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			Bacteriophages as vaccine delivery system

			Introduction. Throughout history, different vaccines have been designed based on the recognition of epitopes present in the vaccine antigens. However, despite the advances and achievements in vaccinology, to date it has not been possible to develop efficient vaccines against pathogens like the Human Immunodeficiency Virus due to its antigenic complexity. On the other hand, in the last two decades multiple emerging infectious diseases like influenza and the appearance of zika and chikungunya viruses have arisen in the last two decades. Therefore, there is a need for the rational development of new and efficient vaccines that are stable, safe, able to induce a cellular and humoral immune response, and at the same time working as effective vaccine adjuvants to fight infectious diseases. 

			Objective. Thus, the objective of this review is to exalt the importance of tools like Next Generation Sequencing coupled to reverse vaccinology to identify new vaccine epitopes on infected tissue and expressing them on bacteriophages to design an immunoprotective vaccine which is cheap to produce, safe, stable, and can be administrated without adjuvant. 

			Methodology. This review was performed with a systematic literature search on the PubMed database related to each topic.  

			RESUMEN

			Introducción. A lo largo de la historia se han diseñado vacunas utilizando epítopos definidos, presentes en antígenos utilizados para diseñar la vacuna. Sin embargo, a pesar de los avances y logros en el campo de la vacunología, a la fecha no se ha logrado desarrollar vacunas eficientes contra patógenos como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) debido a su complejidad antigénica. Por otro lado, en las últimas dos décadas se han presentado enfermedades reemergentes como la influenza y enfermedades emergentes como el zika y chikungunya para las cuales no existe una vacuna. Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevas vacunas, que sean eficientes, estables, capaces de inducir una respuesta inmune humoral y celular, y que al mismo tiempo funcionen como adyuvantes efectivos para el combate de enfermedades infecciosas. 

			Objetivo. En este contexto, el objetivo de la presente revisión es resaltar la importancia del uso de técnicas como la secuenciación de nueva generación junto con la vacunología reversa, para la identificación de nuevos epítopos vacunales en tejido infectado y su posterior expresión en vectores vacunales, como los bacteriófagos, para el diseño de vacunas inmunoprotectoras las cuales son baratas y fáciles de producir, seguras y estables, y que además puedan administrarse sin la necesidad de un adyuvante. 

			Metodología. La presente revisión se realizó haciendo una búsqueda sistemática de bibliografía, por cada uno de los temas a abordar, en la base de datos del PubMed.

			INTRODUCCIÓN

			La vacunación es un procedimiento simple que implica la aplicación de antígenos (Ags) para inducir una respuesta adaptativa protectora y duradera contra patógenos, minimizando efectos adversos (1). Es la mejor estrategia profiláctica para reducir y erradicar la incidencia de enfermedades infecciosas en humanos y animales alrededor del mundo (2); en humanos, las vacunas no sólo han contribuido a la erradicación de enfermedades como la viruela, sino también a la lucha contra enfermedades infecciosas como la difteria, poliomielitis, hepatitis e influenza entre otras (3). Al prevenir infecciones zoonóticas como rabia, gripe aviar y porcina, brucelosis, salmonelosis y leptospirosis, las vacunas veterinarias no sólo han contribuido a preservar la salud humana (4) sino también a prevenir el sacrificio masivo de rebaños, evitando así pérdidas económicas considerables (5). Sin embargo, a la fecha aún se necesitan vacunas nuevas y eficientes capaces de inducir una respuesta inmune celular y humoral en ausencia de adyuvante. Aunque inicialmente los bacteriófagos o fagos se utilizaron para combatir infecciones bacterianas, recientemente han sido manipulados genéticamente por phage display para expresar Ags como péptidos en la superficie del fago (6) o secuencias codificantes para el Ag deseado, a nivel de ácido desoxiribonucléico (DNA) (7) para su posterior uso como vectores vacunales con el fin de estimular el sistema inmune (8). El tamaño de los fagos le permite al sistema inmune procesarlos como Ags particulados (9) y ser presentados en moléculas de histocompatibilidad (MHC) I y II. Esto sugiere un evento de presentación cruzada, que induce una respuesta inmune celular y humoral contra los Ags expresados por el fago (10), lo que les confiere una gran ventaja para su uso como vectores vacunales. Dado que los fagos utilizados como vectores vacunales no tienen modificación antigénica alguna, aparte de la proteína de fusión expresada en su superficie, tanto la cápside como el material genético le confieren propiedades adyuvantes intrínsecas (11), lo que los convierte en un candidato ideal para el diseño de vacunas. Sin embargo, para diseñar una vacuna eficaz, los epítopos expresados en los fagos deben ser inmunoprotectores (12). Utilizando herramientas como la vacunología reversa (RV) se pueden identificar nuevos Ags distintos a los reportados en la literatura y, una vez identificados, predecir la interacción de dichos epítopos con el sistema inmune (13), garantizando la inducción de una respuesta inmune protectora (14). Sin embargo, es crucial identificar los Ags expresados in vivo durante la infección, ya que la identificación de estos Ags reducirá el número de miles de posibles candidatos identificados por RV a unos pocos candidatos potencialmente protectores (15). Este enfoque es ahora posible gracias a técnicas como la secuenciación de nueva generación (NGS), una herramienta que nos permite no sólo identificar fácilmente nuevos candidatos para el diseño de vacunas (16), sino también ayudar a comprender la respuesta del sistema inmune ante un patógeno dado. Esto, quizás, nos proporcionará las herramientas para manipular la respuesta inmune y así combatir enfermedades infecciosas.

			Tipos de Vacunas

			Vacunas vivas atenuadas.

			Las vacunas vivas atenuadas también han contribuido no sólo a erradicar la viruela, sino también a controlar enfermedades como la poliomielitis, rubéola, sarampión, varicela y fiebre amarilla, entre otras (17). Dado que este tipo de vacuna induce una fuerte respuesta inmune humoral y celular, es una de las formulaciones más eficientes. Los Ags en éstas son patógenos atenuados, que en el caso de los virales se logra mediante múltiples pases en cultivo celular (18). Los patógenos atenuados son inocuos para el huésped, pero capaces de replicarse hasta cierto punto en el huésped inmunocompetente, actuando así como fuente de Ag y reduciendo el número de inmunizaciones necesarias para conferir inmunidad (19). Sin embargo, existe la posibilidad de reversión a virulencia, lo que es preocupante en términos de seguridad de la vacuna (20).

			Vacunas inactivadas

			Estas vacunas se formulan con patógenos que después de haber sido cultivados y cuidadosamente inactivados mediante tratamiento químico o con temperaturas elevadas, el patógeno pierde viabilidad conservando su inmunogenicidad (21). Se utiliza calor o sustancias químicas como el formaldehído, cuyo mecanismo de acción es el entrecruzamiento de proteínas (22). Como consecuencia de la inactivación, el microorganismo pierde viabilidad mientras preserva la estructura de los Ags de superficie, permitiendo que el sistema inmune los reconozca, procese e induzca una respuesta inmune protectora. Estas vacunas son fáciles de producir y dado que no son infecciosas, se consideran seguras para las personas inmunocomprometidas (23). Sin embargo, se requieren inmunizaciones repetidas para mantener la inmunidad. Entre los ejemplos de este tipo se encuentran la vacuna para hepatitis A, influenza, polio y rabia (24, 25)

			Vacunas de toxoide

			Las toxinas son metabolitos nocivos secretados por algunas bacterias (26). Después del tratamiento con formaldehído, las toxinas se inactivan y estabilizan, convirtiéndose en toxoides. El tratamiento induce cambios conformacionales menores en epítopos de la toxina (27). Aunque resulta en cierta pérdida de inmunogenicidad, la proteína retiene la mayor parte de su estructura, lo que permite que el sistema inmune la procese, presente y genere una respuesta inmune humoral protectora (28). Sin embargo, algunos efectos secundarios no deseados como enrojecimiento, comezón e inflamación en el sitio de vacunación se han asociado a estas vacunas (29). Ejemplos de estas vacunas son los toxoides diftérico y tetánico (30).

			Vacunas de DNA

			Las vacunas de DNA se basan en plásmidos que contienen promotores virales para garantizar la expresión de la proteína codificada en células de mamífero (31). Los Ags codificados en el plásmido son el componente principal de la vacuna, mientras que el plásmido de DNA transfectado le confiere a éstas propiedades adyuvantes intrínsecas que estimulan el sistema inmune a través del receptor tipo toll (TLR) 9 (32). Tanto los vectores como los Ags, así como las estrategias de vacunación se han optimizado y en conjunto han contribuido a mejorar la inmunogenicidad de la vacuna en comparación con las primeras vacunas de DNA (33). Los Ags codificados inducen una respuesta de células T CD8 que contribuye a la eliminación de patógenos intracelulares (34). Las vacunas de DNA son fáciles de producir, a bajo costo en comparación con las vacunas convencionales, son estables a temperatura ambiente, importante para su transporte y almacenamiento y son muy seguras (35), por lo que se han sugerido como una estrategia prometedora para el diseño de vacunas contra la tuberculosis, VIH y dengue (36).

			Vacunas subunitarias

			Las vacunas subunitarias se formulan con Ags como proteínas, péptidos, polisacáridos o un conjugado de proteína-polisacárido altamente purificados (37); éstos son más seguros que las vacunas vivas atenuadas o inactivadas (38), sin embargo, se degradan rápidamente, son pobremente captadas por las células presentadoras de antígeno (APC) y su inmunogenicidad es limitada debido a su incapacidad para estimular los receptores de reconocimiento de patógenos (PRR) tales como la familia los TLR  (11). Por lo tanto, la respuesta inducida por estas vacunas es débil y ofrece poca protección en comparación con las atenuadas e inactivadas. Además, su efectividad depende del Ag utilizado (39) por lo que, se requieren adyuvantes en su formulación para mejorar y mantener la respuesta inmune contra el Ag vacunal (40). A pesar de su baja inmunogenicidad, éstas son seguras para las personas inmunocomprometidas, ya que a diferencia de las vacunas atenuadas, no revierten y tienen menos efectos adversos (23). Entre los ejemplos de estas vacunas se encuentran las de los virus de la influenza H5N1, Epstein-Barr y papiloma humano serotipo 16 (41).

			Adyuvantes

			Los adyuvantes son sustancias capaces de modular la respuesta inmune (42) mejorando la presentación de Ag a distintas poblaciones celulares. Utilizando pequeñas dosis de Ag se induce tanto una respuesta inmune celular como humoral contra el patógeno deseado confiriendo protección a largo plazo y reduciendo la necesidad de inmunizaciones repetidas (43).

			A la fecha existen pocos adyuvantes autorizados para uso humano, ya que se deben considerar algunos puntos clave. Los candidatos a adyuvante deben ser estables, con una larga vida de anaquel (44), capaces de promover una respuesta inmune específica contra el Ag deseado, sin inducir efectos adversos tras la vacunación; poseer niveles aceptables de tolerabilidad, y lo más importante, su bioseguridad; sin embargo, durante su desarrollo, muchos adyuvantes no logran cumplir con estos requisitos (45). Una vez que se obtiene un candidato a adyuvante, es importante comprender su mecanismo de acción y la manera en que desencadena la respuesta inmune, ya que el conocimiento adecuado de éstos nos permitirá manipular la respuesta hacia una respuesta inmune celular o humoral (46).

			Las vacunas subunitarias no inducen una respuesta robusta, en comparación con las formuladas con microorganismos vivos atenuados o inactivados, por lo tanto, es necesario agregar un adyuvante a la formulación para mejorar su inmunogenicidad mediante el mejoramiento de la presentación del Ag (47). Dependiendo del adyuvante, se logra una respuesta inmune celular y/o humoral a largo plazo, lo que reduce el número de inmunizaciones necesarias para conferir inmunidad (48). Aunque su mecanismo de acción no se comprende completamente, aquí se describen brevemente algunos adyuvantes.

			Alumbre

			Los compuestos a base de aluminio como el hidróxido de aluminio, el fosfato de aluminio y el sulfato de aluminio se conocen colectivamente como alumbre. El alumbre fue el único adyuvante utilizado en vacunas humanas y veterinarias durante casi 70 años (49). La formulación del fosfato de aluminio se realiza mezclando NaH2PO4 y cloruro de aluminio y agregando lentamente NaOH hasta mantener un pH constante de 5.5 con el que se consigue un precipitado homogéneo con gran capacidad de retención y agregación de proteínas (50, 51). Aunque no se considera el adyuvante más seguro para todas las vacunas, es el más utilizado en vacunas humanas (45). Inicialmente, se creía que el alumbre creaba un efecto de depósito liberando lentamente el Ag y aumentando el tiempo de exposición al sistema inmune (52). Ahora se sabe que, tras la vacunación, los adyuvantes de alumbre tienden a formar cristales que son fagocitados por las APC dañando los lisosomas y liberando catepsina B en el citoplasma, la cual es detectada por los dominios NACHT, LRR y PYD contenidos en la proteína 3 del inflamasoma NALP3 o NLRP3 (53). Una vez activado, el NLRP3 se oligomeriza y posteriormente recluta las proteínas adaptadoras de ASC que contienen un dominio de reclutamiento de caspasas en el extremo carboxi-terminal (CARD), el dominio CARD reclutará caspasa 1 a través de las interacciones CARD-CARD dando como resultado la activación del inflamasoma, una estructura que también se forma en respuesta a estímulos fisiológicos y patológicos (54). En respuesta a la activación del inflamasoma vía NLRP3, se producen Interleucinas (IL)-1 e IL-18 (55) promoviendo una respuesta inmune TH2, que favorece la activación de células B y la consecuente producción de anticuerpos (Ab) (56). Aunque el alumbre es bueno para inducir una respuesta inmune humoral, no induce una buena respuesta inmune celular (57).

			MF59

			MF59 es el segundo adyuvante autorizado para uso humano; es seguro a base de agua y aceite formulado con 4.3 % escualeno proveniente de hígado de tiburón; 0.5 % Tween 80 y 0.5 % Span 85, ambos tensioactivos no iónicos utilizados como emulgentes (49). MF59 se autorizó por primera vez como adyuvante para las vacunas contra la influenza en 1997 (58) y desde entonces se ha utilizado ampliamente para formulaciones de vacunas humanas y veterinarias (45). Se ha demostrado que es seguro de usar en ancianos, bebés, mujeres embarazadas e individuos inmunocomprometidos, induciendo títulos de Ab más altos que el alumbre (59). El mecanismo de acción propuesto es inducir la secreción de quimiocinas como IL-8, proteína quimioatrayente de monocitos-1, (MCP-1), proteína inflamatoria de macrófagos (MIP)-1α y MIP-1β que intervienen en el reclutamiento de monocitos; tras su activación, los monocitos producirán el mismo patrón de citocinas creando un asa de amplificación y la diferenciación de monocitos a células dendríticas (DC) (60). Las DC regularán positivamente la expresión no solo del grupo de genes del Antígeno Leucocitario Humano (HLA) que codifica para el MHC, sino también de moléculas de coestimulación para la activación adecuada de linfocitos T y B (61), mientras migran al nódulo linfoide más cercano para iniciar la respuesta inmune adaptativa. Recientemente, se ha observado la activación de caspasa 1 independiente de la activación del NLRP3, lo que indica que una vía alterna de activación del inflamasoma podría estar involucrada en el mecanismo de acción del MF59. Sin embargo, se requieren más estudios para elucidar el mecanismo de acción de este adyuvante (52).

			PCEP

			Desde su síntesis en 2006 por el grupo del Dr. Chen, el adyuvante poli (di (carboxilato-etilfenoxi) fosfazeno) o PCEP, un adyuvante soluble en agua, demostró fuertes propiedades inmunomoduladoras (para información detallada sobre su formulación consulte Adrianov et al, 2006) (62), modulando la respuesta inmune innata en el sitio de inyección. A diferencia de otros adyuvantes, induce la activación de genes que codifican para citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-18 y el receptor 4 de linfotoxina β (LTBR4), citocinas que contribuyen al reclutamiento de poblaciones de células mieloides en el sitio de inyección (56, 63). Este adyuvante se encuentra en etapa experimental, por lo que su uso está restringido a experimentos de vacunación en modelos animales.

			Vacunas recombinantes y sus propiedades adyuvantes intrínsecas

			El DNA plasmídico para el diseño de vacunas ha sido manipulado genéticamente para expresar epítopos definidos de un patógeno deseado (21), se introduce en vectores vacunales como levaduras, bacterias, insectos, células de mamífero (64) o bacteriófagos (65, 66) para producir vacunas recombinantes. Debido a su complejidad antigénica, los vectores de vacuna tienen propiedades adyuvantes intrínsecas que inducen una respuesta inmune celular y humoral protectora (64).

			Bacteriófagos como Vectores Vacunales

			Los bacteriófagos o fagos son virus que sólo infectan bacterias y por lo tanto, se consideran seguros para las células eucariotas. Fueron descritos en 1896 por Ernest Hanbury Hankin como una sustancia en el filtrado de agua capaz de lisar a V. cholerae (67). Aunque los fagos son los organismos más abundantes en el planeta, no fue sino hasta 1923 que se exploró su potencial como agentes terapéuticos o terapia de fagos (68). Inicialmente se usaron para combatir infecciones bacterianas, pero su uso como agentes antimicrobianos se suspendió debido al auge de la era de los antibióticos (69). Sin embargo, con la aparición de cepas multidrogoresistentes, la terapia con fagos ha recuperado importancia en el combate de infecciones bacterianas en humanos y animales (70).

			Los fagos también se han utilizado para estudiar aspectos fundamentales de la biología molecular, para identificar bacterias patógenas y más recientemente los bacteriófagos se han manipulado genéticamente mediante phage display para expresar Ags peptídicos en su cápside para su utilización como vectores vacunales (6) o como vectores  para vacunas de DNA (7). Descritos por primera vez en 1985 por Smith, G., el phage display es una herramienta poderosa basada en la ingeniería genética, mediante la modificación de los genes de fagos que codifican proteínas de la cápside para expresar péptidos y fragmentos de anticuerpos como proteínas de fusión en la superficie del fago (71). Fagos como el Fd (72), lambda (65, 66) y M13 (73) son los vectores más utilizados para el phage display, de  los cuales, M13 es el vector más utilizado para el desarrollo de fármacos, anticuerpos y vacunas (74), es un fago filamentoso de DNA monocatenario que codifica cinco proteínas estructurales pIII, pVI, pVII, pVIII y pIX (75). Los Ags exógenos son fusionados mediante un espaciador de ocho a diez aminoácidos en el carboxilo terminal de la proteína PIII, por lo que se expresan eficientemente en la superficie del fago (76); el display resultante expresa tanto las proteínas PIII nativas como las proteínas PIII de fusión. Esta estrategia asegura tanto la estabilidad del display como la interacción eficiente de los Ags presentados (8). El M13 también ha sido genéticamente manipulado, para su uso como vector de vacunas de DNA, al introducir múltiples genes de interés en su genoma (77). Expresando un dominio de transducción de péptido-proteína proveniente del VIH tipo 1 (péptido TAT) en la cápside del fago (7), se favorece la captación del fago mediante la vía endocítica; la internalización del fago por esta vía incrementa la captación de vacunas de DNA y su expresión en la célula blanco. Como resultado, el display en fagos induce una fuerte respuesta inmune celular y humoral a los Ags codificados (77).

			Aunque los parámetros necesarios para inducir una respuesta inmune protectora y robusta no están completamente claros, se sabe que los Ags particulados son importantes para el diseño de vacunas, siendo el tamaño de la partícula un factor crítico que afecta la inmunogenicidad de la vacuna (11), es decir, el tamaño es determinante en el resultado de la respuesta inmune (47). Mientras que las nanopartículas (< 200 nm) son internalizadas vía macropinocitosis, las micropartículas (≥ 1µm) se internalizan vía fagocitosis en células del sistema inmune como monocitos, células B y DC y por endocitosis mediada por receptores en células no pertenecientes al sistema inmune (11). Debido a su tamaño, el sistema inmune procesa los bacteriófagos como Ags particulados (9) y después de su  internalización se han observado en el compartimento endosomal, entre 15 y 60 minutos después de su inyección (78). Un estudio que analizó el procesamiento del bacteriófago filamentoso Fd demostró que puede presentarse tanto en el contexto de MHC I como MHC II, lo que sugiere un evento de presentación cruzada. Este proceso permite presentar Ags extracelulares en moléculas de MHC I obteniéndose una respuesta inmune de CD8 contra esos Ags (10). Así, los bacteriófagos ofrecen la ventaja de inducir una respuesta inmune tanto de CD4 como de CD8 contra el display expresado en el fago, característica que exalta su potencial como vectores vacunales (10). M13 cuyo tamaño es de aproximadamente 800 nm de longitud por 6.6 nm de diámetro (79) puede considerarse como Ag particulado ideal para la administración de vacunas (8). Dado que los fagos utilizados como vectores vacunales no tienen ninguna modificación antigénica que no sea la proteína de fusión expresada en su superficie, conservan sus patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPS) (80) tales como glicoproteínas de superficie y el DNA que son reconocidos por los PRR en células del sistema inmune. Esto confiere propiedades adyuvantes intrínsecas a las vacunas diseñadas con fagos, una característica deseable además de su ventaja intrínseca como Ags particulados (11). Estas interacciones activan el sistema inmune innato mediante una vía dependiente de la proteína adaptadora MyD88 (Respuesta primaria de diferenciación mieloide 88) (81) colocando a los bacteriófagos como un candidato ideal para la administración de vacunas. Tanto el tamaño del bacteriófago que le permite ser presentado como antígeno particulado, así como su estructura la cual activa al sistema inmune y le confiere propiedades adyuvantes, han demostrado ser de gran utilidad para el diseño de vacunas recombinantes. Esto se ha demostrado utilizando el fago lambda como vector vacunal para expresar Ags inmunodominantes del circovirus porcino 2. En este modelo se demostró que la vacunación parenteral con este display, en ausencia de adyuvante, induce la producción de Abs neutralizantes dirigidos contra los Ags del circovirus (66). Similarmente, en un modelo bovino se demostró que la vacunación con lambda display expresando epítopos crípticos de la proteína priónica, al ser administrado en mucosas en ausencia de adyuvante, induce una respuesta de Abs IgA específicos contra los epítopos desplegados (65).

			 

			Vacunología reversa (RV)

			El éxito de cualquier vacuna recombinante depende de la selección correcta del Ags. A diferencia de la selección convencional de Ags basada en la secuencia de proteínas, la RV analiza el genoma del patógeno, en busca de nuevos epítopos, utilizando herramientas in silico para identificar factores de virulencia secretados o proteínas transmembranales que sirvan como nuevos candidatos potenciales para el diseño de vacunas (82). Usando la RV se evita el desarrollo empírico de vacunas, el cual sigue las reglas básicas de la vacunología que consisten en el cultivo y crecimiento del agente causal, su inactivación, la formulación de la vacuna y la comprobación de su inmunogenicidad mediante ensayos de prueba y error (13), un proceso que resulta lento, tedioso y en la mayoría de los casos ineficiente para el desarrollo de nuevas vacunas (83).

			El uso de la RV ha permitido la identificación de Ags para el diseño de vacunas diferentes a los reportados en la literatura (84). Este análisis no sólo permite la identificación de nuevos epítopos, sino que además predice su interacción con el sistema inmune (13). A las proteínas/péptidos identificados mediante RV se les predice el sitio de unión al Ab y posteriormente se prueban en modelos animales. Este enfoque reduce significativamente el tiempo y costo necesarios para obtener las vacunas (83, 85). Sin embargo, estas vacunas recombinantes son poco inmunogénicas (38) y requieren la incorporación de un adyuvante en su formulación para mejorar la inmunogenicidad (40).

			El éxito en el diseño de vacunas efectivas se basa en la comprensión de los mecanismos de respuesta inmune inducidos por la vacuna o el adyuvante, en la unión del Ag a la célula efectora la cual determina el tipo de respuesta inmune que se generará, pero principalmente en la identificación de epítopos inmunogénicos e inmunoprotectores (12). Otro aspecto a considerar durante el diseño de vacunas es la conformación del epítopo, es decir, si ésos  son lineales (una secuencia continua de aminoácidos) o conformacionales (secuencia discontinua de aminoácidos) que adquieren una estructura tridimensional (86). La conformación de los epítopos determina su capacidad para estimular selectivamente determinadas poblaciones celulares; mientras que los lineales se unen a las células T cuando se presentan en las moléculas de MHC I o MHC II, la mayoría de los epítopos que se unen al receptor de células B (aproximadamente el 90%) son epítopos conformacionales (87). Por lo tanto, identificar el epítopo lineal o conformacional es una estrategia útil para que las vacunas basadas en epítopos induzcan una respuesta inmune celular o humoral protectora (88). Se han descrito más de 6000 moléculas del MHC (89) y a pesar del polimorfismo entre las poblaciones humanas, existen alelos de HLA promiscuos capaces de unir el mismo péptido, lo que hace posible cubrir a la gran mayoría de la población humana independientemente del HLA expresado (90). La identificación de tales epítopos proporciona un enfoque más racional para el diseño de vacunas basadas en ellos (17, 91), garantizando la inducción de una respuesta inmune protectora (14). Se han diseñado diferentes herramientas in silico para predecir la inmunogenicidad de los epítopos de patógenos eucariotas y procariotas (92). A pesar de que esas herramientas reducen el tiempo y el costo del diseño de vacunas, su principal limitación es que no se considera la función y la patogenicidad de los candidatos a Ag. Se han diseñado nuevas herramientas que identifiquen Ags de superficie, lo que facilita la identificación de posibles candidatos para el diseño de vacunas (93). En la tabla 1, se indican algunas de las compañías que proporcionan herramientas bioinformáticas utilizadas para la identificación de epítopos de células B y T. Para una revisión más detallada de las mismas consultar la referencia (94). Estas herramientas también podrían usarse para diseñar vacunas de epítopos múltiples fusionando diferentes péptidos antigénicos de un solo patógeno o diferentes patógenos y expresándolos en un vector adecuado como los fagos, que podrían funcionar como un adyuvante al mismo tiempo (88). Esta estrategia facilitaría el diseño racional de las vacunas, evitando al mismo tiempo la necesidad del uso de adyuvantes.

			 

			Tabla 1. Compañías que ofrecen herramientas bioinformáticas para la búsqueda, selección y optimización de epítopos vacunales para el diseño racional de vacunas.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Compañía

							y Herramienta

							Bioinformática

						
							
							Característica de la compañía y/o de los algoritmos

						
							
							Referencia

						
					

					
							
							IEDB

						
							
							Immune Epitope Database Analysis Resource. Compañía dedicada a la predicción de epítopos para células B y T, utiliza una base de datos de éstos que han sido comprobados previamente.

						
							
							95

						
					

					
							
							ProInmune

						
							
							Se encarga de la caracterización de antígenos. La compañía ofrece servicio de predicción de epítopos para MHC I y MHC II.

						
							
							96

						
					

					
							
							EpiVax

						
							
							Compañía encargada de la búsqueda y optimización de epítopos vacunales los cuales pueden estimular selectivamente diferentes poblaciones celulares.

						
							
							97

						
					

					
							
							EpiMatrix

						
							
							Algoritmo encargado de predecir la inmunogenicidad de epítopos presentes en el antígeno de interés.

						
							
							98

						
					

					
							
							JanusMatrix

						
							
							Algoritmo diseñado para prevenir el desarrollo de una reacción autoinmune mediante el escaneo del epítopo vacunal seleccionado contra una base de datos de Ag propios.

						
							
							99

						
					

					
							
							ClustiMer

						
							
							Que mide la habilidad de los epítopos predichos por EpiMatrix para unirse a un mayor número de MHC para posteriormente hacer una búsqueda de esos epítopos en otras regiones del Ag.

						
							
							100

						
					

					
							
							JanusMatrix

						
							
							Una vez seleccionados los epítopos para células T utilizando EpiMatrix, este algoritmo busca reactividad cruzada con microorganismos comensales, otros patógenos y componentes propios; además de predecir qué población de células T responderá al mismo, contribuyendo al desarrollo de vacunas más seguras y efectivas.

						
							
							101

						
					

					
							
							Conservatrix

						
							
							Algoritmo que busca epítopos conservados entre diferentes cepas de patógenos.

						
							
							102

						
					

					
							
							EpiAssembler

						
							
							Una vez que se han identificado los epítopos inmunogénicos, se analiza la secuencia que flanquea al epítopo para obtener la secuencia consenso, el análisis se realiza tanto en el extremo amino como en el carboxilo del epítopo; el ensamble de la secuencia consenso incrementa la probabilidad de que el epítopo seleccionado se una al MHC, haciendo más accesible al Receptor de Células T o TCR.

						
							
							103

						
					

				
			

			

			Además de lo anterior, es crucial identificar las proteínas expresadas in vivo durante la infección, ya que la identificación de estos Ags reducirá el número de miles de posibles candidatos identificados por RV a pocos candidatos a Ags potencialmente protectores (15). La identificación de estos Ags a partir de tejido infectado es ahora posible gracias a técnicas como la NGS, una herramienta que nos permitirá no sólo identificar fácilmente nuevos candidatos a Ag para el diseño de vacunas, sino también contribuir a la comprensión de cómo responde el sistema inmune ante un patógeno dado y quizás también nos proporcione las herramientas para manipular la respuesta inmune a fin de combatir enfermedades infecciosas.

			Secuenciación de nueva generación y diseño de vacunas

			La NGS, también conocido como secuenciación paralela o deep sequencing, es una técnica mucho más barata y rápida, la cual ha permitido a los investigadores realizar estudios completos del genoma los cuales no se podrían haber logrado con la secuenciación de primera generación. NGS es una tecnología de secuenciación de DNA que se está convirtiendo rápidamente en una herramienta importante en el campo de la vacunología; consiste en la preparación de una biblioteca genómica, y la secuenciación y análisis de las secuencias. Esta técnica es capaz de generar hasta 1.5 x 108 secuencias en una sola corrida y los resultados se pueden utilizar para dilucidar el genoma, el transcriptoma, las modificaciones epigenéticas y realizar análisis metagenómicos, entre otras aplicaciones (104). Una vez realizado el análisis de las secuencias y empleando algoritmos bioinformáticos, las proteínas expuestas en la superficie del patógeno o las proteínas secretadas al medio extracelular pueden ser identificadas y servir como blancos potenciales para el diseño de vacunas, ya que es más probable que éstas sean expuestas al sistema inmune del huésped (16). Sin embargo, para diseñar vacunas eficaces, también es importante comprender la respuesta que el patógeno utiliza para evadir la respuesta inmune del huésped (96). Así, determinar la variabilidad genética entre cepas de patógenos (105) o identificar las proteínas expresadas durante la etapa aguda y crónica de la infección (106) es crucial para la identificación de nuevos blancos antigénicos que no posean homología con proteínas en humano o animal; una estrategia de gran utilidad para mejorar la seguridad y eficacia de la vacuna (16). Como se mencionó anteriormente, una vez que se han identificado los epítopos para el desarrollo de la vacuna, se predice la inmunogenicidad utilizando diferentes algoritmos desarrollados para predecir su capacidad de unirse a las moléculas MHC I o MHC II, independientemente de su polimorfismo, cubriendo la mayor parte de la población (107).

			CONCLUSIÓN

			Las vacunas han sido la estrategia más efectiva para prevenir enfermedades humanas y animales. Hoy, sin embargo, se necesitan vacunas más efectivas contra nuevos agentes infecciosos emergentes o para enfermedades en las que el uso de organismos vivos atenuados no es posible debido a problemas de bioseguridad o donde la complejidad intrínseca del microorganismo aún no se comprende. El uso de herramientas como la RV junto con NGS en muestras de tejido infectado constituye una estrategia prometedora para identificar nuevos epítopos que sean seguros e inmunoprotectores para el diseño racional de vacunas mediante phage display utilizando bacteriófagos como vectores vacunales. El uso de bacteriófagos como vectores vacunales ofrece muchas características atractivas; debido a su tamaño, el fago se procesará como Ag particulado y se presentará tanto en moléculas de MHC I y MHC II, asegurando el establecimiento de una respuesta inmune celular y humoral. Dado que los fagos poseen propiedades adyuvantes intrínsecas, pueden inducir una respuesta inmune protectora en ausencia de adyuvante. Los bacteriófagos también cumplen con las características de una vacuna ideal, como la seguridad ya que no infectan células de eucariontes, su administración puede ser libre de agujas, ya que sobreviven el paso por el tracto gastrointestinal, son termoestables y baratas de producir. Por lo tanto, los bacteriófagos son el vector ideal para el diseño racional de vacunas.
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ABSTRACT

Bacteriophages as vaccine delivery system

Introduction. Throughout history, different vaccines have been
designed based on the recognition of epitopes present in the vaccine
antigens. However, despite the advances and achievements in
vaccinology, to date it has not been possible to develop efficient
vaccines against pathogens like the Human Immunodeficiency Virus
due to its antigenic complexity. On the other hand, in the last two
decades multiple emerging infectious diseases like influenza and the
appearance of zika and chikungunya viruses have arisen in the last
two decades. Therefore, there is a need for the rational development
of new and efficient vaccines that are stable, safe, able to induce a
cellular and humoral immune response, and at the same time working
as effective vaccine adjuvants to fight infectious diseases.

Objective. Thus, the objective of this review is to exalt the importance of
tools like Next Generation Sequencing coupled to reverse vaccinology
to identify new vaccine epitopes on infected tissue and expressing
them on bacteriophages to design an immunoprotective vaccine which
is cheap to produce, safe, stable, and can be administrated without
adjuvant.

Methodology. This review was performed with a systematic literature
search on the PubMed database related to each topic.

RESUMEN

Introduccion. A lo largo de la historia se han diseflado vacunas
utilizando epitopos definidos, presentes en antigenos utilizados para
disefiar la vacuna. Sin embargo, a pesar de los avances y logros en el
campo de la vacunologia, a la fecha no se ha logrado desarrollar vacunas
eficientes contra patogenos como el virus de la inmunodeficiencia
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