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Vacunas: Nuevas Tecnologias

Introduccion:

La vacunacidon como un intento deliberado de proteger al hombre contra las
enfermedades tiene una larga historia aunque so6lo desde el siglo XX se ha
convertido en una préctica habitual. Los primeros intentos de vacunar son casi tan
antiguos como los de erradicar las enfermedades. Se cree que los chinos trataron
la viruela por vacunacion en el siglo VI, aunque los primeros registros escritos son
de alrededor el afio 1000. Sin embargo, como es sabido, el primer intento
cientifico de controlar una enfermedad infecciosa por inoculacion sistematica
deliberada es el trabajo de Jenner con la vacuna de la viruela bovina. El siguiente
avance en vacunacion fue conseguido por Pasteur con sus estudios de
vacunacion con el virus del coélera aviar, sentando bases importantes como la
atenuacion, la modificacion por pases repetidos y la necesidad de reemplazar la
vacunacion “persona a persona” con algo mas seguro, mas consistente y menos
peligroso (especialmente en la transmision de otras enfermedades durante el
proceso de vacunacion). En los ultimos 200 afios, la vacunacién ha conseguido
controlar varias enfermedades importantes, al menos en ciertas partes del mundo:
viruela, difteria, tétanos, poliomielitis y sarampion, entre otras. En el caso de la
viruela, el suefio de la erradicacion se ha cumplido, ya que la enfermedad ha
desaparecido. La vacunacién contra la gripe, hepatitis B, neumococo Yy
Haemophilus influenzae tipo B han supuesto un gran avance contra estas
infecciones, pero todavia queda mucho por hacer, incluso en paises desarrollados,
ya que el fendmeno de emerger y reemerger de enfermedades infecciosas es uno
de los retos actuales en esta area (1).

El impacto de las vacunaciones en la salud es dificil de exagerar, ya que, con la
excepcion de la potabilizacion del agua, ninguna otra actuacion, ni siquiera el uso
de los antibioticos, ha tenido tan gran efecto en la reduccién de la mortalidad y el
crecimiento de la poblacion (2,3). Se trata de la intervencién mas efectiva desde la
perspectiva de la salud publica, aunque actualmente esté infrautilizada,
especialmente en los paises en desarrollo, ya que es tragico que mueran
aproximadamente dos millones de nifios al afio en todo el mundo como
consecuencia de las enfermedades prevenibles. Los motivos que subyacen a esta
situacion son multiples, pero la realidad es que en el Tercer Mundo existe un gran
retraso en la utilizacion masiva de las vacunas ya comercializadas (4).

El primer intento de erradicar una enfermedad prevenible data de 1956, cuando la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se planted, con éxito, como ya se ha
comentado, la erradicacion mundial de la viruela, y que se consiguido en 1980
mediante el uso masivo de la vacuna antivaridlica. Le siguieron la poliomielitis
(desde 2003 estan libres de la enfermedad la region de las Américas, la del
Pacifico Oeste y la Regién Europea), el sarampién (a finales de 2004 la cobertura
global de la vacunaciéon era del 76% y muchos paises ya habian alcanzado ese
objetivo), el tétanos neonatal y la rubéola congénita entre otras.

Desde entonces, han sido muchos los esfuerzos realizados, e importantes los
logros conseguidos, en el desarrollo de nuevas vacunas aprovechando los
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avances en campos como la biologia molecular, la tecnologia del ADN
recombinante, la bioquimica de proteinas, la quimica de polisacaridos, la
bacteriologia, virologia e inmunoldgica. Algunos de los aspectos a los que se han
aplicado estas nuevas tecnologias han sido la mejora de vacunas ya existentes
con el objetivo de incrementar su suministro (como en el caso de la hepatitis B) o
su seguridad (como con la vacuna de la tos ferina). Sin embargo, la mayoria de los
intentos se han orientado hacia el desarrollo de nuevas vacunas que hasta ahora
no habian usando técnicas de vacunologia clasica (1).

Inmunizacién activa:

Su objetivo es inducir un estado de inmunidad protectora que en el caso de una
vacuna ideal seria de larga duracién en todos los vacunados inmunocompetentes,
suministrada en una Unica dosis, y sin efectos secundarios. Aunque esto se ha
logrado en pocos casos, la mayoria de las vacunas disponibles, asi como aquéllas
en desarrollo, estan cerca de este ideal. Es esta cercania lo que sigue estimulando
nuevas investigaciones en este campo.

Para decidir la estrategia en el desarrollo de una vacuna viva (en la que el
microorganismo funciona como un inmunogeno capaz de infectar células y
replicarse en el huésped sin causar su enfermedad natural) o no viva (un
inmundgeno que, por tanto, no puede infectar células), es preciso considerar la
epidemiologia y la inmunobiologia de la infeccion natural, o la fisiologia del
patdgeno en cuestion, asi como la posibilidad técnica de realizar vacunas de un
tipo u otro.

La poblacion diana para una vacunacion esta condicionada por la epidemiologia
de la enfermedad y por la capacidad de cubrir a la poblacién de riesgo. La edad y
el estado de salud de dicha poblacion pueden determinar cuales son las
estrategias de vacunacion mas apropiadas para obtener una inmunidad
protectora.

El estudio de la inmunobiologia de la enfermedad en cuestion es muy importante a
la hora de identificar el tipo o tipos de inmunidad protectora que se obtendria con
la vacuna. En el caso del estudio de una infeccidon particular en humanos, podria
mostrar que la desaparicion de la infeccion natural se correlaciona con la aparicion
de anticuerpos contra un antigeno particular del microorganismo: esto definiria al
antigeno como un inmundgeno para una posible vacuna. Estos estudios se
facilitan enormemente y, en algunos casos solo son posibles desarrollando un
modelo experimental de la infeccion en una especie animal, lo que hace también
posible que la vacuna pueda ser probada y optimizada para conseguir una buena
eficacia protectora antes de que se lleve a cabo su evaluacion clinica en humanos.

Vacunas vivas atenuadas: tecnologias virales y bacterianas clasicas

La mayoria de las vacunas vivas existentes cumple los criterios que se requieren
para una vacuna ideal y cuando esto es asi, en algunos casos la infeccion natural
causada por el microorganismo de tipo salvaje es eliminada y el sistema inmune
gueda alertado contra el microorganismo, consiguiéndose asi una proteccion de
larga duracion. Tales vacunas contienen microorganismos vivos que infectan al
huésped de una forma similar a como ocurre en la infeccion natural, aunque sin la
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virulencia de ésta y provocando asi una respuesta inmune similar a la inducida por
el microorganismo de tipo salvaje, durante la infeccién natural.

La vacuna viva tiene que estar atenuada, lo que implica que la capacidad del
microorganismo de causar enfermedad esta virtualmente eliminada por las
manipulaciones bioldgicas o técnicas que se realizan durante la preparacion de la
vacuna. Generalmente, provocan tanto inmunidad humoral (mediada por
anticuerpos) como celular (mediada por linfocitos T citotoxicos o linfocitos T de
memoria). Es este amplio espectro de inmunidad inducida, asi como las sucesivas
exposiciones silentes al microorganismo de tipo salvaje (que estimulan la
inmunidad), lo que explica la capacidad de estas vacunas de provocar una
proteccién de larga duracion.

Aungue estas propiedades per se puedan hacer deseable que todas las vacunas
activas sean vacunas vivas, no es técnicamente posible para todos los
microorganismos patdégenos. Una vacuna viva puede estar atenuada de manera
incompleta y, por tanto, causar su enfermedad natural en algunos de los
vacunados. Ademas, puesto que puede replicarse, existe la posibilidad de que el
microorganismo revierta a su forma patogénica (ma&s natural) o hacerse
reactogénica. Es posible también que algunos microorganismos de las vacunas
vivas puedan ser transmitidos desde el vacunado, lo que entrafia cierto peligro si
el receptor tiene alguna inmunodeficiencia o esta recibiendo terapia de
inmunosupresion.

Las tecnologias clasicas requieren la capacidad de cultivar de modo eficiente el
virus, preferiblemente in vitro. La primera aproximacion clasica consiste en aislar y
cultivar un virus animal, que causa una enfermedad veterinaria similar a la humana
(5,6). El prototipo de vacuna de este tipo, la vacuna de la viruela, fue la primera de
la era moderna. En 1798 Jenner observo que los individuos expuestos de manera
intencionada al virus de la viruela vacuna eran resistentes a la viruela humana. El
programa de vacunaciéon seguido fue utilizado en todo el mundo usando lotes de
virus de la viruela vacuna que fueron mayoritariamente cultivados in vivo. Se
consigui6 asi la total erradicacion de esta enfermedad en todo el mundo hacia la
mitad de la década de 1970, la unica enfermedad infecciosa erradicada desde
entonces, lo que supone un tributo a la medicina moderna, a una estrategia de
control efectiva y al esfuerzo de innumerables investigadores. Como resultado,
esta vacuna tiene la distincion de haber sido retirada, meta final de cualquier
vacuna.

La segunda estrategia clasica, la atenuacion en cultivos celulares, fue posible a
partir de la década de 1940, con la puesta a punto de las técnicas de cultivos
celulares y la capacidad de propagar el virus en estos cultivos, con el fin de
atenuar su patogenicidad por medio de “pases” en células o en condiciones de
crecimiento que los virus hormalmente no encuentran in vivo (7,8). Para mejorar la
eficacia de algunas vacunas, como la del rotavirus animal, se han desarrollado
virus reasociados (“reassortant”, con genomas mixtos procedentes de cepas
distintas), una técnica solo aplicable a virus con genomas fragmentados y que se
obtienen tras una coinfeccion de un cultivo con dos virus diferentes, habitualmente
uno animal y otro humano de forma que los virus resultantes contienen segmentos
de genes de los dos virus parenterales (9,10). Se aislan entonces, los rotavirus
gue contengan mayoritariamente genes del rotavirus animal, junto con genes del
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rotavirus humano que sean importantes para la proteccion, obteniéndose asi
fenotipos atenuados para humanos. Estos rotavirus reasociados son mas
adecuados como candidatos a vacunas que sus virus animales parentales no
recombinantes. La misma estrategia ha sido aplicada a las vacunas de la gripe, en
la que, el virus virulento proporciona los genes que codifican las glucoproteinas de
superficie inmunogénicas y un virus atenuado aporta la mayoria de los genes vy,
con ellos, el fenotipo de atenuacion (11).

La Unica vacuna bacteriana viva disponible que se basa en pases seriados es la
de la tuberculosis, que consiste en la cepa atenuada viva de Mycobacterium bovis
conocida como bacilo de Calmette-Guérin (BCG). A comienzos del siglo XX, esta
cepa bovina se atenu6 mediante 231 subcultivos sucesivos in vitro a lo largo de 13
afios (12). Hay muchas cepas de este bacilo disponibles en el mundo, derivadas
de la cepa original, que difieren en términos de tolerabilidad, inmunogenicidad y
grado de eficacia protectora en ensayos clinicos. Las vacunas han sido inyectadas
a mas de un billon de personas en todo el mundo y han mostrado, en general,
unos perfiles aceptables en cuanto a su tolerabilidad. Con otros patdégenos
bacterianos so6lo ha sido posible dicha atenuacion por subcultivos en Salmonella
typhi (cepa Ty21a) con una eficacia de proteccion cercana al 70% frente a la fiebre
tifoidea (13).

Vacunas muertas

Presentan cierto tipo de ventajas sobre las vacunas vivas que, en cierta manera,
contrarrestan algunos de los defectos que éstas puedan presentar. Por definicion,
en estas vacunas, el patdégeno no puede multiplicarse o diseminarse para causar
la enfermedad. Generalmente, son mejor toleradas, especialmente aquellas
constituidas por componentes microbianos purificados (vacunas de subunidades).
Suelen ser menos inmunogénicas que las vivas, lo que implica, en ocasiones, la
necesidad de aumentar su inmunogenicidad combinandolas con un adyuvante.
Los unicos aprobados para uso humano son el hidréxido de aluminio (que ha sido
ya utilizado en vacunas inyectadas en mas de mil millones de personas en todo el
mundo) y el MF59 y AS04 (MPL/hidréxido de aluminio), cuya seguridad ha sido
demostrada recientemente (14,15). Cualquier programa de desarrollo para una
vacuna muerta debe ser llevado a cabo teniendo en cuenta que, en general, son
necesarias dosis multiples, a veces seguidas de dosis de recuerdo para conseguir
una inmunidad protectora a largo plazo. Estas normalmente funcionan estimulando
la respuesta inmune humoral y activando la memoria inmunoldgica.

Las aproximaciones mas antiguas a las vacunas muertas, que son similares a las
estrategias clasicas seguidas para las vacunas vivas discutidas anteriormente, se
basan en la inactivacion de bacterias o virus enteros con el fin de provocar la
sintesis de anticuerpos contra los muchos imnundgenos que tienen. Las vacunas
bacterianas inactivadas aprobadas se desarrollaron hace ya varias décadas, en un
momento en el que no se conocian los antigenos bacterianos y su papel
especifico en la inmunidad. Dado el numero de tecnologias alternativas
disponibles para preparar vacunas purificadas, bioquimicamente definidas, y los
estrictos estandares reguladores que se han ido imponiendo con el tiempo, parece
improbable que aparezcan nuevas vacunas bacterianas muertas fabricadas de
esta manera.

7



Las vacunas virales inactivadas, también preparadas por tecnologias clasicas,
estan disponibles desde hace varias décadas y, generalmente, son bien toleradas.
Los epitopos clave de la superficie de muchos virus pequefios, que generan
respuestas inmunes protectoras (epitopos protectores), frecuentemente son muy
conformacionales. Para la mayoria de los virus para los que existen vacunas
inactivadas, puede no ser posible imitar la conformacion de tales epitopos por
otras tecnologias que se describiran posteriormente (p. ej., polipéptidos
recombinantes). Por tanto, esta estrategia clasica que tiene un excelente récord en
la produccion de vacunas eficaces sigue siendo la tecnologia de eleccion para
muchas vacunas virales (16,17).

Como es bien sabido, muchos patdgenos, especialmente las bacterias, tienen una
capsula externa compuesta de polisacaridos. En estas bacterias, los anticuerpos
dirigidos contra el polisacarido capsular pueden ser protectores contra la infeccion,
por lo que se supone que son buenos antigenos vacunales.

El defecto de estas vacunas es que los polisacéaridos, al ser inmundgenos
independientes de células T, son poco o0 nada inmunogénicos en nifios menores
de 2 afios a causa del estado inmaduro de su sistema inmunitario y no inducen
memoria inmunoldgica en niflos mayores y adultos. Ejemplos tipicos de estas
vacunas son las empleadas contra meningococos (serogrupos A, C, Y, W135) y
neumococos (18-20).

Inmunizacién pasiva

En algunas situaciones es necesaria una proteccién inmunoldgica inmediata para
tratar una enfermedad infecciosa. Como la inyeccion con una vacuna activa tarda
entre 1 y 2 semanas en comenzar a producir una respuesta, una preparacion de
anticuerpos con un efecto protector contra un patégeno podria ser eficaz si se
administrara en el momento o muy pronto desde que se sospecha o se conoce la
exposicion a un patégeno.

Algunos ejemplos incluyen la profilaxis tras la exposicion al virus de la hepatitis
B21 o al virus de la varicelazoster, la administracion a madres embarazadas que
sean virémicas para citomegalovirus con el fin de prevenir infecciones perinatales
(22,23), y la profilaxis preexposicion para individuos de riesgo con otras patologias
[que han sido sometidos a un trasplante con citomegalovirus, lactantes con
patologias pulmonares por el virus respiratorio sincitial, pacientes con sepsis por
Pseudomonas (24), y pacientes tratados de cancer (25)]. El efecto protector
mediado por la mayoriade estas preparaciones de anticuerpos consiste en
neutralizar el patdgeno o unirse a la célula afectada, que es entonces destruida.
Las primeras preparaciones de anticuerpos o inmunoglobulinas que fueron
efectivas para la terapia antimicrobiana aguda estaban obtenidas de especies
como los caballos, inyectados con las toxinas bacterianas inactivadas. Aunque
estos antisueros eran efectivos, al ser los anticuerpos extrafios provocaban
efectos adversos graves en los receptores, tales como la enfermedad del suero.
Por esta razén no suelen administrarse, a menos que haya una emergencia para
la que no exista una terapia alternativa.



Las nuevas vacunas

Las modernas estrategias de desarrollo de vacunas abarcan a todas las vacunas
activas, vivas y muertas, virales o bacterianas, asi como a los preparados de
inmunoglobulinas especificas entre los que se incluyen los anticuerpos
monoclonales. Para muchos patdgenos, en los que una proteina concreta contiene
epitopos protectores, el desarrollo de una vacuna basada en esa proteina
purificada es la estrategia de eleccion, suponiendo que una vacuna formada por el
patdgeno completo inactivado no sea efectiva o técnicamente posible. Estas
vacunas basadas en proteinas requieren el uso de técnicas inmunoldgicas,
genéticas y bioquimicas para su desarrollo (26-28).

Las tecnologias modernas han llevado a la formulacion de un paradigma en la
investigacion de vacunas en el que los microorganismos se analizan a priori desde
el punto de vista de las caracteristicas de su genoma y/o su proteoma para
identificar los factores que, teéricamente, estarian implicados en su virulencia o en
la respuesta inmune, y que puedan ser adecuados como candidatos vacunales.

Tecnologia del ADN recombinante
Uno de los avances mas considerables en este sentido son las tecnologias del
ADN recombinante, que no es mas que la aplicacion de un conjunto de métodos
de ingenieria genética, es decir, de métodos que nos permitan modificar
deliberadamente la informacién genética de una célula.
Esta tecnologia nos permite obtener fragmentos de ADN en cantidades ilimitadas
que llevardn ademas el gen o los genes que se desee. Este ADN puede
incorporarse a las células otros organismos (vegetales, animales, bacterias, etc.)
en los que se podra “expresar” la informacion de dichos genes.

1. Obtencion del ADN del organismo a estudiar (ADN genomico), aislado del

resto de las moléculas celulares.

El ADN gendmico constituye una macromolécula de caracteristica viscosa y
gracias a esta propiedad, su aislamiento relativamente sencillo. Cuando se realiza
una lisis celular en forma gradual, el contenido es relativamente sencillo. Cuando
se realiza una lisis celular en forma gradual, el contenido celular se dispersa en la
solucion de incubacion y el ADN puede ser “pescado” con una varilla de vidrio o
bien precipitado en presencia de alcohol.

2. Fragmentacion del ADN en segmentos discretos
Una vez que se ha logrado obtener el ADN es posible aislar un determinado gen
de toda esa gran macromolécula. Sabemos que en el genoma, la minima unidad
fragmentada es el cromosoma, pero, como cada cromosoma contiene muchos
genes es preciso obtener segmentos aiun mas pequefos. La respuesta provino del
campo de la genética bacteriana. En efecto, en las bacterias existen unas enzimas
gue son capaces de reconocer secuencias especificas de ADN y separar la union
fosfo-diester entre dos nucleotidos. Asi estas enzimas dan como resultado dos
segmentos de ADN en las bacterias esto es posible solo si el ADN a ser
fragmentado no proviene de una misma cepa, esto es que es un ADN foraneo.
Estas enzimas cuya funcion bioldgica es atacar a organismos extrafios dentro de
las células bacterianas, se denominan enzimas de restriccion y son las que se
utilizan en forma rutinaria para obtener segmentos de tamafo discreto del ADN
gue se desea estudiar.
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3. Aislamiento e identificacion de un segmento de interés. Una vez que se ha

logrado fragmentar el ADN en segmentos pequeios es necesario que cada uno de
estos pueda ser identificado diferencialmente uno del otro. Nuevamente la
genética bacteriana aporto la solucién. Se trabajo con un tipo de virus bacterianos,
los bacteriéfagos, y con pequefias estructuras de ADN extracromosomal, llamadas
plasmidos. Tantouno como otro, son capaces de transferirse en forma natural, de
una bacteria a otra y son los responsables de la transferencia de material genético
entre las mismas. De hecho, la resistencia a los antibioticos que suele observarse
en las bacterias, se encuentra usualmente contenido en los plasmidos, que se
replican autbnomamente dentro de la bacteria hospedadora.
Sobre la base de estos conocimientos, se ensayo la posibilidad de que ambos
tipos de moléculas pudieran servir como vectores de ADN en estudio. El ADN de
plasmidos por ejemplo se corta con una enzima de restriccion para convertirlo en
una molécula lineal y luego se le incuba en presencia de fragmentos de ADN del
organismo en estudio y de una enzima, la ligaza. Durante este proceso algunos
plasmados incorporan uno de los fragmentos de ADN foraneo. El resultado de
todo este proceso es que en el tubo de ensayo se se forman nuevas estructuras
de ADN quimerico, es decir compuesto por ADN de plasmido y por ADN del
organismo de estudio.

La sumatoria de estas nuevas estructuras de ADN quimérico es introducida
nuevamente en bacterias, de tal forma que cada célula bacteriana incorpora sélo
una de dichas estructuras. Si se permite la replicacion de las bacterias en un
medio apropiado, cada célula forma una colonia aislada de otra. Cada colonia esta
compuesta de una sola bacteria inicial, conteniendo al plasmado con el fragmento
de ADN fordneo. Cada colonia bacteriana representa un clon y, de este modo, se
ha logrado, no solo obtener mas copias de cada fragmento de ADN, sino que cada
fragmento esta fisicamente aislado de otro. Todo este procedimiento (obtencién
del ADN, su incorporacion en un vector y posterior aislamiento) se denomina
clonacién. Corte especifico del ADN en fragmentos pequefios manejables
mediante la utilizacion de un tipo de enzimas conocidas como enzamas de
restriccion que pueden considerarse como “tijeras moleculares”. Estas enzimas se
aislaron en bacterias y se identifican con distintos nombres, siendo lo
caracteristico de ellas en dos principios:

o Cada enzima de restriccion reconoce una secuencia especifica de
nucledtidos y corta en ese punto cada una de las cadenas de ADN.

o Los extremos libres que quedan se llaman extremos pegajosos, porque
pueden unirse a otros fragmentos de ADN gue hayan sido cortados por

Utilizacidén de vectores vacunales

Dos son las estrategias en las que la tecnologia del ADN recombinante se ha
aplicado al desarrollo de nuevas vacunas virales vivas:

— La primera consiste en provocar mutaciones especificas o deleciones en el
genoma viral, para lograr que los virus atenuados sean estables, esto es,
incapaces de revertir al fenotipo de virulencia. La mayor estabilidad del fenotipo de
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atenuacion se consigue induciendo modificaciones lo suficientemente amplias
como para que la reversion pueda ser descartada, lo que puede ocurrir con los
virus atenuados obtenidos por estrategias clasicas que pueden tener solamente
mutaciones esporadicas y, por ello, tener la capacidad de revertir.

— La segunda aproximacién ha sido la fabricacién de virus que sirvan como
portadores (0 vectores de expresion) de inmundgenos o epitopos peptidicos de
otros patdégenos humanos con el objetivo de conseguir la presentacion del
inmunogeno al sistema inmunitario en el contexto de un virus vivo, de tal forma
que el sistema inmunitario responde igual que a un inmundgeno Vivo Yy, por tanto,
desarrolla una inmunidad muy amplia (humoral, celular o ambas). Como parte de
un virus vivo, dicho inmundégeno es expresado dentro del citoplasma de la célula
infectada, y como consecuencia de los mecanismos de presentacion antigénica,
se rompe en fragmentos que son transportados a la superficie de la célula, donde
provoca la respuesta de los linfocitos T citotoxicos. El prototipo del vector viral mas
usado es el virus de la viruela vacuna. Para fabricarlo como un vector, se crea un
plasmido que contiene el gen para un inmunégeno extrafio y se inserta en el
genoma de un virus vacunal, dando lugar de ese modo a un virus de la vacuna
recombinante que expresa el inmunégeno. Actualmente se estan desarrollando
vectores de expresion con cepas de adenovirus que ya han sido usadas como
vacunas para prevenir enfermedades respiratorias en personal militar o el sida
(29), aunque todavia no se han obtenido resultados positivos en este ultimo caso.
Dada la mayor complejidad de los genomas bacterianos respecto a los genomas
virales, la ingenieria genética de las bacterias se ha desarrollado mas lentamente.
El enfoque técnico, similar a lo ya comentado, ha sido dirigido hacia el uso de la
tecnologia del ADN recombinante para conseguir la atenuacion de cepas
bacterianas vivas o para crear vectores bacterianos vivos. En general, la obtencion
de mutantes atenuados sigue la estrategia de identificar el gen o genes
responsables de la virulencia de la bacteria y eliminarlos, anular su expresion o
modularla in vivo, hasta el punto de conseguir la atenuacién de la virulencia del
microorganismo. Como ocurre en los virus atenuados, ha de haber un equilibrio
entre la virulencia de la cepa bacteriana atenuada y su actividad como vacuna, lo
gue significa que no se debe sobreatenuar la cepa hasta el punto de que ya no se
replique suficientemente como para provocar una respuesta inmune efectiva. Por
ejemplo, una infeccién por Vibrio cholerae, protege contra infecciones posteriores,
por lo que las vacunas para dicho patégeno han sido desarrolladas como vacunas
vivas (30). La atenuacién de esta cepas de Vibrio (como la de otras muchas cepas
bacterianas) se consigue por la delecion (dirigida por el ADN recombinante) de
genes que codifican factores de virulencia tales como las toxinas.

Al igual que con los virus, también estan siendo fabricadas bacterias que
funcionen como vectores vivos para la expresion de inmundgenos de otros
patogenos (31,32). Un ejemplo es Salmonella typhimurium, que se replica en el
intestino y sirve como vector para antigenos de microorganismos que también se
replican en el intestino, como V. cholerae y Escherichia coli o para otros
patdgenos no intestinales como Clostridium tetani.

Mycobacterium bovis también ha sido convertido en un vector vivo para expresar
genes extrafios, incluyendo varios de VIH-133. El uso de esta cepa como un
vector de vacuna parenteral es aceptable en funcién de su excelente tolerabilidad
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demostrada después de décadas de uso en todo el mundo como vacuna contra la
tuberculosis. La habilidad de este y otros vectores bacterianos para replicarse
intracelularmente puede aumentar la capacidad de provocar respuestas inmunes
celulares contra los patdégenos correspondientes al inmunégeno clonado en ellos.
Es posible pues, en la actualidad, seleccionar genes bacterianos o virales e
inactivarlos para mejorar la seguridad de vectores vivos o para identificar
antigenos potencialmente utiles como inmundgenos.

Vacunas de subunidades proteicas

Gracias a esta modificacion deliberada de la informacion genética de un
microorganismo, se han podido producir vacunas de subunidades, como la que
utiliza un antigeno de superficie altamente purificado contra la hepatitis B, o la que
emplea tres proteinas puras, contra Bordetella pertussis. En este Gltimo caso se
emplearon también técnicas de estudio de la relacion estructura/funcién para
producir toxina alterada genéticamente con el fin de evitar la toxicidad y mantener
inalterada la conformacioén antigénica.

La primera aplicacion de la tecnologia del ADN recombinante a la produccion de
una vacuna fue para la hepatitis B. Dado el precedente de que una proteina
antigénica de superficie del virus, denominada HBsAg, obtenida a partir del
plasma de individuos infectados, es una vacuna eficaz y bien tolerada, la
estrategia empleada desde finales de la década de 1970 fue clonar y secuenciar el
genoma del virus, identificar el gen que codifica para dicho antigeno y expresarlo
en una célula heterdloga. Los intentos de conseguirlo en E. coli no funcionaron,
pero si en Saccharomyces cerevisae y en otras células eucariotas. En ambos
casos, dicha proteina antigénica se aisla con gran pureza y se adsorbe a sales de
aluminio para fabricar vacunas que estan aprobadas desde finales de la década
de 1980 (34). También se estan llevando a cabo investigaciones y aplicaciones de
la tecnologia del ADN recombinante para producir otras proteinas que, una vez
purificadas, se han formulado en vacunas que en la actualidad estan siendo
evaluadas clinicamente para aplicaciones profilacticas y terapéuticas en
situaciones tan importantes como es el caso del sida35. Con técnicas similares,
también se estan desarrollando vacunas muertas recombinantes frente a parasitos
como esquistosomas o el de la malaria (36,37).

En cuanto a los toxoides (toxina proteica inactivada), el proceso quimico para su
obtencion tiene varias desventajas respecto a la alteracién por desnaturalizaciéon
de los epitopos protectores y la posibilidad de que el toxoide revierta a una forma
biolégicamente activa. En el caso de la toxina diftérica, el gen ha sido clonado y
secuenciado y los codones esenciales para la bioactividad de la toxina han de ser
necesariamente mutados (28). El gen alterado sustituye al nativo en el
microorganismo parental o en uno heterélogo como E. coli (si es técnicamente
factible producir en él la proteina), que entonces produce un toxoide inmunogénico
pero inactivado de forma estable.

Vacunas de acidos nucleicos

Otra de las ultimas tecnologias para el desarrollo de vacunas inactivadas es el uso
directo como vacuna, de preparaciones purificadas de acidos nucleicos que
codifican un inmundogeno protector (38,39).

12



Si in vivo las células pudieran incorporar acidos nucleicos que codifiquen
antigenos vacunales, lo que ya se ha conseguido in vitro, esos antigenos podrian
secretarse o asociarse con la superficie celular de tal forma que iniciaran una
respuesta inmune. Una estrategia ha sido inyectar intramuscularmente ADN o
ARNmM que codifiqgue un antigeno vacunal. Las células toman el acido nucleico y
sintetizan el antigeno induciendo respuestas inmunes. Las ventajas de usar ADN
son la facilidad técnica de preparacion y la capacidad de que dirija la sintesis de
multiples copias de ARNm, dando lugar a una amplificacién de la sintesis del
antigeno y de la respuesta inmune. El uso de ARNm tiene la ventaja tedrica de ser
incapaz de integrarse en el ADN cromosoOmico y, por tanto, no altera
genéticamente la célula. Una segunda estrategia ha sido la incorporacion del ADN
en microproyectiles (bolas de metal) que son “disparados” directamente dentro de
las células. Estas aplicaciones estan todavia en sus primeras etapas de desarrollo,
pero si resultaran ser Utiles ofrecen oportunidades Unicas para nuevas vacunas.

Vacunas conjugadas

Ademas de la tecnologia del ADN recombinante, como ya se ha mencionado al
principio de la exposicion, se han desarrollado otras técnicas que, bien por si solas
0 en combinacion con dichas tecnologias son aplicables a la preparacion de
vacunas. Una de ellas es la conjugacion de macromoléculas, consistente en la
unién covalente de un inmundgeno concreto con una proteina portadora, por
métodos quimicos. Su objetivo es el de convertir antigenos débilmente
inmunogénicos, como los péptidos, o que no inducen una respuesta adecuada,
como los polisacaridos, en inmundgenos efectivos.

La conjugacién se ha usado con gran éxito en el desarrollo de la vacuna contra
Haemophilus influenzae, incluida ya en el calendario vacunal en muchos paises.
Se ha llevado a cabo uniendo el polisacarido capsular de H. influenzae tipo B con
el toxoide diftérico, CMR197, consiguiéndose una vacuna efectiva en nifios desde
los 2 meses de edad y que induce memoria inmunolégica. También se estan
desarrollando vacunas conjugadas con los polisacaridos de estreptococos y de
meningococos (40,41), aunque ya se utiliza una vacuna conjugada que cubre siete
serogrupos en el caso del neumococo y del polisacarido del meningococo C que
ha dado un excelente resultado y ha sido también incluida en los calendarios
vacunales. La conjugacion es util, también, para incrementar la inmunogenicidad
de epitopos peptidicos lineales, que son de por si poco inmunogénicos,
conjugando péptidos sintéticos u obtenidos por técnicas de ADN recombinante,
con portadores proteicos como el toxoide del tétanos.

Tecnologias avanzadas en el desarrollo de vacunas

Dos categorias de técnicas muy prometedoras son la secuenciacion automatica
del ADN vy la bioinformatica, que, conjuntamente han revolucionado la biologia y la
medicina. Actualmente se puede conseguir la secuencia completa del genoma de
una bacteria en muy poco tiempo (42), hasta el punto de que hoy en dia hay mas
de 750 genomas de microorganismos secuenciados, cubriendo la mayoria de los
patdgenos importantes para el hombre. Por su parte, la bioinformatica es esencial
para poder interpretar la inmensa cantidad de informacién que proporciona el
conocimiento de estos genomas.
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Otras estrategias complementarias son las denominadas de “gendémica funcional”,
que permiten el analisis a gran escala de la transcripcibn genética usando
tecnologias de micromatrices (microarrays) de ADN o de ARN, el analisis del
conjunto de proteinas de un organismo o proteémica (empleando electroforesis 2D
y espectrometria de masas) y las tecnologias de comparacion genoma-proteoma
(43,44).

En el primero de los casos, las micromatrices de ADN constituyen una tecnologia
genomica desarrollada recientemente y uno de los instrumentos mas potentes
para el estudio del transcriptoma o proteoma, el conjunto de los transcriptos de un
organismo, hasta el punto de que su uso esta revolucionando la investigacion
biolégica, el diagnéstico clinico y el descubrimiento de vacunas.

En el segundo de los casos, los avances en las técnicas de separacion de
proteinas, junto con la espectrometria de masas, han permitido la identificacion del
conjunto de las proteinas de una poblacion celular. Una de las areas que abarca la
proteémica es la identificacion a gran escala de las proteinas y sus modificaciones
tras la traduccion; la segunda es la comparacion diferencial, para analizar
variaciones en los niveles de expresion de proteinas, y una tercera abarca el
estudio de las interacciones entre proteinas. Estas tres aplicaciones, junto con la
caracterizacion de las proteinas de membrana y de las asociaciones a la
superficie, su combinacién con técnicas de inmunoprotedmica, y los analisis por
tecnologias bioinforméaticas, son especialmente importantes en el desarrollo de
vacunas.

Las técnicas de protebmica comparativa estan siendo utilizadas para el desarrollo
de vacunas, sobre la base de que los antigenos presentes solo en las cepas
virulentas seran los mas adecuados. En este sentido, se estan haciendo estudios
con Mycobacterium tuberculosis (comparando su proteoma con el de M. bovis),
Helicobacter pylori, Listeria, Streptococcus y Campylobacter. También se han
empleado técnicas de hibridacion comparativa (denominadas CGH) con
Streptococcus y M. tuberculosis, permitiendo identificar qué genes sufren mayor
variabilidad y cuales son los mas conservados y, que, tedricamente seran los
mejores candidatos vacunales. Esta técnica también ha permitido detectar la
ausencia de algunos genes importantes en las cepas vacunales actuales de
algunas especies.

Otras estrategias interesantes que se han empleado son las denominadas
tecnologias de expresion in vivo (IVET) para la identificacion de genes de
virulencia, claves en el disefio de vacunas (45). Esta técnica tiene la ventaja de
revelar mutantes atenuados que podrian ser usados como vacunas vivas, y las
proteinas identificadas como esenciales para la infeccién, que es muy probable
gue sean buenos candidatos para vacunas de subunidades.

En 1995, la disponibilidad de la secuencia del genoma completo de un
microorganismo (46) marco el principio de una era genomica que ha permitido
cambiar los meétodos tradicionales establecidos por Pasteur (aislamiento,
inactivacion e inyeccion del agente causal de la enfermedad) e iniciar la
aproximacion al desarrollo de vacunas partiendo de la informaciéon gendmica en un
proceso denominado vacunologia reversa que podria considerarse uno de los
ejemplos mas importantes de como la informacion gendémica puede ser utilizada a
la hora de elaborar nuevas medidas terapéuticas (47).
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Esta tecnologia, que supone un enorme ahorro de tiempo y permite incluso la
identificacion de antigenos que no puedan ser purificados en cantidades
adecuadas de forma convencional, va a permitir el desarrollo de vacunas muy
dificiles o imposibles de obtener utilizando la vacunologia clasica, ya que no esta
basada en el cultivo del microorganismo, sino en la utilizacién de algoritmos para
minar la informacién contenida en su mapa genético, lo que es especialmente util
en dos situaciones:

— Cuando la enfermedad esta causada por microorganismos que no se pueden
cultivar en el laboratorio, como es el caso del virus de la hepatitis C o de
Treponema pallidum.

— Cuando la enfermedad es causada por organismos que sufren gran variacion
antigénica, y la vacuna protege sélo contra la cepa utilizada para desarrollarla, por
lo que no es universal. Ejemplos de este tipo son el VIH, el gonococo o el
meningococo B.

Tomando como punto de partida la secuencia genémica del patdgeno, que puede
ser considerada como un catalogo de todas las proteinas que la bacteria puede
expresar en cualquier momento de su ciclo vital y mediante andlisis informéaticos,
la vacunologia reversa predice cuales son los antigenos con mayores
posibilidades de servir como candidatos para el desarrollo de vacunas, asumiendo
de entrada que todos ellos son inmunogénicos y sin tener en cuenta su
abundancia o inmunogenicidad durante la infeccion, lo que permite la identificacion
no soélo de los antigenos observados mediante métodos tradicionales, sino
también de otros que funcionan de modos completamente diferentes, permitiendo
el descubrimiento de nuevos métodos de intervencion inmune. La utilidad de esta
aproximacion depende en gran medida de la disponibilidad de un sistema de alto
rendimiento para la comprobacion de la existencia de inmunidad protectora. Si
esto es asi, tedricamente, todos los genes del patdbgeno pueden ser comprobados
sin ningun tipo de sesgo.

Desafortunadamente, debido a las limitaciones que existen actualmente en el
conocimiento de la inmunidad vacunal, para algunas enfermedades no es fécil
encontrar buenos marcadores de proteccion (no asi para otras, como la hepatitis B
y la A, la difteria o el tétanos) de modo que el cribado o rastreo de inmunidad
protectora es el paso limitante en la vacunologia reversa (48). El otro gran
problema de este método es su incapacidad para identificar, entre otros, antigenos
no proteicos como los lipopolisacaridos, que son un componente importante de
muchas vacunas efectivas.

En conclusién, la vacunologia reversa permite nuevas aproximaciones muy
interesantes haciendo posible el desarrollo de vacunas basadas en epitopos
derivados del genoma completo, por lo que, en teoria, se podria disefiar una
vacuna totalmente sintética que contuviese cadenas de los mejores epitopos
codificados por el microorganismo, pudiendo excluirse aquellos poco
inmunogénicos 0 que muestren potencialmente reactividad cruzada con otros del
propio organismo. Con el avance de la era genomica se ha hecho evidente que el
analisis genomico de mudltiples cepas es fundamental para el desarrollo de
vacunas universales. La inclusién del genoma de varios representantes de cada
especie ha dado lugar a lo que se conoce como aproximacion genémica (43), con
gran potencial para el desarrollo de vacunas.
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Los datos gendmicos, por si solos, no pueden ser utilizados para predecir
adecuadamente la eficacia in vivo de los antigenos candidatos, por tanto, los
seleccionados en funcion de criterios bioinforméaticos han de ser validados
utilizando aproximaciones genomicas, protedmicas, genéticas y bioquimicas,
ademas de los modelos informaticos adecuados (tabla 1).

TABLA 1. Comparacién de los métodos convencional y genémico para el desarrollo de vacunas.

Vacunologia convencional | Vacunologia reversa
Caracteristicas fundamentales
= Antigenos mas abundantes durante la = Todos los antigenos inmunogénicos durante la
enfermedad enfermedad

= Antigenos inmunogénicos durante la enfermedad
= Microorganismos cultivables

= Esencial el uso de modelos animales

= | os indicadores de proteccion son Utiles

Antigenos no inmunogénicos durante la enfermedad

Antigenos de microorganismos cultivables

Esencial el uso de modelos animales

Los indicadores de proteccién son muy importantes

El plegamiento adecuado de las proteinas
recombinantes es importantes

andlisis son importantes

Ventajas

= Los polisacaridos pueden ser utilizados como = Acceso rapido a cualquier antigeno individual
antigenos = Se pueden utilizar microorganismos no cultivables

= Son posibles las vacunas basadas en lipolisacarido{ = Se pueden identificar antigenos no abundantes

=  Los glucolipidos y otros antigenos por CD-1 pueder| = Se pueden identificar antigenos no inmunogénicos
ser utilizados durante la infeccion

= Se pueden identificar antigenos expresados de modo
temporal durante la infeccion

= Se pueden utilizar proteinas no estructurales

Desventajas
= Se necesita mucho tiempo para identificacién de lo§ ®* No se puede utilizar antigenos no proteicos
antigenos (polisacaridos, lipolisacaridos, glucolipidos y otros
=  Variabilidad antigénica de muchos antigenos antigenos restringidos por CD-1)

identificados

= Los antigenos no identificados in Vitro no pueden
ser identificados

= Solo se consideran las proteinas estructurales

Inmunizacion pasiva: anticuerpos monoclonales y anticuerpos cataliticos

En este campo también se han desarrollado nuevas tecnologias importantes que
tienen, ademas, aplicacion en otras areas de la biologia y la medicina. Las mas
destacadas son la construcciéon de hibridomas y la produccién de anticuerpos
monoclonales (49). Los hibridomas (obtenidos al fusionar células de mieloma con
células de bazo de animales inmunizados o linfocitos humanos) seleccionados
para los anticuerpos que interesen, se inyectan en animales de laboratorio, en los
que se reproducen como tumores y producen anticuerpos que responden a un
Gnico antigeno del inmundégeno utilizado inicialmente, esto es, anticuerpos
derivados de un solo clon de células B o anticuerpos monoclonales (AcMo).

El uso de AcMo para la inmunizacion pasiva ofrece las ventajas de evitar la fuente
humana para las inmunoglobulinas, de aumentar enormemente la tolerabilidad de
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las inmunoglobulinas al reducir sustancialmente el contenido proteico y de
proporcionar una fuente de anticuerpos ilimitada con una estandarizacién absoluta
y una especificidad Unica. Estos factores hacen muy probable que los AcMo
reemplacen a las inmunoglobulinas humanas policlonales como vacunas pasivas.
Se pueden considerar tres clases de este tipo de vacunas:

a) AcMo humanos naturales, que resultan en la creacion y el aislamiento de
hibridomas que segreguen AcMo humanos.

b) AcMo humanos recombinantes, obtenidos por recombinacion a partir de un
hibridoma que produzca un AcMo humano natural.

c) AcMo recombinantes humanizados, obtenidos a partir de hibridomas en los que
la humanizacién se consigue reemplazando las regiones variables de los genes
humanos por las correspondientes de genes murinos.

Otra tecnologia reciente utilizada en inmunizacion pasiva es la de obtencion de
anticuerpos cataliticos o inmunotoxinas, esto es, anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos unidos covalentemente a un agente citotéxico. Como el anticuerpo es
especifico de un antigeno particular, sélo se unira a las células que lo expresen en
su superficie, y son especialmente Utiles para el tratamiento de ciertos canceres,
problemas de autoinmunidad, enfermedades virales y trasplantes de tejidos. Los
compuestos toxicos conjugados a los anticuerpos incluyen drogas, toxinas,
radionuclidos, citocinas y enzimas.

Ya que muchas drogas usadas en estas inmunotoxinas afectan a procesos
intracelulares, éstas deben ser capaces no sélo de unirse a la superficie de la
célula, sino también de llevar el agente téxico a su interior. Una vez dentro de la
célula, la toxina ha de ser liberada del anticuerpo. En el caso de sustancias
guimicas organicas esto se logra bien por la accion de vesiculas endociticas y
lisosomas, donde el anticuerpo es degradado y liberada la droga, o por el disefio
de enlazadores que se puedan romper enzimaticamente o quimicamente.

Otras aplicaciones de las vacunas

Ademéas de las vacunas contra enfermedades infecciosas, son especialmente
notables las aplicaciones de las nuevas tecnologias de obtencion de proteinas
recombinantes para vacunas contra otras patologias como las alergias,
enfermedades autoinmunes, prevencion del embarazo o el cancer (50-52).

Puesto que esta claramente demostrado que los extractos crudos de alergenos,
tales como las gramineas, pueden ser usados terapéuticamente para mejorar los
sintomas alérgicos, los genes que codifican un alérgeno concreto pueden clonarse
y expresarse en una célula heterdloga. Esto es extrapolable a otros alergenos
importantes, lo que daria lugar a la produccion de un céctel de alérgenos definidos
para formular vacunas que podrian ser mas efectivas y mejor toleradas que las
vacunas brutas actualmente disponibles.

Otra aplicacion novedosa se encuentra en el campo de la fertilidad humana. Una
proteina de la superficie del esperma de cobayas se purificO, se mezclé con
adyuvantes y se inyect0 en cobayas hembras. Los animales vacunados se
volvieron estériles, aunque posteriormente recuperaron la fertilidad tras periodos
de alrededor de 1 afio después de la vacunacion. Este resultado ha abierto una
via hacia la estrategia de clonar y expresar los genes que codifiquen la proteina
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anadloga del esperma humano para usarla como una vacuna de fertilidad
reversible.

Del mismo modo, se han clonado inmundgenos especificos de células cancerosas
para desarrollar vacunas (o inmunotoxinas, como ya hemos comentado) capaces
de eliminar especificamente las células tumorales.

Conclusiones

Los desarrollos tecnolégicos logrados en los ultimos 15 afios han mostrado que el
namero de estrategias para lograr nuevas vacunas se estad incrementando de
modo considerable. Se puede predecir que en los proximos afios se seguird
progresando y, los aspectos técnicos seran refinados de tal forma que casi
cualquier antigeno o epitopo podra ser presentado en una forma altamente
inmunogénica en el contexto de una vacuna viva o muerta. EI mayor conocimiento
de la funcioén de los genes en patdgenos virales y bacterianos permitira estabilizar
y atenuar mejor las vacunas vivas y usarlas como vectores vivos. La tecnologia de
adyuvantes deberia avanzar hasta el punto de que puedan utilizarse adyuvantes
mas potentes y tan bien tolerados como las sales de aluminio.

A medida que las investigaciones avancen, es probable que el conocimiento de la
inmunologia siga siendo el factor limitante para el desarrollo de nuevas vacunas
para uso humano. Algunas areas en las que el avance en nuestros conocimientos
tendrian un resultado practico en el desarrollo de vacunas son la inmunobiologia
de los patdgenos, el tipo preciso de respuesta inmune que se requiere para una
proteccién sélida y persistente contra la infeccién y la enfermedad, la consecucién
de la inmunidad de las mucosas y el disefio de estrategias de vacunacion optimas
para conseguir dicha proteccion.
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