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La prevencion de muchas enfermedades infecciosas

y otras patologias, como las alergias, las enfermedades
autoinmunes y el cancer, suponen todavia un gran reto en
el siglo xx1. Se han conseguido ya grandes logros, como la
erradicacion de algunas enfermedades y el control de otras
muchas, y los avances en nuevas tecnologias en las areas
de la biologia molecular, el ADN recombinante, la
bioquimica de proteinas, la bacteriologia y la inmunologia
nos permiten predecir que en los proximos anos se seguira
progresando. Los aspectos técnicos seran refinados de tal
forma que cualquier antigeno o epitopo podra ser
presentado de manera altamente inmunogénica. Estas
tecnologias modernas han llevado a la formulacion de un
paradigma en la investigacion de vacunas en el que la
genomica y/o protedmica de las enfermedades se analizan
a priori con el fin de identificar los factores que estarian
implicados en la respuesta inmune, y que podrian ser
adecuados como candidatos vacunales.
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Classic vaccinology and advances in vaccine design

The prevention of many infectious diseases, allergies,
autoimmune diseases, and cancer continues to be a
challenge in the twenty-first century. Nonetheless,
considerable advances have already been made, such as
the eradication of certain infectious diseases and effective
control of many others, and new technology is being
developed in areas related to molecular biology,
recombinant DNA, protein biochemistry, microbiology,
and immunology. The current trends point to continued
progress in coming years. Technical skills will become
highly refined, so that any antigen or epitope can be
presented in a highly immunogenic form within a vaccine.
Modern technology has led to the formulation of a new
paradigm in vaccine development, in which the genomic
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and/or proteomic aspects of diseases are analyzed a priori
to identify factors implicated in the immune response that
may serve as promising vaccine candidates.

Key words: Vaccines. Immunization. Molecular biology.

Introduccion

La vacunacién como un intento deliberado de proteger
al hombre contra las enfermedades tiene una larga histo-
ria aunque sé6lo desde el siglo XX se ha convertido en una
practica 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 pri-
mer intento cientifico de controlar una enfermedad infec-
ciosa por inoculacién 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 vacunacioén con el virus del célera aviar, sen-
tando bases importantes como la atenuacién, la modifica-
cién 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 trans-
mision de otras enfermedades durante el proceso de vacu-
nacién). En los dltimos 200 afios, la vacunacién ha conse-
guido controlar varias enfermedades importantes, al
menos en ciertas partes del mundo: viruela, difteria, téta-
nos, poliomielitis y sarampion, entre otras. En el caso de la
viruela, el suefio de la erradicacién se ha cumplido, ya que
la enfermedad ha desaparecido. La vacunacién contra la
gripe, hepatitis B, neumococo y Haemophilus influenzae
tipo B han supuesto un gran avance contra estas infeccio-
nes, pero todavia queda mucho por hacer, incluso en pai-
ses desarrollados, ya que el fenémeno de emerger y ree-
merger de enfermedades infecciosas es uno de los retos
actuales en esta dreal.

El impacto de las vacunaciones en la salud es dificil de
exagerar, ya que, con la excepcion de la potabilizacién del
agua, ninguna otra actuacion, ni siquiera el uso de los an-
tibiéticos, ha tenido tan gran efecto en la reduccién de la
mortalidad y el crecimiento de la poblacién??. Se trata de
la intervencién més efectiva desde la perspectiva de la sa-
lud publica, aunque actualmente esté infrautilizada, espe-
cialmente 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 situaciéon
son multiples, pero la realidad es que en el Tercer Mundo
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existe un gran retraso en la utilizacién masiva de las va-
cunas ya comercializadas®.

El primer intento de erradicar una enfermedad preveni-
ble data de 1956, cuando la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) se plante6, con éxito, como ya hemos comen-
tado, la erradicacién mundial de la viruela, y que se con-
siguié en 1980 mediante el uso masivo de la vacuna anti-
variélica. Le siguieron la poliomielitis (desde 2003 estan
libres de la enfermedad la regién de las Américas, la del
Pacifico Oeste y la Regién Europea), el sarampion (a fina-
les de 2004 la cobertura global de la vacunacién 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 realiza-
dos, e importantes los logros conseguidos, en el desarrollo
de nuevas vacunas aprovechando los avances en campos
como la biologia molecular, la tecnologia del ADN recom-
binante, la bioquimica de proteinas, la quimica de polisa-
caridos, la bacteriologia, virologia e inmunolégica. Algunos
de los aspectos a los que se han aplicado estas nuevas tec-
nologias 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 cla-
sical,

Inmunizacion activa:
diversas consideraciones

Su objetivo es inducir un estado de inmunidad protecto-
ra que en el caso de una vacuna ideal seria de larga dura-
cién en todos los vacunados inmunocompetentes, sumi-
nistrada en una tnica 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 es-
timulando nuevas investigaciones en este campo.

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

La poblacién diana para una vacunacion esta condicio-
nada por la epidemiologia de la enfermedad y por la capa-
cidad de cubrir a la poblacion de riesgo. La edad y el esta-
do de salud de dicha poblacién pueden determinar cudles
son las estrategias de vacunacion més apropiadas para ob-
tener una inmunidad protectora.

El estudio de la inmunobiologia de la enfermedad en
cuestién 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 infeccién particular
en humanos, podria mostrar que la desaparicién de la in-
feccién natural se correlaciona con la aparicién de anti-
cuerpos contra un antigeno particular del microorganis-
mo: esto definiria al antigeno como un inmunégeno para

una posible vacuna. Estos estudios se facilitan enorme-
mente y, en algunos casos s6lo son posibles desarrollando
un modelo experimental de la infeccién en una especie ani-
mal, 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 evaluacién cli-
nica 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 infeccién natural causada
por el microorganismo de tipo salvaje es eliminada y el sis-
tema inmune queda alertado contra el microorganismo,
consiguiéndose asi una proteccién de larga duracién. Tales
vacunas contienen microorganismos vivos que infectan al
huésped de una forma similar a como ocurre en la infec-
cién natural, aunque sin la virulencia de ésta y provocan-
do asi una respuesta inmune similar a la inducida por el
microorganismo de tipo salvaje, durante la infeccién na-
tural.

La vacuna viva tiene que estar atenuada, lo que impli-
ca que la capacidad del microorganismo de causar en-
fermedad estd virtualmente eliminada por las manipu-
laciones biolégicas o técnicas que se realizan durante la
preparacién de la vacuna. Generalmente, provocan tanto
inmunidad humoral (mediada por anticuerpos) como ce-
lular (mediada por linfocitos T citot6xicos o linfocitos T de
memoria). Es este amplio espectro de inmunidad inducida,
asi como las sucesivas exposiciones silentes al microorga-
nismo de tipo salvaje (que estimulan la inmunidad), lo que
explica la capacidad de estas vacunas de provocar una pro-
teccion de larga duracion.

Aunque estas propiedades per se puedan hacer desea-
ble que todas las vacunas activas sean vacunas vivas, no
es técnicamente posible para todos los microorganismos
patégenos. Una vacuna viva puede estar atenuada de
manera incompleta y, por tanto, causar su enfermedad na-
tural en algunos de los vacunados. Ademas, puesto que
puede replicarse, existe la posibilidad de que el microor-
ganismo revierta a su forma patogénica (més natural) o
hacerse reactogénica. Es posible también que algunos mi-
croorganismos de las vacunas vivas puedan ser transmi-
tidos desde el vacunado, lo que entrana cierto peligro si el
receptor tiene alguna inmunodeficiencia o esta recibiendo
terapia de inmunosupresion.

Las tecnologias clasicas requieren la capacidad de culti-
var de modo eficiente el virus, preferiblemente in vitro.
La primera aproximacion clasica consiste en aislar y culti-
var un virus animal, que causa una enfermedad veterina-
ria similar a la humana®$. El prototipo de vacuna de este
tipo, la vacuna de la viruela, fue la primera de la era mo-
derna. En 1798 Jenner observé que los individuos expues-
tos de manera intencionada al virus de la viruela vacuna
eran resistentes a la viruela humana. El programa de
vacunacion seguido fue utilizado en todo el mundo usan-
do lotes de virus de la viruela vacuna que fueron mayo-
ritariamente cultivados in vivo. Se consiguié asi la total
erradicacion de esta enfermedad en todo el mundo hacia la
mitad de la década de 1970, la tinica enfermedad infeccio-
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sa 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 resul-
tado, esta vacuna tiene la distincién de haber sido retira-
da, meta final de cualquier vacuna.

La segunda estrategia clasica, la atenuacién 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 ca-
pacidad 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 normalmen-
te no encuentran in vivo”8. Para mejorar la eficacia de al-
gunas vacunas, como la del rotavirus animal, se han de-
sarrollado virus reasociados (“reassortant”, con genomas
mixtos procedentes de cepas distintas), una técnica sélo
aplicable a virus con genomas fragmentados y que se ob-
tienen tras una coinfeccién de un cultivo con dos virus di-
ferentes, habitualmente uno animal y otro humano de for-
ma que los virus resultantes contienen segmentos de
genes de los dos virus parenterales®!?. Se aislan entonces,
los rotavirus que contengan mayoritariamente genes del
rotavirus animal, junto con genes del rotavirus humano
que sean importantes para la proteccién, obteniéndose asi
fenotipos atenuados para humanos. Estos rotavirus reaso-
ciados son mas adecuados como candidatos a vacunas que
sus virus animales parentales no recombinantes. La mis-
ma estrategia ha sido aplicada a las vacunas de la gripe,
en la que, el virus virulento proporciona los genes que co-
difican las glucoproteinas de superficie inmunogénicas y
un virus atenuado aporta la mayoria de los genes y, con
ellos, el fenotipo de atenuaciénl.

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 atenué mediante 231 subcul-
tivos sucesivos in vitro a lo largo de 13 afios'?. Hay muchas
cepas de este bacilo disponibles en el mundo, derivadas
de la cepa original, que difieren en términos de tolerabili-
dad, inmunogenicidad y grado de eficacia protectora en
ensayos clinicos. Las vacunas han sido inyectadas a més
de un bill6n de personas en todo el mundo y han mostrado,
en general, unos perfiles aceptables en cuanto a su tolera-
bilidad. Con otros patégenos bacterianos sélo ha sido
posible dicha atenuaciéon por subcultivos en Salmonella
typhi (cepa Ty21a) con una eficacia de proteccién cercana
al 70% frente a la fiebre tifoideals.

Vacunas muertas

Presentan cierto tipo de ventajas sobre las vacunas vi-
vas que, en cierta manera, contrarrestan algunos de los
defectos que éstas puedan presentar. Por definicién, en es-
tas vacunas, el patégeno no puede multiplicarse o disemi-
narse para causar la enfermedad. Generalmente, son me-
jor toleradas, especialmente aquellas constituidas por
componentes microbianos purificados (vacunas de subuni-
dades). Suelen ser menos inmunogénicas que las vivas, lo
que implica, en ocasiones, la necesidad de aumentar su in-
munogenicidad combindndolas con un adyuvante. Los tni-
cos aprobados para uso humano son el hidréxido de alumi-
nio (que ha sido ya utilizado en vacunas inyectadas en
mads de mil millones de personas en todo el mundo) y el
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MF59 y AS04 (MPL/hidréxido de aluminio), cuya seguri-
dad ha sido demostrada recientemente!41?, Cualquier pro-
grama de desarrollo para una vacuna muerta debe ser lle-
vado a cabo teniendo en cuenta que, en general, son
necesarias dosis multiples, a veces seguidas de dosis de re-
cuerdo para conseguir una inmunidad protectora a largo
plazo. Estas normalmente funcionan estimulando la res-
puesta inmune humoral y activando la memoria inmuno-
logica.

Las aproximaciones mas antiguas a las vacunas muer-
tas, que son similares a las estrategias cldsicas seguidas
para las vacunas vivas discutidas anteriormente, se basan
en la inactivacién de bacterias o virus enteros con el fin
de provocar la sintesis de anticuerpos contra los muchos
imnunégenos que tienen. Las vacunas bacterianas inacti-
vadas aprobadas se desarrollaron hace ya varias décadas,
en un momento en el que no se conocian los antigenos bac-
terianos y su papel especifico en la inmunidad. Dado el ni-
mero de tecnologias alternativas disponibles para prepa-
rar vacunas purificadas, bioquimicamente definidas, y los
estrictos estandares reguladores que se han ido imponien-
do con el tiempo, parece improbable que aparezcan nuevas
vacunas bacterianas muertas fabricadas de esta manera.

Las vacunas virales inactivadas, también preparadas
por tecnologias clésicas, estan disponibles desde hace va-
rias décadas y, generalmente, son bien toleradas. Los epi-
topos clave de la superficie de muchos virus pequefios, que
generan respuestas inmunes protectoras (epitopos protec-
tores), frecuentemente son muy conformacionales. Para
la mayoria de los virus para los que existen vacunas inac-
tivadas, puede no ser posible imitar la conformacién de ta-
les epitopos por otras tecnologias que se describiran poste-
riormente (p. €j., polipéptidos recombinantes). Por tanto,
esta estrategia cldsica que tiene un excelente récord en la
producciéon de vacunas eficaces sigue siendo la tecnologia
de eleccién para muchas vacunas virales!6:17,

Como es bien sabido, muchos patégenos, especialmente
las bacterias, tienen una cdapsula externa compuesta de
polisacaridos. En estas bacterias, los anticuerpos dirigidos
contra el polisacarido capsular pueden ser protectores con-
tra la infeccién, por lo que se supone que son buenos anti-
genos vacunales.

El defecto de estas vacunas es que los polisacaridos, al ser
inmundgenos independientes de células T, son poco o nada
inmunogénicos en nifios menores de 2 afios a causa del es-
tado inmaduro de su sistema inmunitario y no inducen me-
moria inmunoldgica en nifios mayores y adultos. Ejemplos
tipicos de estas vacunas son las empleadas contra menin-
gococos (serogrupos A, C, Y, Wis5) y neumococos!®20,

Inmunizacion pasiva

En algunas situaciones es necesaria una proteccién in-
munolégica inmediata para tratar una enfermedad infec-
ciosa. Como la inyeccién con una vacuna activa tarda en-
tre 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 co-
noce la exposicién a un patégeno.

Algunos ejemplos incluyen la profilaxis tras la exposi-
cién al virus de la hepatitis B! o0 al virus de la varicela-
z6ster, la administracién a madres embarazadas que sean
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virémicas para citomegalovirus con el fin de prevenir in-
fecciones perinatales???3, y la profilaxis preexposicion para
individuos de riesgo con otras patologias (que han sido so-
metidos a un trasplante con citomegalovirus, lactantes con
patologias pulmonares por el virus respiratorio sincitial,
pacientes con sepsis por Pseudomonas?*, y pacientes tra-
tados de cancer?s). El efecto protector mediado por la ma-
yoria de estas preparaciones de anticuerpos consiste en
neutralizar el patégeno o unirse a la célula afectada, que
es entonces destruida.

Las primeras preparaciones de anticuerpos o inmuno-
globulinas que fueron efectivas para la terapia antimicro-
biana aguda estaban obtenidas de especies como los caba-
llos, inyectados con las toxinas bacterianas inactivadas.
Aunque estos antisueros eran efectivos, al ser los anti-
cuerpos extrafios provocaban efectos adversos graves en
los receptores, tales como la enfermedad del suero. Por
esta razon 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, vi-
rales o bacterianas, asi como a los preparados de inmuno-
globulinas especificas entre los que se incluyen los anti-
cuerpos monoclonales. Para muchos patégenos, en los que
una proteina concreta contiene epitopos protectores, el
desarrollo de una vacuna basada en esa proteina purifica-
da es la estrategia de eleccién, suponiendo que una vacuna
formada por el patégeno completo inactivado no sea efecti-
va o técnicamente posible. Estas vacunas basadas en pro-
teinas requieren el uso de técnicas inmunoldgicas, genéti-
cas y bioquimicas para su desarrollo?6-28,

Las tecnologias modernas han llevado a la formulacién
de un paradigma en la investigacién 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 més considerables en este sentido
son las tecnologias del ADN recombinante, que no es més
que la aplicacién de un conjunto de métodos de ingenieria
genética, es decir, de métodos que nos permitan modificar
deliberadamente la informacién genética de una célula.

Utilizacion de vectores vacunales

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

— La primera consiste en provocar mutaciones especifi-
cas o deleciones en el genoma viral, para lograr que los vi-
rus atenuados sean estables, esto es, incapaces de rever-
tir al fenotipo de virulencia. La mayor estabilidad del
fenotipo de atenuacion se consigue induciendo modifica-
ciones lo suficientemente amplias como para que la rever-
si6n pueda ser descartada, lo que puede ocurrir con los vi-
rus atenuados obtenidos por estrategias cldsicas que

pueden tener solamente mutaciones esporadicas y, por
ello, tener la capacidad de revertir.

— La segunda aproximacién ha sido la fabricacién de vi-
rus que sirvan como portadores (o vectores de expresién)
de inmundégenos o epitopos peptidicos de otros patégenos
humanos con el objetivo de conseguir la presentacién del
inmundégeno al sistema inmunitario en el contexto de un
virus vivo, de tal forma que el sistema inmunitario res-
ponde igual que a un inmunégeno vivo y, por tanto, de-
sarrolla una inmunidad muy amplia (humoral, celular o
ambas). Como parte de un virus vivo, dicho inmunégeno es
expresado dentro del citoplasma de la célula infectada, y
como consecuencia de los mecanismos de presentacién an-
tigénica, se rompe en fragmentos que son transportados a
la superficie de la célula, donde provoca la respuesta de los
linfocitos T citotéxicos. 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 inmundgeno extrafo 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 inmundégeno. Actual-
mente se estdn desarrollando vectores de expresion con ce-
pas de adenovirus que ya han sido usadas como vacunas
para prevenir enfermedades respiratorias en personal mi-
litar o el sida?®, aunque todavia no se han obtenido resul-
tados 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 enfo-
que técnico, similar a lo ya comentado, ha sido dirigido ha-
cia el uso de la tecnologia del ADN recombinante para con-
seguir la atenuacién de cepas bacterianas vivas o para
crear vectores bacterianos vivos. En general, la obtencién
de mutantes atenuados sigue la estrategia de identificar el
gen o genes responsables de la virulencia de la bacteria y
eliminarlos, anular su expresién o modularla in vivo, has-
ta 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 bac-
teriana atenuada y su actividad como vacuna, lo que sig-
nifica que no se debe sobreatenuar la cepa hasta el punto
de que ya no se replique suficientemente como para provo-
car una respuesta inmune efectiva. Por ejemplo, una in-
feccién por Vibrio cholerae, protege contra infecciones pos-
teriores, por lo que las vacunas para dicho patégeno han
sido desarrolladas como vacunas vivas®’, La atenuacion de
esta cepas de Vibrio (como la de otras muchas cepas bac-
terianas) se consigue por la delecion (dirigida por el ADN
recombinante) de genes que codifican factores de virulen-
cia tales como las toxinas.

Al igual que con los virus, también estan siendo fabri-
cadas bacterias que funcionen como vectores vivos para la
expresion de inmunégenos de otros patégenos3:32. Un
ejemplo es Salmonella typhimurium, que se replica en el
intestino y sirve como vector para antigenos de microorga-
nismos que también se replican en el intestino, como
V. cholerae y Escherichia coli o para otros patégenos no in-
testinales como Clostridium tetani.

Mycobacterium bovis también ha sido convertido en un
vector vivo para expresar genes extranos, incluyendo va-
rios de VIH-1%3. El uso de esta cepa como un vector de va-
cuna parenteral es aceptable en funcién de su excelente to-

Enferm Infece Microbiol Clin 2008;26(9):564-72 567



Criado MT et al. Vacunologfa cldsica y nuevas tecnologias en el disefio de vacunas

lerabilidad demostrada después de décadas de uso en todo
el mundo como vacuna contra la tuberculosis. La habili-
dad de este y otros vectores bacterianos para replicarse in-
tracelularmente puede aumentar la capacidad de provocar
respuestas inmunes celulares contra los patégenos corres-
pondientes al inmundégeno clonado en ellos. Es posible
pues, en la actualidad, seleccionar genes bacterianos o vi-
rales e inactivarlos para mejorar la seguridad de vectores
vivos o para identificar antigenos potencialmente utiles
como inmundgenos.

Vacunas de subunidades proteicas

Gracias a esta modificacién deliberada de la informacién
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 per-
tussis. En este ultimo caso se emplearon también técnicas
de estudio de la relacién estructura/funcién para producir
toxina alterada genéticamente con el fin de evitar la toxi-
cidad y mantener inalterada la conformacién antigénica.

La primera aplicacién de la tecnologia del ADN recom-
binante a la produccién de una vacuna fue para la hepati-
tis 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 fina-
les de la década de 1970 fue clonar y secuenciar el genoma
del virus, identificar el gen que codifica para dicho antige-
no y expresarlo en una célula heteréloga. Los intentos de
conseguirlo en E. coli no funcionaron, pero si en Saccha-
romyces 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
estdn aprobadas desde finales de la década de 198034,

También se estan llevando a cabo investigaciones y apli-
caciones de la tecnologia del ADN recombinante para
producir otras proteinas que, una vez purificadas, se han
formulado en vacunas que en la actualidad estdn siendo
evaluadas clinicamente para aplicaciones profilacticas y
terapéuticas en situaciones tan importantes como es el
caso del sida®. Con técnicas similares, también se estan
desarrollando vacunas muertas recombinantes frente a
parasitos como esquistosomas o el de la malaria®$37,

En cuanto a los toxoides (toxina proteica inactivada), el
proceso quimico para su obtencién tiene varias desventa-
jas respecto a la alteracién por desnaturalizacion de los
epitopos protectores y la posibilidad de que el toxoide re-
vierta 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?8. El gen alterado sustituye
al nativo en el microorganismo parental o en uno heterélo-
go como E. coli (si es técnicamente factible producir en él
la proteina), que entonces produce un toxoide inmunogé-
nico pero inactivado de forma estable.

Vacunas de acidos nucleicos

Otra de las ultimas tecnologias para el desarrollo de va-
cunas inactivadas es el uso directo como vacuna, de prepa-
raciones purificadas de 4cidos nucleicos que codifican un
inmundégeno protector?®3°,
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Si in vivo las células pudieran incorporar acidos nuclei-
cos 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 inicia-
ran una respuesta inmune. Una estrategia ha sido inyec-
tar intramuscularmente ADN o ARNm que codifique 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 pre-
paracion y la capacidad de que dirija la sintesis de multi-
ples 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 teérica de ser incapaz de inte-
grarse en el ADN cromosémico y, por tanto, no altera ge-
néticamente la célula. Una segunda estrategia ha sido la
incorporacién del ADN en microproyectiles (bolas de me-
tal) que son “disparados” directamente dentro de las célu-
las. Estas aplicaciones estan todavia en sus primeras eta-
pas de desarrollo, pero si resultaran ser utiles ofrecen
oportunidades tnicas para nuevas vacunas.

Vacunas conjugadas

Ademas de la tecnologia del ADN recombinante, como
ya se ha mencionado al principio de la exposicién, se han
desarrollado otras técnicas que, bien por si solas o en com-
binacién con dichas tecnologias son aplicables a la prepa-
racién de vacunas. Una de ellas es la conjugaciéon de ma-
cromoléculas, consistente en la unién covalente de un
inmunégeno concreto con una proteina portadora, por mé-
todos quimicos. Su objetivo es el de convertir antigenos dé-
bilmente inmunogénicos, como los péptidos, o que no indu-
cen una respuesta adecuada, como los polisacaridos, en
inmunégenos efectivos.

La conjugacién se ha usado con gran éxito en el desarro-
llo de la vacuna contra Haemophilus influenzae, incluida
ya en el calendario vacunal en muchos paises. Se ha lle-
vado a cabo uniendo el polisacarido capsular de H. in-
fluenzae tipo B con el toxoide diftérico, CMR197, consi-
guiéndose una vacuna efectiva en nifios desde los 2 meses
de edad y que induce memoria inmunolégica. También se
estdan desarrollando vacunas conjugadas con los polisaca-
ridos de estreptococos y de meningococos*®4!, aunque ya se
utiliza una vacuna conjugada que cubre siete serogrupos
en el caso del neumococo y del polisacdrido del meningo-
coco C que ha dado un excelente resultado y ha sido tam-
bién incluida en los calendarios vacunales. La conjugacién
es util, también, para incrementar la inmunogenicidad de
epitopos peptidicos lineales, que son de por si poco inmu-
nogénicos, 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 se-
cuenciacién automatica del ADN y la bioinformatica, que,
conjuntamente han revolucionado la biologia y la medici-
na. Actualmente se puede conseguir la secuencia completa
del genoma de una bacteria en muy poco tiempo*?, hasta el
punto de que hoy en dia hay mas de 750 genomas de mi-
croorganismos secuenciados, cubriendo la mayoria de los
patégenos importantes para el hombre. Por su parte, la
bioinformaética es esencial para poder interpretar la in-
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mensa cantidad de informacién que proporciona el conoci-
miento de estos genomas.

Otras estrategias complementarias son las denomina-
das de “genémica funcional”, que permiten el analisis a
gran escala de la transcripcién genética usando tecnologi-
as de micromatrices (microarrays) de ADN o de ARN, el
analisis del conjunto de proteinas de un organismo o pro-
teémica (empleando electroforesis 2D y espectrometria de
masas) y las tecnologias de comparacién genoma-proteo-
matddd

En el primero de los casos, las micromatrices de ADN
constituyen una tecnologia genémica desarrollada recien-
temente 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 diag-
néstico clinico y el descubrimiento de vacunas.

En el segundo de los casos, los avances en las técnicas de
separaciéon de proteinas, junto con la espectrometria de
masas, han permitido la identificacién del conjunto de las
proteinas de una poblacién celular. Una de las dreas que
abarca la proteémica es la identificacién a gran escala de
las proteinas y sus modificaciones tras la traduccion; la se-
gunda es la comparacién diferencial, para analizar varia-
ciones en los niveles de expresion de proteinas, y una ter-
cera 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 superfi-
cie, su combinacién con técnicas de inmunoproteémica, y
los analisis por tecnologias bioinformaéticas, son especial-
mente importantes en el desarrollo de vacunas.

Las técnicas de proteémica comparativa estan siendo
utilizadas para el desarrollo de vacunas, sobre la base de
que los antigenos presentes sélo en las cepas virulentas se-
ran 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 identifi-
car qué genes sufren mayor variabilidad y cudles son los
maés conservados y, que, teéricamente 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 expresién in vivo (IVET)
para la identificaciéon de genes de virulencia, claves en el
disefio de vacunas®. Esta técnica tiene la ventaja de reve-
lar mutantes atenuados que podrian ser usados como va-
cunas vivas, y las proteinas identificadas como esenciales
para la infeccién, que es muy probable que sean buenos
candidatos para vacunas de subunidades.

En 1995, la disponibilidad de la secuencia del genoma
completo de un microorganismo*® marcé el principio de
una era genémica que ha permitido cambiar los métodos
tradicionales establecidos por Pasteur (aislamiento, inac-
tivacién e inyeccién del agente causal de la enfermedad) e
iniciar la aproximacién al desarrollo de vacunas partiendo
de la informacién genémica en un proceso denominado
vacunologia reversa que podria considerarse uno de los
ejemplos mds importantes de c6mo la informacién gené-

mica puede ser utilizada a la hora de elaborar nuevas me-
didas terapéuticas?’.

Esta tecnologia, que supone un enorme ahorro de tiem-
po y permite incluso la identificacién 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 estd basada en el cultivo del microorga-
nismo, sino en la utilizacién de algoritmos para minar la
informacién contenida en su mapa genético, lo que es es-
pecialmente 1til en dos situaciones:

— Cuando la enfermedad est4 causada por microorganis-
mos 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 variacién 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 patégeno, que puede ser considerada como un catélo-
go de todas las proteinas que la bacteria puede expresar
en cualquier momento de su ciclo vital y mediante anélisis
informaticos, la vacunologia reversa predice cudles son los
antigenos con mayores posibilidades de servir como can-
didatos para el desarrollo de vacunas, asumiendo de en-
trada que todos ellos son inmunogénicos y sin tener en
cuenta su abundancia o inmunogenicidad durante la in-
feccion, lo que permite la identificacién no sélo de los anti-
genos observados mediante métodos tradicionales, sino
también de otros que funcionan de modos completamente
diferentes, permitiendo el descubrimiento de nuevos mé-
todos de intervencién inmune. La utilidad de esta aproxi-
macién depende en gran medida de la disponibilidad de un
sistema de alto rendimiento para la comprobacién de la
existencia de inmunidad protectora. Si esto es asi, teéri-
camente, todos los genes del patégeno pueden ser compro-
bados sin ningtn 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 proteccién (no asi para otras, como
la hepatitis B y 1a A, la difteria o el tétanos) de modo que
el cribado o rastreo de inmunidad protectora es el paso li-
mitante en la vacunologia reversa*®. El otro gran pro-
blema de este método es su incapacidad para identificar,
entre otros, antigenos no proteicos como los lipopolisaca-
ridos, que son un componente importante de muchas va-
cunas efectivas.

En conclusién, la vacunologia reversa permite nuevas
aproximaciones muy interesantes haciendo posible el de-
sarrollo de vacunas basadas en epitopos derivados del ge-
noma 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 o que
muestren potencialmente reactividad cruzada con otros
del propio organismo. Con el avance de la era genémica se
ha hecho evidente que el andlisis genémico de multiples
cepas es fundamental para el desarrollo de vacunas uni-
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TABLA 1. Comparacion de los métodos convencional y genomico para el desarrollo de vacunas

Vacunologia convencional

Vacunologia reversa

Caracteristicas

fundamentales

— Antigenos mas abundantes durante la enfermedad
— Antigenos inmunogénicos durante la enfermedad
— Microorganismos cultivables

— Esencial el uso de modelos animales

— Los indicadores de proteccion son tutiles

— Todos los antigenos inmunogénicos durante la enfermedad

— Antigenos no inmunogénicos durante la enfermedad

— Antigenos de microorganismos no cultivables

— Esencial el uso de modelos animales

— Los indicadores de proteccién son muy importantes

— El plegamiento adecuado de las proteinas recombinantes
es importante

— Los métodos de alto rendimiento para la expresién
y el analisis son importantes

Ventajas

— Los polisacaridos pueden ser utilizados como antigenos

— Son posibles las vacunas basadas en lipopolisacaridos

— Los glucolipidos y otros antigenos restringidos por CD-1
pueden ser utilizados

Desve:

— Acceso rapido a cualquier antigeno individual

— Se pueden utilizar microorganismos no cultivables

— Se pueden identificar antigenos no abundantes

— Se pueden identificar antigenos no inmunogénicos durante
la infeccién

— Se pueden identificar antigenos expresados de modo temporal
durante la infecciéon

— Se pueden identificar antigenos no expresados in vitro

— Se pueden utilizar proteinas no estructurales

ntajas

— Se necesita mucho tiempo para la identificacion
de los antigenos

— Variabilidad antigénica de muchos de los antigenos
identificados

— Los antigenos no identificados in vitro no pueden
ser identificados

— No se pueden utilizar antigenos no proteicos (polisacaridos,
lipopolisacdridos, glucolipidos y otros antigenos restringidos
por CD-1)

— Sélo se consideran las proteinas estructurales

versales. La inclusién del genoma de varios representan-
tes de cada especie ha dado lugar a lo que se conoce como
aproximacién genémica*?, con gran potencial para el de-
sarrollo de vacunas.

Los datos genémicos, por si solos, no pueden ser utiliza-
dos para predecir adecuadamente la eficacia in vivo de los
antigenos candidatos, por tanto, los seleccionados en fun-
cion de criterios bioinformaéticos han de ser validados uti-
lizando aproximaciones genémicas, proteémicas, genéticas
y bioquimicas, ademés de los modelos informaticos ade-
cuados (tabla 1).

Inmunizacion pasiva: anticuerpos
monoclonales y anticuerpos cataliticos

En este campo también se han desarrollado nuevas tec-
nologias importantes que tienen, ademas, aplicacién en
otras dreas de la biologia y la medicina. Las mas destaca-
das son la construccién de hibridomas y la produccién de
anticuerpos monoclonales*®. Los hibridomas (obtenidos al
fusionar células de mieloma con células de bazo de ani-
males inmunizados o linfocitos humanos) seleccionados
para los anticuerpos que interesen, se inyectan en anima-
les de laboratorio, en los que se reproducen como tumores
y producen anticuerpos que responden a un dnico antige-
no del inmunégeno utilizado inicialmente, esto es, anti-
cuerpos derivados de un solo clon de células B o anticuer-
pos monoclonales (AcMo).

El uso de AcMo para la inmunizacién pasiva ofrece las
ventajas de evitar la fuente humana para las inmunoglo-
bulinas, de aumentar enormemente la tolerabilidad de
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las inmunoglobulinas al reducir sustancialmente el con-
tenido proteico y de proporcionar una fuente de anticuer-
pos ilimitada con una estandarizacién absoluta y una es-
pecificidad 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 crea-
cion y el aislamiento de hibridomas que segreguen AcMo
humanos.

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

¢) AcMo recombinantes humanizados, obtenidos a par-
tir de hibridomas en los que la humanizacién se consigue
reemplazando las regiones variables de los genes huma-
nos por las correspondientes de genes murinos.

Otra tecnologia reciente utilizada en inmunizacién pasi-
va es la de obtencién de anticuerpos cataliticos o inmuno-
toxinas, esto es, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
unidos covalentemente a un agente citot6xico. Como el an-
ticuerpo es especifico de un antigeno particular, sélo se
unird a las células que lo expresen en su superficie, y son
especialmente utiles para el tratamiento de ciertos cance-
res, problemas de autoinmunidad, enfermedades virales
y trasplantes de tejidos. Los compuestos t6xicos conjuga-
dos a los anticuerpos incluyen drogas, toxinas, radionucli-
dos, citocinas y enzimas.

Ya que muchas drogas usadas en estas inmunotoxinas
afectan a procesos intracelulares, éstas deben ser capaces



Criado MT et al. Vacunologia clésica y nuevas tecnologias en el disefio de vacunas

no sélo de unirse a la superficie de la célula, sino también
de llevar el agente t6xico a su interior. Una vez dentro de
la célula, la toxina ha de ser liberada del anticuerpo. En
el caso de sustancias quimicas organicas esto se logra bien
por la accién de vesiculas endociticas y lisosomas, donde el
anticuerpo es degradado y liberada la droga, o por el dise-
fio de enlazadores que se puedan romper enziméaticamen-
te o quimicamente.

Otras aplicaciones de las vacunas

Ademas de las vacunas contra enfermedades infeccio-
sas, son especialmente notables las aplicaciones de las
nuevas tecnologias de obtencion de proteinas recombinan-
tes para vacunas contra otras patologias como las alergias,
enfermedades autoinmunes, prevenciéon del embarazo o el
cancer®0-52,

Puesto que esté claramente demostrado que los extrac-
tos crudos de alergenos, tales como las gramineas, pue-
den ser usados terapéuticamente para mejorar los sinto-
mas alérgicos, los genes que codifican un alergeno
concreto pueden clonarse y expresarse en una célula hete-
réloga. Esto es extrapolable a otros alergenos importantes,
lo que daria lugar a la produccién de un céctel de alerge-
nos definidos para formular vacunas que podrian ser mas
efectivas y mejor toleradas que las vacunas brutas actual-
mente disponibles.

Otra aplicacién novedosa se encuentra en el campo de
la fertilidad humana. Una proteina de la superficie del es-
perma de cobayas se purificé, se mezclé con adyuvantes y
se inyect6 en cobayas hembras. Los animales vacunados
se volvieron estériles, aunque posteriormente recupera-
ron la fertilidad tras periodos de alrededor de 1 afo des-
pués de la vacunacién. Este resultado ha abierto una via
hacia la estrategia de clonar y expresar los genes que co-
difiquen la proteina andloga del esperma humano para
usarla como una vacuna de fertilidad reversible.

Del mismo modo, se han clonado inmunégenos especifi-
cos de células cancerosas para desarrollar vacunas (o in-
munotoxinas, como ya hemos comentado) capaces de eli-
minar especificamente las células tumorales.

Conclusiones

Los desarrollos tecnolégicos logrados en los dltimos
15 afios han mostrado que el nimero de estrategias para
lograr nuevas vacunas se esta incrementando de modo
considerable. Se puede predecir que en los préximos afnos
se seguird progresando y, los aspectos técnicos serdn refi-
nados de tal forma que casi cualquier antigeno o epitopo
podra ser presentado en una forma altamente inmunogé-
nica en el contexto de una vacuna viva o muerta. El mayor
conocimiento de la funcién de los genes en patégenos vira-
les y bacterianos permitird estabilizar y atenuar mejor
las vacunas vivas y usarlas como vectores vivos. La tecno-
logia de adyuvantes deberia avanzar hasta el punto de que
puedan utilizarse adyuvantes més potentes y tan bien to-
lerados 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 4reas en las que el avance en nuestros

conocimientos tendrian un resultado practico en el de-
sarrollo de vacunas son la inmunobiologia de los patége-
nos, el tipo preciso de respuesta inmune que se requiere
para una proteccién sélida y persistente contra la infec-
ci6én y la enfermedad, la consecucién de la inmunidad de
las mucosas y el disefio de estrategias de vacunacién 6pti-
mas para conseguir dicha proteccién.
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