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RESUMEN

Las primeras vacunas fueron desarrolladas empiricamente mediante técnicas
convencionales de atenuacién e inactivacion. Sin embargo, estos métodos clasicos
presentaban numerosas limitaciones. A finales del siglo XX, gracias a los avances en
biologia molecular e ingenieria genética, surgio la tecnologia del ADN recombinante,
gue permite el disefio racional de nuevos antigenos vacunales. De este modo se
desarrollaron las primeras vacunas basadas en proteinas y vectores recombinantes, y
las vacunas de ADN y ARN, entre otras. Estas nuevas técnicas de produccién ofrecen
una mayor versatilidad en el disefio del antigeno, creando vacunas mds eficaces,
seguras, estables y asequibles econémicamente. Para aumentar su eficacia, se han
desarrollado formulaciones mejoradas que incluyen nuevos adyuvantes capaces de
mejorar la respuesta inmune del hospedador. Las vacunas de disefio no solo permiten
emplear nuevas formas de administracién con mejores resultados, sino que ademas su
formulacién hace innecesaria la cadena de frio, lo que facilitaria su uso en paises en
vias de desarrollo. A pesar de estos avances, persisten retos importantes. Uno de los
mas evidentes es el desarrollo de vacunas frente a virus con elevada tasa mutacional,
lo cual incrementa la posibilidad de aparicién de especies emergentes.

ABSTRACT

First vaccines were developed empirically by conventional attenuation and inactivation
techniques. However, these classical methods presented numerous limitations. At the
end of the 20th century, thanks to advances in molecular biology and genetic
engineering, recombinant DNA technology emerged, allowing the rational design of
new vaccine antigens. In this way, the first vaccines based on proteins and
recombinant vectors, and DNA and RNA vaccines, among others, were developed.
These new production techniques offer greater versatility in antigen design, creating
more effective, safe, stable and economically affordable vaccines. To increase its
effectiveness, improved formulations have been developed which include new
adjuvants capable of improving the host immune response. Design vaccines not only
allow the use of new forms of administration with better results, but also its
formulation makes the cold chain unnecessary, which would facilitate their use in
developing countries. Despite these advances, important challenges remain. One of
the most evident is the development of vaccines against viruses with a high mutational
rate, which increases the possibility of emerging species.

Palabras clave: vacuna, ingenieria genética, adyuvantes, virus.



1 INTRODUCCION
PANORAMA HISTORICO DE LAS VACUNAS

Las vacunas han marcado un antes y un después en la historia de la medicina, debido
al gran impacto que han tenido tanto en la salud como en la esperanza de vida de las
personas. El desarrollo y la puesta en marcha de sistemas regulares de inmunizacidn
han demostrado ser una medida eficaz en el control de muchas enfermedades
infecciosas, llegando incluso a erradicar la viruela a nivel mundial, sin embargo, las
enfermedades infecciosas siguen siendo una de las principales causas de muerte en el
mundo.

Las primeras vacunas se desarrollaron de forma empirica, ya que, se desconocia la
naturaleza del antigeno causal y los efectos que suponia la inmunizacion en los
individuos. Actualmente, gracias a los avances en biologia molecular y desarrollo de la
ingenieria genética es posible el disefio racional del antigeno vacunal y la creacién de
vacunas mas eficaces y seguras. A continuacidn revisaremos brevemente los
principales acontecimientos que se han producido en el desarrollo de vacunas desde
sus origenes hasta nuestros dias, basandonos principalmente en la tecnologia
empleada para ello (1).

La historia de las vacunas comienza a finales del siglo XVIII con el descubrimiento del
concepto de atenuacién. En el siglo XIX se desarrollaron las primeras vacunas
inactivadas, y fue a partir de finales del siglo XX cuando gracias a los avances en
biologia molecular, comenzé la era de la ingenieria genética (2).

Descubrimiento de la atenuacion

El nacimiento de las vacunas se remonta al afio 1798 cuando Edward Jenner, tras un
tiempo haciendo observaciones, se percatd que el virus de la viruela de la vaca que
producia una enfermedad leve en humanos, podia ser utilizado para prevenir la viruela
basdndose en el principio de que un agente virulento para un animal podia ser
atenuado en humanos. Desarrollé una técnica de profilaxis que consistia en la
introduccidn del polvo de las costras producidas por el virus de la viruela sobre una
incision previamente hecha en la piel de la persona a la que se queria proteger de la
enfermedad.

Sin embargo, la historia de las vacunas con una base cientifica comenzé en el
laboratorio de Luis Pasteur al formular la hipdtesis de que algunos patdgenos podian
ser atenuados si se les expone a ciertas condiciones ambientales tales como
modificaciones nutricionales, altas temperaturas, oxigeno o productos quimicos. Su
consecutivo estudio con el Bacillus anthracis y el virus de la rabia confirmd su hipotesis

(3).

No obstante, la técnica de atenuacion mas poderosa y eficaz consistia en el cultivo en
serie de un patdgeno in vitro o en un ambiente inusual. L.Calmette and C.Guérin
hicieron 230 pases de cepas de Mycobacterium tuberculosis bovino en un medio



artificial para obtener una cepa atenuada que protegiera contra la tuberculosis
humana (4).

La revolucion llegd cuando se descubrié que las células cultivadas in vitro podian
utilizarse como sustrato para el crecimiento viral. El pase en cultivos celulares conduce
a la adaptacion del virus a crecer en ese medio, y los mutantes mejor capacitados para
crecer son generalmente los que han perdido o modificado los genes que les permiten
infectar y propagarse en el huésped humano. De esta manera, la vacuna de la polio
oral de Sabin, la vacuna contra la varicela y la hoy conocida como triple virica
(sarampion, rubeola y paperas) fueron creadas gracias a la seleccion de clones con
virulencia reducida, producto del pasaje en cultivos celulares in vitro. La adaptacion del
virus a crecer a temperaturas inferiores a 37 grados, es otra estrategia de atenuacién
que fue usada en el desarrollo de la vacuna contra la rubeola (3).

Otra tecnologia importante aplicada a virus ARN con genomas segmentados fue el
reordenamiento gendmico en el cultivo celular. La idea se basaba en que dos virus ARN
con genomas segmentados podian cultivarse simultdneamente, seleccionando
posteriormente un clon, y de este modo aislar un nuevo virus con segmentos de RNA
de ambos virus. Gracias a este método se desarrollaron las vacunas atenuadas contra
Influenza y rotavirus humano (5).
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Figura 1: Reordenamiento de genomas de ARN segmentado para la produccion de
vacunas contra Influenza atenuadas. Cultivo simultdneo del virus salvaje, que contiene
los antigenos HA y NA de alta virulencia, con un virus adaptado al frio que presenta
genes de atenuacion que le permiten crecer a 252 C y que ademds le restringen el
crecimiento a temperaturas de 382 - 39 °C. El resultado es la produccion de un virus
recombinante atenuado sin capacidad patogénica, adaptado al crecimiento a
temperaturas bajas sin posibilidad de multiplicacion sistémica y que ademds es capaz
de inducir una respuesta inmune protectora. (Modificado de: 6).

El principal problema que planteaban estas primeras vacunas atenuadas era la
posibilidad de revertir hacia una forma mas virulenta y causar la enfermedad en el
hospedador. Fue a finales del siglo XIX cuando los investigadores descubrieron el
concepto de inactivacién, lo que permitié el desarrollo de vacunas mas seguras y con
menos efectos adversos. A continuacion se exponen los distintos métodos utilizados
para la creacién de las primeras vacunas inactivadas.



Primeras vacunas inactivadas
¢+ Microorganismo inviable

Los cientificos observaron que tras someter cuidadosamente a una bacteria a un
tratamiento quimico o con calor, esta se volvia inviable pero seguia manteniendo su
inmunogenicidad. Fueron D. Salmon y T. Smith quienes primero aplicaron el principio
de inactivacion, y lo hicieron sometiendo a patégenos como Salmonella typhimurium 'y
Vibrio cholerae a un tratamiento con calor, creando de esta manera las primeras
vacunas inactivadas de células enteras.

Por otro lado, la inactivacion quimica se basaba en utilizar ciertas sustancias como el
formaldehido con el propésito de inactivar patdgenos. La primera vacuna desarrollada
con esta técnica fue la vacuna contra la tos ferina de células enteras inactivadas (2).
Cabe destacar que algunas enfermedades bacterianas son producidas por toxinas
liberadas por las propias bacterias, como ocurre con las toxinas tetdnica o diftérica. En
1923 los investigadores descubrieron que era posible inactivar quimicamente la
toxicidad de esas moléculas, a la vez que se mantenia la capacidad para inducir
anticuerpos protectores, y en consecuencia se desarrollaron las primeras vacunas
basadas en toxoides inactivados (7).

Mds tarde en el siglo XX, la inactivacidon quimica fue utilizada el desarrollo de vacunas
contra virus. La vacuna inactivada contra el virus Influenza fue la primera vacuna
inactivada contra virus que tuvo éxito, a la cual siguieron la vacuna contra la polio
inactivada desarrollada por J.Salk y la vacuna contra la hepatitis A de virus enteros
inactivados (2).

+* Particuladas:

- Polisacaridos y conjugados

Durante la década de 1970 se desarrollaron las primeras vacunas particuladas. Este
tipo de vacunas no utilizaban el microorganismo completo, sino un pequefio
fragmento del mismo.

Las vacunas basadas en polisacaridos capsulares fueron las primeras en desarrollarse, y
utilizaban los polisacédridos capsulares de algunas bacterias como inmundgeno,
aprovechando su capacidad para inducir la produccién de anticuerpos neutralizantes.
En base a esto se desarrolld una vacuna que contenia polisacdridos de Neisseria
meningitidis (8).

Posteriormente descubrieron que los polisacaridos del Streptococcus pneumoniae eran
también inmunogénicos a pesar de existir diferencias quimicas entre los distintos
serotipos. Por este motivo se crearon vacunas basadas en multiples combinaciones de
polisacaridos del neumococo para prevenir las infecciones causadas por los diferentes
serotipos (9). Este principio fue aplicado mas tarde por Porter W. Anderson y David H.
Smith para desarrollar la primera vacuna contra Haemophilus influenzae tipo b basada
en polisacaridos capsulares (10).



Posteriormente se observé que las vacunas basadas en polisacaridos capaces de
generar anticuerpos séricos y prevenir la enfermedad en adultos, no eran
inmunogénicas en nifios. Los nifios presentan una respuesta T independiente y son
incapaces de crear una respuesta mediada por células B dirigida contra el polisacarido.
El problema se solucioné uniendo al polisacarido una proteina transportadora que
permitiese activar a los linfocitos T, aumentando asi la inmunogenicidad y creandose
de esta manera el concepto de vacuna conjugada (11). La primera vacuna conjugada
comercializada fue contra Haemophilus influenzae tipo b en el afio 1987 (12), y mas
recientemente en la década del 2000 se desarrollaron la vacuna conjugada contra el
Neumococo y meningococo (2).
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Figura 2: Respuesta inmune vacuna polisacdrida vs vacuna conjugada. Las vacunas
basadas en polisacdridos capsulares inducen unicamente la activacion de células B,
produciendo una respuesta inmune T- independiente. El acoplamiento de una proteina
transportadora permite la activacion de células T y ademds produce memoria inmune
(Modificado de: 13).

- Basadas en proteinas purificadas (“vacunas subunidad”)

Algunas vacunas se basan en la utilizacion de antigenos fragmentados o purificados
procedentes del agente infeccioso, como puede ser una proteina purificada o un
fragmento de membrana externa. Algunas de las vacunas inactivadas contra el virus
Influenza utilizadas hoy en dia son creadas mediante crecimiento viral en huevos
embrionarios y después fraccionando el virus completo con detergentes. De esta
manera se aisla y purifica la proteina viral hemaglutinina y se utiliza como antigeno en
la vacuna.



Otro ejemplo de ello es la vacuna acelular de la tos ferina, la cual ha sustituido a la
vacuna de células enteras en muchos paises, al basarse Unicamente en utilizar de una a
cinco proteinas de Bordetella pertussis y actuar con la misma eficacia sin promover
reacciones febriles (14).

La primera vacuna creada contra la Hepatitis B también utilizaba esta tecnologia. Se
basada en la purificacion de particulas del antigeno de superficie del virus de la
Hepatitis B obtenidas del plasma de los pacientes infectados. Sin embargo, esta vacuna
no era efectiva a largo plazo (15).

LOS AVANCES DE LA INGENIERIA GENETICA

En la segunda mitad del siglo XX gracias a los avances en biologia molecular se produjo
la revolucion de la ingenieria genética, también conocida como tecnologia del ADN
recombinante. Consiste en un tipo de manipulacidn genética que permite aislar y
manipular el ADN para introducirlo en células u organismos pluricelulares (2).

Esto conllevé importantes avances en multitud de terrenos, entre ellos el desarrollo de
vacunas, y su primer gran fruto fue la creaciéon de la vacuna recombinante contra la
Hepatitis B en 1986. Basandose en los avances en ingenieria genética, P. Varenzuela
fue capaz de aislar el segmento de DNA que codificaba el antigeno de superficie y lo
introdujo en células de levadura que produjeron grandes cantidades de particulas de
antigeno de superficie in vitro (16).

Los recientes avances que se han producido en ingenieria genética y bio-informatica
han permitido el disefio racional de nuevos antigenos vacunales vy el desarrollo de
vacunas mas seguras, eficaces y econdmicas. Ejemplo de ello son las vacunas basadas
en proteinas y vectores recombinantes, particulas similares a virus o las vacunas de
ADN o ARN, que han revolucionado el campo de la inmunizacién y de las que
hablaremos mas adelante (2).

2 INTERACCION DEL SISTEMA INMUNE CON LOS VIRUS

Desde el punto de vista funcional podemos clasificar el sistema inmune en innato y
adquirido, aunque ambos funcionan de manera integrada, colaborando entre si para
dar lugar a una respuesta inmune eficaz. Por un lado el sistema inmune innato activa el
sistema inmune adaptativo, y este, a su vez, utiliza los mecanismos efectores de la
inmunidad innata para eliminar microorganismos (17).
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Figura 3: Sistema inmune innato y adaptativo. Una de las principales funciones del
sistema inmune es la defensa contra microorganismos. La inmunidad innata es la
primera en actuar, sequida de la inmunidad adaptativa que producird una respuesta
mds especifica y efectiva frente a exposiciones repetidas (17).

2.1 SISTEMA INMUNE INNATO

El sistema inmune innato es considerado la primera linea de defensa contra patégenos
invasores, ya que posee mecanismos pre-existentes capaces de activarse rapidamente,
precediendo a la inmunidad adaptativa. Sus principales componentes son:

*Barreras fisicas y quimicas
*Células fagociticas

*Células Natural Killer ( NK)
*Sistema del complemento
*Citoquinas pro-inflamatorias

*Receptores tipo Toll (RTT)

La inmunidad innata tiene una especificidad limitada, ya que se dirige contra
estructuras comunes a distintos grupos de microorganismo en lugar de reconocer
determinantes antigénicos propios de un microorganismo determinado. El
reconocimiento es posible gracias a los denominados receptores de reconocimiento de
patréon (PRR), unas proteinas que son el elemento clave del sistema inmune innato y
estan expresadas fundamentalmente en las células presentadoras de antigeno, como
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son las células dendriticas o los macréfagos. Existen distintos tipos de PRR, destacando
especialmente los receptores tipo Toll (RTT), que son unos receptores transmembrana
gue reconocen estructuras altamente conservadas de los patdgenos denominadas
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) (17).

Una vez producida la unién entre los RTT y los PAMPs, las células dendriticas absorben
eficazmente el material viral y procesan las proteinas virales presentandolas en forma
de péptidos unidos al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de tipo I y Il. La
interaccion entre el MHC y los receptores de células T (TCR) se ve favorecida por
sefiales coestimuladoras y citoquinas pro-inflamatorias producidas por la inmunidad
innata, permitiendo asi la posterior activacion de las células T CD8 y CD4 (18, 19).

La inmunidad innata es esencial para
el desarrollo de la respuesta inmune

@ Patégeno 5
a adaptativa

Célula presentadorade antigeno

Citoquinas
Los receptores (IL-12, IL-6, TNFa)
tipo Toll

reconocen los Senales e
PAMPs = \ coestimuladoras
4 MHC/TCR
Célula T naive Célula T efectora

s Antigeno patégeno

Inmunidad innata Inmunidad adaptativa

Figura 4: Interaccion entre sistema inmune innato y adaptativo. Los receptores tipo
Toll presentes en las células presentadoras de antigenos reconocen los patrones
moleculares de agentes microbianos. Esto induce la liberacion de citoquinas y sefiales
coestimuladoras que favorecen la presentacion del antigeno a las células T y su
posterior activacion. (Kobayashi, K. S. et al. What is innate immunity? Dana-Farber
Cancer Institute. Harvard Medical School)

Los receptores tipo Toll han sido ampliamente estudiados por el importante papel que
juegan en el desarrollo de vacunas. Los adyuvantes, moléculas utilizadas para
aumentar la inmunogenicidad de algunas vacunas, actlan a través de estos receptores
para activar el sistema inmune innato y permitir de esta manera el posterior y correcto
desarrollo de la respuesta inmune humoral y celular (17).
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2.2 SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO

Las vacunas inducen una respuesta inmune adaptativa que estd definida por las
propiedades de especificidad y memoria. Este sistema adaptativo posee dos tipos de
respuestas:

X/

% Respuesta inmune humoral: mediado por linfocitos B productores de
anticuerpos neutralizantes cuya principal funcidn consiste en prevenir vy
determinar la frecuencia de la infeccidn.

+»* Respuesta inmune celular: mediado por linfocitos T los cuales se encargan del

reconocimiento y aclaramiento de las células infectadas por Vvirus,

determinando en muchas ocasiones la severidad de la enfermedad

Anticuerpos neutralizantes

La mayoria de las vacunas antivirales trabajan induciendo anticuerpos especificos
contra las glicoproteinas de superficie de los virus con envoltura o contra
determinadas proteinas en virus sin envoltura. Los anticuerpos son el elemento
principal de la respuesta inmune adaptativa que ha de alcanzar niveles protectores
para estar presente durante la re-exposicion al agente patdgeno. Son los Unicos
elementos de la respuesta adaptativa capaces de reconocer a un virus antes de que
infecte a la célula. Los anticuerpos existentes pueden actuar con la misma velocidad
que la respuesta inmune innata, pero con mayor avidez y especificidad. Por lo tanto,
un importante objetivo inmunolégico es la induccién de una respuesta mediada por
anticuerpos que sea duradera.

La respuesta de anticuerpos protectores se considera éptima cuando neutralizan e
inhiben la infeccidn. La neutralizacién puede ocurrir por tres mecanismos. En primer
lugar, el anticuerpo bloquea directamente la unidén del virus a la célula diana
obstruyendo el dominio de unién al receptor. Un segundo mecanismo muestra como
la neutralizacién puede producirse tras el acoplamiento viral, al evitar la entrada en la
célula o el desprendimiento a través la inhibicion de la fusion. Por dltimo, Ia
agregacion o inmovilizacion de los virus reduce el inoculo infeccioso al evitar que el
virus alcance la célula diana (20).
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Figura 5: Mecanismos de neutralizacion mediados por anticuerpos. 1) Los anticuerpos
se unen a las proteinas de envoltura virica y ocupan los sitios de unién al receptor
inhibiendo de esta manera la interaccion del virus con la célula huésped. 2-3) Tras la
union a los receptores, los anticuerpos son capaces de inhibir la fusion de las
membranas e impedir de esta forma la entrada del virus a la célula. Ademds son
capaces de inhibir la transmision o el desprendimiento de una célula a otra. 4)
Finalmente la agregacion viral o la virolisis por activacion del complemento también
contribuyen al efecto neutralizador de los anticuerpos al impedir que el virus alcance la
célula (21).

Células T CD8 citoliticas

A pesar de que los anticuerpos son reconocidos como el mecanismo principal de la
respuesta inmune protectora inducida por las vacunas, es raro que la deficiencia de
anticuerpos se asocie con la severidad de una enfermedad viral. La excepcion a esto es
la infeccion por picornavirus que puede ser letal en el contexto de un déficit de
inmunoglobulinas. La severidad de la enfermedad en la mayoria de las infecciones
virales es mayor y en ocasiones letal cuando existen deficiencias en las células T (20).

Las células T CD8 efectoras o citoliticas, que son un elemento clave en el aclaramiento
de las células infectadas, son activadas por la unién de los TCR y el MHC de clase |I.
Cabe destacar que algunos virus, como el virus del Herpes, disminuyen la expresién de
moléculas del MHC de clase |, dificultando de esta manera la presentacidn del antigeno
e impidiendo el reconocimiento y la activacién de las células T CD8. En contraposicidn,
las células NK del sistema inmune innato son capaces de reconocer y eliminar las
células con expresiéon reducida del MHC de clase I. Asimismo, la actividad mediada por
las células NK se ve favorecida por los anticuerpos producidos por las células B, lo que
supone un ejemplo mas de la interaccién existente entre la inmunidad innata y
adquirida.

Por otro lado, las células T CD4 colaboradoras ayudan a las células B en la produccién
de anticuerpos neutralizantes. Ademds, también son un elemento clave de ayuda para
las células T CD8 al producir gran cantidad de citoquinas proinflamatorias, llegando
incluso a tener un papel importante en la citotoxicidad mediada por células (18).
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Por estos motivos, las respuestas especificas de las células T son importantes para
controlar la infeccion viral y limitar su severidad. Sin embargo, hasta la fecha ninguna
vacuna ha sido autorizada en Estados Unidos basada Unicamente en la inducciéon de
una respuesta inmune mediada por células T (20).

3 ESTRATEGIAS EN EL DISENO DE VACUNAS DIRIGIDAS
CONTRA VIRUS

Desde la invencién de la primera vacuna en 1796 hasta la década de 1980, tanto el
modo de preparacién como la composicion y eficacia de las vacunas, difiere mucho de
lo que podemos lograr hoy en dia gracias a los avances en ingenieria genética, que nos
permite utilizar el material genético como antigeno vacunal. La ingenieria genética ha
revolucionado diversos campos como son la Biologia, la Biotecnologia y por supuesto
la Biomedicina, marcado un antes y un después en las estrategias utilizadas para el
desarrollo de vacunas. Vamos a hacer una revisidon general de las distintas técnicas,
tanto clasicas como moleculares, de las que se dispone para el desarrollo de vacunas.

En primer lugar vamos a clasificar las vacunas en funcion de la naturaleza del antigeno
empleado.

1. Vacunas vivas atenuadas
2. Vacunas inviables con microorganismo entero o fragmento del mismo.
3. Vacunas genéticas basadas en ADN y ARN. Ingenieria genética.

3.1 VACUNAS VIVAS ATENUADAS

Una vacuna viva consiste en un microorganismo capaz de infectar células y replicarse
por si mismo pero sin causar la enfermedad, ya que esta capacidad, ha sido eliminada
virtualmente en un proceso denominado atenuacién. El propio microorganismo actua
como inmundégeno complejo, induciendo generalmente tanto inmunidad humoral
como celular.

La atenuacion tiene como objetivo lograr el dificil equilibrio entre la eliminacién de la
patogenicidad del microorganismo y la capacidad para seguir induciendo una
respuesta inmune eficaz. Ademas es importante mantener esta atenuacion en el
tiempo, es decir, lograr la estabilidad o la irreversibilidad de la atenuacidn, ya que los
microorganismos que mantienen la capacidad de replicacién pueden volverse
virulentos en algunos casos (7). Por tanto la principal dificultad que plantea el
desarrollo de este tipo de vacunas es decidir qué tipo de mecanismo de atenuacién
emplear. A continuacidn se exponen los mas relevantes.
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METODOS DE ATENUACION
Existen seis métodos de atenuacion cldsicos para los distintos agentes virales:

+» Pases seriados en cultivos celulares

Las células cultivadas in vitro son empleadas como sustrato para el crecimiento viral, y
el pase seriado en estos cultivos facilita la produccién de mutaciones durante la
replicacion viral. Dichas mutaciones pueden suponer la pérdida o modificacion de
genes implicados en la capacidad para infectar y expandirse en el organismo, por lo
gue posteriormente se seleccionan las cepas menos virulentas (22).

Algunas de las vacunas desarrolladas en base a esta técnica son la vacuna de la triple
virica (sarampion, rubeola y paperas), la varicela y la polio (23,24).

*

+¢ Utilizacién de virus homologo causante de enfermedad en animales

Esta técnica se basa en el principio de que un virus animal esta naturalmente atenuado
para el ser humano, sin embargo, al estar inmunolégicamente relacionado es capaz de
inducir una respuesta inmune eficaz. La primera vacuna desarrollada de la historia se
basaba en esta técnica, y utilizaba el virus vaccinia de origen bovino para proteger
contra la viruela humana (25).

+ Cultivo simultdneo de dos virus

El cultivo de dos virus diferentes en un mismo cultivo celular deriva en la obtencion de
un nuevo virus con el genoma reordenado que contiene segmentos de ambos virus
parentales.

Ejemplo de ello es el cultivo simultaneo de rotavirus animal y humano, donde se
obtiene un virus que mantiene la mayor parte del genoma del virus animal y ademas
un gen de rotavirus humano que codifica para una proteina de superficie responsable
de la generacién de anticuerpos neutralizantes especificos para rotavirus humano (26).
Esta técnica también ha sido utilizada para desarrollar una vacuna contra el virus
Influenza (27).
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Figura 6: Reordenamiento genético de dos cepas de virus Influenza en el cultivo
celular. Cuando dos o mds cepas de virus Influenza con genomas RNA segmentados
infectan la misma célula, los segmentos genéticos de ambos pueden reordenarse para
dar lugar a una nueva cepa viral que presenta antigenos de superficie diferentes a los
virus originales. Este hecho da lugar a lo que denominados como “cambio antigénico” e
implica la posibilidad de que la nueva cepa resultante produzca una infeccion
pandémica al no disponer de anticuerpos neutralizantes especificos contra esta nueva
variedad del virus (Modificado de: 28).

¢ Mutantes adaptados al frio o _incapaces de crecer a temperaturas superiores a

372 C

Los mutantes virales que han sido adaptados a crecer a bajas temperaturas tendran
menor capacidad para multiplicarse en el organismo humano y por tanto se consideran
atenuados. Las vacunas contra Influenza vy virus respiratorio sinticial son desarrolladas
en base a esta adaptacion (29).

+»* Introduccién de mutaciones reductoras de virulencia.

La manipulacién del material genético permite introducir ciertas mutaciones,
generalmente en forma de insercién de un elemento genético mévil o delecién. Esto
conlleva la inactivacion de genes involucrados en procesos metabdlicos o de factores
de virulencia. De este modo obtenemos una cepa atenuada con una probabilidad de
reversion virulenta nula o muy baja (7).
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+* Vectores recombinantes transportadores de genes de diferentes patdgenos

Algunos virus y bacterias han sido estudiados por la posibilidad de que actuen como
vectores transgénicos para los antigenos de otros agentes patégenos en la preparacion
de vacunas, surgiendo asi el término de “vacuna vectorificada” (2).

Las técnicas con ADN recombinante nos permiten identificar una secuencia de ADN de
interés, y amplificar dicha secuencia mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR). Posteriormente se clona dicha secuencia en el sistema celular adecuado y se
expresan y purifican las proteinas de interés. El vector de expresion es en este caso un
microorganismo recombinante que expresa la proteina derivada de otro
microorganismo, que en este caso actuara como inmundgeno (28).

El primer vector de expresion con licencia fue una cepa atenuada de fiebre amarilla
gue sirvié como vector para los genes de la proteina M y E del virus de la encefalitis
japonesa (2). Recientemente el virus vaccinia ha sido estudiado y empleado como
vector de expresion de la proteina de superficie gp120 del VIH 1 (7).

Entrada del vectorenla célula
Antigeno

/-\ Administracion al CMH 1/Antlgeno viral
b receptor dela vacuna /
Recombinacion con
»x D i ) iy © O\

Gen codificante v? \J Estimula lainmunidad
del antigeno Vectorviralno L?'I del hospedador

Patogeno .
patogenoaislado patégeno contra el patogeno

Expresiony posible secrecion del
antigeno en las células humanas

Figura 7: Vacunas basadas en vectores virales recombinantes. Los genes que
codifican los antigenos patdgenos son aislados e introducidos en el genoma de
vectores virales no patdgenos. De este modo se aprovecha la capacidad del virus para
infectar e introducirse en la célula huésped y las proteinas antigénicas de interés son
expresadas. El vector viral es capaz de fabricar grandes cantidades de antigeno in vivo,
para que este sea posteriormente expresado en la superficie de las células infectadas
(Modificado de: 28).
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3.2 VACUNAS INACTIVADAS

Las vacunas inactivadas o vacunas no vivas pueden consistir en un microorganismo
entero previamente inactivado e incapaz de multiplicarse en las células y por tanto de
revertir su patogenicidad, o de componentes celulares purificados derivados de este o
bien obtenidos utilizando las técnicas de ADN recombinante (7).

3.2.1 MICROORGANISMOS INACTIVADOS

La inactivacién del microorganismo entero se puede realizar quimicamente o con
calor, con el objetivo de generar una repuesta inmune humoral con produccién de
anticuerpos que logren neutralizar al patégeno.

Los virus son primeramente cultivados en células y recolectados de los sobrenadantes,
y posteriormente se purifican mediante técnicas de precipitacidon y cromatografia (30).
Las particulas virales resultantes son inactivadas quimicamente con fenol o tiomersal, y
ademas se les afiade un adyuvante con el fin de potenciar de manera no especifica,
mediante activacion del sistema inmune innato, la respuesta inmunitaria frente al
patégeno (7).

3.2.2 COMPONENTES PURIFICADOS: PROTEINAS, PEPTIDOS Y
POLISACARIDOS

Las vacunas basadas en componentes purificados se obtienen identificando epitopos
protectores y sus correspondientes proteinas, para posteriormente purificarlas e
inactivarlas con el fin de que sean utilizadas como antigeno.

La primera vacuna desarrollada contra el virus de la hepatitis B obtenia el antigeno de
superficie purificado proveniente del plasma de los pacientes portadores,
posteriormente era sometido a una inactivaciéon quimica con el fin de inactivar
cualquier virus presente. lgualmente algunas toxinas bacterianas como la tetanica,
diftérica o pertussis pueden ser aisladas y purificadas, para posteriormente inactivarlas
con un tratamiento quimico con formalina o glutaraldehido, y asi producir los toxoides
correspondientes (7). Otra posibilidad es la inactivacion genética mediante la
introduccidon de mutaciones en los genes codificantes para estas toxinas, de tal forma
que generen un producto atéxico que mantiene su estructura antigénica (31).

El desarrollo de las tecnicas de ADN recombinante y los avances en bioinformatica
permiten identificar secuencias de genomas microbianos e incluso deducir ciertas
secuencias de aminoacidos que codifiquen para proteinas de membrana externa o
gue tengan algun efecto tdxico en las células. Una vez identificados los genes
podemos expresarlos en un microorganismo, bacteria (generalmente Escherichia coli),
levadura o virus, para posteriormente purificarlar las proteinas por ellos codificadas, o
tomar ciertos peptidos inmunogénicos y sintetizarlos in vitro.

La vacuna recombinante contra el virus de la hepatitis B fue la primera en emplear esta
tecnica. En primer lugar se aisla el gen que codifica para el antigeno de superficie del
virus, con capacidad para inducir una respuesta inmune, para posterioremente
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introducirlo por tecnicas de ingenieria genetica en una levadura que lo produce a gran
escala (7, 32). La vacuna contra el virus de la gripe utiliza una estrategia similar.

Amplificacién

V. Expresion bacterias/ levaduras

Bacteria
00:02:21,375
Expresion O.R.Bact.

O.R. Levadura.

==

=
=== PromotorLevadura.
= Gen:HBsAg

Levadura

Forma farmacéutica

Cépsidesvacias

CHO
Figura 8: Preparacion de vacuna recombinante frente al virus de la hepatitis B. El
determinante genético del antigeno mayoritario de superficie del virus de H.B. se clona
en un pldsmido con capacidad de replicarse y expresar la proteina en diferentes
hospedadores, eligiendo por métodos experimentales aquel que se considere mds
adecuado. El antigeno producido se purifica y se utiliza como tal o insertado en una
bicapa lipidica como vacuna. (Imagen: elaborada por M.Gonzdlez-Carrerd).

Actualmente se utiliza un tipo de estrategia que permite organizar los antigenos en
estructuras inertes que asemejan a los virus (vacunas de la gripe, hepatitis B, etc.)
logrando con ello una respuesta eficaz. Estas estructuras se denominan “virosomas”.

Algunas vacunas de virosomas autorizadas contra el virus de la gripe contienen
vesiculas lipidicas esféricas que incluyen las glicoproteinas virales hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) del virus Influenza. Se ha sugerido que la glicoproteina HA dirige
los virosomas hacia las células presentadoras de antigenos que lo envuelven por
endocitosis, y tras la degradacion proteolitica presentan los antigenos a las células T
facilitando su activacion (45).

19



' Hemaglutinina

Pl Neuraminidasa

Bicapa lipidica

» 4 150 nm

Figura 9: Estructura de un virosoma. Los virosomas utilizan las estructuras que
componen los liposomas como base para encapsular y transportar proteinas virales,
como son por ejemplo la HA y NA del virus Influenza. Estas proteinas dirigen el
virosoma hacia las células de la inmunidad innata y permiten la liberacion del antigeno
vacunal (Modificado de: 45).

3.3 VACUNAS “GENETICAS” (BASADAS EN ADN Y ARN)

3.3.1 VACUNAS DE ADN

Las vacunas basadas en ADN, también conocidas como vacunas de tercera generacion
0 vacunas genéticas, surgieron como consecuencia de los grandes avances logrados en
areas como la genémica y la protedmica, y han supuesto una nueva era para la
inmunologia. Se basan en el empleo de plasmidos o vectores de ADN que contienen los
genes que codifican las proteinas de interés que seran empleadas como antigenos en
la vacuna (1).

Las vacunas hasta ahora autorizadas estan compuestas predominantemente de virus
vivos atenuados, patégenos muertos o subunidades de patdgenos. Las vacunas
inactivadas confieren proteccion mediante respuestas humorales y activaciéon de
células T CD41, y generalmente no proporcionan inmunidad de por vida. Por otro lado,
la vacunas vivas atenuadas son capaces de inducir respuesta inmune tanto humoral
como celular, generando inmunidad de larga duracién. No obstante, este tipo de
vacunas podria tener muchas limitaciones para su desarrollo si el objetivo es inducir
inmunidad frente a multitud de subtipos virales y ademds existen preocupaciones en
torno a su seguridad (33).

El desarrollo de vacunas de ADN supone una alternativa prometedora al presentar
numerosas ventajas respecto a las vacunas previamente desarrolladas, especialmente
en los siguientes aspectos :

20



*Seguridad: no emplean microorganismos vivos.
*Induccion de inmunidad: tanto de tipo humoral como celular.

*Versatilidad: derivada de la relativa facilidad para modificar los antigenos
codificados en los plasmidos.

*Costo-efectividad: especialmente cuando se producen a gran escala y un
breve espacio de tiempo.

*Estabilidad y mayor vida media: til para el almacenamiento y transporte
ya que se puede prescindir de la cadena de frio necesaria en las vacunas
convencionales.

Disefio del antigeno y formulacion de la vacuna “genética”

Como ya se ha mencionado antes, la unidad funcional de estas vacunas son plasmidos
de ADN que contienen los genes codificantes de proteinas antigénicas, y que son
utilizados como vectores en la vacunacion con ADN. Los plasmidos bacterianos son
moléculas de ADN circular con capacidad para replicarse de forma independiente del
cromosoma bacteriano e inducir las expresion de diferentes proteinas (1).

Numerosas investigaciones llevadas a cabo recientemente se han centrado en el
disefio de un antigeno que permita hacer frente a patdégenos altamente variables. Para
disefiar el antigeno las secuencias de inmunogenos son seleccionadas de una coleccién
de secuencias proteicas del antigeno diana. Los inmunogenos de consenso son
disefiados para codificar el aminoacido que se encuentra con mayor frecuencia en
cada posiciéon de un fragmento de ADN, mientras los antigenos mosdico codifican las
regiones mas inmunogénicas de un antigeno. De un modo similar, las secuencias
denominadas inmundgenos del centro del drbol, derivan de una secuencia nativa que
representa el centro de la diversidad evolutiva, mientras que los inmundgenos
ancestrales derivan de secuencias de antigenos que estan en la raiz u origen del arbol
filogenético. Estas técnicas de disefio tienen como objetivo elaborar una secuencia
sintética que sea representativa de la diversidad de patogenos existentes , para que la
respuesta inmune del hospedador responda mas eficazmente contra patdgenos
divergentes, como es el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (33).

Se han documentado algunas estrategias en la formulacién de vacunas de ADN que
aumentan la inmunogenicidad del antigeno. La formulacién de la vacuna en
microparticulas o liposomas aumenta la transfecion de las células presentadoras de
antigenos y por tanto, induce respuestas inmunes humorales y celulares mas
robustas. Otro método consiste en la inclusion de plasmidos adicionales que
codifiquen para interleucinas o moléculas coestimuladoras, que actuardn como
adyuvantes moleculares capaces de modular la respuesta inmune adaptativa. Un
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estudio ha demostrado que la utilizacién del factor estimulantes de colonias de
macréfagos de granulocitos (GM-CSF) como adyuvante molecular , induce respuestas
humorales y celulares mas potentes (33).

Vias de administracion

Una vez disefado el plasmido, debemos elegir la ruta y forma de inoculacién adecuada
para que este pueda inducir una respuesta inmune eficaz, ya que tan sélo del 1 al 10%
del ADN inoculado se procesard de manera correcta para codificar la proteina de
interés (34).

La piel, el musculo esquelético y las mucosas son las rutas de inoculacion mas
utilizadas. En cuanto a la forma de inocular el ADN tenemos dos alternativas, la
inyeccion directa de ADN y “la pistola genética”. La primera es la forma mas utilizada
ya que no requiere técnica ni preparacion especial para su proceder , ademads de ser
bastante econdmica, sin embargo el uso de la pistola genética supone ciertas ventajas
(35). Lainoculacién de ADN mediante “pistola genética” se lleva a cabo acoplando la
molécula de ADN a esferas de oro o tungsteno, y con ayuda de helio comprimido son
disparadas en la dermis y capas subdérmicas haciendo que se produzca la transfeccién
directa de las células presentadoras de antigenos. Esto permite reducir la cantidad de
ADN necesario y aumentar la eficiencia de la inoculacién. (1, 34, 35)
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Figura 10: Vias de adminstracion de vacunas basadas en ADN: inyeccion con jeringa
vs “inyector de genes”. La inyeccion con jeringa supone un método cldsico de
administracion que aplica el pldsmido a las células musculares. Por otro lado, Ila
pistola genética inocula el ADN directamente sobre la piel, aumentando la transfecion
de las células presentadoras de antigenos (36).

Los parches dérmicos y la electroporacién, que consiste en aplicar pulsos eléctricos
cortos sobre el tejido, constituyen otros métodos no invasivos de aplicacion de la
vacuna que ademds aumentan la eficiencia de la transfencién (33).

Mecanismos de respuesta inmune en vacunas genéticas

La célula es transfectada por el plasmido que se transloca al nicleo, donde se pone en
marcha la transcripcién del transgen. Después, los transcritos de ARN mensajero van
al citoplasma donde se traducen en proteinas que son degradadas en el proteosoma
en pequeiios péptidos. Estos péptidos se transportan al reticulo endoplasmico
mediante un sistema de proteinas transportadoras , y una vez alli se vinculan con
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I). El complejo
péptido-MHC-I se trasladan a la superficie celular donde se une con el receptor de
células T (TcR) presente en la superficie de los linfocitos T citotdxicos (CD8)
permitiendo la activacién de estos (1).

CélulaTCD8+

Vector de ADN

| B L

Figura 11: Procesamiento y presentacion del antigeno a las células T CD8 citotdxicas.
En primer lugar el plasmido de ADN que contiene el gen de interés se transloca al
nucleo donde tiene lugar la transcripcion. Posteriormente , los transcritos producidos
van al citoplasma donde se traducen en proteinas que son degradadas en péptidos de
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8 a 10 aminoacidos. Los péptidos son transladados al reticulo endopldsmico donde se
vinculan con moléculas del MCH-I para exponerse en la superficie celular y unirse a
los receptores de las células T CD8 o citotdxicas.( Modificado de: McDonell W.M, Askari
F.K. The emerging role of DNA vaccines. Medscape).

Por otro lado, las proteinas exdgenas fagocitadas por la célula presentadora de
antigenos entran a la via endosémica donde son degradadas en pequefios péptidos
gue se vinculan con moléculas del MCH-II. El complejo péptido- MCH-II se transloca a
la superfie celular para unirse a los receptores de las células T CD4 o células
colaboradoras. La posterior induccion de mdleculas coestimuladoras por parte de la
célula presentadora de antigenos completa la activacion de los linfoctios T CD4 y CD8
,generando una buena respuesta inmune de tipo celular (33).

Los antigenos que han sido secretados o presentados en la superficie celular también
activan los receptores de las células B (BcR). Los linfocitos B activados se diferencian
posteriormente en células plasmaticas o células memoria, estableciéndose asi una
fuerte respuesta de tipo humoral (35,36).

Plasmido
Promotor

/ Senal de Poliadenilacion

Inmunizacion del ADN

Célula Presentadora de Antigeno (CPA)

Antigeno
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Figura 12: Mecanismos generales de respuesta inmune inducidos por las vacunas
genéticas. El plasmido de ADN es inoculado e incorporado en la célula huésped donde
se replica y traduce, dando lugar al antigeno de interés. Este antigeno es capaz de
inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes por parte de las célula B, o en su
defecto, puede ser capturado por la célula presentadora de antigenos donde es
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procesado y presentado a la célula T ( citotoxica o cooperadora) encargada de llevar a
cabo la respuesta inmune celular. (Hurtado, M.M.Vacunas ADN. E-ciencia).

El desarrollo y la utilizacion de vacunas basadas en ADN no solo tiene como objetivo
clinico prevenir infecciones virales y no virales , si no que ademads constituye una
estrategia prometedora contra algunos tipos de cancer.

La mayoria de los ensayos clinicos realizados hasta la fecha han evaluado la eficacia de
vacunas de ADN dirigidas contra el VIH y otras infecciones virales, como son la
hepatitis By C, VPH y virus Influenza (34).

3.3.2 VACUNAS DE ARN

Las vacunas de ARN estan compuestas por una molécula de ARN mensajero (ARNm)
gue codifica una proteina que sera utilizada como antigeno en la vacuna. Esta vacunas
aparecieron a mediados de la década de 1990, sin embargo, su desarrollo se vié
afectado por problemas relacionados con la estabilidad y la produccién. Los avances
tecnoldgicos recientes han permitido solventar estos problemas , y el conocimiento y
estudio sobre estas nuevas vacunas continda aumentando.

Las principales ventajas de este tipo de vacunas es que ofrecen la posibilidad de
desarrollar vacunas frente a distintos patogenos en un breve periodo de tiempo, sin
necesidad de utilizar cultivos celulares y a un costo reducido. Ademads son capaces de
inducir respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, tanto humorales como celulares.
El hecho de utilizar ARNm como antigeno vacunal supone una ventaja respecto a las
vacunas de ADN al eliminar la posibilidad de integracién del ADN en el gemona del
huésped. Finalmente, debido a su simplicidad y versatilidad, las vacunas de ARN
sintéticas se presentan como una alternativa prometedora para el desarrollo de
nuevos antigenos vacunales y suponen un candidato ideal para hacer frente a
pandemias de gripe o amenazas bioterroristas (37).

Diseifo de la vacuna

Actualmente, las vacunas de ARN autoreplicante que utilizan elementos virales que le
permiten la autoamplificacién in vivo ,suponen una alternativa a los vectores de ARNm
no replicantes. La autoamplificacion del vector in vivo permite la traduccion y
expresion de altos niveles de proteinas durante un tiempo prolongado, lo que supone
una gran ventaja respecto a los ARNm no replicantes. Sin embargo, aun sigue siendo
necesario mejorar el rendimiento y la produccién de estas grandes moléculas , y tener
en cuenta la posibilidad de interferencia inmunitaria inducida por el vector (38).

Vias de administracion

El ARNm necesita ser administrado a través de vectores virales que permitan su
entrada a la célula, ya que, la carga negativa y la inestabilidad de la molécula dificultan
su acceso al interior celular . Recientemente se han disefiado sistemas de entrada no
virales que incluyen nanoparticulas lipidicas, nanoemulsiones catidnicas y mecanismos
de electroporacién.
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El antigeno suele ser administrado mediante inyeccion con aguja en el musculo
esquelético. Algunos estudios sefialan que distintios tipos celulares captan
espontaneamente el ARNm desnudo y son capaces de iniciar la traduccidn y expresién
de proteinas en el citoplasma en apenas minutos. Sin embargo, tras la inyeccién solo
fracciones muy pequeifias de ARNm desnudo permanecen intactas para poder
atravesar la bicapa lipidica y llegar al citoplasma, por lo que el rendimiento de los
antigenos protéicos sigue siendo bajo (39).

Es posible que la administracién dirigida hacia érganos linfaticos o tipos celulares
especificos solvente este problema. La utilizaciéon de formulaciones que aumenten la
captaciéon del ARN , como los lipidos, o técnicas fisicas de aplicacion no invasica como
la electroporacién suponen una solucién potencial. La electroporacion es una técnica
que consiste en administrar junto al ARN corrientes eléctricas que produzcan un
aumento de la conductividad eléctrica y de la permeabilidad de la membrana celular,
facilitando la entrada del ARNm en la célula. Otros métodos mas sofisticados
consisten en la transfeccién no viral de células dendriticas in vitro, que aumenta la
migracion y activacion de las células presentadoras de antigenos y por tanto la
potencia de la vacuna (40).

Produccion y distribucion

Para la sintesis y produccién de los vectores de ARNm se requiere Unicamente conocer
la secuencia de los acidos nucléicos. Esto permite desarrollar vacunas contra diferentes
agentes infecciosos, eliminando riesgos ambientales y facilitando la distribucién de la
vacuna en un breve periodo de tiempo y a un costo reducido (41). Ademas el ARNm
puede ser liofilizado, lo que hace posible prescindir de la cadena de suministro de frioy
permite su distribucién y almacenamiento prolongado a temperatura ambiente (42).

Los avances tecnolégicos que se han producido recientemente hacen posible el
progreso hacia un disefio racional de la vacuna que permita inducir respuestas
inmunes equilibradas, tanto humorales como celulares. Sin embargo aun existen
grandes desafios que incluyen mejorar la eficacia contra patdégenos altamente
variables, el empleo de tecnologia mas barata y sostenible para su uso a nivel mundial
y mejorar la adaptacidon y escalabilidad para una produccién de emergencia o
individualizada (43).

3.4 ADYUVANTES

El adyuvante es una sustancia que al ser administrada conjuntamente con el antigeno
vacunal, ademas de provocar una liberacidon sostenida del antigeno, potencia de
manera no especifica la respuesta inmune actuando sobre la respuesta inmune innata
y favoreciendo la adaptativa.

Los adyuvantes vacunales se descubrieron en 1926 cuando A. Glenny demostrd la
actividad potenciadora vacunal de ciertos compuestos de aluminio en sus trabajos con
la vacuna de toxoide diftérico. Desde entonces diversas sustancias han sido
propuestas y estudiadas con el objetivo de reducir la toxicidad al tiempo que se
mantiene la inmunoestimulacion (44).
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Figura 13: Evolucion historica del uso de adyuvantes en las vacunas. Las sales de
aluminio han sido los adyuvantes mds utilizados y globalmente aceptados desde su
descubrimiento hasta la década de 1990. A partir de entonces, comenzo el desarrollo
de multitud de nuevos adyuvantes que son comunmente utilizados hoy en dia
(Modificado de: 45).

Los agentes infecciosos empleados como antigeno vacunal actian como un
inmundgeno ideal, ya que presentan patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) gue son reconocidos por el sistema inmune innato y necesarios para inducir
una respuesta inmune adecuada. Por esto motivo, las vacunas vivas atenuadas no
suelen requerir sustancias adyuvantes en su composicién, ya que su administraciéon
simula una infeccién natural.

Sin embargo, las vacunas inactivadas (microorganismo entero o subunidad) carecen de
estas propiedades, ya que el proceso de inactivacién elimina total o parcialmente la
capacidad inmunoestimuladora intrinseca que permite desencadenar una respuesta
inmune duradera. Las sales de aluminio han sido utilizadas con éxito en la mayoria de
las vacunas inactivadas y de subunidad autorizadas hasta la fecha, induciendo una
respuesta inmune adecuada y duradera.

Las vacunas de nueva generacion basadas en antigenos purificados o recombinantes
tienen una inmunogenicidad limitada y por tanto, también requieren del uso de
adyuvantes en su formulacion. En este caso, las sales de aluminio no siempre son
capaces de inducir una respuesta inmune adecuada para estas vacunas por lo que es
necesaria la utilizacién de adyuvantes mas complejos. Por este motivo, y ante la
creciente necesidad de su uso, uno de los enfoques mas prometedores para mejorar la
eficacia de estas nuevas vacunas consiste en utilizar adyuvantes mas innovadores,
incluso combinarlos entre si dentro de la misma formulacién.

27



Los adyuvantes actuan a través de diferentes mecanismos de accidon que siguen siendo
desconocidos y estudiados hoy en dia, tratdndose de un campo de investigacién adn
en desarrollo. Hasta la fecha no se ha logrado una estrategia para el disefio racional de
una sustancia que combine alta eficacia con minima toxicidad (45).

3.4.1 MECANISMO DE ACCION DE LOS ADYUVANTES

Las células presentadoras de antigenos del sistema inmune innato presentan los
denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRR), dentro de los cuales
destacan los receptores tipo Toll (TLR), que han sido los mds ampliamente estudiados
hasta la fecha. Los PAMPs presentes en los agentes infecciosos son reconocidos por
estos receptores, y su activacién, junto con otros procesos de inflamacién y dafio
tisular alertan al sistema inmune innato. Esta primera activacidon del sistema inmune
innato es clave para el desarrollo de una respuesta inmune adecuada, ya que, las
sefiales recibidas por las células presentadoras de antigeno tienen gran influencia
sobre la cantidad y calidad de las respuestas de los linfocitos T y B, la naturaleza de la
respuesta Ty la produccion de células de memoria.

Tanto las células dendriticas, como los macréfagos y monocitos participan en la
presentacion del antigeno a las células T, las cuales a su vez promueven la activacion y
maduracion de las células B productoras de anticuerpos neutralizantes. En base a
esto, los adyuvantes son capaces de mejorar la respuesta inmune adaptativa al
antigeno, amplificando las sefiales recibidas por las células presentadoras de antigenos
del sistema inmune innato (45).
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Figura 14: Mecanismo general de accion de los adyuvantes basado en la evidencia
actual. En primer lugar, el adyuvante imita elementos patdégenos de los agentes
infecciosos y por tanto es reconocido por el sistema inmune innato. Esto da lugar al
reclutamiento de monocitos y células dendriticas inmaduras, y a la liberacion de
citoquinas proinflamatorias. Las células innatas inmaduras comienzan a madurar hacia
células presentadoras de antigeno y se produce una migracion hacia ganglios linfdticos
de drenaje local donde se activan las células T y B. Esto conduce finalmente a la
produccion de efectores adaptativos como son los linfocitos T CD4 o células de
memoria, y anticuerpos. (Modificado de: 45)

En resumen, el uso de adyuvantes mejora el patréon de citoquinas inducidas, produce
una mayor diversidad de células T CD4 memoria y un perfil de anticuerpos mas amplio.

3.4.2 ADYUVANTES UTILIZADOS EN VACUNAS AUTORIZADAS

Actualmente existe diversidad de vacunas disponibles que utilizan adyuvantes
novedosos o una combinacién de los mismos. A continuacién revisaremos algunos de
los adyuvantes mas utilizados.

¢ SALES DE ALUMINIO

Las sales de aluminio son los adyuvantes mas utilizados hasta la fecha porque
presentan un buen perfil de seguridad y proporcionan estabilidad al antigeno, sin
embargo su mecanismo de accién aun es discutido.

Efecto de depdsito. En primer lugar forman un depdsito que permite la persistencia y
liberacion gradual del antigeno y ademas lo presenta de forma multivalente
particulada lo que estimula la interaccion con las células presentadoras de antigenos.
Estudios recientes han mostrado que no siempre es necesaria la absorcién del
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antigeno en el adyuvante, ya que en muchas ocasiones el fluido intestinal separa el
antigeno del adyuvante, y a pesar de no absorberse, el efecto adyuvante se mantiene.

Efecto citolitico. Recientemente se ha demostrado que las sales de aluminio pueden
activar directamente las células del sistema inmune innato. Se ha sugerido que las
sales de aluminio actuan sobre las células promoviendo la apoptosis y el dafio tisular,
lo que conduce a la degradacion de acido nucleicos y la consiguiente produccidn de
acido urico que podria actuar como un patron molecular asociado a dafio (DAMP) que
estimule las células del sistema inmune innato (44).

Estudios recientes han propuesto un segundo mecanismo de accién por el cual el
adyuvante activaria in vitro los componentes del complejo inflamasoma, un complejo
formado por un conjunto de proteinas de la familia NALP. Concretamente su diana
serian las proteinas NALP 3, que interaccionan con otras proteinas como las caspasas
para formar el complejo inflamasoma y promover la maduracién de algunas proteinas
proinflamatorias tales como interleucina b-1, interleucina 3 e interleucina 18 (44, 46).

Las sales de aluminio actian con éxito en vacunas dirigidas contra patégenos donde la
respuesta inducida por anticuerpos es la predominante. Algunas de las vacunas
autorizadas y empleadas hoy en dia utilizan las sales de aluminio como adyuvante.
Ejemplo de ello son la vacuna contra difteria, tétanos y tos ferina, y otras vacunas
dirigidas contra virus como el virus de la hepatitis B, hepatitis A y el virus del papiloma
humano (45).

La principal limitacidn que tienen las sales de aluminio es el escaso efecto que produce
sobre las respuestas mediadas por células T tipo Thl o citotdxicas, que son
especialmente importantes en la respuesta contra patégenos intracelulares (45).

% LIPOSOMAS/ VIROSOMAS

Los liposomas son pequeias vesiculas esféricas con un nucleo acuoso formadas por
una bicapa de fosfolipidos. Estas vesiculas esféricas pueden intercalar antigenos
virales en su membrana, y actuar como vehiculo de liberacidon del antigeno,
constituyendo lo que denominamos virosoma. (Ver apartado anterior)

Actualmente existen dos vacunas con autorizacién en Europa y paises no europeos
que utilizan los virosomas como adyuvante: la vacuna contra la hepatitis A y la vacuna
estacional contra el virus Influenza (45).

¢ EMULSIONES ADYUVANTES

Las emulsiones adyuvantes esta formadas por aceite y agua, dos sustancias
inmiscibles, por lo que para mantener su estabilidad es necesario afiadir un surfactante
o un emulsionante, tipicamente Tween 80 o Span 85 (44). Se han desarrollado dos
tipos diferentes de emulsiones, aceite en agua y agua en aceite, denominados asi en
funcién de cual es componente minoritario que es dispersado en el componente
predominante. Ambos inducen la produccién de altos niveles de anticuerpos, pero las
emulsiones de aceite en agua suelen tener mejores perfiles de reactogenicidad.
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La mayoria de las emulsiones de aceite en agua se basan en escualeno, una sustancia
orgdnica producida por plantas y que se encuentra ademas en los érganos y tejidos de
muchos animales, incluidos los seres humanos. Sin embargo, es importante destacar
que el efecto adyuvante del escualeno solo se observa cuando este esta formando
parte de una emulsién oleosa (45).

MES9

Algunas emulsiones oleosas, tales como el MF59, fueron desarrolladas ante una
posible amenaza de pandemia por el virus Influenza H5N1, lo cual promovié
numerosas investigaciones con el fin de disminuir la cantidad de antigeno necesario y
asi aumentar el nimero de dosis disponible (45).
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Figura 15: Estructura de MF59. MF59 es una emulsion de aceite en agua compuesta
por gotas de escualeno que forman un nucleo, que estd rodeado por dos surfactantes
que le proporcionan estabilidad (Tween 80 y Span 85) y del que se proyectan a modo de
espiculas las moléculas del antigeno. La actuacion de cada componente por individual
no ha logrado inducir un efecto adyuvante, por tanto, la integracion de todos los
componentes que forman la emulsion es necesaria para la activacion del sistema
inmune (Modificado de: 47)

MF59 aumenta el reclutamiento y la activacion de las células presentadoras de
antigenos que promueven respuestas inflamatorias, actuando mas especificamente
sobre los macrdéfagos que se encuentran en el sitio de inyeccién. La liberacion local de
citoquinas estimula el reclutamiento de células inmunes de la sangre al sitio de
inyeccién, creando un bucle de amplificacién. MF59 también incrementa la captacién
del antigeno por parte de los monocitos, favoreciendo su maduracién y posterior
migracion hacia los ganglios linfaticos de drenaje, donde induciran altos niveles de
anticuerpos y la activacion de las células T (47).
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Algunas vacunas autorizadas contra Influenza estacional y pandémica (H5N1) utilizan
MF59 en su composicion. Este adyuvante mejora las respuestas inmunes en
determinados grupos poblaciones como son los ancianos, que estan afectados por la
senescencia inmune. Ademas puede inducir respuesta inmune contra variantes
especificas producto de la deriva antigénica del virus estacional, que no estén incluidas
en la vacuna. Algunos ensayos clinicos muestran que durante el desarrollo de una
vacuna contra Influenza HSN1 pandémica, la emulsién adyuvante MF59 indujo cierta
reactividad cruzada frente a otras cepas relacionadas con el virus. Este hecho puede
ser muy relevante en caso de producirse una pandemia, ya que el virus emergente es
probable que continie mutando a medida de avanza la transmision (45).

<* COMBINACION DE ADYUVANTES

Las formulaciones que comprenden tres o mas adyuvantes han sido disefiadas con el
objetivo de inducir respuestas inmunes celulares mas potentes.

AS04

La primera combinacién de adyuvantes que se desarrollé es la denominada ASO4,
compuesta por un lipopolisacarido derivado, monofosforil lipido A y sales de
aluminios. Gracias a las propiedades del lipopolisacarido, esta combinacién de
adyuvantes es capaz de producir una estimulacién directa de los receptores TLR4. Esto
favorece la maduraciéon de las células presentadoras de antigenos que liberan
citoquinas que a su vez estimulan la maduracién de las células Th, especialmente Th1.

Actualmente dos vacunas autorizadas utilizan ASO4 en su composicidon. La primera
vacuna adyuvada con ASO4 fue una vacuna contra el virus de la hepatitis B para
pacientes en prehemodialisis y hemodialisis, que respondian pobremente a las vacunas
adyuvadas con sales de aluminio. Posteriormente, la vacuna adyuvada con AS04
contra el virus del papiloma humano demostré inducir mayores niveles de anticuerpos
en comparacion con la vacuna formulada con sales de aluminio. También se observé la
produccién de cierta reactividad cruzada contra otros serotipos no presentes en la
vacuna (45).

3.4.3 CAPACIDAD ADYUVANTE DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

El ARNm es una molécula capaz de ejercer efectos inmunestimulantes directos debido
a sus propiedad adyuvantes intrinsecas. Sin embargo, es posible optimizar
racionalmente el efecto adyuvante de estas vacunas modificando su formulacién y
composicion. Por ejemplo, la estabilizaciéon contra la degradacion inducida por la
ARNasa , el tamafio de las particulas y su carga influyen en la actividad adyuvante de
estas vacunas.

Ademas los vectores de ARNm codificantes de proteinas pueden ser utilizados como
adyuvantes moleculares o genéticos. La expresion del antigeno junto a factores
inmunomoduladores como son la citoquinas, aumenta la interaccion de las células
presentadoras de antigenos con las células efectoras. De este modo, se amplian
notablemente las posibilidades de disefio , pero al mismo tiempo también aumentan
las dificultades para su entrega y seguridad (43).
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3.4.4 Adyuvantes utilizados en vacunas basadas en particulas similares a
virus (VLPs)

Las particulas similares a virus (VLPs) consisten en nanoestructuras multiprotéicas
ensambladas a partir de proteinas estructurales del virus. En definitiva se trata de
bionanomateriales que simulan la conformacion de virus auténticos, pero que carecen
de cualquier tipo de material genético. El desarrollo de vacunas basadas VLPs ha
supuesto un gran impacto en la vacunologia moderna, ya que es considerada una
estrategia novedosa para haber frente a virus para los que las tecnologias
convencionales no son Utiles Las vacunas basadas en VLP contienen proteinas virales
funcionales encargadas de la penetracion del virus en la célula, hecho que garantiza
una correcta entrada celular y por tanto una seleccion especifica del tejido.

Estas nanoparticulas presentan propiedades adyuvantes capaces de inducir respuestas
inmunes innatas y adaptativas. Presentan epitopos de células B de alta densidad para
la produccion de anticuerpos y epitopos intracelulares de células T, lo que les permite
inducir potentes respuestas humorales y celulares, respectivamente. Las vacunas
basadas en VLPs suponen un sistema de entrega que combina alta inmunogenicidad
con un buen perfil de seguridad, presentandose como una novedosa alternativa a las
vacunas convencionales basadas en virus vivos atenuados o inactivados (48).

El desarrollo de la primera vacuna contra el virus del papiloma humano (VPH) fue
posible gracias a las propiedades de la proteina L1 del virus, que fue producida en
células de insecto. Esta proteina se agrega para formar particulas similares al virus,
gue tienen mayor capacidad para producir respuesta inmune efectiva que la proteina
en su forma soluble, induciendo la produccidon de gran cantidad de anticuerpos
protectores (2).

Existen algunas vacunas basadas en VLP que ya han sido autorizadas y comercializadas,
como es el caso de la vacunas contra el virus de la Hepatitis B y contra el VPH. Sin
embargo, la mayoria de las vacunas aun siguen siendo probadas en las distintas fases
de los ensayos clinicos (48).

La mayor parte de las vacunas autorizadas utilizan las sales de aluminio como
adyuvante, con el objetivo de optimizar la eficacia y seguridad de la vacuna. Sin
embargo, para hacer frente a determinados agentes infecciosos o inducir proteccién
en sujetos con un sistema inmune debilitado es necesario optimizar la formulacién
adyuvante con el objetivo de aumentar la magnitud y duracién de la respuesta
inmune. Algunos de los nuevos adyuvantes utilizados con este fin son los liposomas,
las emulsiones, las toxinas bacterianas y los agonistas de los receptores de
reconocimiento de patégenos (49).
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Figura 16: Produccion de vacunas basadas en particulas virales (VLP) y beneficios que
aporta la formulacion adyuvante. Las vacunas basadas en VLP pueden producirse
utilizando la tecnologia del ADN recombinante sobre distintos sistemas celulares como
son las bacterias, las levaduras y las plantas. El uso de adyuvantes en la formulacion
de estas vacunas supone una serie de ventajas. Por un lado mejora la inmunogenicidad
de la vacuna, generando una respuesta inmune mds rdpida y ofreciendo una amplia
proteccion frente a los distintos patogenos. Ademds crea inmunidad de memoria,
disminuye en numero de dosis necesaria y es eficaz en pacientes con un sistema
inmune debilitad (Modificado de: 49).

Los motivos que impulsan continuar con el estudio y la investigacién en el este campo
se basan en la multitud de ventanjas que aportan los adyuvantes.
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3.4.5 VENTAIJAS DEL USO DE ADYUVANTES VACUNALES

e Aumentar la seroconversion a través del estimulo de la
inmunidad especifica , util especialmente en algunos grupos
de riesgo como inmunodeprimidos, ancianosy lactantes.

e Optimizar el antigeno vacunal, disminiuyendo la cantidad de
antigeno necesario y ampliando asi la cobertura vacunal.

e Reducir las dosis de vacunas , mejorando tanto la aceptacion
de las vacunas por parte de las personas como el coste-
beneficio.

e Polarizar y dirigir la respuesta inmune para lograr una mayor
efectividad contra ciertas enfermedad.

Sin embargo , el principal obstaculo que ha impedido a los candidatos a adyuvantes
avanzar en las distintas fases de los ensayos clinicos ha sido la aparicidon de efectos
secundarios tras la administracién de la vacuna. Por este motivo, y gracias a los
avances en inmunologia y toxicologia, actualmente se trabaja para un disefio racional
de los candidatos a adyuvantes.

Se han descrito numerosas manifestaciones de toxicidad con el uso de adyuvantes,
pero las mas frecuentes son las reacciones adversas en el lugar de administracion
debido a su efecto irritante. Sin embargo, la lisis e inflamacion local también aumentan
la inmunoestimulacidon gracias a la liberacidon de moleculas enddgenas de peligro que
se producen durante la necrosis tisular, por lo que debemos buscar el equilibrio entre
la toxicidad producida y la inmunoestimulacién deseada.

También se han descrito reacciones de hipersensibilidad retardada debida al efecto de
depdsito de algunos adyuvantes, que a su vez juega un papel importante en la
inmunoestimulacién. Sin embargo, algunos estudios apuntan que la adsorcién del
antigeno al hidroxido de aluminio no es determinante para el incremento de la
respuesta inmune adaptativa, y con el obejtivo de reducir su toxicidad propusieron
emplear adyuvantes biodegradables y nanoparticulas.

Otra de las posibles reacciones adversas de los adyuvantes son las reacciones de
autoinmunidad. Con el fin de disminuirlas, se ha propuesto como estrategia la
eliminacion de epitopos que mimeticen con estructuras propias . Ademas los nuevos
avances en bioinformatica permiten comparar las secuencias de una vacuna peptidica
con secuencias propias y calcular un riesgo potencial de induccion de autoinmunidad.

Hoy en dia siguen siendo desconocidos algunos de los mecanismos de accién vy
toxicidad de estas sustancias, por lo que es importante promover investigaciones con
el fin de alcanzar un disefio racional que permita obtener un adyuvante eficaz a la vez
gue seguro (44).
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4 VACUNAS FRENTE A VIRUS ALTAMENTE MUTABLES

A pesar de los numerosos avances que se han producido en el campo de Ia
inmunizacidén, aun persisten retos importantes. Uno de los mds destacados consiste
en desarrollar vacunas eficaces contra virus que presentan elevada variabilidad
genética, como es el virus Influenza y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

La alta variacion genética que presentan se debe principalmente a dos motivos. En
primer lugar, cuando dos o mas virus con genomas distintos infectan la misma célula,
pueden intercambiar su material genético en un proceso denominado “recombinacién
o cambio antigénico”, dando lugar a un nuevo virus con un genoma distinto al de sus
progenitores (50).

Por otro lado, estos virus con genomas ARN presentan elevada tasa de mutacion
espontanea durante la replicacidn viral. Esto se debe fundamentalmente a que la ARN
polimerasa encargada de copiar el material genético durante la replicacion del virus,
no corrige los errores que se van produciendo, a diferencia de la ADN polimerasa que
si los corrige (50, 51).

A continuacion expondremos algunas de las técnicas utilizadas para la produccién de
vacunas contra la gripe vy las estrategias empleadas en los distintos ensayos clinicos en
busca de una vacuna eficaz contra el VIH.

4.1 VACUNAS CONTRA LA GRIPE

Actualmente se utilizan tres métodos para produccidon de vacunas contra el virus
Influenza aprovadas por la FDA.

+* Vacunas producidas en huevos embrionados

Este método ha sido empleado durante mas de 70 afios y es el mas utilizado para
elaborar vacunas contra el virus Influenza. Tanto la vacuna inactivada inyectable como
la vacuna viva atenuada intranasal, emplean este método para su produccién.

En primer lugar se produce la seleccidn de las cepas de los virus candidatos a la vacuna
y se cultiva en huevos embrionados durante unos dias. El cultivo resultante se inyeccta
en huevos de gallina fertilizados, donde se produce la replicacién del virus durante el
tiempo de incubacidn. Finalmente se obteniene el liquido que contiene los virus. En
este momento podemos inactivar quimicamente los virus y posteriormente purificar
el antigeno para la produccion de la vacuna inactivada inyectable. Por el contrario ,
para la obtencién de la vacuna viva atenuada, los virus iniciales introducidos en los
huevos de gallina debian haber sido previamente atenuados.

Los principales inconvenientes que plantea este método es la enorme cantidad de
huevos de gallina necesarios para la elaboracion de la vacuna y el largo periodo de
tiempo que conlleva su produccién (52).
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+* Vacunas producidas en células

Este método fue aprobado por la FDA en 2016 y la principal diferencia respecto al
método anterior es que los virus son cultivados en células de mamiferos, en lugar de
en huevos de gallina. Este método surgié como una alternativa al cultivo en huevos, ya
que la técnicas empleadas permiten una mayor flexibilidad para la produccion, y
ademas la vacuna resultante ofrece una mayor proteccién debido a la similitud que
presentan los virus obtenidos del cultivo con los que circulan en la naturaleza.

En primer lugar la cepa viral es selecionada y se inyecta normalmente en un cultivo de
células renales de mamiferos para que virus se multiplique durante unos dias .
Posteriormente las paredes celulares son retiradas y se obtiene el liquido que contiene
los virus. El virus es inactivado y se purifica el antigeno. El proceso continda con mas
etapas de purificacion y de prueba. Una de las mayores ventajas que ofrece esta
técnica es la capacidad para elaborar vacunas en cuestién de semanas, lo que podria
ser muy beneficioso para producir vacunas con rapidez en caso de pandemia. Figura
20. Supone una ventaja frente a la vacuna obtenida en huevos embrionados al no
presentar contaminaciones con proteinas de huevo que no se podrian utilizar en
personas alérgicas a proteinas del huevo (52).
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Nueva tecnologia para produccion de vacunas
La nueva producciéon de vacunas basada en células podria reemplazar la produccién tradicional

para satisfacer la necesidad de actuar con rapidez en emergencias y salvar millones de vidas en
caso de una pandemia. Las células pueden congelarse y almacenarse con antelacién a un brote.

METODO TRADICIONAL EN HUEVOS
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purificado, desactivado

m quimicamente y
L 2 degradado antes

9 de ser empacado

[3 COMO vacuna.

.. - “_ Entre la

Nueva cepa: Identificacion ;‘-"(“’*m 'dlgrg:gga:c'fx

Huzone

de la cepa del virus de la
influenza

pasan seis meses

PRODUCCION DE VACUNAS CON BASE EN CELULAS
Lineas celulares cultivadas en Las paredes exteriores de las
laboratorio ~células renales ; células son retiradas. Los virus
de mamifero- son usadas para son cultivados, cosechados,
albergar al virus ev,\frecimiento purificados y desactivados

oA
2

Produccién de
la vacuna en
semanas

El virus es

inyectado en las
células y alli se

reproduce
e Células y virus crecen en
fermentadores de acero inoxidable

Figura 17: Métodos empleados para la produccion de vacunas contra el virus
Influenza. El método tradicional utiliza huevos de gallina fertilizados como sustrato
para la multiplicacion del virus, que serd posteriormente inactivado y purificado para
emplearse como antigeno en la vacuna. Recientemente se ha aprobado una nuevo
método de produccion que utiliza un cultivo de células de mamiferos para la replicacion
del virus , lo que permite fabricar vacunas con mucha mayor rapidez que con el método
convencional. (Luisa Fernanda Gomez. Vacunas Genéticas. EIl ADN en la Ingenieria
Biomédica. 2014.)

®,

% Vacunas recombinantes

La tecnologia recombinante tampoco utiliza huevos para su produccién. Primero de
aisla el gen de la hemaglutinina (HA) de un virus de tipo salvaje. El gen de la HA
posterioremente se recombina con otros genes de virus que crecen en células de
insecto. El nuevo virus recombinado se cultiva en células de insecto para su
replicacion. Finalmente la proteina HA del virus se extrae de las células y es purificada.
Este método nos permite fabricar vacunas a gran velocidad ya que no esta limitado por
la necesidad de seleccionar virus adaptados a los distintos cultivos (53).
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4.2 DESARROLLO DE VACUNAS EXPERIMENTALES CONTRA EL VIH

El desarrollo de una vacuna preventiva contra el VIH sigue siendo un desafio
importante desde que el virus fue descubierto en 1981. Numerosos estudios y
estrategias han sido utilizadas hasta la fecha , pero ninguna de ellas ha resultado lo
suficientemente eficaz como para conferir proteccion completa frente al virus.

El VIH presenta una serie de retos especificos para el desarrollo de vacunas. En primer
lugar nadie se recupera naturalmente de una infeccién por VIH, por lo que es dificil
conocer los mecanismos de respuesta inmune eficaces contra el virus. Un segundo
reto importante es la altisima tasa de mutabilidad del virus y la multitud de serotipos
existentes, lo que hace dificil crear una vacuna que proteja contra todos los serotipos.
Por ultimo, se desconoce como van a funcionar las vacunas experimentales probadas
en animales en el huésped humano.

Con el objetivo de aumentar la respuesta inmune especifica contra el VIH , algunos
ensayos clinicos han evaluado la eficacia de una estrategia que consiste en la
combinaciéon de una vacuna de ADN con una vacuna viral basada en proteinas
recombinates. La vacuna de ADN es utilizada para la inmunizacién inicial y es capaz
activar las células T e inducir respuestas celulares. El uso posterior de una vacuna
basada en proteinas recombinantes actuaria como refuerzo e induciria la produccion
de anticuerpos especificos contra el virus, estableciéndose una buena respuesta de
tipo humoral . El ensayo clinico denominado RV144, utilizdé en primer lugar una vacuna
de ADN que contenia multiples antigenos del virus , seguido de una vacuna viral
recombinante que codificaba para la proteina gp120. Este nuevo enfoque heterogéneo
de estimulacion demotrd tener una eficacia del 31% para prevenir la infeccion por el
VIH-1, pero modificé la carga viral de los sujetos no protegidos (54, 55).

Por otro lado, un ensayo clinico en fase | combind un cebado de ADN portador de
multiples antigenos con un refuerzo viral constituido por una vacuna basada en un
adenovirus recombinante. Este ensayo desmostré que las vacunas producian una
accién sinérgica que mejoraba la magnitud de las respuestas de células T CD8, ademas
de mejorar la calidad de la respuesta humoral. Actualmente se estd evaluando la
eficacia de este nuevo enfoque para disminuir la carga viral en pacientes infectados
tras la vacunacion. Otros vectores virales, como el virus vaccinia ankara modificado,
también estan siendo estudiados como posibles candidatos para el desarrollo de una
vacuna contra el VIH-1 (33).

La incorporacion de nuevas vias de administracién y el empleo de adyuvantes
moleculares ha impulsado la realizacidon de nuevos ensayos clinicos. Uno de los mas
prometedores utiliza una vacuna de ADN administrada mediante electroporacién, que
codifica para las proteinas gag, pol y env del VIH-1, y un adyuvante molecular que
sintetiza IL-12 . El adyuvante molecular no solo aumenta la magnitud de la respuesta
inmune, sino que ademas es capaz de dirgir a las células T efectoras especificas del
antigeno hacia tejidos diana como es la mucosa intestinal, con el objetivo de
amortiguar mejor la replicacién viral inicial (33).

39



A pesar de las investigaciones realizadas, a dia de hoy no existe todavia una vacuna
eficaz contra el VIH. Sin embargo, los esperanzadores resultados que se han obtenido
en los ultimos ensayos clinicos hacen que numerosos grupos de investigadores esten
colaborando activamente en lo que se ha convertido un esfuerzo global para
desarrollar una vacuna contra el VIH.

5 VIRUS EMERGENTES

5.1 VIRUS DEL EBOLA

El virus del Ebola (VE) es un virus con envoltura que pertenece a la familia Filoviridae,
cuyo material genético consiste en una molécula de ARN monocatenario que codifica
para siete proteinas estructurales que forman el viriéon. Es el causante de la
enfermedad por virus del Ebola, consistente en una fiebre hemorragica viral
potencialmente mortal y que puede afectar tanto a humanos como animales. Existen
hasta cinco cepas del virus, siendo las mds conocidas las cepas Zaire y Sudan
responsables de la mayoria de casos de enfermedad en humanos (56).
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Figura 18: Estructura molecular de un virion del VE. El ARN del VE contiene 7 genes
que codifican para 7 proteinas estructurales: la nucleoproteina actia como cdpsula que
protege el material genético. La proteina VP35 junto con la polimerasa son
responsables de la sintesis y replicacion del ARN. La proteina VP40 es la denominada
proteina de la matriz y tiene funcion de ensamblaje y control de la salida de viriones. La
glicoproteina actua como receptor de membrana y participa en la internalizacion del
virus en células sanas. El factor de transcripcion VP30 controla el reinicio del proceso de
replicacion. Finalmente la proteina VP24 parece ser la responsable de bloquear las vias
intracelulares que activan la respuesta inmunitaria y por tanto permite al virus evadir
el sistema inmune del huésped (57).
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El primer brote ocurrié en la Republica Democratica del Congo en 1976. No fue hasta
2014 cuando se presenté como una epidemia sin precedentes en Africa Occidental,
transmitiéndose durante muchos meses en estos paises y produciendo brotes
secundarios en entornos de atencién médica en Espaia y Estado Unidos. La alarma
mundial producida, con casi 12.000 fallecidos hasta la fecha, impulsé el desarrollo de
nuevos tratamientos experimentales y avances en el desarrollo de vacunas para su
prevencion (56).

El VE es capaz de activar tanto el sistema inmune innato como el adaptativo. El
interferdn (IFN) es uno de los elementos fundamentales de la respuesta inmune innata
frente a este virus, ya que bloquea tanto la internalizacién como la replicacién viral. Sin
embargo, la interaccidon del virus con el huésped y mas concretamente la proteina
VP24 del VE, interfiere en multiples niveles con la produccién del IFN, reduciendo asi la
respuesta inmune innata y favoreciendo la infeccidon celular (56).

Célula infectada

Transcripcion
Translacion

0

Macropinosoma

Figura 19: Ciclo vital del VE. El virion alcanza la superficie celular y entra en el
citoplasma en grandes vesiculas endociticas denominadas macropinosomas. Una vez
alli, el material genético se traslada al nucleo donde se inicia el proceso de replicacion y
transcripcion. Las proteinas estructurales sintetizadas se autoensamblan para dar lugar
a nuevos viriones que salen al exterior (57).

Hoy en dia no existe un tratamiento especifico eficaz contra el virus del Ebola. Un
tratamiento de soporte adecuado, basado fundamentalmente en la reposicién
hidroelectrolitica agresiva y en la prevencion de las complicaciones del shock, es la
Unica medida con resultado eficaz para la mejora de la supervivencia. La falta de un
tratamiento especifico y la alarma social desatada por la gran epidemia ha impulsado
la investigacion y el desarrollo de algunos candidatos a vacunas. (56).
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5.2 VIRUS ZIKA

El virus del Zika es un flavivirus que se transmite a humanos a través de la picadura de
mosquitos infectados del género Aedes, relaciones sexuales o contacto con la sangre.
Fue descubierto en Uganda en 1947 y desde entonces, el virus se ha propagando y ha
aumentado su alcance geografico pasando de Africa ecuatorial a Asia y finalmente al
continente americano en 2015. La continua expansion del vector esta facilitada por
distintos factores como el calentamiento global, las lluvias torrenciales y las extensas
areas de pobreza, haciendo que hasta la fecha se hayan notificado casos hasta en 31
paises en América (58)

El virus del Zika tiene un neurotropismo significativo y es capaz de infectar neuronas y
células gliales. Las células progenitoras neuronales son su principal objetivo, afectando
a la neurogénesis y provocando la muerte celular. Por este motivo, el auge de la
propagacion del virus Zika en Brasil ha producido un incremento sin precedentes del
numero de nifos que nacen con hidrocefalia, ademas de un considerable aumento del
numero de casos del sindrome de Guillain- Barré. Estas consecuencias clinicas
devastadoras demandan de forma urgente el desarrollo de vacunas y otras medidas
de prevencion (59).

En las infecciones por virus Zika, la inmunidad humoral mediada por anticuerpos
neutralizantes es la predominante, aunque también tiene un importante papel los
linfocitos T CD4 que lisan las células infectadas. A dia de hoy no existe un tratamiento
de eficacia comprobada contra el virus, y los nuevos candidatos a vacunas estan en
fase de estudios preclinicos. En todos los ensayos clinicos llevados a cabo para evaluar
la eficacia de la vacuna resulta fundamental cuantificar la respuesta de anticuerpos,
asi como evaluar su seguridad en embarazadas.

A la hora de desarrollar una vacuna contra el virus Zika es importante tener en cuenta
gue a pesar de los distintos serotipos que presenta, la respuesta de anticuerpos es
ampliamente protectora, a diferencia de lo que ocurre con otros virus como el dengue
donde la inmunidad frente a un serotipo no protege frente a otros.

Desarrollo de nuevas vacunas ensayadas para virus emergentes (EBOLA, ZIKA, etc. :)

Varias vacunas candidatas estan en desarrollo actualmente. Estas incluyen vacunas de
virus vivos atenuados, virus purificados inactivos, vacunas de ADN y ARNm y vacunas
virales basadas en vectores virales (virus Vaccinia modificado, virus del sarampion,
adenovirus). Los esfuerzos de multiples laboratorios han conducido a un ritmo sin
precedentes en el desarrollo de vacunas virales. Por regla general, y dada la
importancia que la respuesta humoral tiene a la hora de controlar la infeccién y
propagacion viral, se buscan preferentemente antigenos de la superficie viral.

-Vacunas inactivadas: Los viriones purificados inactivados del virus Zika han mostrado
tener una buena actividad inmunogénica, sin embargo, se necesitan estudios
adicionales especiales para comprobar la seguridad de este tipo de vacunas en
inmunodeprimidos y embarazada (59).
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-Vacunas_atenuadas vivas recombinantes: Se han utilizado vectores recombinantes
como el virus de la fiebre amarilla que ha sido atenuado genéticamente y al que se le
ha introducido los genes codificantes de antigenos patdgenos del virus Zika. El objetivo
de la atenuacidn es conseguir un equilibrio entre inmunogenicidad y seguridad, siendo
especialmente importante en este caso evaluar la neurovirulencia. Estas vacunas
inducen respuestas humorales y celulares potentes.

-Vacunas de particulas semejantes a virus: “virosomas”: Este tipo de vacunas estdn
compuestas por proteinas estructurales del virus estructuradas en particulas
semejantes a virus, por lo que al carecer de material genético no se replican vy
presentan una alta seguridad (60).

-Vacunas basadas dcidos nucléicos: Las vacunas de ADN estdn compuestas por un
plasmido que contiene una secuencia de ADN codificante para el antigeno de interés,
ademds de una secuencia promotora y otra de poliadenilacion que facilitan la
transcripcion y la traduccion de proteinas respectivamente. Algunas vacunas de ADN
dirigidas contra el virus Zika utilizan los genes de las proteinas de la pre-membrana
(prM) y de envoltura (E) del virus para codificar las correspondientes proteinas que
seran utilizadas como antigenos en la vacuna (59,60).

DISENO DE UNA VACUNA CONTRA EL EBOLA
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Figura 20. Desarrollo de la vacuna vectorial frente al virus EBOLA. Fase 1: El virus del
Ebola ataca las células humanas uniéndose a ellas mediante la proteina GP que estd en

su superficie. El virus de la estomatitis vesicular (VSV) estd atenuado y por lo tanto no
produce enfermedad. Fase 2: el gen de la proteina GP del Ebola se inserta en el genoma
del VSV sustituyendo a la proteina de superficie de este virus. Fase 3: la vacuna
resultante expresa la proteina GP del virus Ebola e induce la produccién de anticuerpos
contra GP, protegiendo de esta forma al individuo. (Modificado de Hospital
Universitario de ginebra / OMS).
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Figura 21: Estructura molecular del virus Zika. ElI ARN monocatenario del virus Zika
codifica para proteinas estructurales y no estructurales. Las proteinas estructurales
codificadas son tres: proteina de la cdpside (C), proteina precursora de membrana
(prM) y proteina de envoltura (E). Las proteina E del virus (que interacciona con
receptores de la membrana de la célula huésped y facilita la invasion celular) y la
proteina prM (encargada del ensamblaje de viriones maduros y que puede estar
relacionada con la neurovirulencia) son utilizadas como inmundgeno en las vacunas de
ADN. (Nicole Sandler, Aaron Wardell. Zika: Personal Perspectives, Global Responses.
Promega Corporation. 2019)

Existen 13 ensayos clinicos abiertos hasta la fecha que prueban una variedad de
conceptos de vacunas Zika, que incluyen las vacunas de ADN, vacunas de ARNm vy
vacunas basadas en vectores virales. En general, los antigenos seleccionados fueron
moléculas de proteinas ubicadas en la superficie del virus. En menos de un afio, los
estudios preclinicos de prueba han demostrado que las vacunas de ADN, las vacunas
purificadas de virus inactivados y las basadas en vectores recombinantes brindan una
fuerte proteccién en modelos animales. Ademas, estudios de transferencia adoptiva
han demostrado que la proteccidén podria estar mediada por anticuerpos inducidos por
la vacuna (61).
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6. EL FUTURO DE LA INMUNIZACION

La metodologia cldsica de produccién de vacunas que ha predominado hasta finales de
1990 estaba basada en un procedimiento empirico. Este método ha dado buenos
resultados, llegando incluso a lograr la erradicacion de la viruela a nivel mundial, sin
embargo hoy en dia existen numerosas razonas por las cuales ya no es util. En primer
lugar, los costosos ensayos clinicos de seguridad y eficacia asi como el elevado precio
al que se comercializan las vacunas favorecen las coberturas vacunales bajas. Ademas
suele ser necesario el mantenimiento de la cadena de suministro de frio lo que supone
un problema en muchos territorios. En segundo lugar, el método cldsico ignora la
genética poblacional y los riesgos genéticos individuales que puedan favorecer algln
efecto adverso de la vacuna. Por ultimo, estas vacunas no son utiles frente a virus
altamente variables y patégenos complejos que suponen una amenaza hoy en dia.

Actualmente, gracias al avance de las nuevas tecnologias, el desarrollo de las vacunas
sigue un nuevo paradigma: descubre — caracteriza — aplica. De este modo, los nuevos
enfoques o estrategias para crear candidatos a futuras vacunas se centran en tres
aspectos (37):

-El estudio gendmico del agente infeccioso.
-El estudio de la respuesta inmune frente a estos microorganismos.
-El descubrimiento de nuevas vias de administracion.

Las distintas estrategias utilizadas no solo se complementan entre si, si no que llegan
incluso a solaparse, y sera la combinacién de las mismas las que den lugar a las
vacunas del futuro. Por tanto los objetivos que se persiguen en el desarrollo de futuros
candidatos a vacunas son los siguientes:

6.1 IDENTIFICACION DE NUEVOS ANTIGENOS PROTECTORES.

Vacunologia inversa

Los avances informaticos que se han producido en las ultimas décadas han hecho
posible el conocimiento de la secuencia completa de los genomas de muchos
microorganismos, marcando el inicio de la “vacunologia inversa”. El analisis genédmico
mediante herramientas bioinformaticas permite identificar proteinas capaces de
inducir una respuesta inmune protectora. Una vez identificados los antigenos
candidatos a vacunas, se amplifica la secuencia de genes mediante el uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa. Posteriormente se clonan, expresan y purifican, y
las proteinas recombinantes resultantes son utilizadas como antigeno vacunal (2). De
esta manera se pueden obtener vacunas de subunidades que incorporen varias
proteinas en su forma natural y por tanto tengan un mayor efecto neutralizante (37).
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Figura 22: Vacunologia convencional vs. Vacunologia inversa. El conocimiento de la
secuencia completa del genoma de muchos microorganismos, posibilita la seleccion de
nuevos antigenos vacunales que no pueden ser encontrados por métodos
convencionales. Los genes de dichos antigenos son amplificados por PCR para
posteriormente ser clonados, expresados y purificados como proteinas recombinantes
que seran utilizadas para inmunizar animales de experimentacion con el fin de evaluar
capacidad inmunogénica. Las principales ventajas que supone el empleo de la
vacunologia inversa son la reduccion del tiempo necesario para el desarrollo de la
vacuna y la posibilidad de encontrar antigenos vacunales para microorganismos no
cultivables (Modificado de: 62)

Vacunologia estructural

La vacunologia estructural en base al conocimiento de la secuencia de aminoacidos y
de las estructuras secundaria y terciaria de ciertas proteinas, se encarga de seleccionar
y disefiar epitopos antigénicos que sean capaces de estimular una respuesta inmune
adecuada (63). En algunas ocasiones el estudio de una estructura cristalizada del
complejo antigeno-anticuerpo podria utilizarse como punto de partida para obtener el
producto final. Por tanto, puede ser de gran utilidad contra patdgenos intracelulares
ya que identifica ciertas estructuras que pueden determinar la unidn y entrada del
agente infeccioso a la célula (64).
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Esta estrategia se complementa con la vacunologia inversa y una de sus potenciales
aplicaciones es el desarrollo de una vacuna contra el VIH que emplea la proteina Env
como antigeno en la vacuna (63).

Inmundmica

La inmundémica es una estrategia que utilizando el conocimiento del genoma completo
de un microorganismo y muestras bioldgicas derivadas de individuos que han
superado la infeccion, permite la seleccién de genes que codifican péptidos capaces de
unirse fuertemente a los receptores de los linfocitos estimulando de esta manera la
respuesta inmunolégica. Unas de sus principales ventajas es la capacidad para
seleccionar antigenos inmundgenos aunque estos no sean dominantes, e incluso es
posible detectar antigenos que escapan a la gendmica (65).

6.2 ADQUISICION Y POTENCIACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE LA
VACUNA.

Vacundmica

La vacundmica esta basada en el estudio de la genética y epigenética de los individuos,
asi como de otros factores que participan en el procesamiento de los antigenos y de
polimorfismos genéticos que puede influir en las variaciones de la respuesta
inmunitaria a las vacunas. Por tanto, se trata de una estrategia que no solo permite la
evaluacién de la respuesta inmune, sino que ademas es capaz de predecir posibles
efectos adversos a las vacunas (66).

En base a este conocimiento es posible el desarrollo de vacunas personalizadas
dirigidas tanto a un individuo concreto, como a un grupo poblacional determinado en
funcién de la frecuencia de haplotipos y de tipos de genes HLA (67).

Sistemas de entrega

Los denominados sistemas de entrega son en definitiva una estructura fisica que
asegura la presentacion del antigeno al sistema inmunoldgico y por tanto hace
incrementar su inmunogenicidad. Algunas de las ventajas que aportan este tipo de
sistemas son:

» Permiten incorporar varios antigenos distintos de manera segura. Algunos
bacterias y virus que han perdido su virulencia, o diferentes partes de estos,
pueden utilizarse como vehiculo de transporte de vacunas al incorporarles
antigenos en su superficie.

» Permiten solventar el problema de administracién de vacunas de ADN. Un tipo
de sistema de entrega estd representado por los sistemas espirales que
consisten en una estructura de multicapas de fosfolipidos que han sido
utilizadas para facilitar el paso de vacunas de ADN a través de las membranas.
Otra de sus caracteristicas es la resistencia a la degradacién que en
consecuencia aumenta la estabilidad y el tiempo de liberacion del antigeno, lo
que les hace especialmente interesantes en el desarrollo de vacunas via
mucosa. Recientemente se ha ensayado un sistema de microencapsulacion en

47



polimeros biodegradables que son absorbidos a través de la mucosa intestinal,
y que proporcionan una liberacion lenta y programada del antigeno que incluso
permite prescindir de dosis adicionales de vacuna (68).

» Algunos son capaces de actuar a la vez como adyuvantes. Los virosomas,
vesiculas esféricas formadas por capas de fosfolipidos a los que se unen las
glucoproteinas del virus previamente seleccionado, podrian tener un papel
importante en el desarrollo de una vacuna contra la malaria o la hepatitis C
(69).

6.3 DESARROLLO DE NUEVAS ViAS DE ADMINISTRACION.

Las campafas de vacunacién infantil han reducido considerablemente las tasas de
mortalidad y morbilidad por enfermedades infecciosas en la mayoria de paises
desarrollados. Uno de los desafios actuales consiste en encontrar vacunas eficaces
que puedan ser utilizadas en paises del mundo donde la infraestructura es muy
precaria, ya que en muchas ocasiones existiendo vacuna esta no puede ser aplicada por
numerosas razones:

*E| alto precio al que se comercializan las vacunas y la escasez de
recursos economicos en estos paises.

eLa financiacion inadecuada y la falta de sistemas nacionales de
vacunacion eficiente.

sLa creciente complejidad de las nuevas vacunas vy los recursos
tecnologicos limitados con los que cuentan estos paises.

sLa falta de sistemas adecuados de administracion, distribucion,
transporte y almacenamiento de la vacuna también dificultan su
acceso.

El desarrollo de vias de administracién mas seguras y no invasivas, como las vacunas
comestibles, mucosas o transcutaneas, favorece una mejor aceptacion poblacional de
la vacuna y por tanto mayor nivel de cobertura vacunal. Ademas, la cadena de
suministro de frio podria no ser necesaria en algunos casos lo que facilitaria el
almacenamiento y distribucién de la vacuna a territorios poco accesibles. Por ultimo,
las técnicas de fabricacién de algunas de estas nuevas vacunas podrian resultar mas
sencillas y baratas, lo que incrementa la probabilidad de que puedan ser producidas
en paises en vias de desarrollo (37).

Las mucosas son lugares de alta actividad inmunolégica, lo que hace que las vacunas
mucosas sean ideales contra microorganismos con esa puerta de entrada donde la
inmunidad local juega un papel importante. El principal desafio es evitar la
tolerabilidad sistémica periférica que impediria el reconocimiento del antigeno y por
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tanto la produccion de anticuerpos. Recientemente se ha utilizado la via nasal en una
vacuna contra la gripe que ha demostrado inducir una respuesta inmune mas rapida,
completa y duradera que la vacuna inyectable.

Las vacunas transcutdneas pueden ser administradas a través de inyectores sin aguja
gue permeabilizan el estrato corneo de la piel introduciendo liquido a altas presiones,
como es el caso de la “pistola genética”. La utilizacién de parches con micro-agujas
inyectables es otra posibilidad. Las principales ventajas de este tipo de vacunas es que
permiten una liberacion sostenida del antigeno en el tiempo, la posibilidad de utilizar
varios antigenos simultdneamente y la facilidad para ser auto-administrada (37).

Los nuevos avances en ingenieria genética permiten introducir determinados genes de
un agente infeccioso en el ADN de plantas con el fin de que los expresen en los
alimentos. Surge asi el concepto de vacunas comestibles, en las cuales el alimento
crudo actla como vector para la expresion del antigeno que induce una respuesta
inmune. Ha sido posible expresar antigenos del virus del papiloma humano y VIH entre
otros, pero son necesarios mas estudios para aumentar la estabilidad, mantener la
tolerabilidad de los antigenos alimentarios y prevenir la posible trasformacién del
antigeno en el alimento (70).

CONCLUSION

La combinacién de las diferentes estrategias comentadas anteriormente ha permitido
el desarrollo de nuevos tipos vacunas como son las vacunas recombinantes, las
vacunas recombinantes basadas en vectores o las vacunas de ADN y ARN. A pesar de
la alta eficacia de estas vacunas, algunas estrategias como la vacundmica nos
permitiran determinar los genotipos y fenotipos individuales, y de este modo
correlacionar algunos polimorfismos poblacionales con la probabilidad de sufrir
determinadas infecciones, estimar la repuesta inmune a la vacuna, la dosis necesaria
requerida, la via de administracién adecuada y los posibles efectos adversos derivados
de su uso. Esto parece indicar que en un futuro no muy lejano sera posible disefar
vacunas personalizadas para individuos o grupos poblacionales concretos. Ademas las
nuevas vacunas del futuro serdn mas seguras, econdmicas, faciles conservar vy
administrar lo que supone una gran ventaja en paises en vias de desarrollo.
Finalmente, el objetivo es acabar con agentes patégenos emergentes y pandémicos
que suponen un reto hoy en dia como son el VIH, el virus del Ebola o el virus de la
gripe entre otros.
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