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1. INTRODUCCION

El Virus Sincitial Respiratorio humano (hRSV por sus siglas del inglés
human Respiratory Syncytial Virus) es el principal agente etioldgico de las
infecciones de tracto respiratorio inferior que ocurren en nifilos menores de dos
afios.®! Por lo tanto, el desarrollo de una vacuna contra este virus es importante y
urgente para prevenir el indice de mortalidad por infecciones respiratorias agudas

en la poblacion infantil.

Se estima que el hRSV es responsable del 40% al 50% de los casos de
nifios hospitalizados con bronquiolitis y del 25% de todos los casos de
neumonia.*! Ademaés, a nivel mundial el hRSV es responsable de 64 millones de
infecciones y 160,000 muertes anuales.® Este virus es altamente contagioso y
responsable de epidemias anuales, que se presentan principalmente durante el
periodo invernal. En paises templados los brotes se presentan de noviembre a
marzo, y en paises tropicales durante todo el afio.? De acuerdo con estos reportes
y ante la falta de opciones terapéuticas y de una vacuna eficiente para la profilaxis
de esta infeccion en la poblacion infantil, se considera al hRSV como un candidato

para el cual es indispensable desarrollar una vacuna eficiente.?

Con la finalidad de mejorar la calidad en materia de salud de la poblacién
mundial, la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU)® se ha planteado diversos
objetivos para el afio 2015.> Entre estos objetivos destaca la disminucién de la
mortalidad en nifios menores de 5 afios en dos terceras partes. Actualmente la
mortalidad de este grupo de nifios asciende a 11 millones de muertes por afio. Es
lamentable que el 37% ocurra dentro del primer mes de vida.” Una de las
principales causas de muerte infantil es la neumonia. Este padecimiento causa 1.9
millones de muertes de nifios menores a los 5 afios de edad y se presenta con
una frecuencia de 156 millones de episodios anuales en el mundo.>*° El hRSV
causa el 40% de los casos de neumonia viral, y es uno de los tres principales
agentes infecciosos en causar la muerte por infecciones respiratorias ademas de

Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae, para los cuales ya hay



vacuna. Ademas estos ultimos pueden aparecer como una complicacion de la

infeccion por hRSV.2?

El hRSV es altamente infeccioso y puede ser transmitido por contacto con
superficies contaminadas como fémites o por gotas de saliva. La infeccion por
hRSV ocurre cuando el material infeccioso entra en contacto con las mucosas de

los ojos, boca o nariz.°

Para el primer afo de vida el 50% de los nifios ya han sido infectados, al
llegar al segundo afio de vida ya es el 90% de los nifios que han sido infectados y
practicamente todos los niflos han sido infectados por el hRSV al llegar al tercer
afio de edad. Ademas el hRSV induce una inmunidad deficiente, por lo que las
reinfecciones son comunes a lo largo de la vida llegando a ser de gran
importancia en las personas de la tercera edad, ya que en ellos el virus ocasiona
una enfermedad grave parecida a la influenza y en éste grupo las enfermedades
respiratorias son la cuarta causa de muerte.”® Mas aln es importante mencionar
que las infecciones respiratorias por hRSV contribuyen a la exacerbacién de los
sintomas en padecimientos como asma, fibrosis quistica y enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (EPOC).’

Se ha observado que acciones como lavarse las manos disminuyen la
propagacion del hRSV considerablemente.® Sin embargo, estas son medidas
dificiles de lograr considerando que miles de millones de personas en el mundo
carecen de agua potable y de instalaciones basicas de saneamiento. Son estas
carencias lo que ocasiona que los paises en vias de desarrollo padezcan el 95%

del total de las muertes de nifios menores de 5 afios en el mundo.”

El tratamiento para la infeccion causada por hRSV, debido a su alto costo,
se proporciona sélo a pacientes de alto riesgo como: 1. Niflos nacidos
prematuramente 2. Nifios con fallas cardiacas congénitas 3. Nifios con displasia
broncopulmonar  crénica y 4. Pacientes inmunocomprometidos o0

inmunosuprimidos por trasplante de medula 6sea.®*°



2.- GENERALIDADES
2.1.- Estructura del hRSV

El hRSV pertenece a la familia Paramixoviridae, subfamilia Pneumovirinae y
género Pneumovirus. Es un virus envuelto, pleomoérfico, de aproximadamente
150nm de diametro, con un genoma de una sola hebra de ARN de polaridad
negativa de aproximadamente 15.2kb. La nucleocapside es una hélice simétrica
con didmetro de 12 a 15nm.? Para este virus se han descrito dos subgrupos: el A'y
el B. Esta tipificacion se establecio con base a la variabilidad de secuencia del gen

de la glicoproteina G.

El genoma del hRSV contiene 10 genes (Fig.1l), que se encuentran
ordenados en el sentido 3" a 5" de la siguiente manera: NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-
M2-L, y que codifican para 11 proteinas, 9 son estructurales (L, G, F, N, P, M, M2-
1, M2-2 y SH) y 2 no estructurales (NS1y NS2).2

Fig.1. Representacion esquemética del genoma de hRSV. Los genes estan representados
por rectangulos de colores y entre estos, de negro, se encuentran regiones intergénicas
variables de 1-56 nucleétidos que son no codificantes, con excepcién de los dos ultimos
genes que se traslapan por 68 nucledtidos. En los extremos tenemos las regiones
extragénicas, la region lider en 3" y la cola en 5" en las cuales se encuentran los
elementos basicos del promotor viral. Se encuentran sefialadas las proteinas no
estructurales (NS1 y NS2), la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P), la proteina de
matriz (M), la proteina pequefia hidrofébica (SH), la proteina de unién (G), la proteina de
fusién (F), las proteinas estructurales pequenas (M2-1 y M2-2), y la proteina polimerasa
viral (L). [Tomado y modificado de Collins 2008 *'].



El hRSV tiene 3 proteinas transmembranales de superficie que son la
proteina de fusién (F), la proteina de unién (G) y la proteina pequefia hidrofébica
(SH). Las proteinas F y G son las Unicas que inducen anticuerpos neutralizantes.
La proteina de matriz (M) se localiza en la cara interna de la envoltura viral. El
RNA esta asociado con cuatro proteinas, el factor de procesividad de transcripcion
(M2-1), la nucleoproteina (N), que se asocia al RNA viral, junto con la polimerasa
dependiente de RNA (L) y la fosfoproteina (P). Estas tres ultimas proteinas junto

con el genoma viral constituyen el complejo ribonucleoprotéico (RNP)**(Figura 2).

Figura 2 Representacion esquematica de hRSV. En este esquema se puede observar la
estructura del hRSV. En amarillo se representa la envoltura y ancladas a la envoltura en
color rojo y verde las glicoproteinas virales F y G respectivamente. En la cara interna, de
color azul, se localiza la proteina de matriz. En gris se representa al complejo RNP (RNA
viral asociado a las proteinas N, P y L). [Tomado de ICTVdB- The universal virus
database °].



2.1.1.- Proteinas virales

Las proteinas no estructurales NS1 y NS2 se consideran no estructurales
porque no se han encontrado en virus maduros, aunque abundan en células
infectadas. Las NS1/NS2 inhiben la actividad del interferén tipo 1 (IFN tipol)
producido en respuesta a la actividad viral. La interferencia a la respuesta del
IFN-1 mediada por estas proteinas virales es resultado de la inhibicion de la
fosforilacidon y de la traslocacién nuclear del factor 3 regulador de interferon (IRF3
del inglés Interferon Regulatory Factor 3), y del factor nuclear kp (NF- kB del inglés
Nuclear Factror kB), ambos son factores de transcripcibn que controlan la

expresion del interferén B (IFN-B).*213

La nucleoproteina (N) se une firmemente al RNA gendmico para formar
nucleocépsides helicoidales resistentes a las RNAasas celulares; durante la
replicacion viral también se une a los intermediarios replicativos de polaridad

positiva 0 antigenoma.

La fosfoproteina (P) forma parte del complejo de la polimerasa y ademas
forma un complejo con la proteina N libre manteniendo a esta ultima en una forma

soluble disponible para el ensamblaje de la nucleocapside.

La proteina de matriz (M) forma una cubierta proteica en la superficie

interna de la membrana y regula la morfogénesis del virion.

La proteina pequefia hidrofobica (SH) no ha sido totalmente caracterizada;
se sugiere que inhibe la sefializacion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a del
inglés Tumor Necrosis Factor a) impidiendo la muerte celular, facilitando asi la

propagacion del virus.***

La proteina de unién (G) es una proteina viral altamente glicosilada y

participa en la union del virion a la superficie de la célula blanco.

La proteina G es una glicoproteina de superficie, transmembranal, no
globular de tipo 2 de superficie. Dos terceras partes de la molécula del extremo C-
terminal estan orientadas hacia el espacio extracelular, esta regiébn presenta

cuatro residuos de cisteina que forman parte de un motivo estructural que se ha



propuesto como el sitio de union a los glicosaminoglicanos (GAGSs) tales como el
heparan sulfato y el condroitin sulfato B que se encuentran en la superficie
celular.’® Los GAGs son polisacaridos largos que se encuentran en la matriz
extracelular y que consisten en subunidades de disacaridos repetidas. El gen que
codifica para la proteina G tiene un codon alternativo; a partir de éste se sintetiza
una forma soluble de la proteina G que se ha sugerido que sirve como sefiuelo
para los anticuerpos neutralizantes. Se produce en gran cantidad al principio de la
infeccion y asi facilita la evasion de las particulas virales a la accién de estos
anticuerpos.!” Ademas, modula la respuesta inflamatoria generada por la infeccién

de las células epiteliales de pulmén, favoreciendo la replicacién viral.*®

La region no glicosilada rica en cisteina es parecida a la quimiocina CX3C
(fractalcina) y por lo tanto también se une al receptor de ésta, el CX3CRL1. La
glicoproteina G del hRSV induce inflamacion pulmonar mediante la union al
receptor CXC3R1 (receptor a fractalcina), iniciando una cascada de mediadores
solubles de la inflamacién.**%?° La proteina G tiene otros receptores como la
anexina-l y la Selectina-L?, la anexina-Il puede ser un receptor para el hRSV en
células epiteliales y la selectina-L en los leucocitos.™®

La proteina de fusién (F), es una proteina transmembranal de tipo 1. Esta
promueve la fusion de la membrana del viribn con la membrana de la célula
hospedera para que se lleve a cabo la descarga del genoma en el citoplasma de la
célula. También, al ser expresada en la superficie de la célula hospedera tras la
infeccion, genera que la membrana de la célula infectada se fusione con la
membrana de las células vecinas. Una vez que desaparecen las barreras
intercelulares se forman sincitios que se observan en imagenes anatomo-
patolégicas como células gigantes multinucleadas. La formacion de sincitios
favorece la diseminacion del virus de una célula a otra sin tener que ser expuestos
al medio extracelular donde pueden ser destruidos por las moléculas que median
la respuesta inmune.'? A esta peculiaridad se debe el nombre caracteristico: virus

sincitial respiratorio humano.



Se ha observado que también hay receptores para F en la célula hospedera
como son RhoA??, TLR-4 (del inglés Toll-like Receptors 4), CD14(del inglés cluster
of differentiation 14) y la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1 del inglés
Inter-cellular Adhesion Molecule 1) que al unirse con F inducen citocinas

proinflamatorias.?*?*

La proteina M2-1 es el factor de elongacion de la trascripcion, fundamental
para la viabilidad viral.?®

La proteina M2-2 es el regulador de la trascripcion, regula el balance entre

trascripcion y replicacion del genoma viral.?®

La proteina L (L del inglés large, ya que es la proteina mas grande del
hRSV) esta asociada a la nucleocapside. La proteina L es la polimerasa viral
dependiente de RNA. Esta proteina presenta seis regiones altamente
conservadas, que parecen incluir los dominios con actividad de polimerasa. En el

genoma hay una regién de solapamiento entre los genes M2 y L.

2.2.- Ciclo de replicacion del hRSV

El ciclo de replicacion del virus tiene una duracion de entre 16 y 20 horas.
Todos los eventos que suceden en el ciclo replicativo del hRSV ocurren en el

citoplasma. Incluso, el virus puede replicarse en células carentes de ntcleo.?’

La infeccion comienza con la union de la proteina G a los receptores
celulares. El segundo paso, o la siguiente fase es la fusion de la envoltura viral a la
membrana citoplasmatica. Mecanismo mediado primero por la exposicion del
dominio de fusién de la proteina F y segundo por la unién de esta proteina a su

receptor o receptores.

Una vez que el complejo RNP se encuentra en el citoplasma, inicia la
transcripcion y traduccion de los diferentes genes con la consecuente produccion
de las proteinas del virus. La acumulacion de la proteina viral M2-2 cambia el

modo operacional de la polimerasa (L) de transcripcién a replicacion del RNA



viral.?’ Los RNAms vy las proteinas del hRSV pueden ser detectados

intracelularmente 4-6 horas después de la infeccion.”?’

Las proteinas de la envoltura F, G y SH se ubican en las balsas lipidicas de
la membrana plasmatica del hospedero.? La proteina M se localiza en la cara
interna de las balsas lipidicas, donde interactGa con las proteinas de la envoltura y

dirige el ensamblaje del hRSV. El hRSV sale de la célula por gemacion.?

La liberacion de los nuevos virus empieza 10-12 horas después de la
infeccion, alcanza su maximo a las 24 horas y continda hasta que las células se

empiezan a deteriorar entre las 30-48 horas post-infeccion.?

2.3.- Importancia del hRSV en infecciones del tracto respiratorio

El hRSV es causante de varias enfermedades como la
laringotraquebronquitis, la otitis media, la bronquitis, la bronquiolitis y la neumonia.
Ademas de que contribuye a exacerbar la sintomatologia en pacientes con asma,
fibrosis quistica y EPOC.%**

Bronquiolitis

Es la enfermedad del tracto respiratorio bajo mas comdn en nifios menores
de un afo. Es una enfermedad inflamatoria de los bronquiolos que impide el flujo
del aire y no permite la eliminacibn de secreciones ocasionando dificultad
respiratoria.?® El tratamiento para la bronquiolitis es a base de medidas de
sostén.”® Ademas, las coinfecciones con bacterias son comunes, sucediendo en
aproximadamente el 40% de los casos en nifios pequefios.”?® A su vez, los nifios
gue son ingresados al hospital por bronquiolitis antes del afio de vida tienen mayor
probabilidad para desarrollar asma, especialmente en los meses subsecuentes a

la infeccion.*°



Neumonia

Este padecimiento se debe a una infeccion de los alveolos, la porcion distal
de las vias respiratorias y el intersticio pulmonar, se acompafia de un infiltrado
inflamatorio con leucocitos, eritrocitos y fibrina, con la consecuente reduccion de la
superficie de intercambio de gases a nivel alveolar, ocasionando insuficiencia
respiratoria severa. La mayoria de los casos de neumonia en nifios menores de un
aflo son ocasionados por virus, siendo el mas importante el hRSV. Otras
neumonias, como las bacterianas, pueden presentarse como complicacion de la

infeccién por hRSV.!
Asma

El asma es una enfermedad crénica por hipersensibilidad tipo 1 del tracto
respiratorio y es una enfermedad alérgica que produce constriccion e inflamacion
de los bronquios. Cuando se presenta un ataque de asma, los musculos que
rodean a los bronquios se tensan y el revestimiento de dichas vias aéreas se
inflama. Esto reduce la cantidad de aire que circula ocasionando sibilancias al
paso del aire. En los nifios la principal causa de exacerbacion son los resfriados
comunes. El asma produce sintomas como angustia, respiracion sibilante, falta de

aire, opresion en el pecho y tos.?%%

Hay una asociacion bidireccional entre el asma y la infecciébn por hRSV,
después de una infeccion severa por hRSV las probabilidades de padecer asma

aumentan considerablemente. %2

Apnea

Definida como la interrupcién completa del flujo nasobucal de por lo menos
15 a 20 segundos y tiene una incidencia del 10 al 20% en pacientes con infeccién
por hRSV.*®

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

Esta enfermedad se caracteriza por limitacién cronica del flujo aéreo el cual
no es completamente reversible. Esta enfermedad es usualmente progresiva y se

asocia tanto a una respuesta inflamatoria de las vias respiratorias bajas, como a



exacerbaciones intermitentes lo que lleva a un deterioro de la funcion pulmonar y

de la calidad de vida. Es la cuarta causa de mortalidad en el mundo.®
Bronquitis cronica

Es la respuesta inflamatoria de los bronquios, bronquiolos y en ocasiones
alveolos a diferentes agentes entre los que se encuentran las infecciones
repetidas de hRSV. Esta enfermedad se caracteriza por produccion de esputo y

por destruccion de los alvéolos como consecuencia de la respuesta inflamatoria.

La bronquitis cronica puede complicarse para convertirse en enfisema. El
enfisema ocurre cuando hay enfermedades coexistentes en los pulmones lo que
hace que las vias aéreas se vuelvan mas angostas. Esto lleva a una limitacién del
flujo de aire en los pulmones ocasionando dificultad respiratoria. En contraste con
el asma, la limitacibn del flujo aéreo es poco reversible y empeora

progresivamente conforme pasa el tiempo.**

2.4.- Patogénesis del hRSV

La sintomatologia asociada a hRSV es consecuencia de: 1. Infeccion de
epitelio respiratorio y 2. Induccién de citocinas proinflamatorias, tales como la
interleucina 8 (CXCL8), RANTES (del inglés Regulated upon Activation, Normal T-
cell Expressed, and Secreted), MIP1B (del inglés Macrophage inflammatory
protein), MIPla y MCP-1(del inglés monocyte chemoattractant protein-1),
producidas por células infectadas (células epiteliales, linfocitos B y macréfagos).

2.4.1.- Patologia

La infeccidn de células epiteliales de los conductos respiratorios de menor
diametro (bronquiolos) por el hRSV causa una respuesta inflamatoria mediada por
citocinas proinflamatorias, que ocasionan el cierre de los bronquiolos y favorece la
infeccién. Asimismo se presenta desfoliacion celular y aumento de secreciones,

procesos que facilitan la proliferacion viral.
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En las secreciones respiratorias o lavados bronquiales asi como en los
espacios peribronquiales y perialveolares se encuentra aumento en el numero de
neutréfilos y eosinéfilos.® Las vias aéreas pequefias acumulan fibrina, moco y una

mezcla de células epiteliales y células inflamatorias.>*

La proteina F induce citocinas proinflamatorias mediante la unién a los
receptores tipo Toll 4 y al receptor CD14.?® Esta respuesta de citocinas es
mediada por el factor de transcripcion NF-kB, que induce la transcripcion de genes
para CXCLS, interleucina 10 (IL-10) e IL-6. La unién de la proteina F del hRSV con
TLR4 provoca sobreexpresion de TLR4 y amplificacion de una respuesta que
incluye un aumento en la cantidad de fluidos extracelulares, destinados a diluir
particulas invasoras o moléculas irritantes, pero que bloguean el paso del aire y
favorecen la multiplicacion o la infeccion de hRSV.*?'" La proteina F también
puede unirse a ICAM-1 (del inglés Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) que es la
molécula de adhesién que se expresa en células epiteliales.®* La proteina F
ademas puede unirse al receptor RhoA. La union puede activar a RhoA
disparando funciones efectoras, tales como la fosforilacion de miosina de cadena
ligera, la cual induce contraccion del muasculo liso en bronquiolos
(hiperreactividad).®” y expresién de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y
cxcLs.t®

La proteina G también esta en la superficie del viribn. Esta glucoproteina
tiene un asa CX3C, un dominio altamente glicosilado "tipo mucina" y un segmento
transmembranal que la ancla a la membrana viral. Todas estas caracteristicas la
hacen parecida a la quimiocina fractalcina CX3C. Las quimiocinas pueden tener
varias estructuras y se clasifican en C, CC y CXXXC. Al activarse, la fractalcina
recluta leucocitos tipo NK (del inglés natural killers), linfocitos CD4+ y linfocitos
CD8+, lo que favorece una respuesta inmune e inflamatoria. Aparentemente, la
proteina G del hRSV evita este reclutamiento compitiendo con la fractalcina. Por
otro lado, para evadir la respuesta inmune, la proteina G puede producirse en una
forma asociada a la membrana y en una forma soluble. La forma anclada al virion

permite la unién del virus a la célula hospedera y favorece la union de la proteina

11



F y su actividad fusogénica. La proteina G soluble es la isoforma que se codifica
por un codon de iniciacion alterno que se localiza abajo del segmento hidrofébico.
La forma soluble parece combinarse con las células reclutadas, evitando que
lleguen a la fractalcina e interrumpiendo el ciclo de respuesta que ocurriria cuando
un antigeno es presentado adecuadamente. Es interesante observar que la
estructura terciaria de la proteina G debe conservarse para que esta proteina

ejerza su funcion.*?33

En modelos animales se ha demostrado que la proteina G soluble induce
eosinofilia asociada a un incremento en la produccion de citocinas como IL-4, IL-5,
IL-13 y eotaxina, promoviendo la activacion de linfocitos CD4+ y que se aumente
la respuesta Th2 disminuyendo la Th1.*° El incremento de eosindfilos en pulmén
asi como la produccion de citocinas contribuyen en gran medida a la patogénesis
del proceso inflamatorio durante la infeccién por hRSV.3%4

Las proteinas NS1 y NS2 bloquean la sintesis del IFNa/B que media la
respuesta tipo Thl del hospedero. NS1 y NS2 bloquean la activacién del factor 3
de regulacién del IFN y la sefializacion a través de la via JAK/STAT.® Un
mecanismo aparente es que NS1/NS2 promueven la degradacion de STAT2. Con
esto, la respuesta inmune se desplaza hacia el tipo Th2 que es de corta duracion.
La estrategia seguida por las proteinas NS1 y NS2 no es Unica para hRSV pues
se ha reportado que el virus de la influenza y la proteina C del virus del sarampién

también bloquean la respuesta tipol del IFN.#*’

Se ha reportado que cuando se elimina la proteina SH de los paramixovirus

14,15

se induce apoptosis en cultivos celulares y atenda al virus in vivo, esto es

porque hay un incremento de TNF-a, ademas de la activacién de NF-kB.** La

proteina SH se encarga de bloquear la via de apoptosis mediada por el TNF-a.***°

La habilidad para evitar que las células infectadas sufran apoptosis favorece la

replicacion viral y como resultado se observa un incremento en el titulo viral.®
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2.4.2.- Respuesta inmune

2.4.2.1.- Inmunidad innata

En los pulmones la primera linea de defensa contra el hRSV es el
surfactante pulmonar. El surfactante estd formado por una capa de fosfolipidos
(lecitina, espingomielina) y por proteinas surfactantes. Las proteinas surfactantes
A (SP-A) y B (SP-B), forman parte de la familia de las colectinas, se unen a los
oligosacaridos de superficie de patdogenos y favorecen la opsonizacion y la

activacion del sistema del complemento.®***

Los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs por sus siglas en
inglés Pattern Recognition Receptor) reconocen a los patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs por sus siglas en inglés Pathogen Associated
Molecular Patterns).*® Puede haber dos tipos de PRRs: Secretados y asociados a
células. Dentro de los primeros se encuentran las colectinas y el CD14, y en el
segundo grupo podemos encontrar a las moléculas adaptadoras y a los receptores
tipo Toll (TLRs por sus siglas en inglés Toll-like receptors).*® Los TLRs reconocen
a los PAMPs, inclusive el TLR4 juega un papel importante contra la infeccion por
hRSV, ya que la expresion de citocinas y quimiocinas asociada a la infeccién por
hRSV parece ser inicialmente dependiente de TLR4.?® Tanto el TLR4 como el
CD14 son activados por la proteina F.*

Las células epiteliales infectadas por hRSV producen quimiocinas y
citocinas que afectan el balance entre la eliminacion del virus y la patogénesis de
la enfermedad, inclusive en diferentes estudios se ha indicado que la expresion de
citocinas y quimiocinas puede ser correlacionada con la severidad de la
enfermedad.®® Entre las quimiocinas secretadas durante una infeccién por hRSV
estan MIP-1la y RANTES que han sido correlacionadas con bronquiolitis
severa.*>*® Durante la etapa aguda de la infeccién, la secrecién de citocinas inicia
la respuesta inflamatoria local, ya sea de manera directa o amplificando el evento
inflamatorio previamente iniciado por macrofagos activados, eosinéfilos vy

neutrdfilos, 2044454647
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Los componentes celulares mas importantes en la respuesta inmune innata
contra el hRSV son los macréfagos, neutrofilos, células asesinas naturales (NK
por sus siglas en inglés Natural Killer), y eosinéfilos. Estas células tienen funciones
importantes controlando la infeccién, pero durante una respuesta no balanceada

pueden exacerbar la inflamacién y contribuir a la patogénesis de la enfermedad.>®

Los neutrofilos son las células predominantes en la bronquiolitis causada
por hRSV.*® Los macréfagos y las células epiteliales son las primeras en tener
contacto con el hRSV en las vias respiratorias.*® La infeccién de ambos tipos de
células por hRSV secretan citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1(3, IL-8, TNF-
a, MIP-1a y RANTES.*! A los eosinéfilos se les ha asociado con la enfermedad
exacerbada del hRSV como en el caso de los infantes fallecidos tras la vacunacion
con FI-hRSV y subsecuente infeccion natural, ademas de ser caracteristicos en
enfermedades respiratorias como el asma.’>*"*? En la primera fase de la infeccion
por hRSV las células NK migran de la sangre a los pulmones y son responsables

por una gran parte de la produccién del IFN-y.

El sistema inmune del hospedero depende en gran parte de la accion del
interferén (IFN) contra los virus: Las isoformas de IFN son: 1.- Alfa (IFN-a)
producido principalmente por leucocitos infectados con virus 2.- Beta (IFN-(), tanto
alfa como beta son producidas por varios tipos celulares como células T,
macrofagos y células endoteliales, 3.- Lambda (IFN-A) producida por las células
NK activadas y 4.- Gamma (IFN-y) producido en células T activadas, que generan
diferentes respuestas. El IFN es una molécula que se induce en respuesta a una
infeccién viral. A su vez el interferon a/f induce sefales al interior del nucleo
generando un ambiente hostil o de alerta en células no infectadas (induce el
estado antiviral).*® Hay dos tipos de sistemas de IFN que corresponden a las
isoformas de interferon. El sistema tipo uno es mediado por el IFN-a, el IFN-B y el
IFN-A. Estas moléculas se unen a sus receptores y a través del sistema Janus-
cinasa STAT (JAK-STAT) estimulan la transcripcién de genes que patrticipan en: 1.
Maduracion de las células dendriticas, 2.- Proliferacion de células NK (Natural
Killers). Estas células eliminan y presentan antigenos a las células linfociticas que

establecen una memoria a largo plazo y se encargan de generar una respuesta a
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base de inmunoglobulinas.*"**%°

2.4.2.2.- Inmunidad adaptativa

Esta es la inmunidad mediada por la respuesta humoral (células B) y celular
(células T). Tanto las células B como T crean especificidad antigénica, diversidad

de reconocimiento de antigenos, memoria e inmunidad auto-tolerante.

En las vias respiratorias altas la resistencia es mediada por la
inmunoglobulina A (IgA), sin embargo una respuesta humoral mas duradera esta

asociada con IgM e IgG.

La respuesta inmune contra hRSV mediada por anticuerpos maternos
circulantes 1gG protege a los nifios menores de dos afos de infecciones en el
tracto respiratorio inferior, sugiriéndose que en los neonatos afectados, los titulos
de anticuerpo son inferiores a los requeridos para proteccién.>® Sin embargo es a
los dos meses de edad que se ve un mayor numero de casos de nifios
hospitalizados.? Las infecciones de hRSV son recurrentes a lo largo de la vida,
pues la inmunidad que induce es de corta duracién y los anticuerpos son de baja
afinidad debido a una pobre estimulacién de los TLRs.>** También se llama
inmunidad incompleta.” Se piensa que el hRSV puede causar hipersensibilidad

respiratoria y sus infecciones repetidas dejar secuelas como el asma.*®

La respuesta Thl coordina la accién del sistema inmune contra las
infecciones por patdégenos intracelulares. La respuesta tipo Th2 regula la
inmunidad contra los patdégenos extracelulares mediante el estimulo de la

secrecion de anticuerpos.

El hRSV provoca una respuesta tipo Th2 a la vez que evita la respuesta
Th1 polarizandose la respuesta hacia tipo Th2. El problema con la respuesta tipo
Th2 es que el hospedero no puede crear una memoria inmunolégica estable como
la que se deriva de una respuesta Thl normal.}”**"°® Diversos estudios sefialan
la participacion de las células CD4+ (Th2) y a las citocinas que producen como

factores importantes en la patogénesis generada por el hRSV.*
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Durante la infeccion por hRSV se estimula la produccion de anticuerpos IgE
especificos que, causan la sensibilizacion de las células cebadas y la consecuente
secrecion de histamina. Al ocurrir una infeccion subsecuente, el hRSV interactia
con los anticuerpos IgE especificos y activa la liberacion de los mediadores de las
células cebadas, con el eventual desarrollo de hiperreactividad y obstruccion de
las vias respiratorias. La respuesta tipo Th2 es una estrategia de infeccion del

hRSV para evadir al sistema inmune.*"*°

El sistema tipo Th2, es mediado por el IFN-y que es secretado por las
células NK. Las células NK se encuentran en gran proporcion en los pulmones en
los primeros dias de la infeccion. El IFN- vy influye principalmente en la
diferenciacion y proliferacion de las células T tipo CD4+ que generan
principalmente inmunoglobulinas tipo E (IgE) y tipo G (IgG).>*®° Las IgE participan
en la reaccion alérgica al antigeno, con reclutamiento de eosindéfilos y de

interleucinas.>®®°

2.5.- Tratamiento

El primer tratamiento que se aprobd por la FDA fue la inmunoglobulina de
RSV intravenosa (RSV-IGIV). La RSV-IGIV es un anticuerpo policlonal IgG
purificado a partir de plasma de individuos sanos en alta concentracién.®* De igual

manera la RSVIG-IV puede prevenir la infeccién del tracto respiratorio bajo.%?

Otro farmaco, el palivizumab, un anticuerpo monoclonal que se aprobé casi
simultaneamente con el RSV-IGIV y no tiene efectos adversos en nifios con
enfermedad cardiaca cronica, no hay riesgo de transmision de enfermedad
infecciosa asociado con productos derivados del plasma humano y ademas es de
aplicacion intramuscular. El palivizumab (Synagis de Medlmmune) es un
anticuerpo monoclonal dirigido a la proteina F que posee un alto grado de

eficiencia: hasta del 80%,5%¢

previniendo la hospitalizaciéon de nifios prematuros
con enfermedad pulmonar crénica (COPD por sus siglas en inglés). Es de uso
restringido para niflos de alto riesgo, incluyendo a aquellos con enfermedad

pulmonar crénica, enfermedades del corazén congénitas y prematuros. Ademas,
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se ha reportado que previene las enfermedades respiratorias de las vias bajas y

se reduce las sibilancias toracicas recurrentes en nifios prematuros.®2¢364

Ademas del palivizumab, que es la Unica droga profilactica con licencia para
el hRSV, actualmente solo hay un medicamento anti-RSV aprobado por la FDA, la
ribavirina. Es un inhibidor de la transcripcion y la replicaciéon viral y se ha usado
para infecciones severas, aunque la evidencia de beneficio es escasa y tiene un
alto costo.®® Su uso se ha dirigido a tratar la infeccién en un grupo especial de

individuos inmunodeficientes y solo durante el curso severo de la enfermedad.®

Recientemente se autoriz0 el motavizumab que es un anticuerpo
monoclonal IgG1 humanizado, de segunda generacion, derivado del palivizumab,
pero con una mayor afinidad por la proteina F y con una mayor capacidad
neutralizante. También pertenece a Medlmmune, y se espera que para el 2014

sustituya al palivizumab como el tratamiento profilactico de mayor uso.%®¢""

Ademas se espera que otros antivirales como el RSV604 y el ALN-RSVO01,
que tienen como blanco la nucleoproteina del hRSV entren al mercado, estos

farmacos se encuentran actualmente en fase de estudios clinicos 2.5°

Actualmente se realiza investigacion en inhibidores de fusiébn donde el
TMC353121 se encuentra bajo evaluacion de Tibotec, inhibidores de union como
el MBX-300, inhibidores de proteina N como el RSV-604 y agentes anti-RSV
antisentido como el ALN-RSV01.%°
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Para que una vacuna sea aprobada y pueda salir al mercado se necesitan hacer
estudios preclinicos y clinicos. Estos estudios se mencionan brevemente en la
tabla 1.

Tabla 1. Estudios preclinicos y clinicos

Estudios preclinicos Se prueba la estabilidad de la molécula de aparente
accion terapéutica con pruebas fisicas y quimicas.

Después se prueba el nuevo farmaco en cultivos
celulares, 6rganos aislados y modelos animales. Las
pruebas realizadas son: toxicidad, mutagénesis Yy
carcinogénesis. Ademas se realizan estudios de
farmacocinética, farmacodinamia, eficacia y seguridad.

Si los estudios preclinicos se completan y el tratamiento
aun sigue siendo prometedor se avanza a estudios
clinicos donde ya se prueba en humanos.

Estudios clinicos Fase |. Se prueba en humanos sanos, grupos menores
de 100 personas donde se determina si el farmaco es
seguro y se trata de determinar la dosis y la mejor via de
administracion.

Fase Il. Se prueba en individuos que padezcan la
enfermedad que cura el farmaco. Se determina la
eficacia terapéutica del farmaco y la toxicidad. Se
determina la dosis Optima.

Fase Ill. Se mide eficacia, toxicidad y relacion entre
seguridad y eficacia.

Fase IV. También llamada fase de farmacovigilancia.
Consiste en el seguimiento del farmaco después de que
ha sido comercializado.

Tabla 1. Se mencionan las pruebas que implican los estudios clinicos y preclinicos a los
gque se somete un medicamento antes de sacarlo al mercado.
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2.6.- Estrategias para desarrollar una vacuna

2.6.1.- Desarrollo de una vacuna contra el hRSV

Una vacuna viral es un fragmento, una forma muerta o una forma atenuada
del virus que una vez dentro del organismo sirve de antigeno y genera una

produccion de anticuerpos por parte del organismo.

El desarrollo de una vacuna contra una enfermedad que afecta
principalmente a nifios de dos a seis meses es una tarea dificil. El sistema inmune
de los nifios es aun inmaduro y los anticuerpos maternos pueden modificar la
respuesta inmune del individuo. Sin embargo, se considera que vale la pena
buscar esta vacuna porque los costos de esta enfermedad son altisimos pues hay
grandes epidemias y la morbi-mortalidad es elevada. Incluso la vacuna es
importante y puede ser aplicable en individuos de la tercera edad, donde el hRSV
causa una enfermedad similar a la influenza tipo A.2 También seria (til para evitar
infecciones recurrentes por hRSV, y sus posibles complicaciones por

sensibilizacién alérgica, como el asma.

El hRSV no genera una inmunidad de largo plazo, por lo que es probable
que el esquema de vacunacién se tenga que aplicar anualmente.®® Otro factor
importante que debe ser considerado es que la vacuna debe incluir a los dos
subtipos, A y B. Las proteinas de superficie G y F, del hRSV, son las Unicas que
inducen anticuerpos neutralizantes. Los principales epitopes de F parecen ser
dependientes de su conformacién, ya que la mayoria de los anticuerpos
monoclonales y policlonales reaccionan pobremente con la proteina
desnaturalizada, no asi los de G donde sus epitopes no dependen de una

estructura altamente plegada.?

Como en el caso de los tratamientos contra el hRSV, Medimmune tiene los
dos candidatos para vacunas mas viables en pruebas clinicas, el MEDI-559 que
es un virus vivo atenuado por pase en frio y el MEDI-534 que es un virus de

parainfluenza humano-bovino quimérico que expresa la proteina F del RSV,
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ambos en fase 1de estudios clinicos.®® Sin embargo hay quien prevé que no se

tendra en el mercado una vacuna hasta 2020.%°

Hay diferentes tipos de vacunas que se han producido para el hRSV, todas
han presentado algunos problemas, sin embargo se considera que tienen cierto
potencial para ser aplicables en el mediano plazo. Las diferentes propuestas de
vacunas pueden clasificarse en: vacunas de virus inactivados, atenuados, de
subunidades, de DNA y basadas en vectores. A continuacién se describe cada
tipo de vacuna y su avance en la biusqueda de una vacuna efectiva contra el
hRSV.
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Tabla 2. Vacunas Inactivadas

TIPO DE VACUNA

FRACASOS

EXITOS

PERSPECTIVAS

Vacuna inactivada con
formalina
FI-RSV

Vacunas de virosomas

La poblacion vacunada presento

una respuesta inmune tipo Th2

gue se asoci6 a la exacerbacion

de la sintomatologia después
del reto.

Se utilizé P3CSK4 como
inductor de TLRs,
favoreciendo un balance entre
el tipo de respuesta inmune
Thly Th2.

Es protectiva e inmunogénica
en roedores.

Se discontinué su prueba.

Uso de virosomas de hRSV
como candidato para vacuna.

Tabla 3. Vacunas de ADN

TIPO DE VACUNA

FRACASOS

EXITOS

PERSPECTIVAS

Plasmidos de ADN que expresan
las proteinas F, Gy N del hRSV.

Poca incorporacion del
plasmido a la célula, y baja
expresion de las proteinas
deseadas.

Estas vacunas han sido

inmunogénicas y protectoras en
roedores y primates generando
una respuesta Th1/Th2 nivelada.

Se ha mejorado su
incorporacion a las
células y la expresion de
las proteinas. Se ha
mejorado su
inmunogenicidad y
proteccion con
adyuvantes.
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Tabla 4. Vacunas vivas atenuadas

TIPO DE VACUNA

FRACASOS

EXITOS

PERSPECTIVAS

Fenotipos sensibles a la

temperatura por pases en frio a 26

°C (Cpts 248/404 y
Cpts 530/1009).

Recombinantes. Este tipo de
vacunas presenta delecion de

genes o mutaciones atenuantes.

(Cpts 248/404/1030/ASH).

Ambas vacunas pasaron por
fase clinica 1, sin embargo los

datos mostraron que la
atenuacion por pases
sucesivos a bajas

temperaturas no fue suficiente

para su uso en infantes.
La Cpts 248/404/ANS2 y la

Cpts 530/1009/ANS2 se han

probado en nifios y de
acuerdo con el estudio

resultaron inmunogénicas. Sin
embargo la respuesta inmune

humoral fue menor en

aquellos infantes que todavia

presentaban anticuerpos
maternos residuales.

Se demostr6 que eran
protectoras e inmunogénicas en
roedores.

La Cpts 248/404/1030/ASH. Ha
probado ser inmunogénica y
protectora en humanos
generando una respuesta Th2.

Actualmente los fenotipos
atenuados por pase en
frio sirven como base
para técnicas
recombinantes de
atenuacion.

La Cpts
248/404/1030/ASH se
encuentra en fase 1
clinicay es uno de los
candidatos principales
para ser la primera
vacuna de hRSV.

Tabla 5. Vacunas basadas en vectores

TIPO DE VACUNA

FRACASOS

EXITOS

PERSPECTIVAS

El modelo del virus de Vaccinia

que expresa los genes que

codifican para las proteinas Fy G

en su superficie.
El modelo del Adenovirus que

expresa el gen que codifica para

la proteina F en su superficie.

Staphylococcus carnosus
expresando porciones de la
proteina G.

Los ensayos en primates
demostraron su pobre
inmunogenicidad y nula
proteccion.

Los ensayos en primates
demostraron su pobre
inmunogenicidad y nula
proteccion.

Protectividad limitada y
variable en ratones.

En el modelo en ratones este
tipo de vacunas resulto
inmunogénica y protectora.

En el modelo en ratones este
tipo de vacunas resulto
inmunogénica y protectora.
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Alfavirus , virus de Newcastle y
Rinovirus humano 14 expresando
las proteinas F y G como modelos
virales para la expresion de los
genes que codifican para las
proteinas Fy G.

Virus de la parainfluenza humana
(HPIV3) y un virus quimérico de la
parainfluenza humanay bovina

En el modelo en ratones este
tipo de vacunas resultaron
inmunogénicas y protectoras
en grados variables.

Actualmente se encuentra
en fase clinica 1y es un
candidato fuerte para ser

Este modelo quimérico viral se
probé en primates donde
demostré inmunogénico y

((BPIV)/HPIV-3) expresando las protector. la vacuna contra el hRSV.
proteinas Fy G.

Tabla 6. Vacunas basadas en subunidades

TIPO DE VACUNA FRACASOS EXITOS PERSPECTIVAS

Proteina RSV F purificada.

Vacuna de las proteinas F, Gy M.

Péptido G de hRSV conjugado a
la proteina G de estreptococos
(BBG2Na).

Proteina F/G quiméricas.

Péptidos derivados de las
proteinas Fy G.

Las primeras pruebas clinicas
con la proteina F purificada
resultaron en la exacerbacion
de la enfermedad.

No avanzé de fase 3 de
estudios clinicos debido a
efectos adversos y un declive
en el nivel de anticuerpos
después de tres semanas.

Se ha combinado con
adyuvantes de TLRs para
evitar la exacerbacion de
la enfermedad.

Demostré ser inmunogénica y
protectiva en roedores.

Ha avanzado a pruebas clinicas
fase 1 donde ha demostrado ser
inmunogénica en adultos sanos
y en individuos de alto riesgo.
Demostroé ser protectiva e
inmunogénica en adultos.

Se encuentran en estudios
clinicos de fase 1.
Generan una inmunidad
modesta en roedores.




2.6.2.- Vacunas Inactivadas

En los sesentas se decidid inactivar al virus hRSV con formalina (FI-RSV
por sus siglas en inglés Formalin inactivated RSV) y probarlo como vacuna en
infantes. Los resultados fueron catastréficos ya que la vacuna no solo no protegi6é
a los infantes contra la enfermedad, ademas exacerbo la enfermedad; incluso, el
80% de los nifios vacunados que fueron infectados por el hRSV tuvo que ser
hospitalizado y hubo dos muertes.®® En retrospectiva, se piensa que se genero el
mismo problema que se observa en los pacientes que se infectan frecuentemente
con hRSV, es decir que los sintomas se agravan al exponerse repetidamente al
agente infeccioso.®® Esta exacerbacién fue causada aparentemente por una
respuesta inmune alterada por parte del hospedero. Esto se cree que se debe a
una respuesta robusta mediada por linfocitos TCD4+ RSV-especificos que debid
ser mantenida por un largo periodo de tiempo ya que la vacuna de FI-RSV no
induce respuesta de linfocitos TCD8+ y los anticuerpos que produce son de poca

afinidad.®%>

La inmunizacion con hRSV vivo atenuado o con vacunas basadas en
vectores que codifican para la proteina F inducen una respuesta dominante Thl
con anticuerpos neutralizantes y linfocitos TCD8+, estos ultimos asociados con
una patologia pulmonar minima observada la infeccién viral.>”"’® En contraste, una
inmunizacién con hRSV inactivado induce una respuesta Th2 dominante sin
linfocitos TCD8+, lo que lleva a agravamiento de la patologia pulmonar.®®"
Recientemente se observo que mediante un adyuvante del TLR4 no se exacerba

la enfermedad y la respuesta es Th1/Th2 balanceada.>* "2

Recientemente se probé una vacuna de virosomas en ratones.”® Los
virosomas son no replicativos, consisten en la membrana reconstituida de virus
envueltos con sus proteinas incluidas y pueden inclusive tener antigenos de otros
patdgenos. Se realizé un virosoma, usando como adyuvante el lipopéptido
sintético P3CSK4 que es reconocido por TLR-2.”® Se agregé el P3CSK4 ya que se
ha visto que de esa manera se evita la enfermedad exacerbada tras la

administracién una vacuna inactivada seguida de una infeccién por hRSV.>*"* Se
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demostré que estos virosomas inducen una respuesta inmune protectora contra el
virus mediante la creacion de una gran cantidad de anticuerpos neutralizantes

contra el virus y la secrecién de IFN-y con un perfil Th1/Th2 balanceado.”

2.6.3.- Vacunas de ADN

Al insertar un plasmido en una célula se espera que esta produzca las
proteinas para las que codifican los genes insertados en el plasmido. De esta
manera, células presentadoras de antigeno toman estos antigenos y los llevan al
nddulo linfatico donde se producen linfocitos citotoxicos y los linfocitos B producen
anticuerpos contra las epitopes del hRSV."”

La generacién de un prospecto de vacuna mediante la insercion del gen
que codifica para un inmundogeno en un plasmido ha sido usada con éxito y se ha
encontrado que puede inducir una inmunogenicidad alta con poco riesgo,’® incluso
se predice que con este sistema podran desarrollarse vacunas contra el virus de la
inmunodeficiencia humana’® y se ha desarrollado una vacuna nueva contra la
influenza tipo HIN1.”” En modelos animales se han inyectado por diversas rutas
plasmidos que contienen los genes de las proteinas F, G y N del hRSV vy los

678 |nclusive en un

resultados indican que son inmunogénicos y protectores.
estudio realizado en primates menores a los dos meses de edad se encontrd que
la vacuna de DNA fue segura, protectora e inmunogénica.’® Una ventaja de este
tipo de vacunas es que pueden evitar la inmunosupresion de la respuesta anti-
hRSV generada por los anticuerpos maternos.’®’® También para aumentar la
inmunogenicidad de la vacuna se ha demostrado que se pueden agregar al

plasmido secuencias que codifiquen para moléculas adyuvantes.”

El problema comin a este tipo de vacunas era la baja tasa de
incorporacion del plasmido a la célula y por lo tanto la cantidad de ADN requerida
para generar una respuesta inmune clinicamente relevante.®® Sin embargo se han
creado técnicas de administracion para solucionar este problema como son

sistemas de parches dérmicos, sistemas en que se inyectan los plasmidos con
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aire a presion y un sistema donde después de la inyeccion de los plasmidos con
aguja se hace una electroporesis, que son estimulos eléctricos que hacen que se
formen poros en las células facilitando la entrada de los plasmidos. Debido a su
baja expresiéon y rapida inactivacion se requiere de una administracion mdultiple y

repetida de estas moléculas de ADN,®®™

sin embargo mediante técnicas de
biologia molecular se han descrito secuencias que aumentan la expresion del gen

de interés.”

2.6.4.- Vacunas vivas atenuadas

El reto principal de generar una cepa de hRSV atenuada es crear una
vacuna con la capacidad de generar una respuesta inmune amplia y protectora sin
provocar ninguna enfermedad clinica significativa. En un estudio realizado con
vacunas con diferentes grados de atenuacion se demostrd que en ningin caso se

exacerbd la enfermedad tras la infeccion natural.”

Se han utilizado cepas de virus que han sido mantenidas a través de pases
seriales a 26°C durante varias generaciones (pase en frio), lo que ha resultado en
hipersensibilidad a la temperatura y a llevado al aislamiento de cptsRSV (del
inglés cold-passaged temperature sensitive RSV).%® Estas cepas generarian una
infeccidon limitada a las vias aéreas superiores, generando inmunidad sin infectar
las vias respiratorias inferiores. Han sido utilizadas con éxito en individuos sin
previa exposicion al hRSV. Vacunas atenuadas por pase en frio son la Cpts
248/404 y la Cpts 530/1009. Ademas, para aumentar el grado de atenuacion,
mediante ingenieria genética se han eliminado genes que codifican para proteinas
del hRSV, de modo que tenemos la rA2 Cpts 248/404/1030/ASH (MEDI-559), a la
que se le eliminé el gen SH.®® La proteina SH se sabe que disminuye la respuesta
Th1, inhibiendo la respuesta antiviral del hospedero in vivo.®® Un virus que carece
de la proteina SH generaria por lo tanto una mayor inmunogenicidad. Esta vacuna

se encuentra en pruebas clinicas en fase 1.°°

Con las cepas virales modificadas genéticamente, se obtiene mayor y mejor

atenuacién y se conserva la inmunogenicidad.®*®* Por ejemplo, se sabe que las
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proteinas NS1 y NS2 se encargan de inhibir la respuesta inmune tipo IFN1; a partir
de este dato, se ha planteado que una cepa de hRSV carente de NS1/NS2 tendria
menor virulencia. De acuerdo con esta observacién, se ha obtenido una cepa viral
mutada en el gen NS2. Actualmente esta mutante ANS2 se encuentra en fase de
prueba en animales. Los resultados hasta el momento reportan efectividad. Estas
vacunas en desarrollo son la hRSV A2 cpts248/404/ANS2 recombinante y hRSV
A2 cpts530/1009/ANS2.%

El problema que se ha visto con las vacunas vivas atenuadas como la A2
cpts 248/404/ANS2 y la rA2cp 248/404/1030/ASH es que la respuesta de
anticuerpos es menor (hay una inmunosupresion) en los infantes que todavia

tienen anticuerpos maternos residuales.

2.6.5.- Vacunas basadas en vectores

Se han usado diferentes vectores virales para expresar uno 0 varios
antigenos de hRSV. Esta estrategia tiene como objetivo inducir una respuesta
inmune eficiente y evitar la inestabilidad genética. Sin embargo los logros al
respecto han sido diversos.®* Se ha tenido éxito al lograr inmunogenicidad y
proteccion en modelos animales al expresar las proteinas F y G en vectores de
virus de Sendai (SeV)®®, de Newcastle®*, de rinovirus 14%°, de Adenovirus®, y de
virus Vaccinia, este ultimo ya probado en primates donde demostr6 no ser
inmunogénico.?”%® También se han usado como vectores el virus de
parainfluenza humana (HPIV3) y un virus quimérico de parainfluenza bovino
((BPIV)/HPIV-3), expresando las proteinas F y G. Estos ultimos demostraron ser
inmunogénicos en primates.®®°*% La vacuna hecha con el vector (BIP)/HPIV3

esta siendo evaluada en estudios clinicos.®®%%

La vacuna PIV3/RSV F2 (MEDI-534) virus de Parainfluenza quimérico
humano-bovino) se encuentra en estudios clinicos de fase 1 y se espera que se
reporten datos de eficiencia para 2012. También se ha generado un vector de
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Staphylococcus carnosus que expresa porciones de la proteina G del hRSV y que

ya se encuentra en fase preclinica.®

2.6.6.- Vacunas basadas en subunidades

Estas vacunas consisten en proteinas virales donde su inyeccion directa ha
tenido diversos grados de éxito. Las proteinas de la envoltura viral, entre las que la
proteina G y la proteina F son las mas importantes podrian ser usadas como
antigenos. En los primeros experimentos en que se purificaron las proteinas Fy G
del hRSV y se usaron como vacuna, el resultado fue la exacerbacion de la
enfermedad como en el caso de la FI-RSV, sin embargo esto se ha arreglado con

adyuvantes para TLRs.>*%87"2

Las siguientes vacunas de subunidades han avanzado a pruebas clinicas:
3RSV F (proteina F purificada), una vacuna de subunidades que contiene las
proteinas F, G y M, y BBG2Na un péptido G conjugado a la proteina G de

estreptococos.®®

La proteina F purificada provoca la formacion de anticuerpos anti-RSV en
nifios y en adultos seropositivos. En general hay una correlaciéon inversa entre la
pureza de la preparacion de la proteina F del hRSV y la inmunogenicidad
subsecuente.®® La coformulacién de F/G/M es inmunogénica en adultos sanos y
en individuos de alto riesgo. Las proteinas quiméricas F/G se encuentran en
estudios clinicos en fase uno. Los péptidos derivados de las proteinas F y G
generan una inmunidad modesta en roedores.®® La vacuna BBG2Na se qued6 en
fase 3 de estudios clinicos debido a efectos adversos y un declive del nivel de

anticuerpos después de tres semanas.®
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3.- OBJETIVOS

Recopilar y revisar la informacién bibliografica concerniente al disefio,

experimentacion y aprobacién de la vacuna contra el hRSV.

Escribir un trabajo monografico detallado y actualizado de las diferentes
estrategias para la elaboracion de una vacuna contra hRSV, sefialando sus

fracasos, éxitos y perspectivas.

4.- METODOLOGIA

Para evaluar el estado del conocimiento de la enfermedad causada por el
hRSV asi como el progreso en el disefio de una vacuna, se realizé una busqueda
bibliografica en libros y especialmente en revistas especializadas a través de las
siguientes bases de datos de internet:

http://www.medline.com/

http://www.scopus.com/

http://www.sciencedirect.com/

http://.bidi.unam.mx

http://www.ibt.unam.mx

http://www.ovid.com/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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5.- DISCUSION

La posibilidad de tener una vacuna en el mercado parece lejana debido a
las precauciones que es necesario tomar después de las complicaciones
causadas por la vacuna FI-RSV, la cual ocasiono que el 80% de los nifios que
recibieron la vacuna y que se infectaron posteriormente con hRSV fueron
hospitalizados y con dos casos fatales. Otra complicacion importante de
mencionar para obtener una vacuna es el tipo de inmunidad que genera el hRSV,
ya que ni siquiera la infeccion natural misma genera una inmunidad protectora, asi
como por sus distintos tipos de mecanismo de virulencia. Son estas las razones
por las que varias vacunas producidas por diferentes métodos no han sido lo

suficientemente inmunogénicas para proteger contra el hRSV.

El desarrollo de una vacuna contra el hRSV es un campo de intensa
actividad. Se estan intentando diversos enfoques incluyendo vacunas inactivadas,
de subunidades del virus, atenuadas, utilizacion de genes del hRSV expresados

en plasmidos y proteinas del hRSV expresadas en vectores virales.

Tanto en las vacunas de subunidades como en las vacunas inactivadas se
ha demostrado que inducen inmogenicidad sin exacerbar la enfermedad cuando
se usan con un adyuvante para la induccién de TLRs, sin embargo debido al
incidente causado en los sesentas por la inmunizacién con una vacuna inactivada
se necesitaran muchas pruebas antes de que puedan ser usadas. Ademas se ha
demostrado que al agregar un adyuvante para TLRs, estas vacunas se pueden

potenciar e inclinar la balanza hacia una respuesta tipo Thl.

En el caso de las vacunas de subunidades la vacuna de proteina quimérica
F/G se encuentra en fase clinica 1 y la vacuna BBG2Na se quedé en fase clinica
3 debido a complicaciones. Actualmente no hay vacunas inactivadas en fases
clinicas sin embargo se ha demostrado que una vacuna de virosomas de hRSV

genera inmunidad protectora en ratones.

Por otro lado las vacunas vivas atenuadas, las de vectores y las de

plasmidos también tienen buenas posibilidades de lograr su objetivo. En el caso
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de las de vectores, el vector quimérico hecho con virus de parainfluenza humano y
bovino da buenos resultados en cuanto a inmunogenicidad y proteccion, se
encuentra en fase clinica 1, y es uno de los candidatos mas fuertes para ser la
vacuna del hRSV.

Las vacunas atenuadas también son inmunogénicas y protectoras, sin
embargo en las vacunas atenuadas por pase en frio podria presentarse reversion
al genotipo viral original y ocasionar enfermedad. De este tipo de vacunas hay dos
prospectos importantes que son vacunas atenuadas por pase en frio y por
ingenieria genética se eliminaron los genes que codifican para las proteinas SH y
NS2 respectivamente. Ambas se encuentran en estudios clinicos aunque se ha
demostrado que la respuesta de anticuerpos es menor (hay una inmunosupresion)

en los infantes que todavia tienen anticuerpos maternos residuales.

Las vacunas de plasmidos de DNA apenas se encuentran en
experimentacién, sin embargo son una buena opcion ya que aunque es el método
mas nuevo, se han visto avances grandes en pruebas con animales y es un
método que inclusive se utiliza en la generacién de varias vacunas y tratamientos
de otras enfermedades. Este método consiste en introducir un plasmido a la célula
para que esta produzca una proteina determinada y después se generen
anticuerpos contra esta. Ademas se puede introducir la secuencia que codifique

para una molécula adyuvante dentro del mismo plasmido.

Varios de estos enfoques presentan avances importantes, pero la reaccion
inflamatoria que causa la infeccion viral representa grandes problemas que auln
deben resolverse. Por otro lado, el desarrollo de nuevas tecnologias deberan
favorecer el desarrollo de las ansiadas vacunas en un futuro que se espera sea
cercano. Realmente seria dificil prever cual va a ser la primera vacuna contra el

hRSV autorizada para su uso.
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6- CONCLUSION

Es muy dificil conceptualizar una vacuna contra el hRSV que produzca
inmunidad a largo plazo cuando la infeccion natural misma no lo hace. Sin
embargo, avances como las vacunas que se encuentran en fases clinicas o
aguellas en fases preclinicas hacen pensar que la solucién a este problema esta
cercana y aunque tendria que ser evaluada en humanos por un largo periodo de
tiempo, una vacuna eficiente podria desarrollarse para ser aplicada en nifios de 0

a 5 afos, adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos.
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