REVISIONES

Tecnologias de produccion de vacunas I: vacunas
vivas atenuadas

L. Salleras

Director general de Salud Publica. Departamento de Sanidad y Seguridad Social de la Generalitat de Catalufia

Introduccion

Para la mayorfa de las enfermedades, la forma mds efectiva de
inmunidad especifica es la que se desarrolla después de padecer la
infeccidn clinica o inaparente'. El objetivo de la vacunacién es pre-
cisamente desarrollar en el huésped que la recibe una inmunidad
adquirida activa similar a la conferida por la infeccién natural clini-
ca o inaparente, pero sin presentar el cuadro clinico y sin molestias
o reacciones o, por lo menos, con unas molestias o reacciones sufi-
cientemente débiles para que sean aceptables por el individuo vacu-
nado'?. Para conseguirlo se administran al huésped susceptible
productos inmunizantes obtenidos mediante las diferentes tecnolo-
gias de produccion de vacunas, con el fin de estimular una respues-
ta inmunitaria especifica de tipo humoral, celular o de ambos tipos
segtn la infeccién, que le proteja frente al agente infeccioso especi-
fico en el futuro'~.

(lasificacion de las tecnologias
de produccion de vacunas

Segiin su composicién, las vacunas pueden clasificarse en vi-
vas, inactivadas y génicas®'’. Las primeras consisten en microor-
ganismos vivos atenuados por diferentes procedimientos”!’. Los
agentes inmunizantes pueden replicarse en el huésped vacunado al
que inmunizan sin causarle la enfermedad natural. Las inactivadas
contienen microorganismos enteros inactivados o sus subunidades
inmundgenas’ . Actian como antigenos inmundgenos no repli-
cantes. En las vacunas génicas no se inyecta el microorganismo o
sus fracciones inmundgenas, sino el gen que codifica para la protei-
na inmunizante'*".

Ellis divide las tecnologias de produccién de vacunas en cldsi-
cas y modernas*’. Las tecnologias cldsicas incluyen los procedi-
mientos utilizados hasta muy recientemente para la obtencién de
las vacunas vivas atenuadas (variantes de otras especies; pases su-
cesivos en cultivos celulares o medios de cultivo) y de las vacunas
inactivadas enteras o de sus fracciones o subunidades inmundge-

nas naturales (inactivacién por procedimientos fisicos o quimicos).
Los nuevos métodos de produccion de vacunas consiguen patd-
genos atenuados por diferentes procedimientos (atenuacion mole-
cular, seleccion de mutantes sensibles a la temperatura, reasortado
de virus), etc., utilizan la tecnologia de ADN recombinante para la
obtencién de proteinas inmunizantes, expresan proteinas inmuni-
zantes en plantas a las que se ha introducido el gen que las codifi-
ca, conjugan polisacdridos capsulares con proteinas para convertir-
los en T-dependientes o producen péptidos inmunizantes por
sintesis quimica. Las vacunas génicas (vacunas a base de vectores
vivos de genes, vacunas de ADN) utilizan las modernas técnicas de
suministro de genes para la consecucién de los mismos objetivos.
Se trata de estimular en el huésped vacunado una respuesta inmu-
nitaria especifica que le proteja en el futuro frente al agente infec-
cioso correspondiente.

Algunos autores clasifican las vacunas génicas a base de vec-
tores vivos de genes entre las vacunas vivas y las vacunas a base
de plismidos de ADN entre las vacunas inactivadas. En este caso,
las vacunas se dividen sélo en dos grandes grupos: vivas atenua-
das e inactivadas. En esta revision se seguird la primera de las cla-
sificaciones, la mds diddctica a nuestro juicio, ya que se hace en
funcién del producto administrado (antigeno inmundégeno o gen) y
del estado del microorganismo inmunizante (vivo atenuado o inac-
tivado) cuando el producto inmunizante es un producto inmundge-
no no génico'.

En la tabla 1 se resumen los principales procedimientos cldsicos
y modernos de produccién de vacunas. También se enumeran
ejemplos de vacunas ya comercializadas obtenidas por unos u otros
procedimientos y de vacunas en fase de investigacion mediante las
tecnologias modernas. Todas las vacunas cldsicas citadas en la ta-
bla I han sido comercializadas. De las vacunas producidas con tec-
nologias modernas sélo han sido comercializadas algunas de poli-
sacdridos capsulares conjugadas con proteinas (Haemophilus
influenzae tipo b, meningococo C, neumocdcica 7-valente), de pro-
tefnas inmunizantes obtenidas por recombinaciéon genética (hepati-
tis B, subunidad B de la toxina colérica, toxina pertisica, enferme-
dad de Lyme) y de virus atenuados obtenidos por reasortado
(rotavirus).
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TABLA 1
Tecnologias de produccién de vacunas

Qlasicas
Vacunas vivas atenuadas

Virus patégenos en animales que no lo son para el hombre
Viruela, rotavirus

Pases sucesivos en medios de cultivo (bacterias) o cultivos celulares (virus),
hasta la obtencion de la atenuacién
BCG
Sarampion, rubéola, parotiditis, varicela

Vacunas inactivadas
Inactivacion por calor, formaldehido B-propiolactona o timerosal de bacterias
0 virus enteros
Tifoidea, cdlera, polio tipo Salk, gripe inactivada
Inactivacion por calor y formaldehido de antigenos secretados (toxinas)
Difteria
Tétanos
Toxina pertisica
Obtencion de fracciones inmunizantes virales o bacterianas naturales
AgHBs (hepatitis B plasmatica)
Subunidades virales (gripe)
Polisacaridos capsulares (Haemophilus influenzae tipo b, meningococo A-C,
Nneumococo)
Fracciones antigénicas de bacterias (tos ferina)

Modernas
Vacunas vivas atenuadas

Obtencion de variedades cold adapted
Gripe

Virus reasortados (reassorted virus)
Rotavirus, gripe

Atenuacion molecular de los patégenos
Tuberculosis, Salmonella, Shigella

Vacunas génicas
Vectores vivos atenuados de genes, virales (poxvirus, adenovirus)
o bacterianos (BCG, Salmonella)
Hepatitis B, gripe, herpes simple, polio, tuberculosis, VIH, E. coli enteropatégeno
Vacunas de ADN (plismidos)
Malaria, sida, gripe, hepatitis B, herpes simple

Vacunas inactivadas
Conjugacion de polisacdridos capsulares con proteinas
Haemophilus influenzae tipo b neumocdcica heptavalente, meningocécica C
Obtencién de antigenos inmunizantes por recombinacién genética
Hepatitis B recombinante
Colera (toxina B)
Toxina pertisica
Enfermedad de Lyme
Expresién de proteinas inmunizantes en plantas (vacunas comestibles)
E. coli enterotoxigénico, hepatitis B, subunidades B de la toxina colérica
Obtencién de antigenos inmunizantes por sintesis quimica (vacunas peptidicas)
Malaria

En la tabla 2 se comparan las principales caracteristicas de los
productos vacunales obtenidos con las principales tecnologias, cld-
sicas y modernas, de produccion de vacunas.

Tecnologias de produccion de vacunas
vivas atenuadas

Las vacunas vivas atenuadas son tedricamente las ideales, ya
que dan lugar a una infeccién similar a la natural (los virus atenua-
dos se replican en el organismo humano igual que los virus salva-
jes) con una reactogenicidad minima. La respuesta inmunitaria es
también similar a la de la infeccion natural (anticuerpos y linfocitos
Tc), aunque de menor intensidad*®. La excepcién es la vacuna BCG
que sélo despierta inmunidad celular'!?. En las vacunas virales vi-
vas, la proteccién conferida es de larga duracién, en general de por
vida. El punto fundamental en estas vacunas es que la atenuacion
de la patogenicidad sea la adecuada: lo suficientemente intensa
para que no se produzca el cuadro clinico, pero no tan completa
como para que el producto no sea inmundgeno. En la tabla 3 se

presentan las principales diferencias entre las vacunas vivas ate-
nuadas y las inactivadas.

Las variantes atenuadas se consiguen mediante diferentes pro-
cedimientos. El mds cldsico es la utilizacién de patdgenos de otras
especies que presenten inmunidad cruzada con el patégeno del hom-
bre. Es el caso de la vacuna de la viruela?®. La consecucién del
cultivo de bacterias a finales del siglo pasado abri6 el paso a la ob-
tencion de vacunas bacterianas vivas atenuadas mediante pases

20 En los afios cin-

sucesivos en medios de cultivo in vitro (BCG
cuenta, cuando se consiguieron por primera vez los cultivos celula-
res de virus, fue posible disminuir su patogenicidad mediante pases
sucesivos en cultivos celulares hasta la obtencién de la atenuacién
(vacunas de la polio oral, sarampién, rubéola, parotiditis y
varicela)?. Mds recientemente se ha conseguido la atenuacién mo-
lecular de los patdgenos mediante métodos quimicos y técnicas de
recombinacion genética*”.

Vacunas a base de variantes de otras especies

Se basan en la utilizacién de virus que causan en los animales
enfermedades parecidas a las enfermedades humanas que se pre-
tende prevenir y presentan inmunidad cruzada con el agente in-
feccioso que la causa. La idea es que el virus animal actie como
atenuado en los humanos pero desencadene una respuesta inmuni-
taria suficiente para la prevencién de la enfermedad humana rela-
cionada.

La vacuna de la viruela es el prototipo de esta clase de vacu-

1720 Jenner descubrié en 1796

nas. Fue la primera vacuna utilizada
que las ordefiadoras de las vacas contrafan unas pustulas en las
manos y quedaban protegidas frente a la viruela'’. La inoculacién
de la secrecion de las pdstulas de la vaca en nifios que no habfan
padecido la viruela les protegia de tal forma que no enfermaban al
ser expuestos experimentalmente al virus o al llegar la epidemia. Se
habfa descubierto la primera vacuna moderna. Posteriormente se
supo que el virus de la viruela de las vacas (cow pox) es muy pare-
cido al virus de la viruela y existe inmunidad cruzada entre ambos
virus!'"20,

La primera vacuna de rotavirus también constaba de rotavirus
animales de las vacas y los monos®'. Pero, a diferencia de la vacu-
na de la viruela, esta vacuna no demostré suficiente poder inmuni-
zante en humanos. Para conseguir una vacuna de rotavirus sufi-
cientemente inmundgena hubo que obtener un reasortado que
contiene los segmentos del virus animal y los que codifican para la
proteina de superficie del virus humano, que es el antigeno inmuni-
zante.

Vacunas de virus vivos atenuados
por pases sucesivos en cultivos celulares

Esta estrategia se hizo posible en los afios cincuenta del pasado
siglo con el advenimiento de los cultivos celulares®”. Para conseguir
la atenuacion el virus salvaje aislado de humanos se sometié a pa-
ses sucesivos in vitro en diferentes tipos de cultivos celulares, con
el fin de atenuar su patogenicidad. En algunos casos, como en las
vacunas de la polio oral, ha sido posible demostrar la atenuacion en
primates®”. En la mayorfa, no obstante (sarampién, rubéola, paroti-
ditis, varicela), ha habido que probarla en ensayos en humanos, ya
que no hay animales susceptibles®.
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TABLA 2

Caracteristicas de las vacunas comercializadas y en fase de investigacion obtenidas con tecnologias clasicas y modernas de produccién de vacunas

Vacunas comercializadas

Vacunas en fase de investigacion

Tecnologias de Virus atenuados*
produccién de la vacuna
Elagente patigeno
es cultivado

en condiciones
anormales hasta
obtener cepas

no virulentas

Inactivados*

Elagente patigeno
virulento es
inactivado con
productos quimicos
o calor

Proteinas
recombinantes**

El gen que codifica

la proteina
inmunizante es
expresado en
levaduras, bacterias

o células de mamiferos

Péptidos sintéticos™*

Se sintetizan péptidos
que incluyen los
epitopes B

y T inmunodominantes

Vectores vivos

de genes™*

Los genes que
codifican los antigenos
inmunizantes se
insertan en el

genoma de bacterias

o virus atenuados

Vacunas de ADN**

Los genes que codifican
el antigeno inmunizante
son insertados en un
plismido que actiia

de vector

Necesidad de dosis de refuerzo No N St St St Posiblemente
Estabilidad relativa No muy estable Estable Estable Estable No muy estable Muy estable (incluso a
elevada temperatura)

Tipo de respuesta inmunitaria Humoral y celular ~ Humoral Humoral Humoral Humoral y celular Humoral y celular
Reversion Puede revertirala  No No No El vector puede revertir  No

forma virulenta a la forma virulenta
Adyuvantes No Si Si Si No No
Vacunacién neonatal No No No No No Si

*Vacunas obtenidas con tecnologias cldsicas. *Vacunas obtenidas con tecnologias modernas.

Estas vacunas estdn comercializadas desde hace afios y han mo-
dificado radicalmente la epidemiologia de las enfermedades que pre-
vienen. La viruela fue erradicada en 1979 y la poliomielitis lo serd
préximamente®. La tercera enfermedad infecciosa transmisible erra-
dicada en todo el mundo serd con toda seguridad el sarampién®.

Vacunas de bacterias vivas atenuadas por pases
sucesivos en medios de cultivo

La tdnica vacuna obtenida mediante esta técnica es la vacuna an-
tituberculosa conocida como bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Esta
vacuna contiene una cepa viva atenuada de bacilo Mycobacterium
bovis obtenida en los afios veinte después de 231 pases sucesivos in
vitro durante 13 afios en medios de cultivo a base de patata biliada.

De la cepa original hay diferentes cepas derivadas en distintos
lugares del mundo con inmunogenicidad y tolerabilidad variables.

La eficacia o efectividad protectora conferida por la vacuna han
variado ampliamente, segtin los estudios, desde el 0 al 80% de pro-

TABLA 3
Caracteristicas diferenciales de las vacunas vivas e inactivadas

Vacunas vivas®*
Deben ser atenuadas mediante pases en cultivos celulares
Se dan en una sola dosis® y la proteccién conferida es de larga duracién
Son capaces de replicarse en el huésped (necesitan un menor nimero
de microorganismos)
Tienden a ser menos estables
No requieren adyuvantes
Pueden administrarse a veces por via natural
Inducen anticuerpos y respuestas de células T citotoxicas (Tc)
Existe la posibilidad de difusién de la infeccién entre los individuos no vacunados

Vacunas inactivadas
Pueden elaborarse a partir de microorganismos completamente virulentos
Se dan en dosis miltiples (la proteccién conferida es mds corta y para mantenerla
son necesarias revacunaciones)
Requieren adyuvantes muy a menudo
Por lo general, se administran por via parenteral
Inducen sélo anticuerpos
No es posible la difusion de la infeccién a los no vacunados
Suelen ser menos reactogenas

“Vacunas virales atenuadas. *La vacuna antipoliomielitis oral es una excepcion. Cada dosis contiene los
tres tipos de poliovirus, los cuales al replicarse en el intestino se interfieren mutuamente y con otros virus
intestinales, por lo que deben administrarse como minimo 3 dosis para asegurar una respuesta inmunold-
gica adecuada para cada tipo (Tomada de Mins Cet al).

teccion. Estas diferencias expresan probablemente distintas cepas
vacunales y poblaciones en estudio®.

Vacunas de bacterias vivas atenuadas mediante
mutagénesis quimica

La tinica vacuna bacteriana viva atenuada obtenida mediante
la atenuacion por métodos quimicos que ha sido comercializada es la
vacuna antitifoidea oral viva atenuada Ty21a.

Esta vacuna se obtuvo a partir de la cepa salvaje Ty2 de Sal-
monella typhi tratada con el agente mutagénico quimico nitroso-
guanidina. Se selecciond una mutante que presentaba ausencia
completa de la actividad de la enzima uridindifosfato galactosa-4
epimerasa y una reduccién en el 80% aproximadamente en la acti-
vidad de las enzimas galactocinasa y galactosa-1-fosfato uridil
transferasa. Posteriormente se selecciond una mutante que, ade-
mds, carecia de antigeno Vi. A esta dltima cepa se la llamé Ty21a%"3%.

Administrada por via oral en forma liquida o en cdpsulas, la
vacuna Ty2la proporciona buenas respuestas inmunitarias humo-
rales (IgA) y celulares (linfocitos Tc) a nivel de la mucosa intesti-
nal, las cuales se cree que son las responsables de la proteccién
frente a la fiebre tifoidea conferida por este tipo de vacuna. En cam-
bio, la respuesta inmunitaria humoral en términos de anticuerpos
circulantes parece ser modesta. Los anticuerpos IgG de las mucosas
y la respuesta sistémica de linfocitos Tc parecen dirigidos en gran
parte frente a los antigenos O y H, pero no frente al antigeno Vi
(esta vacuna carece de dicho antigeno)?’-3.

Los estudios de eficacia protectora han demostrado que esta
vacuna proporciona elevados niveles de proteccion (70-90% segiin
los estudios) que perduran un minimo de 7 afios®'-3?.

Vacunas virales vivas a base de mutantes
termosensibles y adaptados al frio

Estas vacunas se obtienen seleccionando mutantes en funcién
de su capacidad de multiplicarse a temperaturas diferentes de la del
cuerpo humano (mutantes sensibles a la temperatura o TS), mds
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elevadas o mads bajas (cold adapted o CA) que la del organismo
humano (p. ej. seleccionando in vitro las que se multiplican a tem-
peraturas < 25 °Q)".

La idea es que los mutantes CA o TS. se replicardn con menos
intensidad in vivo que sus respectivos virus parentales, con lo que
seran fenotipicamente atenuados y menos virulentos sin perder su
capacidad inmundgena.

Un mutante CA del virus de la gripe se ha probado en numero-
sos estudios y ha demostrado ser inmundgeno y eficaz. Reasortado
con el virus salvaje que le aporta los genes que codifican la gluco-
proteina de superficie (antigeno inmunizante) constituye la base de
las nuevas vacunas vivas inhaladas de la gripe, de préxima comer-
cializacién en los EE.UU.* (fig. 1).

También se ha obtenido una vacuna doble TS del virus respira-
torio sincitial que ha sido probada con cierto éxito en los EE.UU. La
doble TS garantiza una menor probabilidad de reversion a la pato-
genicidad que la TS simple®.

Vacunas de virus vivos atenuados obtenidos
por reasortado

Estas vacunas se obtienen por coinfeccién en cultivos celulares
de dos virus con genomas diferentes. El nuevo virus contiene seg-
mentos del genoma procedentes de uno de los virus y otros, del
otro.

Se han utilizado para la obtencién de vacunas vivas atenuadas
frente al rotavirus®®. El virus reasortado contiene la mayoria de los
genes de un rotavirus animal no patégeno para el hombre, lo que le
proporciona la atenuacién del fenotipo para los humanos, pero
también el gen que codifica la proteina de superficie del rotavirus
humano. Esta proteina es el antigeno inmunizante del virus frente
al cual el virus reasortado da lugar a una respuesta especifica de
anticuerpos que protegen al vacunado frente a futuras infecciones.

El rotavirus reasortado demuestra una mejor respuesta inmuni-
zante y mayor eficacia protectora que los rotavirus animales. Una
vacuna cuatrivalente obtenida por este método fue comercializada
en 1999 en los EE.UU., pero poco después fue retirada del mercado
ante la sospecha de que daba lugar a invaginacion intestinal en al-
gunos de los nifios vacunados®’.

Atenuacion molecular de virus mediante técnicas
de recombinacién genética

Mediante esta técnica se modifican o se separan genes del virus
con el fin de lograr mutaciones estables que eliminen el riesgo de
reversion a la patogenicidad del agente. Las modificaciones o dele-
ciones deben ser lo suficientemente amplias como para que no sean
posibles mutaciones que vuelvan virulento al virus.

Esta tecnologia se ha aplicado para la obtencion de variantes
atenuadas de los virus del herpes simple, gripe y poliomielitis, aun-
que ninguna de ellas ha sido comercializada hasta el momento*”.

Atenuacion molecular de bacterias mediante
técnicas de recombinacion genética

La atenuacién de bacterias mediante ingenierfa genética es mds
compleja que la de los virus, bdsicamente porque el genoma de las
bacterias es 100 veces mds grande que el de los virus.

Virus atenuado
donante

(T
o |
NA
NP

Virus salvaje
virulento

Bos
{IBE“IEHJ

NA

D]
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presencia del antisuero
de hemaglutinina

la neuraminidasa de

la cepa atenuada
donante

([ re ]}
[ _re |

[~ ]
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D] )

Vacuna de virus resurtidos atenuados

Fig. 1. Obtencion de vacunas de la gripe resurtidas adaptadas al frio.

Las técnicas son similares a las utilizadas para la atenuacion de
virus. La estrategia se inicia con la identificacion del gen responsa-
ble de la virulencia de las bacterias o de su habilidad para colonizar
y sobrevivir en determinados tejidos del huésped. A continuacién,
mediante la tecnologia de ADN recombinante ya descrita con ante-
rioridad para los virus, se procede a eliminar el gen, lo cual es lo
ideal, o a abolir o modular su expresion in vivo.

La primera vacuna anticolérica obtenida con esta tecnologia
ha sido la vacuna anticolérica oral CVD 103-HgR*®. Esta vacuna
deriva de una de las cepas cldsicas de Vibrio cholerae, la Inaba a
la que se ha eliminado mediante la tecnologia de ADN recombi-
nante los genes que codifican la subunidad A de la toxina colérica,
que es la responsable de la patogenicidad del germen, mantenien-
do los que codifican la subunidad B de la toxina colérica, que es la
inmundgena. Esta vacuna ha sido comercializada en Suiza y en
otros paises.
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Como la actual pandemia de célera estd causada por el biotipo
El TOR, se ha desarrollado otra vacuna viva oral frente a la cepa
Perr 15 y CVD-111 de este biotipo, con la misma tecnologia de las
derivadas del biotipo Inaba*’. También se estdn desarrollando con
la misma tecnologia vacunas vivas atenuadas frente al serogrupo
013943, Todas estas vacunas atin no han sido comercializadas.
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