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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas ocasionadas por bacterias, virus, hongos, paréasitos, el
cancer y las enfermedades autoinmunes, representan las principales causas de

morbilidad y mortalidad a nivel mundial. EIl desarrollo de las vacunas ha representado
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un éxito en la mejora de la calidad de vida, al conferir proteccién contra las
enfermedades infecciosas que en el pasado diezmaron a la humanidad. En la actualidad
los nuevos retos para desarrollar vacunas efectivas contra la infecciones (principalmente
en el caso del virus de la inmunodeficiencia humana tipo-1 VIH-1), cancer, enfermedad
de Alzheimer, entre otros, ocupan la atencién de cientificos de todos los paises. La idea
no es solo prevenir una enfermedad, en algunos casos un paciente recibe una vacuna,
una vez enfermo y ésta actla como una inmunoterapia, mitigando o disminuyendo las
consecuencias del proceso. El objetivo principal de ésta revision es la de destacar los
conceptos y caracteristicas que debe reunir una vacuna o0 un adyuvante ideal,

clasificaciones y las etapas para el desarrollo de las vacunas.

PALABRAS CLAVES: Vacunas, adyuvantes, etapas para el desarrollo de las vacunas.

EFFORTS FOR DEVELOPMENT OF VACCINES AND ADJUVANTS
ABSTRACT

Infectious diseases caused by bacteria, viruses, fungi, parasites, cancer and autoimmune
diseases represent the major cause of morbidity and mortality worldwide. The
development of vaccines has been a success in improving the quality of life, to confer
protection against infectious diseases that in the past, decimated humanity. At present
new challenges to develop effective vaccines against infections (mainly in the case of
Human Immunodeficiency Virus of type-1, HIV-1), cancer, Alzheimer's disease, among
others, occupy the attention of scientists from all countries. The idea is not only prevent
a disease, in some cases a patient is vaccinated, once sick, and it acts as an
immunotherapy, by mitigating or reducing the consequences of the process. The main
objective of this review is to highlight the concepts and characteristics required of a

vaccine or adjuvant ideal, classifications and stages for the development of vaccines.

KEYWORDS: Vaccines, adjuvants, stages for the development of vaccines.
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INTRODUCCION

Los organismos eucariotas superiores
como vertebrados mamiferos poseen un
sistema Unico, complejo y dinamico,
especializado en el discernimiento de lo
propio y lo extrafio, denominado
sistema inmune. Desde una concepcion
tedrica podemos dividirlo en sistema
inmune  innato o inespecifico,
constituido  por  células  como:
segmentados  neutrofilos,  basofilos,
eosindfilos, proteinas del sistema de
complemento, proteinas de fase aguda
(proteina C reactiva), entre otros y un
sistema inmune especifico,
caracterizado por memoria
inmunolégica y constituido por las
células presentadoras de antigeno
(CPA) (células dendriticas, macréfagos

y linfocitos B), linfocitos TCD4",

linfocitos TCD8*, células plasmaticas.
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En la concepcion real, estos dos
sistemas estan estrechamente
vinculados e interrelacionados,
funcionando como un todo, con el
objetivo de defender al organismo de
los agentes infecciosos como: virus,
bacterias, hongos, protozoarios,
helmintos y también de ceélulas
tumorales. Hay  elementos  de
interconexion de naturaleza proteica y
solubles, que ayudan en la sefializacion
intracelular e intercelular, conocidos
como citocinas, involucradas en la
ontogenia en el timo y la médula 6sea
de las células del sistema inmune, hasta
inclusive en la diferenciacion de los
mecanismos efectores tanto humorales
como celulares, tendientes a la

eliminacion completa del patégeno (1-

5).
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El objetivo del presente trabajo es
destacar el concepto de vacunas, su
clasificacion, las etapas necesarias para
el desarrollo y la obtencion de vacunas;
asi como el concepto y clasificacion de

los adyuvantes.

1. Vacunas.

Conceptualmente se considera como
vacuna a toda sustancia formada por un
microorganismo completo, atenuado o
muerto, o bien fracciones del mismo,
capaces de inducir una respuesta
inmune protectora y duradera frente al
patogeno. La finalidad de las vacunas es
la de prevenir y controlar futuras
infecciones (6). La idea basica de
vacunar a un individuo clinicamente
sano para protegerlo de una infeccién ha
cambiado con el tiempo, porque ahora
puede vacunarse a un enfermo y esta

vacuna actlla como inmunoterapia para
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palear las manifestaciones clinicas y
mejorar la calidad de vida del paciente.
Caracteristicas de una vacuna ideal:
a).- Reproducir (mimetizar) una
respuesta inmunoldgica similar a la de
la infeccidn natural.

b).- La vacuna debe ser efectiva, al
ofrecer mas del 90% de proteccién; no
obstante cuando la tasa de mortalidad de
una enfermedad infecciosa es elevada,
un 50-60% de proteccion frente a ésta,
se considera sin lugar a dudas como una
buena proteccion.

c).- Minimos efectos secundarios o
preferentemente ser completamente
segura.

d).- Inmunidad persistente a largo plazo
(afos).

e).- Dosis Unica y compatible con otras
vacunas.

f).- Administracion no invasiva (via oral

preferentemente).

262



ACTA BIOCLINICA
Articulo Revisién

J. Vielmay col

g).- Administracion precoz en los
primeros meses de vida.

h).- Estable a temperatura ambiente,
siendo este uno de los aspectos mas
importantes por cuanto del costo total
derivado de la vacuna,

aproximadamente el 70%, corresponde
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a la cadena de frio que se sigue para que

ésta pueda llegar hasta el usuario.

i).- Facil produccion y econdmicamente

asequible (6-7).

En

la tabla | y Il observamos

primeras vacunas usadas en humanos.

Tabla 1. Primeras vacunas de uso masivo en seres humanos.

Enfermedad Agente etioldgico

Difteria Corynebacterium diftheriae
Tétanos Clostridium tetani

Pertusis Bordetella pertusis
Poliomielitis ~ Virus de la poliomielitis
Influenza Virus de la influenza

Poliomielitis ~ Virus de la poliomielitis
Sarampion Virus del sarampién

Parotiditis Virus de la parotiditis
Rubéola Virus de la rubéola
Meningitis Neisseria meningitidis

Tuberculosis Mycobacteriun tuberculosis

ARo

1939
1949
1953
1954
1958
1961
1963
1966
1969
1969

1974

Observaciones

Vacuna de células completas
Administracion intramuscular

Administracion oral

Vacuna con polisacaridos
como antigenos

Cepa de Mycobacterium bovis
no patébgena a los seres
humanos, Bacilo de Calmette-
Guérin

las
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Tabla 2. Vacunas para uso humano, obtenidas a partir de 1986.

Enfermedad

Agente etioldgico Afio  Observaciones

Hepatitis B Virus de la hepatitis B 1986 Primera vacuna recombinante de
uso en humanos
Otitis, meningitis  Haemophilus 1990
influenzae
Fiebre tifoidea Salmonella typhi 1991 Vacuna viva atenuada.Vacuna

constituida por el polisacarido Vi

Hepatitis A Virus de la hepatitis A 1994

Varicela Virus varicela-zoster 1995

Pertusis Bordetella pertussis 1996 Vacuna de subunidades (acelular).
Influenza Virus de Influenza 1997 Empleo de adyuvante

Enfermedad de Borrelia burdorferi 1998

Lyme

Meningitis Neisseria meningitidis 2000 Vacuna conjugada

Neumonia, Streptococcus 2000 Vacuna conjugada

Meningitis pneumoniae

Clasificacion de las vacunas microorganismo, es el pase sucesivo en

a) Vacunas clasicas medios de cultivo celulares (virus) o
Vacunas vivas atenuadas. Uno de los artificiales. Son ejemplos de este tipo de
primeros enfoques para la obtencion vacunas: la triple wviral (rubéola,
exitosa de vacunas consistio en la parotiditis y sarampion), poliomielitis,

utilizacion del

microorganismo
completo (atenuado), capaz de colonizar
la superficie de epitelios y de mimetizar
la infeccidn, pero sin reproducir el dafio
tisular. Uno de los procedimientos mas

comunes para la atenuacion de un

fiebre tifoidea, viruela y la BCG (Bacilo
de Calmette-Guerin). Al tratarse de una
mezcla tan compleja de antigenos, no se
necesitaba la adicion de adyuvantes a la
formulacion;  pero el

principal

inconveniente es que al tratar humanos
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con  microorganismos  vivos, la
posibilidad de la reversién al fenotipo
virulento del microorganismo, no queda
excluida, este es un riesgo bastante
grande y solo un proceso de atenuacion
con los estandares mas altos de calidad
posibles evitaban estos problemas; de
igual forma, su uso estd contraindicado
en individuos inmunodeficientes (8).
Tradicionalmente, éste era el enfoque
utilizado para obtener vacunas vivas
atenuadas, pero el advenimiento de
mejores herramientas tecnologicas, hizo
posible la atenuacion genética. Un
ejemplo de ello, lo constituye la cepa
de Vibrio cholereae EI Tor 638, en la
que la deleccion de un profago, donde
estd contenida la informacion para la
expresion de la toxina colérica
(principal ~ factor de  virulencia
bacteriano), ha permitido la obtencion

de una cepa potencialmente Gtil como
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vacuna. Al tratarse de factores de
virulencia importantes como causa de
patologia, con la deleccién del gen,
parte de éste, e incluso la deleccion de
dos genes distantes en el genoma, la
posibilidad de causar patologia, aun
empleando el microorganismo vivo es
dramaticamente reducida. La cepa El
Tor 638 posee ventajas en cuanto a la
colonizacion de epitelios, a su
inmunogenicidad y a su obtencidn a
gran escala, en comparacion a otras dos
cepas del Vibrio cholereae: la Perd-15y
la CVD 103 HgR del biotipo El Tor, en
estudio para la prevencién del colera
9).

Vacunas de microorganismos
muertos inactivados. EI empleo de
microorganismos muertos, trajo consigo
la necesidad de incluir adyuvantes a la
vacuna, porque el microorganismo no

coloniza los epitelios y no mimetiza la
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infeccion natural. Los procedimientos
inicialmente  utilizados para la
inactivacién de patdgenos incluyeron
procedimientos  fisicos:  empleando
calor, que desnaturaliza proteinas y
métodos quimicos que emplearon la
formalina y el formaldehido, una vez
inactivados y separados de compuestos
potencialmente toxicos para seres
humanos (como la formalina o el
formaldehido), se utilizan en humanos,
confiriendo un buen porcentaje de
proteccion (10-11). Son ejemplos de
éste tipo de vacunas: tos ferina,
leptospirosis, hepatitis A, Influenza,
cOlera. La inactivacion del
microorganismo también tiene el
inconveniente de incluir al menos dos
dosis de la vacuna (a diferencia de las
dosis Unicas, con las vacunas de

microorganismos vivos atenuados), una

respuesta inmune predominantemente
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humoral y una cantidad considerable de
reacciones adversas, en parte por la
toxicidad derivada del procedimiento de
atenuacion y claramente por el empleo
del microorganismo completo. Uno de
los aspectos favorables si  son
comparadas con las vacunas de
microorganismos vivos atenuados, es su
estabilidad térmica, incluso hay casos
en donde no se necesita refrigeracion y
esto disminuye en gran medida los
costos de la vacuna (10).

Vacunas de subunidades. En algunos
casos la patogénesis de una enfermedad
no es la consecuencia de la infeccion
por parte del microorganismo completo,
sino de una pequefia fraccion de éste,
como por ejemplo una toxina, éste es el
caso de la toxina botulinica de
Clostridium botulinum, agente
etiologico del botulismo, o de

polisacaridos (Lipopolisacaridos,
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constituyentes estructurales de paredes
celulares de bacterias Gram negativas,
responsables de shock sépticos). En
estos casos se siguen varias estrategias:
si es el caso de una toxina, se puede
inactivar con formaldehido y obtener un
toxoide, que no posee la propiedad de
causar patologia, pero que retiene las
caracteristicas de inmunogenicidad
requeridas para que pueda funcionar
como vacuna, al conferir proteccion
frente a la enfermedad; o si es el caso de
una toxina constituida por varias
subunidades, algunas de éstas pueden
funcionar como generadoras de dafio y
otras subunidades pueden contener los
epitopos inmunodominantes; entonces
solo se trabaja con las subunidades
potencialmente inmunogénicas de éstas.
Estas vacunas requieren por lo general
de adyuvantes. En el caso del toxoide,

la posibilidad de revertirse a toxina, no
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queda excluida, por lo tanto su
seguridad no es del 100% (12-13).

En el caso de los polisacaridos incluidos
como componentes de varias vacunas,
se ha podido observar que no existe
respuesta de memoria inmunoldgica,
porque  eéstos  polisacaridos  son
antigenos timo independientes. La
posibilidad de generar memoria
inmunoldgica por parte del antigeno
esta estrechamente vinculada a la
estructura, son excelentes antigenos
timo dependientes, los antigenos de
naturaleza proteica. ElI fendmeno de
memoria inmunoldgica (piedra angular
en la respuesta inmune que se busca con
toda  vacuna), estd  vinculado
estrechamente al proceso de
presentacion antigénica. En el caso de
los polisacaridos, la solucion es la de
acoplarlos a

proteinas  (proceso

conocido como conjugacion) y asi
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poder ser reconocidos por linfocitos

TCD4", pudiendo entonces
desencadenar respuestas humorales y de
memoria inmunolégica (12-13). En el
proceso de obtencion de las fracciones o
subunidades, a partir del
microorganismo completo, se corre el
riesgo de desnaturalizacion de las
proteinas, fendmeno que atenta
directamente contra la efectividad de
éstas vacunas, es por ello que en la
actualidad se recurre a la obtencion de
éstas subunidades por la tecnologia del
ADN recombinante (11-13). Las
vacunas de subunidades obtenidas por
la tecnologia del ADN recombinante,
también pueden incluirse en esta
categoria, pero seran descritas como
vacunas de proteinas o péptidos

recombinantes, a posterior (clasificadas

como vacunas de nueva generacion).
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b).-Vacunas de segunda generacién o
nuevas vacunas

Vacunas atenuadas mediante
modificacion genética. La utilizacion
del BCG, una cepa de Mycobacterium
bovis, no patégena para humanos, como
profilaxis frente a la tuberculosis
pulmonar y diseminada ocasionada por
M. tuberculosis, es una préactica
extendida en todo el mundo (14). El
amplio conocimiento de la biologia en
la interaccion Mycobacterium-
hospedador, ha permitido el
establecimiento de una nueva estrategia
de prevencion de la tuberculosis,
mediante la modificacion del gen que
codifica para una ureasa de la bacteria
(mediante  deleccion) (15-16).
Mycobacterium  tuberculosis es un
patdgeno intracelular estricto, que

infecta macrofagos y se multiplica en

ellos, uno de los mecanismos de escape
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del sistema inmune por parte de la
bacteria, consiste en evitar la
acidificacion del fagolisosoma, y asi
evitar la crisis respiratoria y poder
escapar al citosol para multiplicarse. La
modificacion genética del BCG consiste
en interrumpir la funcion del gen ureasa
y permitir la acidificacion del
fagolisosoma, activando eficientemente
la crisis respiratoria dentro del
macrofago y ademas permitir la
presentacion del antigeno via las
moléculas del MHC-1 y MCH-II, lo cual
promueve entre otras cosas, la accion de
los linfocitos TCD8*, que ejercen un
mecanismo efector de citotoxicidad
muy potente, mediados por granzimas B
y granulozimas, indispensables para la
eliminacion de M. tuberculosis (16). La
anterior estrategia de vacunacion
empleando cepas salvajes de M. bovis,

limitaba el proceso de presentacion del
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antigeno s6lo al MHC-II, limitando la
respuesta de citotoxicidad dependiente
de linfocitos TCD8"; ahora con la
estrategia de modificacion genética del
BCG, la presentacion de antigeno
ocurre por las dos vias (MHC-1 y MHC-
I1) potenciando mas eficazmente la
eliminacion del patogeno, por la adicion
de todos los mecanismos efectores
innatos y adquiridos dependientes del
proceso de presentacion de antigeno del
MHC-1 (presente en todas las células) a
los linfocitos TCD8", que eliminan al
M. tuberculosis (16).

Vacunas sintéticas. La sintesis quimica
de un antigeno complejo es posible por
procedimientos que contemplan el
ensamblaje uno a uno de los residuos de
aminoacidos para obtener una secuencia
de interés, mediante eventos de
acoplamiento, proteccion, desproteccion

sobre un soporte sélido (17). Los
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motivos que se obtienen son lineales y
hasta ahora no se ha podido modelar la
conformacion de los epitopos, hecho
que atenta contra la efectividad de este
tipo de vacunas, que de igual forma son
proclives a la degradacion proteolitica
(17). Las vacunas sintéticas presentan
ventajas en cuanto a la seguridad y a la
estabilidad al calor; pero uno de los
obstaculos para su masificacion es la
necesidad absoluta de la caracterizacion
del antigeno, en practicamente todas las
cepas que se hallan podido aislar del
agente infeccioso y la proteccion no
necesariamente alcanza el 90% de
proteccién requerida como requisito
ideal (8).
Vacunas anti-idiotipo. En  fase
experimental, se ha tratado un enfoque
distinto al tradicional, en las vacunas
anti-idiotipo no se inmuniza con el

antigeno (inmunizacién activa), sino
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con un anticuerpo, que simule la
estructura del antigeno seleccionado,
teniendo el inconveniente de requerir la
administracion de dosis de refuerzo de
forma muy frecuente (6). La idea
basica de las vacunas anti-idiotipicas es
la de utilizar en lugar de un antigeno, un
anticuerpo  que reproduzca la
morfologia del antigeno y que por lo
tanto induzca inmunidad, pero que sea
de por si inocua. Para producir una
vacuna de este tipo, el primer paso es
obtener un anticuerpo contra el
antigeno. Este anticuerpo denominado
anticuerpo idiotipico, se inyecta en un
animal que responde produciendo
anticuerpos contra él, los anticuerpos
anti-idiotipicos. Este ultimo anticuerpo
puede actuar como vacuna puesto que

contiene un determinante antigénico

similar al del antigeno original (6).
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Vacunas de proteinas o péptidos
recombinantes: La seleccion vy
obtencion de antigenos recombinantes
como vacunas fue exitosa a partir de
1986, cuando se obtuvo la primera
vacuna recombinante de uso masivo
contra la hepatitis B; empleando
adyuvantes mas el antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B, se
observé una buena proteccion frente a la
enfermedad y la disminucion de su
consecuencia mas  peligrosa, el
carcinoma hepatocelular primario. Esta
es una vacuna de inclusion obligatoria
en los programas de vacunacion en la
mayoria de los paises a nivel mundial y
su uso esta igualmente indicado a los
profesionales del area de la salud
(médicos, enfermeras, asistentes,
auxiliares, licenciados en bioanalisis).

Una de las caracteristicas mas

importantes a tener en cuenta para el
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desarrollo de este tipo de vacunas, son
los sistemas de expresion utilizados,
sobre todo en lo concerniente al
rendimiento del proceso de purificacion
del antigeno, para poder escalar esta
produccion a nivel industrial, en el caso
de hepatitis B, se empleo el sistema de
la levadura Sacharomyces cereviceae;
no obstante es importante destacar que
este es un sistema que permite las
modificaciones pos-traduccionales de
proteinas, un aspecto a tomar en cuenta
en lo relacionado a la inmunogenicidad
de la vacuna (18).

Vacunas por insercién o clonaje de
genes de interés en vectores vivos. Se
han utilizado en investigacion para el
desarrollo de vacunas, vectores vivos
como virus (vaccinia, adenovirus) y
cepas bacterianas (Salmonella spp.), la
idea es aprovechar las caracteristicas del

organismo como vector para transportar
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genes de interés y obtener posiblemente
vacunas multivalentes, es decir, contra
varias enfermedades. La inactivacion de
genes que tienen que ver con factores de
virulencia del vector es absolutamente
indispensable; hay problemas con los
niveles de expresion de los genes
foraneos, ya que pueden perderse los
plasmidos con las construcciones de
interés. Por tanto, se necesita obtener un
sistema de expresion estable, un
ejemplo de esto se consiguio
incorporando los genes de interés desde
el plasmido hasta el genoma del vector.
Las ventajas obvias estan en el hecho de
que el wvector (hospedador) puede
colonizar epitelios con facilidad vy
generar respuestas a nivel de mucosas,
de tipo humoral y celular. Estas vacunas
requieren el refuerzo con el antigeno
(no sirven estrategias en una sola dosis),

son por lo general estrategias
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metodoldgicas con  costos  muy
elevados; pueden existir anticuerpos
preformados contra el vector que
impidan la colonizacion eficiente de
epitelios y la posibilidad de reversién al
fenotipo virulento del vector no queda
exento (6).

Vacunas de ADN. Al emplearse
vacunas de ADN se promueve la
expresion dentro de la celula de los
epitopos de la vacuna. Son bastante
seguras, en términos de no revertir a la
patologia causada por el
microorganismo completo, pero
pudiesen presentarse problemas de
autoinmunidad o incluso de no generar
respuesta frente al ADN y generarse una
tolerancia a la vacuna, el proceso de
transfeccion in vivo requerido para este
tipo de vacunas, puede tener una baja
eficiencia. En general las vacunas de

ADN generan respuesta inmune
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humoral y celular, siendo ésta Ultima
muchas veces pobre frente al antigeno.
La respuesta inmune generada por este
tipo de vacunas a nivel de mucosas es
generalmente pobre y se deben recibir
dosis de refuerzo (11, 19-21). Dentro de
las ventajas de las vacunas de ADN
destacan las  siguientes:  pueden
utilizarse en neonatos, son de facil
produccién, se pueden administrar
multiples antigenos (11, 19-21).
Timmerman et al., 2002 (22) realizaron
estudios de fase clinica I y 1I, en
relacion a la inmunogenicidad vy
toxicidad de una vacuna de ADN
plasmidico, con construcciones
quiméricas de proteinas
(inmunoglobulinas) del linfoma de
celulas B. La via de administracion de
ésta vacuna de ADN fue la

intramuscular y las dosis fueron 200,

400 y 600ug de ADN, una mensual,
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durante tres meses, la estrategia de re-
exposicion al antigeno consistié en una
dosis de 1800ug del antigeno, sin el
vector por via intradérmica o
intramuscular. Mediante ésta estrategia
se notd una respuesta inmune
antitumoral muy modesta en los 12
pacientes  seleccionados para la
realizacion de este estudio. Los autores
sugieren estudios adicionales en lo
referente a la dosis optima de antigeno,
rutas de administracion, disefio de
vectores y de las estrategias de re-
exposicion.  Ningun efecto tdxico
adverso fue evidenciado con el uso de
esta vacuna en seres humanos (22).

c¢) Nuevas tecnologias
Identificacion  del  anti-genoma.
Utilizacion de  Genotecas, con
propdésito de vacunas. Sistemas de

fago display, bacterial display. George

P. Smith es el padre del sistema que se
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conoce como fago display. Algunos
fagos son buenos vectores de clonacion
y de expresion de genes, ya que pueden
expresar secuencias extrafias de ADN
como parte de sus proteinas de cubierta.
Cuando estas proteinas hibridas se
empacan como particulas del fago, la
proteina extrafa (antigeno) es expresada
en la superficie externa (8, 23). Una
genoteca de fagos es una mezcla
heterogéenea de clones de fagos, cada
uno expresando un inserto de ADN
diferente. Esto puede posibilitar la
evaluacion con anticuerpos, receptores,
enzimas u otros marcadores que
permitan identificar el péptido mostrado
en su superficie. El fago seleccionado se
replica en bacterias. De ésta manera se
puede realizar un paneo general de
practicamente todo el genoma de un
microorganismo de interés, para buscar

posibles candidatos a vacunas o incluso
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se han desarrollado estrategias, en
donde el uso de la genoteca de
expresion de un  microorganismo
(completa o fraccionada), se ha
empleado para evaluar un posible efecto
protector frente al reto con el patdgeno,
y de alli derivar un posible candidato a
vacuna, estrategia en fase experimental,
solo en el modelo animal (8, 23).
Herndndez et al., 2006 (24) lograron
evaluar el carécter protector de una
genoteca de expresion de M.
tuberculosis, en el modelo murino de la
tuberculosis pulmonar, empleando un
sistema bacterial display. En los
animales inmunizados se evidencio una
reduccion significativa en el nimero de
unidades formadoras de colonias
recuperadas del pulmon, luego del reto
intratraqueal con BCG, asi como
también un menor nimero de lesiones

tisulares e infiltrado perivascular en
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pulmén de los animales vacunados en
comparacion a los controles no
vacunados.

Vacunologia inversa. Las técnicas
convencionales han  fallado en
proporcionar con éxito vacunas eficaces
contra la mayoria de las enfermedades
ocasionadas por microorganismos (un
buen ejemplo lo constituyen los
fracasos en el intento de obtener una
vacuna universal protectora frente al
VIH-1). Los avances biotecnologicos
han permitido la secuenciacion del
genoma, revolucionando el enfoque en
el desarrollo de vacunas, en donde la
gendmica, protedmica, interactomica,
metaboldmica, entran a jugar un papel
preponderante. La vacunologia inversa
0 reversa, comienza por el analisis de
las secuencias del genoma, mediante el
uso de herramientas de bioinformatica,

que permiten identificar los antigenos
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mas probables a ser candidatos a
vacunas. Los candidatos son
seleccionados en funcibn de su
prediccién como proteinas de superficie
0 secretadas, para luego ser clonados,
expresados y analizados para confirmar
su localizacién celular in vitro v,
empleando modelos animales, evaluar
su inmunogenicidad y capacidad
protectora. Esta metodologia fue
empleada con éxito por primera vez con
Neisseria meningitidis serogrupo B
(25).

Etapas para el desarrollo de Vacunas
El desarrollo de toda vacuna de
administracion ~ masiva en  seres
humanos y que se incluya dentro de los
programas de vacunacion aprobados por
las autoridades sanitarias en cualquier
pais del mundo incluyen 3 fases:

Investigacion bésica, desarrollo
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preclinico y farmacéutico y ensayos
clinicos (5-6).

a) Investigacion bésica. La primera
fase en el desarrollo de una vacuna
incluye la blsqueda de antigenos,
adyuvantes, eleccion de modelos
animales idéneos para el estudio de la
enfermedad. La investigacion basica se
extiende desde el disefio y concepcion
teorica del producto hasta la prueba de
concepto. Esta fase abarca entre 1 a 4
afios en promedio, e incluye:

-Propuesta del producto (antigenos,
adyuvantes, via de administracion,
cobertura poblacional esperada,
tecnologia de produccion).

-Estudio de mercado e interferencia
con otras patentes.

-Obtencidn de antigenos a gran escala.

-Eleccion del modelo o de los modelos

animales adecuados, como por ejemplo
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el uso de ratones BALB/c, C57BL/6 en
leishmaniosis.
-Elaboracion de la  formulacion
provisional (adyuvantes y preservantes
aprobados 0 no para uso humano).
-Evaluaciones de la inmunogenicidad y
obtencion de informacion toxicologica
preliminar.

-Estudios de los mecanismos de accion
y caracterizacion de la respuesta inmune
(determinacion y cuantificacion de
citocinas, inmunoglobulinas, ensayos de
proliferacién linfocitaria, relacion de
linfocitos TCD4*/TCD8").

-Técnicas para el control de calidad
sanitario de la vacuna (5-6).

Prueba de concepto: demostracion de
la eficacia e inocuidad de wuna
formulacion experimental, provisional,
del candidato a vacuna. Uno de los
aspectos a destacar en la realizacion de

la investigacion  basica, es lo

276



ACTA BIOCLINICA
Articulo Revision
J. Vielmay col

relacionado a los correlatos de
proteccion, es decir, una vez aplicada la
estrategia de inmunizacion (vacunacion)
a los animales seleccionados, se les reta
con el microorganismo contra el cual se
desarrolld la vacuna y se realiza la
evaluacion de la proteccion o no de ésta
(ensayo de reto). Esta constituye: “la
variable que, provisionalmente, se toma
como criterio de eficacia durante la fase
de investigacion-desarrollo de la vacuna
y en las primeras (I-11) fases de los
ensayos clinicos” (5-6).
b) Desarrollo preclinico y
farmacéutico. El desarrollo preclinico
de una wvacuna incluye ensayos
toxicologicos y farmacoldgicos en
modelos animales, previa evaluacion en
seres humanos (fase de desarrollo
clinico), dichos estudios estan en

funcion de la poblacion a la cual se va a

aplicar la vacuna, pueden incluir por
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ejemplo ensayos de toxicidad al feto. En
el desarrollo farmaceutico se contempla
la obtencion de una formulacidon estable,
potencialmente til en seres humanos y
que cumpla las normas internacionales
de buena préctica médica. Esta fase
también incluye el escalamiento
industrial: procesos de fermentacion,
inactivacion ~ del  microorganismo,
purificacion de antigenos por tecnologia
de ADN recombinante, liofilizacion de
los antigenos. La estabilidad de la
formulacion a diferentes temperaturas
(ambiente, cadena de frio) y las pautas y
normas de control de calidad, esperando
alcanzar los estandares mas altos del
control de calidad (5-6).

¢) Ensayos clinicos

Fase 1. Referida a la primera
introduccion de una vacuna en ensayo

en una poblacion humana para

determinar inicialmente su seguridad y
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sus efectos bioldgicos, incluida su
inmunogenicidad. Esta fase puede
incluir estudios de dosis y vias de
administracion Y, generalmente,
involucra a menos de 100 voluntarios
(26).

Fase Il. Referida a los ensayos iniciales
para determinar la efectividad de la
vacuna en un ndmero limitado de
voluntarios (generalmente entre 200 y
500); esta fase se centra en la
inmunogenicidad (26).

Fase I11. Esta etapa tiene como objetivo
evaluar de forma mas completa la
seguridad y la efectividad en la
prevencion de enfermedades,
involucrando un ndmero mayor de
voluntarios en un estudio multicéntrico
adecuadamente controlado (26).

Fase IV. Es realizada después de la

comercializacion de la vacuna, para

estudiar condiciones de uso distintas a
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las  autorizadas, como  nuevas
indicaciones, y la efectividad vy
seguridad en la utilizacion clinica diaria
(26).

Vacunas en existencia y en desarrollo.
Las vacunas introducidas en los
programas de inmunizacion antes de la
década de los 80 se presentan en la tabla
1. Luego de la década de los afios 80 se
han obtenido licencia para vacunas de
uso humano para las enfermedades
descritas en la tabla 2.

2. Adyuvantes

Concepto. La palabra adyuvante
proviene del latin “adyuvare” que
significa ayudar, conceptualmente un
adyuvante es toda sustancia o preparado
capaz de aumentar, potenciar o mejorar
la inmunogenicidad y por tanto la
efectividad de los antigenos presentes
en una vacuna (11, 27).

Caracteristicas de un adyuvante ideal

278



ACTA BIOCLINICA
Articulo Revisién

J. Vielmay col

a).- Debe tener wuna estructura y
composicién quimica definida, que
permita una produccion consistente.
Este aspecto no necesariamente se
cumple, por ejemplo en el caso del
cocleato, un adyuvante derivado de
vesiculas de membranas y paredes
celulares de bacterias Gram negativas,
presento el inconveniente de no poder
ser manufacturado en un principio,
porque el procedimiento para obtenerlo
no era reproducible y esto limitaba su
utilizacion.

b).-Estable e inerte en relaciéon con el
antigeno que se aplica.

c).- Biodegradable.

d).- Ejercer su funcion a bajas dosis y
con necesidad de pocas inmunizaciones.
e).- Resultar efectivo en nifios pequefios
y lactantes.

f).- No ser inmunogénico por si mismo.
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g).- Permitir manipular la respuesta
inmune celular y humoral segin se
requiera. En el caso de las sales de
aluminio utilizadas como adyuvantes de
vacunas en humanos (Unico aprobado
por la Federacién de Drogas Americana,
FDA), la respuesta inmunoldgica es de
tipo Th2, Ilo cual implica una
produccion predominante de
anticuerpos y una menor respuesta
inmune celular (28).

Ningun adyuvante de los disponibles
actualmente  retne  todos  estos
requisitos, el mejor es el adyuvante de
Freund (11, 27, 29).

Mecanismos de accion de los
adyuvantes

A).- Afectan el cambio de isotipo de las
inmunoglobulinas y favorecen la
produccidn de ciertos isotipos (30).

B).- Estimulan la produccién de

citocinas. Por técnicas de hibridizacion
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in situ ARN-ARN, se pudo evidenciar
en células de bazo, obtenidas a partir de
ratones BALB/c y C57BL/6, Ila
induccién y produccion de ARNm de
las interleucinas 4, 5y 13 (IL-4, IL-5 e
IL-13, compatibles con el perfil Th2),
en el caso del uso como adyuvantes: del
hidroxido de aluminio  Al(OH)s,
adyuvante completo de  Freund,
adyuvante incompleto de Freund, y Quil
A. En este mismo disefio experimental,
el compuesto designado como poli(l),
indujo la produccién del ARNm del
interferon gamma (INF-y) ,
interleucinas 2 y 6 (IL-2, IL-6),
citocinas compatibles con un perfil Thl.
El Lipopolisacéarido y el cloruro de litio
indujeron una respuesta principalmente
de interleucina 6 (IL-6) y del factor de
necrosis  tumoral alfa  (TNF-a).

Adyuvantes capaces de estimular la

produccién de citocinas de un perfil
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mixto Thl y Th2, compatibles con la
deteccion del ARNm correspondientes a
las interleucinas 5 y 6 (IL-5 e IL-6)
también fue observado (30).
Clasificacion de los Adyuvantes

a) Naturales: incluyen
inmonomudoladores endogenos de la
respuesta inmune como citocinas,
quimiocinas y ligandos de receptores
similares a toll (TLR). En
Leishmaniosis se ha empleado
Interleucina 12 (IL-12), como
adyuvante para el desarrollo de vacunas,
pero los resultados han  sido
contradictorios (27, 29, 31).

b) Adyuvantes convencionales: En el
modelo del raton BALB/c,
emulsificando ovalbumina (antigeno)
con el adyuvante completo e incompleto
de Freund, se demostré un predominio

de citocinas Thl y una produccién

balanceada de INF-y e IL-4, mediante
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la técnica de ELISA, con el uso del
adyuvante completo de Freund, al
compararlo con el  adyuvante
incompleto de Freund, a los 28 dias pos-
inmunizacién por via subcutanea. Los
ensayos de proliferacion linfocitaria, de
ceélulas extraidas del ganglio linfatico de
estos ratones mostraron una respuesta
antigeno-especifica similar a los 7 dias
pos-inmunizacion. Todos los resultados
fueron confirmados por citometria de
flujo (citocinas intracelulares). La
expresion de moléculas coestimuladoras
CD80 y CD86 es sobre-regulada por
ambos adyuvantes en células dendriticas
derivadas de ganglio linfatico, hecho
que pone de manifiesto un aumento en
la presentacion antigénica (efecto
dependiente del adyuvante). No hubo
cambios significativos en la expresion
de CD40, CD54 en este modelo y los

niveles de expresion de la IL-12 por
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parte de las células dendriticas fueron
comparables con ambos adyuvantes. De
lo anteriormente expuesto, estos autores
sugieren que el mecanismo de
inmunidad celular a larga data, puede
ser inducido por el uso del adyuvante de
Freund, con ventajas adicionales para el
caso del adyuvante completo de Freund
(32).

c¢) Nuevos Adyuvantes:
Proteoliposomas: Venier et al., en
2007 (33), obtienen proteoliposomas de
tamafo muy pequefio, designados como
VSSP por sus siglas en inglés, este
nuevo adyuvante deriva de proteinas de
membrana de Neisseria sp., mas el
monosialogangliésido (GMDJ),
formando nanoparticulas, que son
potencialmente Gtiles con fines de
vacuna terapéutica en pacientes con
tumores positivos a la presencia de

GM3. Los mecanismos de accion de las
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VSSP como adyuvante contemplan la
maduracion de celulas dendriticas
humanas y de raton in vitro. En el
modelo de cancer estudiado, VSSP
mostré elucidar una respuesta anti-
tumoral y anti-GM3, en combinacion a
antigenos de naturaleza peptidica en
ratones. Con respecto a la produccion
de citocinas, VSSP indujo la produccion
en células mononucleares de sangre
periférica  de humanos, de Ia
interleucina 6 (IL-6). Los niveles de
secrecion de interleucina 10 (IL-10)
fueron muy bajos, de igual forma los
niveles del péptido p40 interleucina-12
(p40-1L-12) pudo ser cuantificado por
citometria de flujo, no asi el péptido p70
interleucina 12 (p70-1L-12). En el 56%
de las muestras estudiadas se detecto la

presencia de una citocina muy

importante del perfil de células T
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ayudadoras 1 (Thl) como lo es el
interferon gamma INF-y (33).

Por todo lo anteriormente expuesto
VSSP es un candidato como adyuvante
a ser probado en humanos, cuando la
respuesta inmune deseada es de células
Thi1, atil en infecciones por patdgenos
intracelulares o en cancer. Ademas los
autores argumentan que el mecanismo
de accion de éste adyuvante no estuvo
relacionado al contenido de
lipopolisacaridos (como en el caso de
otros adyuvantes derivados de paredes
celulares de bacterias Gram negativas),
pero si a la transduccion de sefiales via
receptores TLR2 (33).

3. Perspectivas y consideraciones
finales

1) En Venezuela no se produce ninguna
vacuna de uso masivo en humanos,
todos los productos se importan de otros

paises: Estados Unidos, Europa y Cuba;
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es imprescindible realizar estudios de
investigacion basica para la busqueda
de candidatos a vacunas en
enfermedades que afectan a nuestra
poblacibn como: neurocisticercosis,
enfermedad de Chagas y leishmaniosis,
entre otras.

2) En la seleccion de candidatos a
vacunas deben utilizarse las
herramientas de bioinformatica,
protedGmica y genomica.

3) Debe profundizarse el estudio y la

busqueda de adyuvantes utiles en seres

humanos.
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