 500 species in Southern Ecuador. In order to determine the genetic variability present in
members of this family belonging to the genera Cyrtochilum, Masdevallia, Epidendrum, Polystachya, Stelis and Zelenchoa, we have analyzed four chloroplas-
tic intergenic spacers: atpH - atpl, trnL - trnF, trnF- ndhJ and rps16 - trnQ. All these markers have shown high richness in - simple sequence repeats (SSR),
indels and substitutions. They resulted to be useful for species identification, phylogenetic analysis and population structure studies. Moreover the information
provided by this analysis suggests that the endemic species Masdevallia deformis must be considered vulnerable and conservation strategies need to be
adopted for its protection.

Keywords: Chloroplast intergenic spacers, conservation, genetic variability, Orchidaceae, Southern Ecuador.

Regiones del genoma del cloroplasto no codificante ofrecen niveles interesantes de variacion de nucledtidos que son muy dtiles para la genética molecular, la
poblacion y el andlisis filogenético. La familia Orchidaceae esta representada por casi 500 especies en el sur de Ecuador. Con el fin de determinar la variabi-
lidad genética presente en los miembros de esta familia pertenecientes a los géneros Cyrtochilum, Masdevallia, Epidendrum, Polystachya, Stelis y Zelenchoa,
se han analizado cuatro espaciadores intergénicas cloroplasticos: atpH - atpl, trnL - TRNF, trnF- ndhJ y rps16 - trnQ. Todos estos marcadores han demostrado
una alta riqueza en simples repeticiones de secuencia (SSR), indeles y sustituciones. Ellos resultaron ser (tiles para la identificacion de las especies, el analisis
filogenético y los estudios de estructura de la poblacion. Ademas la informacién proporcionada por este analisis sugiere que las especies endémicas deformis

Masdevallia deben ser considerados vulnerables y deben adoptarse estrategias de conservacion para su proteccion.

Palabras clave: espaciadores intergénicas, conservacion, variabilidad genética, Orchidaceae, sur de Ecuador.

he Orchidaceae family encloses members with the most

beautiful reproductive organs within Plantae kingdom.

This monophyletic family is one of the largest with 765

genera and approximately 26500 species worldwide dis-
tributed (World Checklist of Selected Plant Families).

Orchids exhibit a large panoply of adaptation, ecological and
morphological patterns which explain their capacity to colonize
all land habitats. They constitute one of the most interesting bio-
logical models to assess evolutionary, phylogenetic and ecological
studies.

Orchids represent around 25% of plants in Ecuador and they
are the most important family of vascular plants in this country.!
One third of species of this group is endemic. About 500 members
of the Orchidaceae family have been described for the Southern
Ecuadorian sierra. ? In Ecuador the deforestation index is particu-
larly high.? Epiphytic orchids are sensitive to this kind of anthro-
pogenic activity.*

The southern province of Zamora-Chinchipe in Ecuador will
be the focus of an intensive mining activity with harmful ecologi-
cal consequences for its territory and neighbouring provinces. In
this context a genetic approach to evaluate variability in the Orchi-

! Universidad Técnica Particular de Loja. Prometeo-Senescyt. Ecuador.
2 Universidad Técnica Particular de Loja. San Cayetano Alto s/n Loja Ecuador.

3IRD. Institut de Recherche pour le Développement. Av. Agropolis 911. Montpellier France.

4 Yachay-Tech University. School of Biology. Urcuqui. Ecuador.
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daceae family in Southern Ecuador, in order to establish levels of
biological resistence to habitat modification, is a priority.

The chloroplast genome has demonstrated to be a source of
important information for population and conservation genetics,
phylogenetic inference and species identification (bar-coding)
studies.”’

Plastid genome shows a very conserved size, structure, gene
content and arrangement of genes within terrestrial plants.” The
most common structural pattern of this genome consist of two
inverted repeats (IR) zones (25 Kb each one) separated by a long
single copy (LSC) and a short single copy (SSC) regions respec-
tively. The latter two accumulate mutations at a higher rate than
the rest of the organelle genome.?

Seven orchids chloroplast genomes have been recently se-
quenced: Phalaenopsis Aphrodite,” Oncidium sp. Gower Ramsey,'
Rhyzantella gardneri,"t Neottia nidus-avis,'> Erycina pusilla.",
Corallorhiza striata* Cypripedium macranthos and Dendrobium
officinale.”®

Chloroplastic regions with phylogenetical signal were identi-
fied around 1990’s.'® Moreover, Shaw has developped interesting
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markers for the non-coding region (2005.2007). Scarcelli et al. 1”
reported a set of oligonucleotides useful to assess monocotyle-
dons chloroplast variability.

In the present study we used four plastid markers: trnQ-
rpsl6, atpH-atpl, trnL-ndhJ' and trnL (UAA)3'exon-trn-
F(GAA)' to study genetic diversity, phylogenetic relationships
and chloroplast molecular evolution within members of the
Orchidaceae family distributed in the South of Ecuador. The
species analyzed were: Cyrtochilum myanthum, Epidendrum
parviflorum, Epidendrum madsenii, Masdevallia deformis, Mas-
devallia gnoma, Stelis patinaria, Polystachya stenophylla and Zel-
enchoa onusta.

With the exception of C. myanthum trnL-trnF studied re-
gion, this is the first report about variability within chloroplastic
intergenic spacers in members of Orchidaceae family distributed
in Southern Ecuador.

About one hundred individuals belonging to the species C.
myanthum, E. parviflorum, M. deformis, M. persicina, M. gno-
ma, S. patinaria, P. stenophylla and Z. onusta were sampled in the
provincias of Loja and Zamora Chinchipe and analyzed using the
four intergenic spacers afore described.

Sequence editing, alignment, coding sequences translation
and Megablast searches were performed with Geneious 4.7.5
software package (Biomatters Ltd). All sequences here obtained
were deposited in GenBank. Phylograms based on SNP data were
constructed using the BioN]J algorithm with the Jukes-Cantor
distance, as implemented in Seaview version 4.

Our results revealed that all chloroplastic loci here analyzed
resulted rich in indels of varied size. An important sequence
length variation among genera at all loci was also observed.
Moreover, simple sequence repeats (SSRs), including mono-,
di- and tetranucleotidic microsatellites and Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) provided a significant source of polymor-
phism in these plastid regions.

The non-coding chloroplastic regions here studied
revealed high variability at intra- and interspecific level, as well
as marked structural differences among Orchidaceae genera.
All analyzed sequences provided a high phylogenetical signal.
These markers were very efficient to distinguish species, so they
could be considered as potential barcodes. The scarce genetic
variability detected for the species Masdevallia deformis (Figure
.1) suggests that protective measures must be adopted in order
to conserve this endemic component of the biodiversity in
southern Ecuador.

Figure 1. Masdevallia deformis
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% Tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos
en la busqueda de agentes bioldgicos antiinfectivos

Display technology on filamentous phage
in the search for anti-infective biological agents

Nelson Santiago Vispo?, Frank Camacho? Maritza Pupo Antunez?, Roberto Toledo*, Oliberto Sanchez Ramos®

Introduccion: las causas de la resistencia a antibiéticos son complejas. La tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos (TPFF) ha sido
utilizada principalmente para obtener anticuerpos monoclonales (MAbs) y péptidos dirigidos contra dianas de cancer o enfermedades inflama-
torias. Hoy la tecnologia se reconoce como una herramienta poderosa para seleccionar nuevos péptidos y anticuerpos que se pueden unir a una am-
plia gama de antigenos, que van desde células enteras, hasta proteinas y lipidos. En esta revision, resaltamos articulos que utilizan esta tecnologia
para descubrir nuevos farmacos en contra de las enfermedades infecciosas, concentrandonos en péptidos y anticuerpos de accion antimicrobianos.
Métodos: se hizounarevisionde laliteraturabasicayactualizada sobre aspectos generales de latecnologia de presentacion sobre fagosfilamentososylaaplicacion
de la misma en la busqueda de nuevos péptidos o anticuerpos de uso farmacéutico para combatir las enfermedades infecciosas trasmitidas por bacterias y virus.
Resultados: se muestra informacion actualizada sobre los temas escogidos, con un enfoque orientador y  practi-
co, dirigido a investigadores en el campo de la biologia molecular con vistas a continuar profundizando y aplican-
do la tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos, con énfasis especial en las aplicaciones que se han realizado en Cuba.
Conclusiones: los avances en los métodos de seleccion, produccion, y las tecnologias de humanizacién muestran que la tecnologia de presentacion sobre
fagos filamentosos puede hacer una contribucion significativa en la lucha contra patdgenos clinicamente importantes.

Palabras clave: bacteritfagos; bibliotecas combinatorias; tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos; seleccion; enfermedades infecciosas; pép-
tidos; anticuerpos.

ABSTRACT

Introduction: The causes of antibiotic resistance are complex. The phage display technology has been used mainly to produce monoclonal antibodies
(MAbs) and peptides directed against cancer or inflammatory disease targets. Today, this technology is recognized as a powerful tool for selecting novel
peptides and antibodies that can bind to a wide range of antigens, ranging from whole cells to proteins and lipid targets. In this review, we highlight re-
search that exploits the phage display technology to discover new drugs against infectious diseases, with a focus on antimicrobial peptides and antibodies.
Methods: Basic and recent literature review was made, mainly focused on general aspects of phage display technology and the applica-
tion in the search of new peptides or antibodies of pharmaceutical use to combat the infectious diseases transmitted by bacteria and virus.
Results: Updated information on the selected topics is shown, with a guiding and practical approach aimed at researchers in the field
of molecular biology to continue deepening the technology with special emphasis in the applications that have been developed in Cuba.
Conclusions: Advances in methods of screening, manufacturing, and humanization technologies show that phage display technology can significantly contri-
bute in the fight against clinically important pathogens.

Keywords: Bacteriophages, combinatorial libraries, phage display technology, biopaning, infectious diseases, peptides, antibodies.
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Introduccion

Los bacteriéfagos combatiendo enfermedades
infecciosas

ue el francés Félix D’Herelle quien en 1918 definid el

termino bacteriéfago para referirse a “un microbio invi-

sible antagonista de los bacilos de la disenteria” que mas

tarde se definieron como virus que infectan bacterias.!
Los bacteriéfagos son la forma de vida mas numerosa en la Tie-
rra, diez veces mas que las bacterias.> Pueden ser encontrados en
todos los ambientes donde las bacterias crecen, desde el Sahara,
los mares del Norte y las frias aguas de las Islas polares.® Son los
responsables del 10 al 80 % de la mortalidad total de las bacterias
en los ecosistemas acudticos y son un importante factor limitante
para las poblaciones bacterianas.* Son los virus mas estudiados
y los que més han contribuido al desarrollo de la Biologia Mole-
cular. Su accién litica sobre bacterias patégenas permitié su uso
como alternativa terapéutica frente a infecciones bacterianas. Su
eficacia ha sido probada incluso contra microorganismos
resistentes a antibidticos.’

Las enfermedades infecciosas contintian siendo una de
las principales causas de muerte a pesar de la disponibili-
dad de vacunas y antibidticos. En el interconectado mundo
de hoy las enfermedades infectas contagiosas son capaces
de propagarse rdpidamente de forma global.® Nuevas enfer-
medades infecciosas han sido detectadas que emergen con
una frecuencia anual superior a las década de los 70 y 90,” y
otras han surgido recientemente con episodios letales como
son el Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) ®y la
influenza aviar.” También tenemos el hecho de la disemi-
nacion de cepas resistentes a antibiéticos como el Staphylo-
coccus aureus resistente a metilicina (MRSA), Enterococcus
faecium resistente a vancomicina (VRE), Klebsiella pneu-
moniae resistente a carbapenem (NDM-1) y Pseudomonas
aeruginosa resistentes a multidrogas (MDR). Una crisis en
la salud ptblica mundial debido a las “Super bacterias” re-
sistentes a antibidticos junto con un pobre desarrollo en las
investigaciones de nuevos antimicrobianos es vaticinada por la
OMS, declarando la busqueda de nuevos farmacos para superar
esta resistencia a los antibiéticos, como una tarea priorizada.'

Con la secuenciacién del genoma bacteriano en 1995 parecia
que la aparicién de cientos de nuevas moléculas blancos serian
exploradas para la busqueda de nuevos antimicrobianos como
candidatos terapéuticos. Los antimicrobianos que han llegado al
mercado en los ultimos afios son de amplio espectro y muy pocos
especificos.! El éxito comercial de los mismo ha limitado el desa-
rrollo de drogas patégeno especificas. Sin embargo las bacterias
resistentes a antibioticos han hecho que se fuercen nuevas estrate-
gias patogenas especificas. Algunas de estas estrategias hacen ne-
cesario la seleccién a partir de grandes bibliotecas de compuestos
quimicos, productos naturales o biolégicos por su capacidad para
inhibir el crecimiento de patégenos especificos en ensayos con la
bacteria entera. Comparando con las moléculas pequenas sinté-
ticas de origen quimico, el descubrimiento de compuesto biofar-
macéuticos anti infectivos ocupa un nuevo nicho comercial y de
desarrollo clinico. Con las tecnologias recombinantes emergen-
tes como la Tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos
(TPFF)” (phage display technology) para el descubrimiento de
anticuerpos monoclonales humanos (Mabs) y péptidos, se desa-
rrollan nuevas oportunidades para el descubrimiento de nuevos
antimicrobianos especificos. Algunos péptidos y Mabs obtenidos
de estas bibliotecas se encuentran actualmente en ensayos pre-
clinicos y clinicos.'>"* La TPFF estd jugando un papel significa-
tivo en el descubrimiento de péptidos y anticuerpos que serian
nuevos fairmacos terapéuticos.'*'* En este articulo resumiremos
las dos ultimas décadas de estudios para el desarrollo de antimi-
crobianos y la aplicacion de esta tecnologia en la industria para el
desarrollo de nuevas drogas anti infectivas.
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Tecnologia de presentacion sobre fagos
filamentosos (TPFF)

Los fagos filamentosos son particulas virales flexibles tubu-
lares de 900 nm de longitud y 6 nm de didmetro. Cada particula
viral estd formada por un ADN de cadena tnica protegido por
proteinas de la cdpsida viral. La proteina mayoritaria de la capsida
es la pVIII, la cual puede encontrarse hasta en 2700 copias por
particula viral. El resto de las proteinas (presentes en tres a cinco
copias por fago) cubren ambos extremos de la estructura tubular
(pIIy pVI en un extremo y pVII y pIX en el otro) (Fig. 1).'¢

Los fagos filamentosos (cepas M13, f1 y fd) infectan bacte-
rias de la cepa Escherichia coli a través de su unién (mediada por
la proteina pIII) al receptor (pilus F de la bacteria) y su transloca-
cién hacia el citoplasma de la célula. En la replicacion del genoma
del fago participan proteinas virales y de la célula hospedera. Las
nuevas particulas virales se ensamblan y se liberan al medio a tra-
vés de la membrana bacteriana por un proceso lisogénico."”

La tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos cons-
tituye la plataforma de presentacion de péptidos y proteinas mas

Biblioteca de péptides

Fig. 1. Representacidn esquemdtica de la estructura de los bacteriéfa-
gos filamentosos con las proteinas que conforman su capsida, su ADN
de simple cadena y el lugar de insercion de la biblioteca de péptidos.
Los péptidos quedan expuestos en la capsida del fago y en el interior la
secuencia que codifica para este péptido.

poderosa en la actualidad.’® Esta tecnologia se basa en la modifi-
cacion por ingenieria genética de las particulas de fagos, de forma
tal que cada una de ellas puede incorporar a su material genético
genes foraneos de interés, y exponer en su superficie las secuen-
cias proteicas codificadas por ellos (fusionadas a proteinas de la
capsida viral).” De este modo existe una conexion entre fenotipo
(molécula presentada) y genotipo (gen foraneo que codifica para
esa molécula) en la misma particula viral.*’

Ciclos de seleccidn

La TPFF permite seleccionar un péptido o proteina a partir
de una biblioteca empleando, un anticuerpo monoclonal (AcM),
un suero policlonal, una proteina, un receptor, o incluso moléculas
de origen lipidico o aztcares, mediante un procedimiento de puri-
ficacién por afinidad denominado genéricamente seleccién o “bio-
panning”. Debido a que la secuencia de ADN que codifica para el
péptido o proteina se encuentra unida al genoma del fago vector, la
secuencia aminoacidica del péptido expuesto puede ser deducida a
partir de la secuencia nucleotidica de los pocos fagos seleccionados
especificamente, que seran después clonados y amplificados.

Debido a estas propiedades, la tecnologia de exposicion
funcional de péptidos y proteinas en fagos ha sido utilizada fun-
damentalmente para la caracterizacion de los residuos aminoaci-
dicos que intervienen en las interacciones entre proteinas, la se-
leccién de mutantes de proteinas con una actividad incrementada
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y la selecciéon y modificacion de anticuerpos a partir de grandes
bibliotecas de regiones variables naturales y sintéticas.

Histéricamente este método ha sido importante para el aisla-
miento de péptidos y anticuerpos contra blancos conocidos como
proteinas, lipidos o pequefias moléculas. Aunque los métodos
estandares de la TPFF utiliza antigenos purificados, la seleccién
utilizando células enteras es otra opcién.? En las ultimas décadas
muchos grupos de investigadores utilizan células bacterianas o de
mamiferos como blancos para identificar receptores especificos
o péptidos y anticuerpos especificos de un tipo de célula.?2*> 2%

Se han disenado métodos de seleccion diversos para la ob-
tencion de fragmentos de anticuerpo contra determinada diana.
En esencia la biblioteca de anticuerpos sobre fagos se enfrenta al
antigeno en ciclos de seleccion repetidos que incluyen pasos de
union, lavados y elucion de los fagos unidos. Se infectan bacterias
con los fagos eluidos y se cultivan para producir los fragmentos
de anticuerpo sobre la superficie de la particula viral (Fig. 2).

Con el objetivo de incrementar la probabilidad de obtener
fragmentos de anticuerpo diversos y de elevada afinidad, se re-
comienda realizar entre dos y tres ciclos de seleccion y utilizar
técnicas de alto flujo (ELISA, microarray, inmunoensayos sobre
membranas de nitrocelulosa) para el tamizaje y la identificacién
de los anticuerpos deseados.?

La mayor complejidad de las estrategias de seleccion se al-
canza en los sistemas in vivo.””? La mezcla de fagos de partida se
inyecta directamente en animales y se colectan y se examinan los
tejidos u drganos de interés. Se aislan aquellos fagos portadores de
fragmentos de anticuerpo que se acumularon selectivamente en la
region blanco producto de las interacciones antigeno-anticuerpo.
Este método de seleccion resulta de interés para la identificacién de
nuevos farmacos y sus mecanismos de circulacion in vivo.

Tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos
en la busqueda de agentes bioldgicos antiinfectivos

La TPFF se ha utilizado ampliamente para la identificacién
de péptidos y anticuerpos seleccionados contra patégenos como
blancos, estos son subdivididos en dos categorias. i) blancos mo-
leculares como las enzimas del proceso de replicacién o division
celular y factores de virulencia del patdgeno en el hospedero. ii)
células bacterianas enteras.

La seleccion utilizando células enteras, es una estrategia li-
bre, que tiene la ventaja de reconocer estructuras en la superficie
celular que no han sido considerado moléculas blancos cuando
se asume una estrategia en base al genoma celular o que atin no
han sido identificados si se comparan con blancos moleculares
especificos. La utilizacién de patégenos vivos como blancos tiene
la ventaja también que todas las estructuras con potencial far-
macéutico en la superficie se seleccionan simultdneamente en su
contexto nativo fisiologico, permitiendo la seleccion de potencia-
les antimicrobianos desde afuera de la célula. Los antigenos en
la superficie celular del patégeno son posibles candidatos como
blancos debido a que pueden interferir con la division celular de
la bacteria, # la colonizacidn o la virulencia. **Ambas estrategias
han sido aplicadas ampliamente para desarrollar nuevas herra-
mientas para el diagndstico y tratamiento terapéutico de enfer-
medades infecciosas.

Bacterias grampositivas

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa
causada por diversas especies del genero Mycobacterium, todas
ellas pertenecientes al Complejo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb).*" En la actualidad, la epidemia de TB se atribuye a dos
factores principales: la infeccion con el VIH y su asociacién con
la TB activa, y el incremento de la resistencia de las cepas de M.
tuberculosis a los firmacos anti-TB mds efectivos.

Segun estimados de la OMS, la tercera parte de la poblacién
mundial (aproximadamente 2 billones de personas) se encuentra
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infectada por M. tuberculosis y solo en el aiio 2009 se reportaron
9,4 millones de nuevos casos de TB y 1,7 millones de muertes. La
mayoria de estos casos ocurrieron en Asia (55 %) y Africa (30 %); y
proporciones menores en las regiones Mediterranea del Este (7 %),
Europea (4 %) y Las Américas (3 %).*

Hasta la fecha, la Gnica vacuna anti-tuberculosa aprobada
por la OMS y disponible para su uso en humanos es la cepa viva
atenuada de M. bovis BCG. Se considera que la eficacia de la va-
cunacion varia considerablemente de una poblacion a otra. En
nifos recién nacidos protege contra las formas diseminadas de
la enfermedad, mientras que no ofrece proteccién contra la TB
pulmonar: la mas frecuente y responsable de la diseminacion.

Una de las mds efectivas estrategias es la prevencion de la
transmision y por lo tanto son necesarias nuevas herramientas
para el diagnoéstico rapido. Los ensayos utilizados actualmente
para detectar células T respondedoras han mostrado diferentes
problemas incluyendo la falta de respuesta a los antigenos uti-
lizados debido a las variaciones provocadas por las infecciones
concomitantes y a la ausencia del agente infectivo.

Lipidos, glicolipidos y lipopeptidos derivados del Mtb son
presentados a las células T por las moléculas de superficie celu-
lar no polimorficas CD1, expandiendo la posibilidad de blancos
disponibles al sistema adaptativo inmune para el control de la
infeccion.®,*

La presentacion de lipidos antigénicos a las Células T ha sido
descrita en la TB, mediada por la presentacion de lipidos aso-
ciados a las moléculas Cd1b.* Un nuevo antigeno lipidico que
pertenece al grupo de los sulfoglicolipidos diacetilados (Ac2SGL)
purificado del Mtb ha sido identificado.* Este Ac2SGL presenta-
do a las moléculas Cd1b por Células T especificas estd presente
en los pacientes con TB y PPD-positivos y no en los PPD-nega-
tivos. Teniendo en cuenta que las moléculas de CD1b no son po-
limorficas, Ac2SGL es expresadas solamente por la micobacteria
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Fig. 2. Método de seleccion o Biopaning. 1 Biblioteca de péptidos o an-
ticuerpos. 2 Seleccién por afinidad contra una molécula blanco. 3 Elu-
cién de los fagos absorbidos. 4 Amplificacion de los fagos selecciona-
dos. 5. Repeticidn de los ciclos de seleccion. 6 Obtencion de las placas
individuales en una placa Petri con el fago seleccionado que expresa el
ligando afin a la molécula blanco.
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Display technology on filamentous phage in the search for anti-infective biological agents

virulenta y este lipido no estd sujeto a las mutaciones inducida
por la presion selectiva del sistema inmune del hospedero: el uso
del complejo CD1b:Ac2SGL como marcador universal de la in-
feccion por tuberculosis fue evaluado por un grupo del Instituto
Finlay de La Habana utilizando un anticuerpo de cadena simple
que reconoce el complejo CD1b:Ac2SGL de M. tuberculosis ex-
puesto en la proteina III de los fagos filamentosos. Los resultados
mostraron que la fusion a pllII fue exitosamente expuesta en la
superficie del fago. Los estudios de reconocimiento por ELISA de
los fagos e inmunohistoquimica muestran el reconocimiento del
complejo CD1b:Ac2SGL en células humanas de pulmén de un
paciente tuberculoso, comprobando las especificad del mimo. *

Uno de los mas importantes patégenos humanos y de las
principales amenazas contra la salud humana es la bacteria Sta-
phylococcus aureus. Un gran porcentaje de las infecciones por
S.aureus es mediada por Staphylococcus aureus resistente a meti-
licina (MRSA). Se han reportado, desde 1980, cepas de S.aureus
resistentes al antibidtico vancomicina, considerado como la ulti-
ma alternativa.®

Yacoby y colaboradores utilizaron fagos especificos contra
S.aureus para llevar el antibidtico hasta las células bacteriana,
ellos seleccionaron una biblioteca de péptidos de 12 aminoacidos
para elegir un fago especifico contra S.aureus y también expre-
saron en el N terminal de la proteina III del fago el dominio ZZ
que tiene una fuerte union a las inmunoglobulinas, la droga fue
conjugada al N terminal de la proteina VIII utilizando un enla-
ce ester. La capacidad de carga del fago fue probado uniendo el
mismo al antibiético amino glicosidiconeomicina.* La droga es
liberada del fago por hidrolisis del enlace ester en presencia del
suero. La inhibicién del crecimiento bacteriano fue incrementada
significativamente incubando el fago transportador con la droga,
comparandolo con la droga solo.

Listeria monocytogeneses una bacteria que se desarrolla intra-
celularmente y es causante de la Listeriosis. Es uno de los patdge-
nos causante de infecciones alimentarias mds virulentos, con una
tasa de mortalidad entre un 20 a 30 %, mds alta que casi todas las
restantes toxico infecciones alimentarias. Para evitar la infeccién
es necesario detectar bajos niveles del patdgeno en los alimentos.

Se utilizé la Tecnologia de presentacion sobre fagos para
identificar un anticuerpo scFv que se puede unir a Listeria mono-
cytogenes pero no a otras cepas de Listeria.*’ Tres afios después de
este hallazgo se desarrollé un sensor de Resonancia de superficie
Plasmones (SPR) basado en el anticuerpo scFV.#! El anticuerpo
especifico contra L. monocytogenes scFV expuesto en el fago fue
inmovilizado en la superficie del sensor detectando hasta un li-
mite de 2 x 10° CFU/ml. El mecanismo de unién a la célula hos-
pedera infectada por Listeria monocytogenes no esta esclarecido,
limitando el desarrollo de una estrategia preventiva o terapéutica
apropiada. Utilizando la biblioteca de péptidos de 12 aminodci-
dos expuesta sobre fagos filamentosos Gasanov y colaborado-
res demostraron que la invasién por Listeria monocytogeneses
mediada por la unioén al receptor de Insulin-Like Growth Factor
II (IGFIIR) en las células de mamiferos.”? Otros péptidos que se
unen a Listeria monocytogenes fueron identificados seleccionan-
do bibliotecas de 9 y 12 aminodacidos.” En el 2006 la FDA (Food
and DrugAdministration) de Estados Unidos aprob¢ el uso de
bacteridfagos en ciertas carnes con el fin de acabar con la bacteria
Listeria monocytogenes.

Bacterias gramnegativas

La pared celular es esencial para la supervivencia de muchas
bacterias y el antibidtico penicilina puede matar a las bacterias
inhibiendo un paso en la sintesis del peptidoglicano (también de-
nominado mureina),que estd formado por cadenas de polisacari-
do entrecruzadas por péptidos inusuales que contienen aminoa-
cidos D. En las bacterias grampositivas la pared celular contiene
una capa gruesa de peptidoglicano ademas de 4cidos teicoicos,
que son polimeros de glicerol o ribitol fosfato. Los acidos teicoi-
cos se unen al peptidoglicano o a la membrana citoplasmatica.
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La mayoria de las bacterias tienen una pared celular gram-
negativa y solamente Firmicutes y Actinobacteria (conocidas
previamente como bacterias grampositivas de contenido GC bajo
y bacterias Grampositivas de contenido GC alto, respectivamen-
te) tienen paredes grampositivas. Estas diferencias en estructu-
ra pueden producir diferencias en la susceptibilidad antibidtica,
por ejemplo, la vancomicina puede matar solamente a bacterias
grampositivas y es ineficaz contra patégenos Gramnegativos, ta-
les como Haemophilus influenzae o Pseudomonas aeruginosa. La
sintesis de la pared celular de la bacteria involucra una serie de
enzimas como MurA-G, transglycosilasas, y transpeptidasas, la
interrupcion de cualquier parte de esta via metabdlica produce
fallos en la sintesis de los peptidoglicanos y por consiguiente la
lisis de la bacteria.***> Se obtuvieron inhibidores de MurA selec-
cionando una biblioteca de 12 aminoacidos y otra de 7 aminoa-
cidos constrenidas por dos cisteinas en los extremos del péptido
y utilizando como molécula blanco la enzima MurA de Pseudo-
monas aeruginosa a una concentracién de inhibicién de un 50
% (IC,;5) en el rango de los 200 uM.* Las mismas bibliotecas
fueron utilizadas para seleccionar contra la enzima MurC de
P. aeruginosa como molécula blanco y se obtuvieron un pépti-
do de 12 aminoacidos (DHRNPNYSWLKS) y otro ciclico de 7
aminoacidos (CQDTPYRNC) los cuales mostraron similar IC*s
(1,5 mM y 0,9 mM, respectivamente) para la inhibiciéon de MurC.
Sin embargo los péptidos no se pudieron utilizar para desarrollar
farmacos debido a su baja permeabilidad y a la susceptibilidad a
proteasas del plasma. Se identificaron péptidos inhibidores de las
enzimas MurE y MurF of P. aeruginosa.””* seleccionando contra
la biblioteca de 12 aminodacidos, los dos péptidos NHNMHRT T-
QWPL y TMGFTAPRFPHY) inhiben las enzimas MurE y MurF
auna IC_s de 500 uM y 250 uM, respectivamente. Se selecciona-
ron inhibidores contra las enzimas FtsA y FtsZde P. aeruginosa,
que intervienen en la division celular, utilizando una biblioteca
de 12 aminodcidos y otra de 7 aminodcidos constreiiidas por
dos cisteinas en los extremos del péptido.**® Se probaron ade-
mas selecciones con estas bibliotecas y utilizando como blanco
las células intactas de P. aeruginosa, los péptidos seleccionados se
inmovilizaron en biosensores y fueron probados eficientemente
en ensayos diagnosticos.”

La Neisseria meningitidis, también conocida por su nombre
mas simple de meningococo, es una bacteria diplococcica heterd-
trofa gramnegativa, de importancia en salud publica por su papel
en la meningitis y otras formas de enfermedad meningocdccica.
Es la unica forma conocida de meningitis bacteriana en causar
epidemias. De los 13 serogrupos de esta bacteria, seis serogrupos
(MenA, MenB, MenC, MenW, MenX y MenY) son los responsa-
bles de esta enfermedad a nivel mundial. Grupos del CIGB y del
Instituto Finlay de La Habana han trabajado utilizando la Tecno-
logia de presentacion sobre fagos en busca de nuevos acercamien-
tos diagndsticos y terapéuticos contra esta patologia.

Se evalu6 la inmunogenicidad y actividad funcional de anti-
cuerpos obtenidos en ratén contra un péptido ciclico, unido por
puentes disulfuros, correspondiente a la region variable 2 de la
proteina exterior de membrana Por A de la cepa B385 (serosubti-
po P1.15) de Neisseria meningitidis presentada en la superficie de
los fagos filamentosos. El epitopo flanqueadotanto por cisteinas
o cisteinas y tres residuos de glicina, fue expresado fusionado a
la proteina pVIII de los fagos filamentosos M13. La inmuniza-
cién de ratones Balb/C con cada uno de los fagos generaron una
respuesta especifica de anticuerpos. El suero de los ratones in-
munizados con el fago que exponia el péptido ciclico unido a las
tres glicinas reconocia la proteina nativa mejor que el suero de
ratones obtenidos solo el péptido ciclico. Solo los fagos que expo-
nian el péptido ciclico con la cola de glicinas fue capaz de inducir
una respuesta inmune con actividad bactericida, estos resultados
indican la posibilidad de usar la tecnologia de presentacion so-
bre fagos de péptidos que requieran una adecuada conformacién
al ser presentados al sistema inmune para lograr una respuesta
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inmune funcional.®* Otra uso de la tecnologia de fagos en esta
patologia fue para la obtencién de un candidato vacunal contra
el serogrupo B de la cepa meningococcal (MenB). El polisacarido
capsular (MenB CPS) comparte epitopos cros reactivos y no cros
reactivos contra los polisacaridos humanos. El anticuerpo mAb
(13D9) que reconoce un epitopo tinico en MenB CPS fue utiliza-
do como molécula blanco para seleccionar contra una biblioteca
de péptidos de 15 aminodacidos fusionada al N terminal de la pro-
teina pVIII de los fagos filamentosos. Se identificaron 4 péptidos
capaces de unirse al anticuerpo mAb 13D9 en competencia con
el MenB CPS. La inmunizacién de ratones contra estos péptidos
expuestos en los fagos produjo anticuerpos IgG, principalmente
IgG2a, es relevante que algunos de los péptidos identificados en
este trabajo inducen niveles detectables de anticuerpos bacteri-
cida contra MenB y uno de ellos fue protectivo en un modelo
in vivo. La tares de disefar vacunas contra el serogrupo B de la
enfermedad meningococcica basado en antigenos no capsulares
avanza lentamente y la posibilidad de utilizar péptidos miméticos
para determinantes antigénicos no cros reactivos de MenB.CPS
capaz de inducir actividad bactericida y anticuerpos protectivos
es sin duda una posibilidad para el desarrollo de vacunas por si
mismo o en combinacién con otros candidatos vacunales.*

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que causa
infecciones estomacales con inflamacioén crénica y esta firme-
mente relacionada al desarrollo de ulceras y tumores en el siste-
ma digestivo. La ureasa que es uno de los principales factores de
virulencia producida por H. pylori ha sido utilizado como blanco
para la seleccion de dos bibliotecas de péptidos fusionadas a pIII
de 24 y 6 aminoacidos respectivamente.* De los péptidos selec-
cionados (TFLPQPRCSALLRYLSEDGVIVPS y YDFYWW) dos
se unen e inhiben la division de H. pylori. El mismo grupo de
investigadores seleccionaron anticuerpos tipo ScFv de una biblio-
teca sobre fagos que inhiben la proteina ureasa de H. pylor.> Al-
gunos de estos anticuerpos scFv pueden ser usados directamente
en la terapéutica, otros fueron seleccionados utilizando como
molécula blanco la bacteria completa. >

Virus

Entre las formas de determinar los residuos aminoacidicos
que intervienen en el reconocimiento antigeno-anticuerpo, la
sintesis de péptidos sintéticos, es una practica habitual que cubre
la secuencia del antigeno original. Nosotros analizamos primera-
mente con esta metodologia los posibles sitios de union del anti-
cuerpo monoclonal CB-Hep1 al HbsAg (Antigeno de superficie
de la Hepatitis B) y posteriormente abordamos esta practica con
la biblioteca de péptidos expuestos en la superficie de los fagos
fusionada a la proteina VIII.

El AcM CB-Hep.1 reconoce especificamente el determinante
comun ‘“@”. Este determinante del HBsAg se localiza en un lazo
que se extiende desde el residuo aminoacidico 101 al 159. Esta
region es hidrofilica y extremadamente rica en cisteinas, conte-
niendo 8 residuos de los 14 que tiene el HBsAg.

El grupo de Folgori en 1994,%” con sueros de individuos va-
cunados con el antigeno (HBsAg) y una biblioteca de péptidos
de nueve aminodcidos, caracterizé la respuesta humoral de es-
tos individuos. Se seleccioné un fagotopo de secuencia CKTC-
TTPAQGN reconocido por el 80 % de las muestras de suero
de individuos inmunizados con el HBsAg, lo que indica que el
motivo C(K/R)TC es un epitopo inmunodominante. Debido a su
importancia tanto en el desarrollo de vacunas, como en el esta-
blecimiento de sistemas de diagnostico, el estudio de la estructura
y composicion epitopica del determinante “a” del HBsAg sigue
constituyendo uno de los aspectos centrales de la investigacién en
estos campos. No menos importante es el hecho de haber com-
probado que el AcM CB-Hep.1, actualmente en uso en el proceso
de obtencidn de la vacuna recombinante Heberbiovac, reconoce
de manera especifica la region CKTC del determinante “a, critica
para el cardcter “comun” de éste, lo que garantiza que durante
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la inmunopurificacion se seleccionen aquellas moléculas de anti-
geno que expongan adecuadamente esta region, esencial para el
desarrollo de una respuesta inmune protectora frente a diferentes
subtipos virales.®

La Tecnologia de presentacion sobre fagos fue usada también
para la busqueda de anticuerpos y péptidos del alta afinidad con-
tra el Virus de la hepatitis A (HAV) * y anticuerpos neutralizantes
contra las proteinas de la cdpsida del Virus de la Hepatitis E.”!

TPFF y Dengue

El Dengue (VD) es la infeccién arboviral transmitida por
mosquitos de mayor importancia en humanos en términos de
morbi-mortalidad. Es causada por cualquiera de 4 sus cuatro se-
rotipos (VD1, VD2, VD3 y VD4) resultando en un amplio rango
de sintomas clinicos que puede ir desde la forma subclinica, la
fiebre clasica de dengue (FD) y la fiebre hemorragica de dengue
(FHD). La infeccién por un serotipo confiere una proteccién du-
radera contra una re-infeccién por el mismo serotipo, pero esta
es solo transciente contra una infeccién secundaria contra uno de
los 3 serotipos restantes.®” Los VD codifican y expresan 3 protei-
nas estructurales (capsida, C; pre membrana prM y envoltura E) y
7 proteinas no estructurales (NS1, 2a, 2b, 3, 4a, 4b, and 5) ®' de estas
la proteina E es el blanco principal de la respuesta humoral en la
infeccion por VD, aunque se ha reportado respuesta de células B a
las proteinas prM y NS1.9* Actualmente, la infeccion por dengue,
representa una preocupacion para las autoridades de salud a nivel
global ya que dos quintos de la poblacién mundial viven en re-
giones endemo/epidémicas.®>%* Es por ello que el dengue ha sido
también objeto de estudio en la tecnologia de presentacién sobre
fagos filamentosos (TPFF). Esta poderosa técnica a partir de bi-
bliotecas combinatoriales altamente diversas, ya sea exponiendo
péptidos o proteinas, permite distinguir moléculas unicas con se-
lectiva afinidad por un blanco especifico y presenta como ventaja
primordial que el proceso de produccién de los mismos, es muy
rapido, barato y reproducible y permite disponer de un mayor y
diverso nimero de moléculas.®® En los tltimos 15 afios ha sido
aplicada, preferentemente a enfermedades con alto potencial eco-
némico y a las llamadas enfermedades olvidadas contra las que
actualmente no hay disponible moléculas antivirales o vacunas,
% entre estas el dengue.

Debido a que hasta el momento, no existe una terapia espe-
cifica para el dengue la prevencion de la enfermedad estd limitada
al control del vector.® De esta forma, se hacen necesarios méto-
dos de diagndstico rapidos y especificos asi como la obtencién de
una vacuna que representaria un importante avance en el control
de la enfermedad. En ambos casos la identificacion de epitopos de
importancia bioldgica es esencial. Los epitopos inmunogénicos
sobre las proteinas E y NS1 han sido los mas documentados.” No
obstante existen algunos reportes sobre la identificacion de epito-
pos del VD sobre otras proteinas estructurales y no estructurales
%%¥como la proteinas prM, capsida y NS4a, los cuales son de gran
importancia tanto en la patogénesis, el diagndstico y el desarrollo
de vacunas. 77!

Las caracteristicas de un ensayo diagnostico ideal para den-
gue depende del propdsito para el cual el ensayo sera usado,
cualquiera que sea este, es indispensable el conocimiento de los
epitopos inmunogénicos presentes en las proteinas virales. Los
métodos directos (deteccion de antigeno) no son los realizados
de rutina en el laboratorio y existen pocos juegos diagnosticos co-
merciales disponibles que hayan sido validados. No obstante, se
han desarrollados nuevos ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) e
inmunocromatograficos que tienen como blanco la proteina NS1
y que han revelado que pueden detectar altas concentraciones de
este antigeno en muestras de pacientes con infeccién primaria o
secundaria de dengue.” Los métodos indirectos (serologicos) son
los mas comunmente usados para el diagndstico de la infeccién
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por dengue debido a que su uso es mucho més facil comparado
con las técnicas de aislamiento en cultivo celulares o detecciéon de
RNA.” Estos dependen de la deteccion de anticuerpos especifi-
cos a dengue en el suero del paciente. Con esta finalidad, existen
varios juegos de diagnosticos comerciales (ELISA) en los cuales
es utilizado como antigeno el virus completo obtenido ya sea por
cultivos celulares o tejidos de animales infectados ambos sustra-
tos altamente caros.” Estos formatos de prueba rapida, contintian
siendo costosos y a pesar de que algunos han ofrecido buenos re-
sultados, no se ha establecido ninguno como referencia. Ademas,
pueden conducir a un diagnostico errado debido a la reactividad
cruzada entre los anticuerpos no dengue flavivirus especificos;
lo cual hace necesaria la busqueda de moléculas que remplacen
el antigeno viral completo con el fin de lograr mayor sensibilidad
y especificidad.” En este sentido, una propuesta ha sido el uso de
péptidos mimotdpos obtenidos por TPFE herramienta de gran uti-
lidad para el diagnéstico pues ha constituido una fuente alternativa
de antigenos en la identificacion de anticuerpos anti-dengue.

La seleccion de péptidos que imitan epitopos del virus den-
gue han sido realizadas a través del mapeo de anticuerpos mono-
clonales (AcM) dirigidos al antigeno viral de interés o utilizando
suero de individuos inmunes. Como fue referido anteriormen-
te, las proteina de la envoltura (E) y la proteina no estructural
1 (NS1) han sido las mas estudiadas debido a la importancia de
estas en la inmunidad y en la etiopatogenia de la enfermedad.””
La NSI representa un interesante blanco para el diagndstico de-
bido a la presencia en la sangre de pacientes infectados principal-
mente desde el dia 1 al 6 después del comienzo de los sintomas
clinicos.” Por ello, los primeros mapeos de AcM a dengue con
esta tecnologia, fueron dirigidos hacia aquellos especificos contra
la proteina NS1 del VD. A partir de estos estudios pudo ser iden-
tificada la secuencia HRYSWK que corresponde a los residuos
111-116 de esta proteina. Esta secuencia en un formato de pépti-
dos multiples demostro ser especifica al serotipo 1 del VD capaz
de detectar anticuerpos en muestras de pacientes confirmados
con esta enfermedad y manifesté también la influencia ejercida
de una histidina en la posicion 111 en la actividad de unién al
anticuerpo.”” Un nuevo AcM especifico contra la proteina NS1
del VD2 y la aplicacion de la TPFF con una biblioteca de pépti-
dos, hizo posible la identificacion del epitopo serotipo especifico
para células B de este anticuerpo y permiti6 sintetizar un pép-
tido con esta secuencia motivo, que resulto crucial en la unién
al anticuerpo. Este péptido sintético identifico muestras de suero
de ratones y conejos inmunizados contra dengue ademas de di-
ferenciarlos de anticuerpos en ratones inmunizados con el virus
de la encefalitis Japonesa.*® Varios de los péptidos identificados
a partir de la proteina NS1 estdn en uso de forma exitosa como
herramienta de diagndstico para la deteccion de anticuerpos y
prometen aplicaciones potenciales en el diagndstico diferencial
entre los flavivirus.

La TPFF exponiendo péptidos se ha utilizado también para
investigar el posible uso de anticuerpos con dominios variables
de cadenas pesadas (anticuerpos VHH o nanoanticuerpos) como
herramienta diagnostica alternativa al uso convencional de los
AcM. Los nanoanticuerpos representan los fragmentos mas pe-
quefios de la unidén antigeno-anticuerpo pudiendo instaurar,
dadas sus propiedades, las bases para una nueva generacién de
anticuerpos. Fatima y colaboradores en 2014 generaron nanoan-
ticuerpos contra una proteina recombinante de NS1 del VD2 a
partir de una biblioteca no-inmune de llama (Lama glama) y de-
terminaron los epitopos de unién de los anticuerpos VHH usan-
do la TPFF de una libreria de péptidos. Estos nanoanticuerpos
y AcM convencionales a esta proteina fueron usados y compa-
rados en la preparaciéon de un juego diagnostico inmunocro-
matografico rapido. Ambos anticuerpos reconocieron la misma
regiéon de la proteina NS1, sin embargo los anticuerpos VHH
mostraron mayor sensibilidad y especificidad demostrando que
estos anticuerpos son una opcion en el desarrollo de pruebas
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diagnosticas para la infecciéon por VD.®

La TPFF exponiendo anticuerpos ha sido también utilizada,
Cabezas y colaboradores a partir de una biblioteca universal de
anticuerpos humanos de individuos no inmunizados, obtuvieron
un total de 9 anticuerpos anti-dengue. Siete de ellos fueron alta-
mente especificos para tres de los serotipos seleccionados (VD1, 3
y 4). Uno de los fragmentos (seleccionado contra DEN-3) mostrd
reactividad cruzada contra DEN-1, mientras que otro (seleccio-
nado contra DEN-2) reaccion6 con los cuatro serotipos. Estos
patrones de especificidad y reactividad cruzada fueron confirma-
dos con un panel mas amplio de cepas de los cuatro serotipos.
Se logrd la seleccion de fragmentos de anticuerpo contra epito-
pos virales comunes dentro de cada serotipo reconocido, lo que
apoya su aplicacién en el diagndstico y/o la tipificacion del virus
dengue.

La caracterizacion de seis de los fragmentos de anticuerpo
como moléculas solubles (fuera del contexto de los fagos) confir-
mo sus propiedades de reconocimiento y demostré que reconocen
al virus a concentraciones muy bajas (en el orden de los nmol/l), lo
que indica una alta afinidad de las interacciones. El analisis de las
secuencias de las regiones variables de estos primeros anticuerpos
humanos seleccionados contra el virus dengue muestra una gran
diversidad en su origen inmunogenético y aporta informacion va-
liosa sobre el repertorio de inmunoglobulinas humanas involucra-
das en el reconocimiento de este patdgeno.®>*

Humira o Adalimumab fue el primer anticuerpo terapéutico
derivado de una biblioteca sobre fagos filamentosos que fue apro-
bado por la FDA (EUA) en el ailo 2002 para uso en humanos. Este
anticuerpo tiene la capacidad de neutralizar al TNF-a y se utiliza
actualmente para el tratamiento de la artritis reumatoide.* Exis-
ten ademas otros anticuerpos o fragmentos derivados de ellos en
estudios preclinicos y algunos mds avanzados en diferentes fases
de ensayos clinicos. Se caracterizan por su capacidad de neutrali-
zar citocinas, receptores de moléculas angiogénicas o patdgenos
completos, utiles para la terapia de diversos tipos de cancer, en-
fermedades autoinmunes, alérgicas e infecciosas.® %

De la misma forma se ha demostrado que los fragmentos
de anticuerpo aislados a través de la tecnologia de presentacién
sobre fagos filamentosos pueden ser empleados en todas las téc-
nicas en las que normalmente se utilizan los AcMs derivados de
la tecnologia de hibridomas (ELISAs, western blot, inmunohisto-
quimica, inmunoflorescencia, citometria de flujo, entre otras).5”
Debido a que los fragmentos de anticuerpo pueden ser facilmente
modificados genéticamente, algunos de ellos se han fusionado a
moléculas marcadoras.® De esta forma se convierten en protei-
nas bifuncionales, mantienen su capacidad de unién al antigeno
diana y a la vez presentan actividad de marcaje.

Conclusiones

Al igual que otras metodologias de seleccion de afinidad, la
Tecnologia de presentacion sobre fagos tienes sus limitantes. Para
la obtencidn de nuevos agentes antimicrobianos, incluyendo pép-
tidos y anticuerpos este método obtiene con altas probabilidades
moléculas de relativa baja afinidad y muchas de ellas carecen del
principal atributo de ser antimicrobiano o necesitan modificacio-
nes para mejorar su actividad. Por ejemplo, la reconstruccién de
anticuerpos de tipo ScFv o Fabs en anticuerpos enteros utilizando
células de mamifero, ademds péptidos catidnicos con actividad
antimicrobiana generalmente muestran uniones no especificas y
toxicidad en células de mamiferos.”” lo que limita la aplicacion
de la tecnologia para seleccionar desde bibliotecas de péptidos.

Para la mayoria de las indicaciones, una droga debe unirse a
su molécula blanco con un grado razonable de afinidad. Aproxi-
madamente el 60 % de los proyectos para la busqueda de nuevas
moléculas fallan debido a que la molécula blanco no es la ideal o
la seleccionada no posee una potencia real de unién al blanco y
por ende de producir una funcién biolégica.”” La Tecnologia de
presentacion sobre fagos tiene como ventaja que facilita los pro-
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cesos de seleccion, para obtener sobre la molécula blanco aquellas de
mayor afinidad y mejor potencia (afinidad en el orden de nM) y que
permita el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.”

En las moléculas de origen quimico obtenido de la seleccion de
compuestos sintéticos se obtienen normalmente afinidades con el
blanco de un 50 % de la concentracion efectiva (EC_s)/IC s en el
rango de 1 a 5 uM. Se requieren muchos ciclos de disefio de estructu-
ra, sintesis y ensayos de actividad para obtener moléculas con una po-
tencia en el orden de los nM, esta tarea toma frecuentemente muchos
afos y se necesita de un gran equipo de trabajo dedicado a la sintesis
y la quimica médica. Ademas para muchos blancos no es fécil lograr
con pequefos compuestos quimicos sintéticos una actividad biologi-

y ca elevada debido a que poseen una superficie de contacto limitada.

En contraste el poder de las técnicas de ADN recombinante utilizando
diversos ciclos de seleccion por afinidad y maduracién con la tecno-
logia de fagos permite obtener moléculas potentes en poco tiempo.
A modo de comentario, es de notar que moléculas de alta afinidad y
potencia no se obtiene rutinariamente de las bibliotecas de péptidos
y anticuerpos disponibles comercialmente.** Mucho conocimiento de
la molécula blanco y experiencia en las técnicas de biologia molecular
son requeridas para el disefio de una biblioteca de péptidos o anti-
cuerpos. Ademas algunos péptidos 0 MAbs funcionan solo cuando
forman parte integral de la proteina de la capsida del fago u otro an-
damiaje proteico y no aislado solo en solucién.*>?¢16%7

Es cierto que la mayoria de los antibidticos y antivirales en el
mercado farmacéutico actual o en desarrollo derivan de pequenas
moléculas quimicas sintéticas, sin embargo hay una serie de proyec-
tos en transito de posibles candidatos a drogas a partir de bibliotecas
sobre fagos. Hasta hace poco, la tecnologia de exposicién en fagos
fue utilizada para producir MAbs de aplicacion principalmente en
las areas de cancer y las enfermedades inflamatorias. Las disputas
de patentes impidieron su amplio uso y contribuyeron a la escasez
de candidatos de posibles anticuerpos en la clinica durante los afos
1990. La seleccion de bibliotecas naives o inmunizadas utilizando fa-
gos permiten potencialmente desarrollar anticuerpos enteros contra
agentes infecciosos y tienen el potencial para el desarrollo de agentes
anti infecciosos de aquellos patdgenos refractarios a los actuales tra-
tamientos. Las tasas de transicion exitosa de fase I (prueba de segu-
ridad) a fase II (prueba de eficacia) para todos los MAbs terapéuticos
derivados de ratones transgénicos y de bibliotecas de fagos son 87
% y 94 %, respectivamente. Desde la fase II hasta la aprobacion por
la FDA, los indices de éxito son 52 % y 37 %, respectivamente.”” Por
lo tanto los MAbs obtenidos de bibliotecas de fagos tienen compa-
rativamente una tasa de 35 % de pasaje exitoso de fase I hasta su
lanzamiento, comparado con un promedio en la industria de un 12
% para un candidato de droga quimica sintética. Dado la escasez de
nuevos agentes antimicrobianos y antivirales en el desarrollo clinico
o preclinico, creemos que es imperativo considerar que las bibliotecas
de péptidos o anticuerpos expuestos en el capsida de los fagos fila-
mentosos son una alternativa valiosa para de forma rdpida obtener
nuevas moléculas de uso clinico.
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REVISION / REVIEWS

Enfermedad Renal Poliquistica

X

Polycystic Kidney Disease

Pedro Cena Rivero?, Rocio Elizabeth Castillo Andrade?, Silvia Marcela Baquero?, Viviana Margarita Espirel *

La Enfermedad Renal Poliquistica es una enfermedad genética conocida por sus siglas en Inglés PKD (Polycystic Kidney Disease) y se caracteriza por la
aparicion progresiva de lesiones quisticas en los rifiones que sustituyen el parénquima renal, causando el deterioro de su funcién hasta el estadio 5. La PKD
constituye una de las causas de Enfermedad Renal Cronica bajo tratamiento sustitutivo renal (TSR). Tiene dos patrones de herencia: el patron autosémico
dominante y el patron autosémico recesivo. La forma dominante es mas comun pero menos grave que la forma recesiva. Se conoce que es causada por la
mutacion en varios loci del genoma humano. La forma autosomica dominante puede ser causada por mutaciones en dos genes diferentes (PKD1y PKD2), a
diferencia de la forma autosomica recesiva que sélo tiene un gen causal (PKHD1). En la actualidad la comunidad cientifica dirige esfuerzos hacia el conoci-
miento mas profundo de la fisiopatologia de esta entidad que permita desarrollar alternativas terapéuticas encaminadas a retrasar la aparicion de los quistes
o la progresion de los que ya estan instaurados. El objetivo es sistematizar el conocimiento cientifico disponible acerca de la Enfermedad Renal Poliquistica,
y brindar un medio de consulta actualizada sobre las caracteristicas clinicas y terapéuticas de la misma.

Palabras clave: Enfermedad renal poliquistica; enfermedad renal crénica; patron autosémico dominante; patron autosémico recesivo.

ABSTRACT

The Polycystic Kidney Disease (PKD) is a genetic disease which is characterized by the gradual emergence of cystic lesions in the kidneys, which replace
the renal parenchyma causing deterioration of its function to stage 5. The PKD is one of the causes of Chronic Kidney Disease on renal replacement therapy
(RRT). The Polycystic Kidney Disease has two patterns of inheritance: autosomal dominant pattern and the autosomal recessive pattern. The dominant form is
more common but less severe than autosomal recessive form. PKD is known that is caused by mutations in several loci of the human genome. The autosomal
dominant form can be caused by mutations in two different genes (PKD1 and PKD2), unlike the autosomal recessive form only has a causal gene (PKHD1). At
present the international scientific community efforts toward deeper understanding of the pathophysiology of this entity for the purpose of developing thera-
peutic alternatives that avoid the appearance of cysts or progression of those already in place. The aim is to systematize the available scientific knowledge
about Polycystic Kidney Disease and provide a source of consultation update on clinical characteristics and therapeutic options for patients with PKD.

Keywords: Polycystic kidney disease, chronic kidney disease, autosomal dominant, autosomal recessive pattern.

Introduccion

a enfermedad renal poliquistica es conocida por sus si-

glas en inglés como PKD (Policistyc Kidney Disease) y

se caracteriza por el desarrollo de quistes epiteliales en

ambos rifiones, los que van aumentando progresivamen-
te en tamanfo y en nimero, hasta desplazar el parénquima, con la
consecuente aparicion de la falla funcional. Es una enfermedad de
origen genético, multisistémica, de inicio tardio en la forma auto-
somica dominante y de inicio temprano si es recesiva.

La PKD se produce por mutaciones en varios Joci huma-
nos. La forma autosémica dominante la causan mutaciones en dos
genes diferentes: PKD1 y PKD2. El 85 % de los individuos con
enfermedad renal poliquistica autosémica dominante (ADPKD)
tiene mutaciones en el gen PKD1, mientras que el 15 % restante
posee mutaciones en el gen PKD2.

Las principales caracteristicas patogénicas son el aumento
de la proliferacién celular tubular y la formacion de los quistes a
lo largo de la nefrona.! Estos pacientes suelen presentar ademas,
quistes en otros 6rganos como el higado, cerebro y pancreas. >

La PKD muestra una considerable prevalencia a nivel mun-
dial * y es la causa del 10 % de los pacientes que padecen enfer-
medad renal crénica en estadio 5, condicion ésta que requiere de
terapia sustitutiva renal, con los elevados costos que implica, por
lo cual resulta de gran interés para la comunidad cientifica, la pro-
filaxis de la PKD, asi como hallar alternativas de tratamiento para
los afectados, especialmente terapias que retrasen la aparicion y el
desarrollo de los quistes renales, como un modo de proteger el pa-
rénquima, mejorar la calidad de vida de los enfermos, y disminuir
el impacto econdmico y social de la terapia sustitutiva renal, que
en el Ecuador alcanz6 en el afio 2013, un total de 8 253 pacientes
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con este tratamiento.* Si calculamos que aproximadamente el 10
% los pacientes con Enfermedad Renal Cronica (ERC) ha llegado
la Terapia Sustitutiva Renal (TSR) como consecuencia de la PKD,
tendriamos que su numero asciende aproximadamente a 825 in-
dividuos. Tan solo en la ciudad de Ibarra, 252 pacientes recibian
TRS en el ano 2013.*

Enfermedad Renal Poliquistica Autosomica
Dominante

Prevalencia

La Enfermedad Renal Poliquistica autosémica dominante,
en inglés Autosomal Dominant-PKD (ADPKD) es la enfermedad
renal hereditaria més frecuente. Se ha descrito que su prevalencia, al-
canza 1/800 en todos los grupos étnicos y afecta 1/500-1/1000 recién
nacidos vivos.® Aproximadamente 2700 personas con ADPKD
iniciaron terapia de reemplazo renal en el 2008 en los Estados
Unidos de América, las que se afiadieron a las 26.000 personas
que ya recibian dicha terapia por causa de esta enfermedad.”

Si bien la ADPKD es una importante causa de enfermedad
renal cronica en el adulto, la misma ha ganado importancia en
Pediatria desde que se describieron los primeros casos en nifos.
Su diagnoéstico prenatal en determinados casos, ya es posible des-
de hace mas de 20 afios. El reporte mas temprano es a las 16 se-
manas de gestacion. Se estima que aproximadamente el 2 % de los
ninos afectados se presentan con manifestaciones graves.

La inesperada aparicién infantil de la enfermedad en una fa-
milia con antecedentes de inicio clasico en adultos, no tiene una
explicacion satisfactoria a pesar de que se reporta cierta variabi-
lidad en su expresion familiar.® Zerres y otros, estudiaron 64 fa-
milias con 79 nifios afectados y diagnosticaron cinco casos prena-
talmente en 17 familias con mds de un hijo con la enfermedad."
Se ha sefialado que aproximadamente en el 30 % de las personas
en riesgo, el diagndstico puede establecerse por ultrasonografia
antes de los 10 afios de edad,'® aunque en el 40 % de los afectados
no ha sido posible detectar quistes antes de los 30 afios de edad.’

Fisiopatologia

La ADPKD se caracteriza por el desarrollo de lesiones quis-
ticas renales que afectan el funcionamiento de la nefrona, cuya
primera manifestacion clinica es la hipostenuria (pérdida de la
capacidad de concentrar orina); posteriormente se reduce el flujo
sanguineo renal que desencadena en una pérdida progresiva del
parénquima, que va siendo remplazado progresivamente por lesio-
nes quisticas. Esto lleva a la aparicién de complicaciones propias
del dafio renal como son la hipertension arterial y la anemia. Asi-
mismo, aumenta el riesgo de infecciones urinarias a repeticion y
la aparicién de dolor en el dorso y los flancos como manifestacion
del aumento de tamaiio quistico, su infeccién o sangrado interno.

La evolucion progresiva de las lesiones renales conduce a la
ERC grado 5, que alos 70 anos de edad ya padece el 70 % de los
afectados por ADPKD. En estos pacientes se observa ademas, la apa-
ricién de quistes en otros 6rganos, como el higado, las vesiculas semi-
nales, el pancreas y la membrana aracnoides, asi como alteraciones
vasculares, digase aneurismas intracraneales, dilatacién del arco
adrtico, diseccion de la aorta toracica, prolapso de la vélvula mi-
tral y hernias en la pared abdominal.”®

Las manifestaciones clinicas estdn directamente relaciona-
das con el tamaifio de los quistes y con el grado de afectacién del
parénquima. El volumen de los quistes aumenta de manera expo-
nencial. Segun estudios realizados, se conoce que el incremento
de volumen en estos quistes es alrededor del 5,3 % al afio."! Como
antes se expuso, la ADPKD puede ser causada por mutaciones en
dos genes diferentes; la mas frecuente es la ADPKDI (85 % de los
casos) que es causada por mutaciones en el gen PKD1 o también
llamado policistinal. Este gen codifica la sintesis de una proteina
del mismo nombre; la proteina policistina 1 que es una glicopro-
teina transmembrana, reguladora de canales calcio y de la ho-
meostasis del calcio intracelular. También cumple un papel muy
importante en la interaccion célula-célula y célula-matriz.'* El
15 % de los pacientes restantes se deben a mutaciones en el gen
PKD2, que codifica la proteina policistina 2, una proteina trans-
membrana que actiia como canal de calcio voltaje dependiente y
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regula el calcio intracelular, especialmente en el reticulo endo-
plasmico. Esta proteina estd implicada en el movimiento ciliar de
las células epiteliales donde se expresa fenotipicamente.

Evolucién de la enfermedad

Un estudio realizado por el Consorcio de Estudios Image-
nolégicos para valorar la progresion en la PKD (CRISP) realizd
un seguimiento prospectivo a 214 individuos afectados, con ima-
genes anuales, y mostrd que el volumen total renal y el volumen
de los quistes aumentan de forma exponencial. El promedio del
volumen renal total fue de 1060+642 ml de linea de base, y se en-
contro que el incremento anuales de 2044246 ml por afio (5,27+3,92%
alano), durante un periodo de seguimiento de 3 afos. '**

La funcién renal de los pacientes con ADPKD se mantiene
conservada hasta aproximadamente los 40 afios de edad, a expen-
sas de una hipertrofia compensatoria en las nefronas funcionan-
tes.* Pero la enfermedad contintia su progresion y alrededor de los
50 anos ya se encuentra algun grado alteracion en la tasa de filtra-
cion glomerular (TFG), la cual va disminuyendo con el transcurso
del tiempo hasta llegar a un valor por debajo de 15 ml/min (ERC
estadio 5)."° Los rifiones pueden alcanzar un gran tamafo, apro-
ximadamente 25 libras en una mujer de 1,55 m. Se considera que
el 50 % de los individuos con ADPKD desarrollara ERC estadio 5
para a los 60 anos. La edad de presentacion de la falla renal es mas
temprana en PKD1 que en PKD2 (54 vs.74 afios),’ sin embargo,
la edad de inicio de la falla renal es variable, incluso dentro de la
misma familia. Se ha determinado, que la ADPKD1 es mas severa
que la ADPKD2, ya que presenta un mayor aumento del tamafio
renal, asi como un mayor numero de quistes. Se ha demostrado que
la tasa de crecimiento de los quistes es similar para los dos tipos.'®

Elfen6meno de expresividad variable se pone de manifiesto con
la aparicién, en una misma familia, de casos graves y casos leves. La
variabilidad fenotipica involucra diferencias en la tasa de filtracion
glomerular, la edad a la que se alcanzo la falla renal terminal, la ocu-
rrencia de hipertension arterial, la presencia de quistes extrarrenales
sintomaticos y la hemorragia subaracnoidea por aneurismas intra-
craneales en frambuesa.” Aunque esta es una enfermedad autosémi-
ca dominante, entre el 10 y el 20 % de los pacientes no tiene historia
familiar previa, se trata de mutaciones de novo o posiblemente un
infra diagnostico de los familiares afectados. '®
Diagnéstico

El diagndstico se establece inicialmente mediante estudios
imagenoldgicos como ecografia renal o tomografia axial compu-
tarizada (TAC). Para el diagndstico de la enfermedad poliquis-
tica se necesita la presencia de 3 a 5 quistes en cada rifion
(figura).” La sospecha clinica se basa en los hallazgos especificos
en funcidn de la edad. La ecografia renal es el método mas usado
por su bajo costo y facil disponibilidad, el cual reporta rifones
aumentados de tamaifio y de contornos irregulares con multiples
quistes, aunque sélo detectan quistes mayores a 8 mm y se debe
tener en cuenta que en individuos jévenes o con PKD2, es posible
que el informe ecografico no los reporte y pasen inadvertidos.?**!

Se han realizado estudios para determinar la sensibilidad y
especificidad de la ultrasonografia en el diagndstico de la ADPKD
tipos 1y 2, comparado con el analisis de ligamiento. La sensibilidad
de la ecografia renal para el diagnostico fue comparada con los re-
sultados de los genotipos inferidos por los estudios de ligamiento.
La sensibilidad de la ecografia renal para diagnosticar la ADPKD,
en menores a 30 afios, fue del 95 % para ADPKD tipol pero sélo
del 67 % para ADPKD tipo 2. Sin embargo, la sensibilidad de la
ecografia, tanto para ADPKD tipol como tipo 2, es del 100 %.2>*

Tratamiento

El tratamiento se encamina a controlar las manifestaciones
secundarias y a evitar el deterioro de la funcién renal por las co-
morbilidades asociadas, en particular el control de la Hiperten-
sién Arterial, para lo cual se usan inhibidores de la enzima con-
vertidora de angiotensina (IECA) o antagonistas de los receptores
de la angiotensina II (ARA II), ya que han mostrado reduccién
en la microalbuminuria en individuos con PKD, efecto que no
se ha encontrado con los bloqueadores de canales de Calcio. Se
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ha demostrado que la tension arterial media debe ser menor a
92 mm Hg, ya que una mayor tension arterial esta relacionada
con mayor mortalidad.?

Para el manejo del dolor, en primer lugar, se debe descartar
infeccion, la presencia de litiasis o de tumor. Una vez descartadas
se pondra en préctica el tratamiento escalonado para el dolor, con
la precaucion de evitar o reducir a dosis minimas, la medicacion
nefrotoxica. En determinados casos de dificil alivio se ha reco-
mendado el uso de antidepresivos triciclicos, los que han mostra-
do buenos resultados.’ Los agentes narcéticos se reservan para las
crisis agudas, ya que su uso crénico produce dependencia fisica
y psicolégica. Cuando las medidas anteriores para el manejo del
dolor crénico no han tenido éxito, se puede realizar bloqueo neu-
ral, aspiracion del quiste o terapia esclerosante.*”* Existen otras
terapias quirdrgicas para el manejo del dolor, que van desde des-
compresion quirdrgica, penetracién laparoscopica, denervacion
renal, hasta la nefrectomia.

Dentro de las medidas especificas para la nefroproteccion,
es importante recalcar las recomendaciones propias del paciente
con Enfermedad Renal Crdnica en sus diferentes estadios, como
la indicacién de una dieta con restriccién de proteinas (a 0,6 g
proteina/kg peso corporal/dia), asi como promover la ingesta hi-
drica minima de 2000 ml/d{a.?

Asesoria genética

La mayoria de los individuos afectados con PKD autosomica
dominante tiene, por lo menos, un familiar afectado. La incidencia
de mutaciones de novo es significativa y ocurre en cerca del 10 % de
las familias afectadas. Las recomendaciones para la evaluacién de
los familiares de un probando afectado, con una aparente muta-
cion de novo, incluye un tamizaje adecuado por métodos image-
nolégicos, especialmente en PKD2. % Se debe senalar que la his-
toria familiar puede parecer negativa, por falla en el diagnéstico,
muerte temprana del individuo afectado antes del inicio de los
sintomas, o inicio tardio de la enfermedad en el familiar afectado.
En el caso del hermano de un afectado, el riesgo varia asi:

« Si alguno de los padres estd afectado, el riesgo en cada uno de
sus hijos es del 50 %.

« Si ninguno de los padres tiene alteraciones en las imagenes
renales, ni tampoco en el examen molecular, lo mas probable
es que se deba a una mutacién de novo; por lo tanto, el riesgo
que la enfermedad se repita en otros hijos es similar al de la
poblacioén general.

Consideraciones en la asesoria del trasplante renal

Es importante realizar una valoraciéon muy estricta a los fa-
miliares de un paciente con ADPKD, ya que estos pueden también
tener la enfermedad y ain no manifestarla. En este caso, se con-
traindica la donacién del rindén.’ La evaluacién para descartar la
enfermedad tiene que ser molecular e imagenoldgica. Usualmente
los pacientes con PKD ingresan a lista para donantes cadavéricos.*
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Terapias bajo investigacion

Los estudios realizados tanto en el modelo animal como en
humanos con ADPKD indican que los quistes son responsables
del declive en la tasa de filtracién glomerular, que ocurre de ma-
nera tardia en el curso de la enfermedad.”” Esto se debe a la dis-
rupcion anatomica en la filtracion glomerular y los mecanismos
de concentracién urinaria a escala masiva, asociados a la com-
presion y obstruccion de las nefronas adyacentes, por los quistes
en la corteza, médula y papila. Los quistes dificultan el drenaje de
orina, lo cual conduce a la atrofia tubular y pérdida de la funcién
del parénquima renal, por mecanismos similares a la obstruccién
ureteral. Estos producen citosinas y factores de crecimiento que
resultan en fibrosis y falla renal.

Por lo tanto, es una estrategia razonable el prevenir o dis-
minuir la progresiéon de formaciéon de quistes, para evitar los
cambios secundarios y asi prolongar la funcién renal en estos pa-
cientes.” Se ha comprobado que la proteina mammalian target of
rapamycin (mTOR) estd activada de manera aberrante en el epite-
lio quistico de los pacientes con ADPKD.” Por tal motivo, se han
realizado estudios clinicos en humanos, para comprobar si medi-
camentos inhibidores de la mTOR, como el Sirolimus, presentan
eficacia en detener la progresién de la enfermedad.'®*

El Sirolimus es un macrolido, que actualmente se usa como
inmunosupresor en la prevencion del rechazo de trasplante renal.
Este medicamento fue descubierto inicialmente como un produc-
to de la bacteria Streptomyces hygroscopicus. Su efecto inmunosu-
presor se basa en que inhibe la respuesta a la interleucina 2 (IL-
2), bloqueando la activacion de los linfocitos B y T. El Sirolimus
se une a una proteina citoplasmatica llamada FKBP12 y forma el
complejo Sirolimus/FKBP12, el cual inhibe la via del mTOR. Este
complejo mTOR también es llamado FRAPo RAFT y juega un im-
portante papel en el crecimiento y proliferacion celular. %

El Sirolimus ha mostrado beneficios significativos en el
modelo murino para PKD y ha reducido la progresion de la
enfermedad." Un estudio aleatorizado, controlado, con 18 meses
de ingesta de Sirolimus en adultos con ADPKD y enfermedad re-
nal crénica temprana no encontré evidencia de que el Sirolimus a
dosis de 2 mg/dia, enlenteciera el crecimiento renal poliquistico,
comparado con el grupo control.”

En cuanto a otros inhibidores de la via mTOR, tenemos al
Everolimus, con el cual se realizado un ensayo aleatorizado, doble
ciego, con 433 pacientes con ADPKD, que recibieron durante 2
afos Everolimus a dosis de 2,5 mg dos veces al dia vs. placebo en el
grupo control. Los resultados de este estudio muestran que el Eve-
rolimus disminuyd el incremento en el volumen renal total de los
pacientes con ADPKD, durante el primer afio; pero no disminuy6
la progresion del dafio renal. Sin embargo el uso de Everolimus
estuvo asociado a una elevada tasa de efectos adversos, similar a
las encontradas en trasplante renal.**

Existen reportes de familias con ADPKD, que no presentan
mutaciones en PKD1 ni en PKD2, por lo que se presume la exis-
tencia de otro gen relacionado (PKD3), aunque ello todavia no ha
sido demostrado.?

Un mejor conocimiento de la fisiopatologia y la disponibi-
lidad de modelos animales han permitido el desarrollo de otros
farmacos prometedores para ensayos clinicos.

Antagonistas de vasopresina

Estudios recientes en modelos animales han demostrado que
la regulacion de los niveles de AMPc por via de los receptores V2
puede inhibir drasticamente el desarrollo de quistes renales.**¢

El consumo de una cantidad elevada de agua también ejerce
un efecto protector por sf solo, en el desarrollo de poliquistosis
renal en ratas; probablemente esto se debe a la inhibicién de la
secrecion de vasopresina. Recientemente, se han completado es-
tudios clinicos en fase II con tolvaptan (antagonista con alta po-
tencia y selectividad para el receptor de vasopresina V2 humano)
y un estudio en fase III se encuentra en marcha.”’

Andlogos de la somatostatina

La somatostatina actia sobre los receptores SST2 e inhibe
la acumulacién de AMPc no s6lo en el rifién sino también en el
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higado. La octreotida, un andlogo sintético de la somatostatina, ha
demostrado causar un enlentecimiento en el aumento de tamafo de
quistes renales y hepaticos en modelos animales de PQR y en rifiones
poliquisticos. (p) Tres recientes estudios prospectivos aleatorizados
con control y octreotida o lanreotida durante 6 a 12 meses mostraron
una reduccion en el volumen hepético en pacientes con PQH y buena
tolerancia.

Otras estrategias dirigidas contra los mecanismos moleculares
que se encuentran alterados en la PKD han demostrado tener re-
sultados prometedores en modelos animales, pero atn no han sido
probados en estudios clinicos. Dichos farmacos incluyen: activadores
del canal de calcio de la PC2 (triptolide), metformina, agonistas del
receptor gamma activado por el proliferador peroxisémico, inhibido-
res o antagonistas de los transportadores y canales requeridos para la
secrecion de cloruro (inhibidores de CFTR), e inhibidores de la sinte-
tasa de glucosilceramida.

Otros farmacos que han sido efectivos en ensayos preclinicos y
que muestran posible utilidad para el tratamiento de la PQR en hu-
manos incluyen inhibidores de Erb-B1 (receptor de factor de creci-
miento epidérmico) y Erb-B2, Src, MEK, y quinasas dependientes
de ciclinas.

Enfermedad renal poliquistica autosomica recesiva

El enfermedad poliquistica autosémica recesiva (ARPKD) es una
forma frecuentemente grave de PKD que afecta los rifiones y las vias
biliares. Se ha estimado una incidencia de 1:20.000 nacidos vivos.*
Todas las formas tipicas de ARPKD resultan de mutaciones en el gen,
PKHDI. Este gen estd localizado en el cromosoma 6p21.1-p12.%7%

Diagnadstico

El diagnéstico puede ser realizado en el periodo intrauterino, neo-
natal o en los primeros meses de vida, por medio de una ecografia renal
que evidencie un aumento difuso del volumen renal bilateral. El oligo-
hidramnios es un hallazgo comiin, y debido al bajo gasto urinario fetal,
puede desarrollar la secuencia de Potter (hipoplasia pulmonar, fascies
tipicas y anomalias en extremidades).”

Ademas del rifion, también se encuentra compromiso hepatico
con hepatomegalia, incremento de la ecogenicidad y dilatacién de los
ductos biliares intrahepaticos. Aunque la fibrosis hepética estd his-
tologicamente presente desde el nacimiento, los hallazgos clinicos,
radioldgicos y de laboratorio pueden estar ausentes al momento del
diagnostico.*

Como presentacion inicial, el 45 % de los pacientes debutan con
anomalias hepaticas, y por otra parte, debido a la hipoplasia pulmo-
nar, hasta un 30 % de los neonatos afectados fallece a causa de insu-
ficiencia respiratoria,” antes de que se haya arribado al diagndstico de
ARPKD, con el consecuente subregistro.?

La patologia revela un compromiso renal simétrico y bilateral.
Histologicamente, los rifiones muestran un patrén de dilataciones fu-
siformes (microquistes menores a 4 mm de didmetro) radiados desde
la médula hacia la corteza.”’ Estudios de microdiseccion y localizacion
tubular han demostrado que la enfermedad estéd confinada a los tubu-
los colectores en todos los nifios afectados; una fase quistica transitoria
ocurre en los tubulos proximales fetales.*

Los casos menos graves presentan rifiones palpables bilaterales,
hipertension arterial, hipostenuria, acidosis metabolica y falla renal
progresiva. En cuanto al deterioro hepatico, este puede resultar asin-
tomatico o progresara hipertension portal.”’

Los casos menos graves presentan rifiones palpables bilaterales,
hipertension arterial, hipostenuria, acidosis metabdlica y falla renal
progresiva. En cuanto al deterioro hepatico, este puede resultar asin-
tomatico o progresar a hipertension portal.*®

Tratamiento

Los neonatos con cuadros graves, requieren medidas de soporte
vital por lo que es indispensable determinar el grado de afectacién
pulmonar y la evaluacién de la funcion respiratoria, saturacién de oxi-
geno, radiografia de torax y examenes paraclinicos pertinentes segiin
el caso. Adicionalmente, se debe realizar ecografia renal, mediciéon
de la presion arterial, transaminasas, bilirrubinas séricas, albumina
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sérica, tiempos de coagulacion y hemograma. Si se presenta oliguria
o anuria, se debe iniciar dialisis peritoneal en los primeros dias de
vida. Silos rifiones presentan un tamaro aumentado, algunos autores
recomiendan nefrectomia unilateral o bilateral segtin el compromiso
del paciente y la afectacion de los 6rganos adyacentes involucrados.”

El manejo de la hipertension arterial asociada se realiza con IE-
CAs o ARA II. Las infecciones urinarias recurrentes son una compli-
cacion frecuente en este tipo de pacientes, por lo que se debe vigilar
estrechamente su aparicion, asi como la presencia de nefrolitiasis
asociada. Se debe evitar la administracion de medicamentos simpati-
comiméticos, agentes nefrotéxicos, AINEs, aminoglucésidos, cafeina,
teofilina y bloqueadores de canales de calcio. En cuanto a la sobrevida
de los pacientes, la tasa anual es del 71-75% a los 10 afios y del 66%
alosl5 afios. *!

Asesoria genética

Como ya se ha mencionado, esta patologia se transmite por un
mecanismo de herencia autosémico recesivo. En principio, los padres
de un menor afectado son portadores obligados; tienen un riesgo del
25 % en cada embarazo de transmitir los alelos afectados y que nazca
un afectado nuevamente.

Padres de un nifo afectado

Los padres de un nifio afectado son heterocigotos obligados
(cada uno de ellos porta un alelo mutante). La probabilidad de tener
otro hijo afectado es del 25 % en cada embarazo; la probabilidad de
tener un hijo portador de un alelo mutado es del 50 % y la probabili-
dad que no porte ninguin alelo mutado es del 25 %.

Los heterocigotos son asintomaticos, aunque es importante rea-
lizar ecografia renal en padres de nifios con sospecha de ARPDK,
para excluir la posibilidad de ADPKD. No existen datos sistematicos
disponibles de la sensibilidad y especificidad de la ecografia prenatal
en el diagnostico de ARPKD. Desde el punto de vista radioldgico, los
rifiones quisticos y brillantes, cuando se detectan incidentalmente en
una ecografia prenatal de rutina, son un dilema diagnéstico, ya que
pueden ser producidos por diversas etiologias, con numerosas impli-
caciones para el prondstico fetal y futuros embarazos.*

Si no existe historia familiar de ARPKD, pero en la ecografia
prenatal se evidencian rifiones quisticos y aumentados de tamafio, se
recomienda realizar ecografia fetal de detalle y cariotipo para evaluar
la presencia de anomalias cromosémicas u otras anomalias congéni-
tas en el feto.*?

La prueba molecular se puede realizar con el andlisis de ADN
de células fetales, por amniocentesis (entre la semana 15 y 18 de ges-
tacién) o a la semana 12 de gestacién por biopsia de vellosidad co-
ridnica.” El diagnostico genético pre implantacional estd disponible
para familias en las que se ha identificado la mutacién causal de la
enfermedad.”

Hijos de un afectado con ARPKD

Los hijos de un individuo afectado con ARPKD son todos
heterocigotos obligados (portadores) de una mutacion causante de la
enfermedad. La frecuencia de portadores en la poblacion general es
de 1:70; por lo tanto, el riesgo que uno de sus hijos presente la enfer-
medad, depende de si su pareja es portador(a) de la mutacion. Te-
niendo en cuenta la frecuencia de portadores en la poblacion general,
el riesgo serfa del 0,7 %.*

Deteccion de portadores

Se realiza una vez se detecte la mutacion en el probando. Si aun
no se conoce la mutacion enla familia, se realiza un analisis de liga-
miento. Se debe hacer hincapié en que el momento ideal para deter-
minar el riesgo genético, determinacion del estatus de portador y la
realizacion del test prenatal debe ser antes del embarazo, % en cuanto
al pronodstico de los pacientes.*

Conclusiones

La Enfermedad Renal Poliquistica es la enfermedad renal de ori-
gen genético mds importante, y tiene dos patrones de transmision he-
reditaria: la autosdmica dominante y la autosémica recesiva, siendo la
mas grave la forma autosémica recesiva. Constituye una de las causas
més significativas de ERC grado 5 bajo terapia sustitutiva renal.
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Existe gran variabilidad en la expresion fenotipica de esta enferme-

dad, la cual no sélo depende de los loci afectados sino de otros factores
desconocidos. La terapéutica actual se encamina hacia el control de los
sintomas y en evitar la pérdida del parénquima renal mediante el control
de las enfermedades y factores de riesgos asociados, fundamentalmente la
hipertension arterial.

La prevencidn de la enfermedad estd basada en la asesoria genética.

Actualmente existen numerosos ensayos clinicos prometedores, con far-

m

acos que persiguen detener el desarrollo de los quistes en el rifién y de

este modo conseguir la conservacion del parénquima.
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EI Mycobacterium bovis es el principal agente etiologico de la tuberculosis bovina, enfermedad bacteriana de distribucion mundial, crénica, de facil transmi-
sion, debilitante, zoonotica, antropozoonotica, que afecta cualquier drgano y puede cursar asintomaticamente. Sobre esta base, se realizd un estudio con el
objetivo de abordar el estado actual y las proyecciones cientifico-tecnologicas para la prevencion y diagndstico de la tuberculosis bovina, provocada por M.
bovis. Se demostro que el 45,09 % de los articulos originales sobre inmunoprofilaxis contra bacterias, indexados en la base de datos Scopus y contextualizada
hasta principios de 2014, estaban enfocadas hacia M. bovis. A pesar de los adelantos en biologia molecular y las esperanzas depositadas en las moléculas
Ag85A, Rv0287, Rv0288, Rv0251c, MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10, conjuntamente con sus combinaciones, continuara ausente en el mercado una vacuna
efectiva, segura y diferenciante; asi como un sistema diagnostico DIVA robusto. Se concluye que en los proximos 5 afios continlie ausente una formulacion
vacunal oficialmente reconocida y que la prueba de tuberculina a pesar de sus debilidades continuara siendo la principal herramienta de vigilancia.
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ABSTRACT

Mycobacterium bovis is the main etiological agent of bovine tuberculosis, bacterial diseases of world distribution, chronicle, of easy transmission, debilitating,
zoonotic and antropozoonotic that affects any organ and which can be presented without symptoms On this base, it was carried out a study with the objective
of approaching the current state and the scientific-technological projections for the prevention and diagnosis of the bovine tuberculosis, caused by M. bovis.
It was demonstrated that the 45.09% of the original articles on inmunoprophylaxis against bacteria, registered in the Scopus database and contextualised
until principles of 2014, were focused toward M. bovis. In spite of the advances in molecular biology and the hopes deposited in the Ag85A, Rv0287, Rv0288,
Rv0251¢, MPB70, MPB83, ESAT-6 and CFP-10 molecules, jointly with their combinations, it will continue absent in the market an effective, safety and diffe-
rentiating vaccine; as well as a robust DIVA diagnosis system. It can be concluded that in the next 5 years, an officially recognized vacinal formulation will
continue absent and that the tuberculin test in spite of its weaknesses will continue being the main tool of surveillance.

Keywords: Mycobacterium bovis, bovine tuberculosis, vaccinates, diagnosis:

Introduccion

entro de las enfermedades infectocontagiosas que se

vigila constantemente y de las que se exige su notifi-

cacion obligatoria una vez confirmada su presencia,

se encuentra la tuberculosis bovina (TBb). Esta enfer-

medad es provocada con mucha frecuencia por Mycobacterium

bovis, perteneciente a la familia Mycobacteriaceae, género Myco-

bacterium. Dicha bacteria, a pesar de ser un patdgeno primario

para los bovinos, tiene un rango excepcionalmente amplio de

hospederos vertebrados, entre los cuales se incluyen animales de

interés econdmico (bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, equinos,
aves), afectivos, silvestres y los seres humanos.

El interés mundial en el control y erradicacion de la TBb se

justifica tradicionalmente no solo por el deterioro cuantitativo

y cualitativo de los principales indicadores productivos y repro-
ductivos que provoca en esta especie, sino ademads por los incre-
mentos en los costos de produccién que genera su diagnostico, las
pérdidas econémicas debido al sacrificio sanitario aplicado para
su control; su transmisibilidad hacia los humanos; y por las persis-
tentes e inmediatas restricciones comerciales que se les aplican a
las producciones ganaderas procedentes de los paises afectados.**

Las negativas consecuencias productivas-sanitarias-comer-
ciales que se derivan del diagndstico de la enfermedad, unido a lo
extremadamente costoso de los tratamientos antimicrobiananos y
el incremento del riesgo de aparicion de cepas resistentes que esta
préactica genera, son incentivos suficientes para favorecer la busque-
da de una proteccién preventiva, efectiva y segura contra la TBb,
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pero ademas de un diagndstico diferencial ante mortem entre ani-
males infectados y vacunados. Sobre esta base se pretende abordar
el estado actual y las proyecciones cientifico-tecnoldgicas para la
prevencion y diagndstico de la TBb, provocada por M. bovis.

Tuberculosis en animales y humanos

Quizas la TBb sea un uno de los mejores ejemplos que pue-
den utilizarse para demostrar la existencia de una sola salud.®
Los animales y el hombre son capaces de transmitirse la enfer-
medad entre si (zoonosis y antropozoonosis), ser susceptibles de
padecerla, tener similares vias de contagio, evolucion clinica y
lesiones histopatologicas. De igual manera su agente etioldgico
si bien constituye un linaje filogenético independiente, comparte
no solo el 99,95 % de sus genes con M. tuberculosis, sino ademas
un origen comun, la extremada habilidad para sobrevivir dentro
del organismo hospedero, factores de virulencia y mecanismos de
patogenicidad. *7*

Sin embargo, a pesar de haber transcurrido muchos afios de
investigacion de ambos lados, la TBb contintia y continura siendo
un problema para muchos paises sean desarrollados o no. Lo an-
terior demuestra en primer lugar, la necesidad urgente de analizar
la enfermedad desde un enfoque integral, donde la mayor for-
taleza radique en la estrecha coordinacién entre los servicios de
sanidad animal y salud publica. Y en segundo lugar, incrementar
el arsenal tecnoldgico para combatir la enfermedad, a la vez que
se entienda mejor su epidemiologia.

Los obstaculos que han enfrentado las numerosas estrategias
nacionales de control-erradicacion, y la emergencia de la enfer-
medad a nivel global, estan asociados a la convergencia de varios
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hechos que la condicionan y complejizan. Una revision de la lite-
ratura especializada publicada en los ultimos afos, permite iden-
tificar entre los mas relevantes los cambios gendmicos frecuentes
de esta micobacteria. La variedad genética detectada en M. bovis
se debe a la presencia/ausencia de secuencias de insersién y es-
paciadores de secuencias repetidas de irregulares tamanos, mu-
taciones, entre otros. Lo anterior genera la existencia de regiones
variables y esto a su vez a polimorfismos, cepas inherentes a sitios
geograficos especificos (figura 1); cepas patdgenas circulantes di-
ferentes en animales de vida libre y domésticos, cruce frecuente
de la barrera inter-especies, incremento de su virulencia y la apa-
ricioén de resistencia a drogas antituberculosas.'™!* A lo anterior
se une el riesgo que representa tanto la movilizacion de animales
entre regiones y paises,”® la antropizacion de areas de vida sil-
vestre, donde no existen garantias sanitarias'® y el reemplazo de
animales nativos resistentes a la enfermedad por otros mas pro-
ductivos pero mas susceptibles."”

En el 4mbito veterinario, la TBb es reportada oficialmente por
muchos paises a nivel mundial (figura 1), siendo su prevalencia mas
elevada en Africa y ciertas partes de Asia y América.'! En este con-
texto es transcendental mencionar el importante papel que des-
empefian los animales salvajes de vida libre en la diseminacién de
la enfermedad. Estos al ser hospederos de M. bovis, constituyen un
riesgo siempre latente en la aparicién de nuevos brotes en el ganado
especializado y un factor muy importante a tener en cuenta para esti-
mar el éxito o fracaso de los programas de control a largo plazo. >'*2

Relativo a este tema llama la atencién que en el continente
Americano solo el 38,23 % de los paises que lo conforman repor-
tan la enfermedad en su forma clinica durante el 2014 y el 11,11
% declaran tenerla limitada en una o varias zonas, por lo general
en dreas donde habitan animales silvestres (figura 2).
Estos datos deben tomarse con mucha cautela, pues
lejos de demostrar avances en su erradicacion, apun-
tan hacia una subnotificacién de la enfermedad. Tal
sospecha se debe a debilidades diagndsticas presen-
tes en los paises latinoamericanos y del caribe,” entre
los cuales se pueden mencionar las siguientes:

1. dificultades técnicas existentes para un correcto
aislamiento e identificacion del agente;

2. uso limitado de pruebas de diagndsticas;

3. inspeccion veterinaria insuficiente en la mayoria
de los mataderos;

4. falta de confianza entre granjeros y oficiales de
salud;

5. registros inapropiados para los casos positivos; y

6. falta de adecuada compensacién por la eliminacién
de animales positivos.

Situacion contraria presenta la enfermedad en
el ambito de la salud humana, detectandose una
re-emergencia.*** La tuberculosis zoondtica en di-
ferentes paises del mundo sean desarrollados o no,
esta relacionado de forma general con una serie de
factores,” 22 los cuales se relacionan a continua-
cion:

1. inmigracién de personas procedentes de regiones
donde la TBb es frecuente;

2. apariciéon de cepas multiresistentes a drogas
antituberculosas;

3. antropizacion de nuevas areas y con ello el con-

5 tacto forzoso entre humano-animal salvaje-animal

doméstico;

4. inmunodepresion provocado por infeccion con el

virus de inmunodeficiencia humana u otras enfer-

medades crénicas debilitantes;

5. persistencia de estilos de vida riesgosos como son:

consumo de carne y leche sin pasteurizar proce-

dentes de animales enfermos criandos de forma fa-

Fig. 1. Variedad de cepas de M. bovis detectadas en Francia durante el periodo 1978-2013.°  miiliar, fabricacién de quesos y mantequillas artesa-
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nales, entre otros; y desconocimiento de la enfermedad, via de
transmision y las medidas para evitar su contagio.

Si bien es cierto que algunos paises han reconocido oficial-
mente tener bajos niveles de incidencia de tuberculosis humana
inducida por M. bovis, otros por el contrario notifican su incre-
mento. La persistencia regionalizada de este agente se demuestra
por ejemplo en California, Estados Unidos donde se incrementd su
presencia hasta un 69,9 % en pacientes entre 15-69 afios de edad.”
Otros paises por ejemplo China, declaran un comportamiento
contrario, aunque consideran necesario mantener su identifica-
cién de forma rutinaria.?® En relacién a la regién latinoamericana
la baja prevalencia debe interpretarse con cuidado, pues existe una
subnotificacién y por tanto una subvaloracién de la tuberculosis
como enfermedad zoonotica. Esta situacion se debe entre otros
factores, al empleo de medios de cultivo menos apropiados para
esa micobacteria y baja cobertura diagnodstica. 23

Vacunacion y diagnéstico veterinario

La estrategia para el control y erradicacion de la tuberculosis
en sentido general se ha bifurcado en dos lineas de investigacion:
farmacéutica o terapetitica *>* y bioldgica o preventiva. ** El ana-
lisis pormenorizado del flujo de informacion especializada sobre
esta ultima estrategia de control, permitié conocer que el campo
tematico de M. bovis muestra un lugar relevante, en relacion a
otras bacterias patogenas igualmente de interés veterinario como
Brucella abortus y Escherichia coli.

La busqueda tematica en la base de datos Scopus y contex-
tualizada hasta principios de 2014, indic6 que el 45,09 % de los
articulos originales sobre inmunoprofilaxis contra bacterias es-
taban enfocadas hacia el primer agente bacteriano, mientras que
el restante 29,90 % y 25,01 % se corresponden a los dos agen-
tes antes mencionados. Sin embargo, al analizar de forma global
el numero de investigaciones y publicaciones sobre bovinos, se
pudo demostrar que el mayor interés cientifico a nivel mundial se
dirige hacia enfermedades virales y garrapatas,* quedando en un
tercer plano las bacterias patogenas.

Es importante resaltar que no existe, para la enfermedad
y para la especie bovina en particular, una formulacién inmu-
noprofilactica 6ptima, a pesar de ser una opcién muy econémica
para su control y erradicacion. No obstante, esta disponible en el
mercado actualmente una vacuna lograda por tecnologia clasica
de produccion a partir de la cepa viva atenuada de M. bovis Ba-
cillus de Calmette-Guérin (BCG), pero su uso no esta previsto
dentro de los programas de control en muchos paises afectados
por la enfermedad, considerandose incluso ilegal en otros. ** La
restriccion sanitaria de uso de esta vacuna se debe a su controver-
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sial eficacia, y a su interferencia con la prueba de tuberculina.

A pesar de esta limitacion, se han vacunado con BCG espe-
cies salvajes de vida libre que conviven en areas comunes con los
bovinos, estrategia que en principio es similar a la empleada para
el control y erradicacion de otras enfermedades de etiologia viral,
como la rabia.* Las experiencias con BCG en animales salvajes,
demostraron que con independencia de la via de administracién
(intramuscular y oral), se puede lograr inducir respuestas protecto-
ras que limitan la distribucién y la gravedad de la enfermedad.*>*!

El ambiente regulatorio adverso, contrario a lo que pudiera
pensarse no ha limitado los esfuerzos para lograr una vacuna pre-
ventiva contra TBb. Tal insistencia esta apoyada en varios pilares:
relacion costo-beneficio favorable al productor pecuario, alto ni-
vel de impacto por el niimero de especies a proteger, y disminu-
cion del riesgo de aparicion de cepas resistentes.” Para aspirar a
construir desde el presente un ambiente futuro de cambio y ven-
cer prohibiciones sanitarias, las nuevas generaciones de vacunas
deben tener en teoria a criterio del autor y otros investigadores de
referencia como Conlan et al., 2015, ** las siguientes caracteristi-
cas generales: viable econdmicamente, segura a corto y largo pla-
zo, formulacion estable, inducir proteccion diferenciante, rapida
y duradera, preferiblemente de por vida; generar proteccion cli-
nica completa, eliminar o reducir la transmisibilidad del agente, y
no interferir con los medios diagnosticos de pesquisaje masivos.

Una gran parte de la literatura consultada demuestra que
ha ocurrido un incremento significativo del conocimiento de la
biologia molecular del M. bovis y que este se ha vinculado con
el desarrollo tecnoldgico. Esta convergencia estd contribuyendo a
identificar las cepas de mayor prevalencia por region geografica,
101 Jograr una vacuna que permita inmunizar animales domésti-
cos y salvajes por igual, cortar la cadena de transmision y fortale-
cer los programas de erradicacién y control [43, 44]. En tal senti-
do, se estan transitando por algunos caminos que pueden lograrlo
o al menos en parte, una de ellos es atenuando cepas mediante
genes eliminados, ya sean unicos como MbAp27-p55 o dobles
como MbAmce2A/MbAmce2B y MbAphoP-phoR/MbAmce2.
Dichas cepas si bien resultaron ser mas atenuadas que la BCG,
mostraron diferencias en cuanto a eficacia en modelos animales,
siendo las de doble delecion las candidatas mas prometedoras.*>*

Otra vertiente existente en la estrategia de vacunacion es me-
jorar la proteccién conferida por la vacuna BCG. Como resultado
de esto se han ensayado en el organismo diana variantes de es-
quemas de inmunizacion, consistente en combinar bajas dosis de
BCG por via oral y filtrado proteico de M. bovis formulada con
o sin quitina y gel 01, por via intranasal. Los resultados demos-
traron que la co-administracién independientemente de la via de
administracién no conferia proteccion a terneros.*®

Fuente: OIE/2014

Leyenda:
4 Enfermedad clinica
® Enfermedad limitada a una o varias zonas

Fig. 2. Distribucién mundial de la tuberculosis bovina durante el 2014.
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La utilizacion de vectores virales recombinantes que expre-
san proteinas de la micobacteria, como Ag85A, Rv0287, Rv0288 y
Rv0251c, formuladas con o sin adyuvantes, es otra de las variantes
utilizadas. Los resultados obtenidos en modelos animales si bien
son prometedores,*>* aun le queda mucho camino que recorrer,
siendo uno de los requisitos regulatorios de obligatorio cumpli-
miento la demostracién de la estabilidad de la construccion géni-
cay, la no reversion de la virulencia.

Sin embargo, parece ser que las mayores oportunidades de
éxito en la induccion de respuesta vacunal efectiva y diferenciante
(tecnologia DIVA) estan asociadas con la utilizacién combinada
de proteinas recombinantes o cocteles de péptidos inmunogéni-
cos sintéticos. A raiz de esto merece especial atencion los antige-
nos Rv3875, Rv3874, Rv1986, Rv3872, Rv3878 y Rv3615c, siendo
estos detectados solo en bovinos infectados naturalmente por M.
bovis y ausentes animales vacunados con BCG [33], aunque se
requiere profundizar en su eficacia.

Esta muy claro para todos los involugrados en el tema M.
bovis y TBb, que el logro de una vacuna efectiva, segura y diferen-
ciante por tecnologia DIVA, serd muy ventajosa desde el punto
de vista productivo, econdmico, sanitario y social debido a las
siguientes razones:

« reducira el numero de animales que deben ser sacrificados de
forma emergente por sospechas de padecer la enfermedad, y
con ello el desperdicio de proteinas de origen animal;

« facilitard la pesquisa masiva detectando de forma rapida y di-

ferencial la aparicion de brotes;

« acortard el periodo necesario para demostrar la ausencia de la
infeccion y el éxito de los programas de control;

« acortara el periodo de eliminacion de las barreras comerciales
ocasionadas por la notificacion de la TBb, evitando asi la pér-
dida de los mercados y

« contribuird a que los paises en desarrollo alcancen la tan nece-
saria seguridad alimentaria.

En relacion al diagndstico de la TBb, la tabla muestra la
diversidad de metodos directos e indirectos de diagndstico que
existen en la actualidad, conjuntamente con sus fortalezas y de-
bilidades.”>* Esta aparente diversidad de métodos, no impide el
hecho de que atin no se dispone de la prueba ideal para el diag-
nostico de esta enfermedad. Mientras se encuentra la solucién
definitiva, se reconoce el aislamiento del agente como uno de los
procedimientos para el diagndstico definitivo de la enfermedad
y la prueba de hipersensibilidad retardada (tuberculina) como el
método de referencia no solo para la deteccion de la tuberculosis
bovina de rutina en campo, sino en estudios comparativos con
otros métodos de diagndsticos presentes y futuros.

Tabla. Caracterizacidn general de algunas pruebas diagnosticas
disponibles para pesquisaje y confirmacion de TBb inducida por
M. bovis

Tabla. Caracterizacidn general de algunas pruebas diagndsticas disponibles para pesquisaje y confirmacién de TBb inducida por M. bovis.

Diagnéstico Ventajas

Realizacién diaria

Clinico

Pesquisaje masivo

Bacteriolégico

Define el agente etioldgico

Limitaciones

Discriminacién limitada por escasos signos clinicos
Resultados demorados

Condiciones especiales

8 Demorado
i3]
o . . Confirmatoria Condiciones especiales
S Histopatoldégica
@ Uso post mortem
o .
3 Econémica
o . Confirma el agente etiolégico No distingue entre especie
2 Tincién Ziehl-Neelsen o . .
Rapida Condiciones especiales
Uso ante mortem
Econdémica No diferencia entre vacunados e infectados
Facil aplicacién y lectura No detecta infeccidn reciente
Resultados en poco tiempo Reaciones cruzadas
Pesquisaje masivo Solo detecta inmunidad celular
. Experiencia de uso Sensibilidad y especificidad irregulares
Tuberculina . 3 3
Uso ante mortem No se puede repetir hasta después de 60 dias
Doble manipuacién del ganado
Pesquisaje masivo
Resultados en poco tiempo Baja sensibilidad
2 Uso ante mortem Condiciones especiales
=1
@ ELISA Uso en animales salvajes Costo elevado
£
T Se puede repetir la prueba
a Confirma el agente etiolégico
o
'g Diferencia micobacterias
P~
g Resultados en poco tiempo Condiciones especiales
Poca cantidad de muestras Costo elevado
c Uso en animales salvajes No uso de rutina
PCR

Uso ante mortem
Se puede repetir la prueba

Detecta infeccién temprana
Condiciones especiales
Poca cantidad de muestras
Costo elevado
Uso en animales salvajes
Interferén Gamma Transporte rapido de muestra
Uso ante mortem
No uso de rutina
Se puede repetir la prueba
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Esta debilidad si bien es cierto que probablemente continte
por algin tiempo mas, no significa que la comunidad cientifica
se de por vencida para corregirla. Los esfuerzos se han separado
en tres vertientes no excluyentes entre si, la primera encamina-
da a demostrar la conveniencia del uso combinado de pruebas
diagnosticas;> > la segunda dirigida a potencializar las actuales
pruebas con nuevas moléculas™ * y la tercera orientada hacia el
diagnostico diferencial entre vacunados e infectados.”

Las dos ultimas vertientes tienen en comun la necesidad de
buscar y caracterizar nuevos candidatos antigénicos expresados
o secretados por M. bovis®® e intentarlos producir de forma efi-
ciente.* En consecuencia se han formulado y ensayados en co-
bayos proteinas recombinantes purificadas, péptidos sintéticos
independientes o en cocteles de antigenos. Las moléculas antigé-
nicas y de captura de mayor interés son: MPB70, MPB83, ESAT-6
y CFP-10 las cuales requieren estudios mas profundos de valida-
cién de desempeiio, demostrado las potencialidades practicas de
mezclas de antigenos para el diagndstico DIVA futuro, basado en
pruebas de sensibilidad dérmica.>® 562

El analisis retrospectivo y detallado de los articulos rela-
cionados con M. bovis publicados en Scopus, y contextualiza-
dos hasta principios de 2014 permiti6 apreciar que no existe
y probablemente no exista en los préximos 5 anos en el mer-
cado una vacuna eficaz contra la tuberculosis bovina, a pesar
de que su desarrollo es una prioridad global. Por otro lado la
prueba de tuberculina, independientemente de sus debilidades
continuard siendo la principal herramienta de vigilancia en los
proximos 5 anos para la TBb.
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From the laboratory to the industry: enzymatic
production and applications of shortchain
fructooligosaccharides (fos). Recent advances

and current perspectives

Del laboratorio a la industria: produccion y aplicaciones
de fructooligosacaridos de cadena corta (FOS) enzimatica.

Avances recientes y perspectivas actuales

LE. Trujillo, VE. Marcillo, R. Avalos, LK. Ponce, Thelvia |. Ramos

ABSTRACT

X
J

The production of high yields of oligosaccharides of specific chain length from simple raw materials such as inulin and sucrose is a technical challenge so,
the industrial production of short-chain fructooligosaccharides (FOS) is attracting the attention of researchers and business man due to the pharmaceutical
importance of these compounds. FOS produced by the action of specific enzymes so called fructosyltransferases are 1-kestose (GF2), nystose (GF3) and
fructofuranosyl nystose (GF4). GF3 and GF4 are prebiotics with biofunctional properties and hence health benefits if consumed in recommended dosages.
This paper discuss recent research trends in the production and application of short-chain oligosaccharides and propose some process design to obtain these
products industrially; also health benefits associated with prebiotics consumption are discussed.

Keywords: enzymatic production; oligosaccharides; enzymes.

La produccion de altos rendimientos de oligosacaridos de longitud de cadena especifica a partir de materias primas simples, tales como la inulina y la sacaro-
sa es un desafio técnico asi, la produccion industrial de fructooligosacaridos de cadena corta (FOS) esta atrayendo la atencion de los investigadores y hombre
de negocios debido a la importancia farmacéutica de estos compuestos. FOS producido por la accion de enzimas especificas denominadas transferasas fruc-
tosilo son 1-questosa (GF2), nistosa (GF3) y nistosa fructofuranosil (GF4). GF3 y GF4 son prebidticos con propiedades biofuncionales y por lo tanto producen
beneficios a la salud si se consumen en las dosis recomendadas. En este trabajo se discuten las tendencias recientes de investigacion en la produccion y
aplicacion de los oligosacaridos de cadena corta y se propone un disefio del proceso para obtener estos productos industrialmente. Se discuten los beneficios

para la salud asociados al consumo de prebiéticos.

Palabras clave: produccion enzimatica, oligosacaridos, enzimas.

Introduction

he industrial production of short-chain fructooligosac-
charides (FOS) and inulooligosaccharides is expanding
rapidly due to the pharmaceutical importance of these
compounds. FOS, concisely termed prebiotics, have
biofunctional properties and hence health benefits if consumed in
recommended dosages. ! Prebiotics can be produced enzymatica-
lly from sucrose elongation or via enzymatic hydrolysis of inulin
by exoinulinases and endoinulinases acting alone or synergistica-
lly. Fructosyltransferases act by cleaving a sucrose molecule and
then transferring the liberated fructose molecule to an acceptor
molecule such as sucrose or another oligosaccharide to elongate
the short-chain fructooligosaccharide.” The FOS produced by the
action of fructosyltransferases are 1-kestose (GF2), nystose (GF3)

and fructofuranosyl nystose (GF4) (. FOS, particularly the trisac-
charide 1-kestose, are highly demanded in the functional food
market due to their dual application as prebiotics and low-calorie
sweeteners. Current FOS production from sucrose using immo-
bilized fungal fructosyltransferases is a costly process that yields
limited levels of 1-kestose so, new sources of enzymes are highly
desired to date. The production of high yields of oligosaccharides
of specific chain length from simple raw materials such as inulin
and sucrose is a technical challenge. * This report shows some pos-
sible bioprocess for short-chain oligosaccharidesproduction and
enzyme sources for the production of these prebiotics.

Fos Production By Plants

Fructooligosaccharides are present in many plants such as Be-
tavulgaris L., Heliantus tuberosus, Asparagus officinialis, Cichorium
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intybus, Agave Veracruz, as a carbohydrate reserve however, FOS
production using vegetable sources is scarce, being most used
the chicory ( Cichorium intybus, Figura 1 A) Flowers B) Roots),
and yacon (Polymnia sonchifolia, Figura 2) juice.** On the other
hand, microbial FTase can be present intra or extracellular, accor-
ding to the culture conditions, in higher amounts and easier to
extract than enzymes produced by plants. These advantages had
made of the microorganism, the most used FTase source for in
industrial FOS production by sucrose biotransformation.’

Industrial Sucrose Biotransformationto Fos
By Microbials Cells Or Enzymes

FOS production can be carried out in two stages. The first
one involves the enzyme production (FTase), where the carbon
and nitrogen sources, pH and the presence of micronutrients,
and some other additives play an important role in the enzyme
production yield. In the second stage, FOS are produced using
the FTase from whole cells, crude extracts or purified enzyme,
through batch or continuous (immobilized cells or enzyme) pro-
cesses ( Figura 3).2%7

Fos Applications, Market And Perspective

—

Enzyme
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FOS production and purification
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Fig. 3. Two General Bioprocess for Enzyme and FOS production from sucrose.
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FOS are mainly used as an additive in functional foods. They
are considered as prebiotic compounds due to their capacity to
selectively stimulate the growth and/or activity of potentially
health-enhancing intestinal bacteria (Lactobacillusand Bifidobac-
terium strains). FOS has been found to fit well within the con-
cept of dietary fiber, because they resist digestion and absorption
in the stomach and small intestine of humans and animals, and
affect the intestinal epithelium that may strengthen mucosal pro-
tection and reduce the risk of gastrointestinal diseases.® The chro-
nic ingestion of FOS has been associated with increased intestinal
calcium and magnesium absorption, modification of lipid meta-
bolism, and prevention of colon cancer. In food industry FOS are
used as ingredients that contribute to enhance shelf life and taste
profile. *1° The global market of functional foods is estimated up
to US$ 33 billion. In US the prebiotics market have earned reve-
nues of US$ 68.9 million in 2007 and will be estimates to reach
US$ 198.3 million in 2014. Although in Europe the FOS market
is smaller than in US, it has shown a rate growth between 10 and
20 % during the last five years, compared to a rate growth of 2 %
of the whole food market. Europe prebiotic market is estimated
in US$1.2 billions and this will be around US$ 1.9 billions for the
year 2010. UK, Germany, and France represent the main markets
for FOS-containing products commercialization, with the 63 % of
the whole European market ( Figura 4).

Prebiotic (promotes intestinal health)

« Improves intestinal flora (Bifidobacterialactobacilli pathogens)
« Prevents / rehabilitates from diarrheic diseases

« Improves lipid composition in blood

« Reduces cholesterol and improves blood pressure

« Enhances calcium absorption and retention

« Modulates immune functions

« Decreases colon cancer risk and diabetes
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Paraiso natural. Laguna Cuicocha

Natural Paradise. Cuicocha lagoon

Camila Barranco

ABSTRACT

Santa Ana from Cotacachi city is located in the north of Ecuador. This district is famous because of creating objects using high quality leathers, but also
by the Cotacachi Cayapas Ecological Reserve, inside which is Cuicocha lagoon, placed in the Cotacachi volcano crater. This lagoon is highlighted by the
three volcanic rock domes that protrude at its center, forming two islets called Teodoro Wolf and Jose Maria Yerovi, and wherein you can find a variety of
Flora and Fauna. This natural reserve distinguish by offer ecological recreational activities, serving as host for one of the most popular competitions in the
region, swimming across lagoon Cuicocha, which already reached its tenth edition. Is a natural place that calls for meditation, relaxation, and care natural

resources.

Keywords: Cuicocha lagoon, Cotachachi, ecological reserve.

La ciudad de Santa Ana de Cotacachi esta ubicada en la zona norte de Ecuador. Famosa por la creacion de articulos utilizando pieles y por la Reserva Ecolégica
Cotacachi Cayapas, dentro de la que se encuentra la laguna Cuicocha, ubicada en el crater del Volcan Cotacachi. Esta laguna destaca por contener en su cen-
tro tres domos volcanicos que conforman dos islotes llamados Teodoro Wolf y José Maria Yerovi, separados por el “Canal del ensuefio” y en los cuales puede
encontrarse variedad de Flora y Fauna. Esta reserva natural, resalta ademas por brindar actividades ecoldgicas-recreativas y por ser sede del cruce natatorio
de aguas abiertas a la Laguna de Cuicocha, que ya alcanza su décima edicion. Es un lugar que llama a la meditacion y preservador de las riquezas naturales.

Palabras clave: laguna cuicocha, cotacachi, reserva ecologica

A few days ago, I first visited the Santa Ana Cota-
cachi city, which is located in the north of Ecua-
dor. This city is famous because of creating objects
using high quality leathers, but also by the Cota-
cachi Cayapas Ecological Reserve, considering the
largest Canton of the Imbabura County.

Within the reserve, we can find the Cuicocha la-
goon, whose name was given after the Spanish
conquest and translates from Kichwa language as
Kuykucha, “cuyes lagoon” or Kuychikucha, “Rain-
bow Lagoon”.

I had heard legends about this lagoon that spoke
about magical rituals, offerings to the Sun God,
and currently this natural place serves as ideal se-
tting for purification rites at the summer solstice.
It was necessary to know the site that houses both
mystery and fame, and I found one of the most
beautiful and welcoming places of Ecuador.

The lagoon is located to 14 km from Otavalo, and
12 km south west of Cotacachi city. It is inside
the crater of Cotacachi volcano, which is the re-
sult of an explosion of thousands years ago. It has
approximately 200 m of depth, 4 km of length, 3
km of width, and is located 3068 m above sea level.
The lagoon peculiarity is that at its center three
volcanic rock domes protrude, forming two islets
separated by the “Canal Daydream”, which are ca-
lled Teodoro Wolf and Jose Maria Yerovi. These

islets are the result of small eruptions occurred
following to the main explosion. Some time
ago, these were conditioned for receive visi-
tors, but were consumed twice for fire caused
by themselves. As a consequence, currently are
inaccessible and covered with lush vegetation.
Regarding the fauna, we can find a variety of
species such as the montane guinea pig, the
mountain rabbit, the armadillo, the Andean
fox, lots of birds like doves, pigeons, hummin-
gbirds, and ducks, among others. Flora also has
variety, about more than 400 species have their
lives there as cattails, sigses, bromeliads, cerote,
pumamaqui, red cedar, several varieties of Or-
quidias, suro, etc.

The lagoon does not have any source of water
rather than the melting of the top of snow co-
vered volcano and rain.

As an additional attraction, in the place practi-
ce different activities are promoted. We could
mention the trekking of 8 km in the nature trail
“Campuzano Maxim Gorky”; the walks during
4.5 hours on the self-interpretation trail; and
the boat tour where you can check the volcanic
origin of these waters, by the presence of bub-
bles caused by sulfur in the base of the lagoon.
The Cuicocha lagoon also serves as host for one
of the most popular competitions in the region,
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Cuicocha lagoon,

swimming across lagoon Cuicocha, which already
reached its tenth edition. In this athletic event 4500
m in length are cover in the shortest amount of
time. This year (2015) the first place was reached
by Felipe Acosta (1h 3’12”), from Quito, who takes
on the podium four consecutive years, followed by
Xavier Nufiez from Nautico, while the ladies win-

Il standings. It is noteworthy that the record of this
competition belongs to Francisco Rivadeneria with
1h 01°00”.

Personally, I found a beautiful place that calls for
meditation, relaxation, and care natural resources.
Certainly, the Cuicocha lagoon is a place worthy to
be visited.

ner was Mishel Tixe, who was third in the overa-

Instrucciones para los Autores

Los Trabajos serdn Inéditos: Una vez aprobados, no podran some-
terse a la consideracidn de otra revista, con vistas a una publicacion
multiple, sin la debida autorizacidn del Comité Editorial de la Revista.
La extension maxima sera 8 cuartillas para los trabajos originales, 12
las revisiones y 4 las comunicaciones breves e informes de casos, in-
cluidas las tablas y figuras. Los articulos se presentaran impresos (dos
ejemplares). Todas las paginas se numeraran con arabigos y consecu-
tivamente a partir de la primera. Estos deben acompafiarse de una
version digital (correo electrénico o CD) en lenguaje Microsoft Word,
sin sangrias, tabuladores o cualquier otro atributo de disefio (titulos
centrados, justificaciones, espacios entre parrafos, etc.). Siempre se
ha de adjuntar la carta del consejo cientifico que avala la publicacion
y una declaracion jurada de los autores.

Los autures. Se numeraran segun el orden de mencidn en el texto y
deberan identificarse mediante arabigos en forma exponencial. Los
trabajos originales no sobrepasaran las 20 citas; las revisiones, de 25
a 50 y las comunicaciones breves e informes de casos, Tablas, mode-
los y anexos: Se presentaran en hojas aparte (no se intercalaran en el
articulo) y en forma vertical numeradas consecutivamente y mencio-
nadas en el texto. Las tablas se ajustaran al formato de la publicacion
se podran modificar si presentan dificultades técnicas.

Abreviaturas y siglas: Las precederd su nombre completo la prime-
ra vez que aparezcan en el texto. No figuraran en titulos ni resime-
nes. Se emplearan las de uso internacional.

Sistema Internacional de Unidades (SlI): Todos los resultados de
laboratorio clinico se informaran en unidades del Sl o permitidas
por este. Si se desea anadir las unidades tradicionales, se escribirdn
entre paréntesis. Ejemplo: glicemia: 5,55 mmol/L (100 mg/100 mL).

Para facilitar la elaboracion de los originales, se orienta a los auto-
res consultar los requisitos uniformes antes sefialados disponibles
en: http://www. fisterra.com/recursos_web/mbelvancouver. htm#i-
lustraciones%20 (figura)

Los trabajos que no se ajusten a estas instrucciones, se devolveran
a los autores. Los aceptados se procesaran segun las normas esta-
blecidas por el Comité Editorial. El arbitraje se realizara por pares
y a doble ciego en un periodo no mayor de 60 dias. Los autores
podran disponer de no mas de 45 dias para enviar el articulo con
correcciones, se aceptan hasta tres reenvios. El Consejo de Redac-
cién se reserva el derecho de introducir modificaciones de estilo y
/o acotar los textos que lo precisen, comprometiéndose a respetar
el contenido original.

El Comité Editorial de la Revista se reserva todos los derechos sobre
los trabajos originales publicados en esta.

Figuras: Las fotografias, graficos, dibujos, esquemas, mapas, salidas
de computadora, otras representaciones graficas y formulas no linea-
les, se denominaran figuras y tendran numeracion arabiga consecuti-
va. Se presentaran impresas en el articulo en paginas independientes
y en formato digital con una resolucidn de 300 dpi. Todas se mencio-
naran en el texto. Los pies de figuras se colocaran en pagina aparte. El
total de las figuras y tablas ascendera a 5 para los trabajos originales
y de revision y 3 para las comunicaciones breves e informes de casos.

Secretaria de Redaccion

Admitimos contribuciones de profesionales de otros paises.
Los originales deben ser remitidos segun las “Instrucciones al
autor”. Los trabajos seran inéditos. Solicitamos y agrade-
cemos el canje con publicaciones similares.

Volumen 1/Numero 1

Bionatura - - http://www.revistabionatura.com

http://revistabionatura.com/instrucciones-.htmi



INDEXED IN

Bionatura DOA |

DOAJ is an online directory that indexes and provides access to quality open access, peer-reviewed journals

https://doaj.org/toc/1390-9355

m JPor qué una revista cientifica en acceso abierto?
3 * El conocimiento publicado en una universidad publica deberia tener, por-
AECEED principio, un acceso libre.

|

* Los investigadores necesitan publicar y acceder a sus investigaciones en
revistas especializadas sin tener que pagar por ello.

* Para eliminar las barreras de acceso a la literatura cientifica y promover
masinvestigacion, enriquecer la educacion y compartir el aprendizaje en-
treciudadanos, sin limitaciones derivadas de su estatus socioeconomico.

* Transfiere los costos de publicacion para que todos los lectores tengan ac-
ceso gratuito a los contenidos.

* El acceso abierto es econdmicamente viable, aumenta enormemente la di-
fusion del conocimiento y ofrece a los autores una nueva visibilidad, legi-
bilidad e impacto.

* Otorga la maxima autonomia y libertad a los editores para decidir su poli-
tica editorial sin ningun tipo de condicionante externo.

* Rompe con el modelo tradicional basado en suscripciones a las publicacio-

nes académicas.

ﬁ{;: 2 * El acceso abierto es también: accesibilidad, reutilizacion, derechos de au-

e tor y legibilidad automatizada.

(I

funding
ence
nness

M sense easier
looking  cofections Pl problem JSiness  Vears
education Ukt r@SOUFCE B Skna something nece o

within

¢ ledrning §; §3QUrce see Thanks,

sui . ' Omainstreamcontent
st time rights ‘H OEP opportunities , educational .
Je;iwgosse.e:,:m% mainstréaming s O
gilicense = 5 ;

advocates %’ @ thnqs
look 99re€ O g coming

make

fear E involved REF

I copyright

information

chance

qreat

forward
people ... . L mioht e
hord arheps take hoansed ld@as freedom move
P oers academic

Yes

http://revistabionatura.com/ utiliza el Open Journal Systems (OJS) en su proceso de edicion.
OJS es un Sistema de Administracion y publicacion de revistas y documentos periodicos (Se-
riadas) en Internet.



El dengue al igual que el chikungunya es una
enfermedad viral, es mas antigua que el chikungunya y
también se origind en Africa y se extendio fuera de ese
continente entre los siglos XV y XIX.

Dolor de cabeza

— \ Fiebre alta - de hasta 40°

Dolor en los ojos
CONTAGIO Dolor en las athicuIaciones
El virus del dengue se Dolores musculares
transmite a través de Inflamacion de los ganglios
un mosquito que este linfaticos
infectado con el virus, Debilidad
estos mosquitos son el Nauseas
Aedes aegypti y en menor Vomitos
proporcion el Aedes albopictus. Alergia

TIPOS DE DENGUE
-» AP E f (5% )
/ Clasico Bttt N (¢S .

incluye los sintomas del dengue

CAMPANA DISENADA Y DONADA POR UNITEC

Esta forma de dengue clasico, a los que se agregan
es benigna y no produce manifestaciones hemorragicas.
muertes. . e
Hemorragico
CUANDO NOS JUGAMOS LA VIDA * X * * *
LA PREVENCION ES LA SALIDA SECRETARIA DE SALUD

Campaiia de lucha contra el Dengue y Chikungunya

n Lucha contra El Dengue y El Chlkungunyal @ www.prevencionhn. wordpress com
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