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Resumen

El virus de la influenza afecta mundialmente a millones de
personas y es responsable de aproximadamente 500,000
muertes cada afio. La principal alternativa de proteccién esla
vacunacion contra este virus, de tal manera que actualmente
existen multiples opciones de vacunas, las cuales son
producidas de manera anual. Desafortunadamente este
virus tiende a mutar constantemente, lo que ocasiona
pérdida de eficacia en la proteccion. La recomendacién de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el disefio
de nuevas vacunas, ha sido la inclusion de cepas vacunales
similares a los virus prevalentes en cada temporada de
influenza. No obstante, la efectividad de estas vacunas no
es ha sido la esperada. Este hecho ha llevado a cuestionar si
otros métodos de produccion de vacunas brindarfan mayor
proteccion contra este virus, ya que se ha encontrado que
los virus producidos en huevo sufren cambios estructurales
que los vuelven diferentes al virus original, por tal motivo
la tendencia actual, es el uso de sustratos celulares para la
produccion de antigeno viral, con lo que se espera mayor
efectividad, sin embargo y a pesar de estas estrategias aun
debe tomarse en consideraciéon la magnitud del efecto
antigénico causado por el tipo de glicosilacién inducido
por el sustrato de produccion. Esta revision aborda el tipo
de vacunas disponibles para prevenir la influenza, asi como
la influencia que tiene el sustrato de produccion sobre la
estructura antigénica de los virus producidos y su efecto
final en la capacidad de brindar proteccion.

Palabras clave: virus de influenza, glicosilacién, sustrato
celular, hemaglutinina, vacunas.
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Abstract

Influenza virus affects millions of people all over the
world and is responsible for 500,000 deaths each year.
The main alternative of protection is the vaccination
against this virus, so that currently there are multiple
vaccine options, which are produced annually.
Unfortunately this virus tends to constantly mutate,
causing loss of protection effectiveness. The WHO
recommendation on the design of new vaccines has
been the inclusion of similar vaccine strains to the
virus prevalent each influenza season. However the
effectiveness of these vaccines has not been as expected.
This has led to question whether other methods of
vaccine production would provide greater protection
against the virus, compared with the most commonly
used. It has been found that the virus produced in eggs
for vaccines undergo structural changes that make
them different from the original virus, therefore the
current trend is the use of cell substrates for production
of viral antigen, thus greater effectiveness is expected,
however despite these strategies, the magnitude of the
antigenic effect caused by the type of glycosylation
induced by the production substrate should still be
considered. This review addresses the type of vaccine
available to prevent influenza as well as the influence of
the substrate production on the antigenic structure of
the virus produced and its ultimate effect on the ability
to provide protection.
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Introduccion

Cada afio el virus de la influenza afecta a millones de
personas a nivel global y en ocasiones ha llegado a causar
pandemias con grandes repercusiones, como lo fue la
gripe espanola de 1918, con un nimero de muertes entre
los 20 y 40 millones, y las pandemias originadas en Asia
en 1957 y en 1968." El riesgo de que la influenza llegue
a causar una pandemia no ha desaparecido como se
pudo observar en el 2009 con la influenza HIN1, afio
en el cual se reportaron 68,611 casos de influenza HIN1
en México.” Cada afio los brotes de influenza estacional
afectan del 5% al 15% de la poblacién mundial causando
aproximadamente 500,000 muertes al afio.?

La influenza estacional estd caracterizada por el inicio
stibito de fiebre alta, tos, dolores musculares, articulares,
de cabeza y garganta, intenso malestar y abundante
secrecion nasal. Entre los grupos de riesgo estan los
menores de 2 afos, mayores de 65 afos de edad y las
personas de todas las edades con determinadas afecciones,
tales como inmunodepresion o enfermedades cronicas
cardiacas, pulmonares, renales, hepaticas, sanguineas o
metabdlicas.’

Para atender la influenza en nuestro pais anualmente se
ejecutan programas nacionales de vacunacién contra
esta enfermedad, enfocandose en la poblacion con
mayor riesgo. La OMS desde hace ya mas de 50 afos ha
colaborado con cientificos y responsables politicos de la
producciéon de vacunas, de manera que se desarrolle un
enfoque universal de fabricacion, pruebas y regulacion de
las vacunas de influenza.*

La OMS publica las recomendaciones de la composicion
de la vacuna de la préxima temporada de manera que
sirva como guia para las autoridades de salud publica y
fabricantes de vacunas. Estas recomendaciones se hacen
2 veces al ano: en febrero para el hemisferio norte y en
septiembre para el hemisferio sur, de tal manera que los
productores, tienen de 6 a 8 meses para la elaboracion de
la vacuna, tiempo suficiente para lograr la produccion de
las vacunas estacionales producidas en embrién de pollo.”

La recomendacién sobre la composicion de las vacunas
contra la influenza estacional es emitida por el Global
Influenza Surveillance and Response System (GISRS) quien
esta constantemente recolectando muestras de los virus
de influenza que se encuentran en circulaciéon. El GISRS
también hace la caracterizacion genética y antigénica
de estos virus, asi como su resistencia a antivirales y la
efectividad de vacunas contra estos. Es el conjunto de

todas estas pruebas las que permiten recomendar los
virus adecuados para incluir en las vacunas de cada
temporada.’

Vacunas actuales contra la influenza

La composicion usual de las vacunas contra la influenza
estacional estd dirigida contra 2 virus de influenza tipo
A y 1 virus de influenza tipo B, este ultimo incluido en
las vacunas trivalentes, mientras que para las vacunas
cuadrivalentes tienen las mismas que las trivalentes mas
otro virus de influenza tipo B. Las vacunas se pueden
encontrar en diferentes presentaciones, que consideran: la
via de administracidn, el sustrato en la que son producidas
y las recomendaciones para edades de aplicacion, siendo
la presentacion mas utilizada la vacuna de administracion
intramuscular producida en huevo de gallina (Tablal).
Asi mismo las vacunas contra la influenza pueden
contener en su formulaciéon virus inactivados, virus
atenuados 6 proteinas desarrolladas mediantes tecnologia
recombinante.

Las vacunas con virus inactivados, o Inactivated Influenza
Vaccine (IIV), se encuentran en presentaciones para
administrarse por via intramuscular e intradérmica,
mientras que las recombinantes unicamente por via
intramuscular. A diferencia de las anteriores, las vacunas
con virus atenuados, o Live Attenuated Influenza Vaccine
(LAIV), se encuentran en presentacion de administracion
intranasal.

Las IIV conforman la mayoria de las vacunas contra la
influenza aplicadas anualmente, pero no necesariamente
estas brindan la mayor proteccion. Las vacunas LAIV
no estan recomendadas para los grupos de riesgo, sin
embargo hay estudios que han demostrado brindar mayor
proteccion en ninos, que la proporcionada por las ITV.*” En
2014 en los EUA, el Advisory Committee on Immunization
Practices (ACIP) promovio la aplicacion de vacunas LAIV
sobre las II'V para los niflos saludables entre 2-8 afios de
edad basados en los datos del 2013 que demostraban que
las vacunas atenuadas eran superiores a las inactivadas,
sin embargo en 2015 se votd por no renovar lo dicho en
2014 de manera que no recomiendan una vacuna sobre
la otra, esto después de reevaluar la efectividad de ambas
vacunas en estudios posteriores® Serd necesario realizar
mas estudios para evaluar si realmente una vacuna es
superior a la otra.

Como se puede apreciar en la tabla 1, La mayor parte de

los vacunas contra la influenza son producidas en embrién
de pollo, sustrato que ha sido usado desde hace més de 40
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anos. La experiencia que se tiene en el desarrollo de estas
vacunas ha permitido conocer las ventajas y desventajas
de este medio de produccién que ha redundado en el
desarrollo normas claramente definidas. Sin embargo se
han buscado nuevos sustratos, debido a que la vacuna
no ha conferido el nivel de proteccion deseado; asi como
también, se le han asociado reacciones adversas para
algunos pacientes."

Desde la década pasada se enfocaron multiples esfuerzos
en producir antigeno vacunal en diversos cultivos
celulares, sin embargo la experiencia previa es limitada,
esto conlleva a que la produccion de vacunas por este
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medio esté restringida a ciertas lineas celulares, debido
a que ain no se conocen por completo los riesgos de
producir vacunas en otro tipo de sustratos.'’ Entre las
células autorizadas para producir vacunas comerciales,
estan: las MDCK (Madin Darby Canine Kidney),
derivada de riién de perro, donde se han desarrollado
y licenciado las siguientes vacunas contra la influenza:
Optafluy® y Flucelfax®; La linea celular VERO (African
Green monkey kidney), derivada de rifion de mono
verde africano, en donde se han desarrollado la vacunas:
Vepacel® y Celvapan®; Finalmente las lineas ExpressSE®y
SF9 derivadas de células de insecto, se han aprobado y con
estos se ha desarrollado la vacuna Flublok®."2

Tabla 1.

Vacunas aprobadas para su aplicacion en Estados Unidos de América, Canada, México
y la Union Europea para el 2016

A/California/7/2009
) . NYMC X-179A (HIN1) A/ Linea celular
Protein Sciences . . )
Flublok Cororation Switzerland/9715293/2013 Recombinante Intramuscular de insecto
P NIB-88 (H3N2) B/ (expresSF+°)
Phuket/3073/2013
A/Brisbane/10/2010 (HTN1)
Flucelvax Novartlls Vaccn"les A/South Australia/55/2014 Inactivada Intramuscular MDCK
and Diagnostics (H3N2)
B/Utah/9/2014
A/Brisbane/10/2010 (H1N1)
N tis Vacci A/South Australia/55/2014
Optaflu ovar _IS accn.1es ou ustralia Inactivada Intramuscular MDCK
and Diagnostics (H3N2)
B/Utah/9/2014
Celvapan Baxter AG A/California/07/2009 (HIN1)v Inactivada Intramuscular Vero
Pandemic Influenza Vaccine
Baxter AG A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) Inactivada Intramuscular Vero
H5N1 Baxter AG
Vepacel Baxter AG A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) Inactivada Intramuscular Vero
A/Bolivia/559/2013
MEDI 255962 (H1N1)
A/Switzerland/9715293/2013
MEDI 252385 (H3N2) Huevo +
Fluenz Tetra Medimmune Inactivada Intranasal
B/Brisbane/60/2008 Vero
MEDI 228030
B/Phuket/3073/2013
MEDI 254977
A/California/7/2009
ID Biomedical NYMC X-179A (HIN1) A/
FluLaval Corporation of Switzerland/9715293/2013 Inactivada Intramuscular Huevo
Quebec NIB-88 (H3N2) B/
Phuket/3073/2013
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A/California/7/2009
NYMC X-179A (HIN1) A/

ID Biomedical i
. X Switzerland/9715293/2013 .
FluLavalQuadrivalent Corporation of Inactivada Intramuscular Huevo
Quebec NIB-88 (H3N2) B/
Phuket/3073/2013
B/Brisbane/60/2008
. ID Biomedical
Influenza A (H5NT1) Virus i . .
. . Corporation of A/Indonesia/05/2005 (H5N1) Inactivada Intramuscular Huevo
MonovalentVaccine, Adjuvanted
Quebec
A/Christchurch/16/2010
NIB-74 (H1NT)
N is Vacci
Fluvirin ovart.ls acarﬁes A/Switzerland/9715293/2013 Inactivada Intramuscular Huevo
and Diagnostics
NIB-88 (H3N2)
B/Phuket/3073/2013
Influenza A (HIN1) 2009 NovartisVaccines A/California/7/2009 (H1NT) .
. . . L Inactivada Intramuscular Huevo
MonovalentVaccine and Diagnostics v-like virus
A/California/7/2009 NYMC
X-181 (H1N1)
N tisVacci
Agriflu ovar'ls accn'ws A/Texas/50/2012 NYMCX-223 Inactivada Intramuscular Huevo
and Diagnostics
(H3N2)
B/Massachusetts/2/2012
A/California/7/2009 NYMC
. . X-181 (HIN1)
NovartisVaccines . .
FLUAD . . A/Switzerland/9715293/2013 Inactivada Intramuscular Huevo
and Diagnostics
NIB-88 (H3N2)
B/Brisbane/9/201
N isVacci A/turk key/1
Aflunov ovart.ls accn'.\es /turkey/Turkey/1/05 Inactivada Intramuscular Huevo
and Diagnostics NIBRG-23 (H5N1)
- NovartisVaccines X .
Foclivia . . A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) Inactivada Intramuscular Huevo
and Diagnostics
A/California/7/2009 NYMC
X-179A (H1N1)
Vaxigrip Sanofi Pasteur A/South Australia/55/2014 Inactivada Intramuscular Huevo
IVR-175 (H3N2)
B/Phuket/3073/2013
A/California/07/2009
X-179A (HINT1) A/
Fluzone Sanofi Pasteur Switzerland/9715293/2013 Inactivada Intramuscular Huevo
NIB-88 (H3N2)
B/Phuket/3073/2013
A/California/07/2009 X-179A
(HINT)
A/HongKong/4801/2014
FluzoneQuadrivalent Sanofi Pasteur X-263B (H3N2) Inactivada Intramuscular Huevo
B/Phuket/3073/2013
B/Brisbane/60/2008
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A/California/07/2009 X-179A
(HIN1)
A/Switzerland/9715293/2013
FluzonelntradermalQuadrivalent Sanofi Pasteur i ;TBr_Zr; (H3N2) B/ Inactivada Intradermal Huevo
Phuket/3073/2013

B/Brisbane/60/2008

A/California/07/2009
X-179A (HIN1) A/
Fluzone High-Dose Sanofi Pasteur Switzerland/9715293/2013 Inactivada Intramuscular Huevo
NIB-88 (H3N2)
B/Phuket/3073/2013

A/California/07/2009 X-179A
(HINT)

Fluzonelntradermal Sanofi Pasteur A/Texas/50/2012 X-223A Inactivada Intradermal Huevo
(H3N2)

B/Massachusetts/02/2012

Influenza A (H1N1) 2009 A/California/7/2009 (H1N1) .
. Sanofi-Pasteur X . Inactivada Intramuscular Huevo
MonovalentVaccine v-like virus
Influenza Virus Vaccine, H5N1 Sanofi-Pasteur H5N1 (A/Vietnam/1203/2004) Inactivada Intramuscular Huevo

A/California/7/2009 NYMC
X-179A (H1N1)
IDFlu Sanofi-Pasteur A/South Australia/55/2014 Inactivada Intradermal Huevo
IVR-175 (H3N2)
B/Phuket/3073/2013

A/California/07/2009
X-179A (H1N1) A/

Intanza Sanofi-Pasteur Switzerland/9715293/2013 Inactivada Intradermal Huevo
NIB-88 (H3N2)
B/Phuket/3073/2013
Infl A (H1NT) 2009
nfluenza A ( ) Medimmune A/California/7/2009 (HIN1) v. Viva atenuada Intranasal Huevo

monovalentvaccine

A/Bolivia/559/2013 (HTN1)
A/Switzerland/9715293/2013
FluMist Medimmune (H3N2) B/ Viva atenuada Intranasal Huevo
Phuket/3073/2013 B/

Brisbane/60/2008

A/California/7/2009
NYMC X-181 (H1NT)
Afluria bioCSL A/South Australia/55/2014 Inactivada Intramuscular Huevo
448IVR-175 (H3N2) B/
Phuket/3073/2013

A/Christchurch/16/2010
NIB-74XP (HTN1 A
GlaxoSmithKline B ( ) / .
FluaRIX i . Switzerland/9715293/2013 Inactivada Intramuscular Huevo
Biologicals
NIB-88 (H3N2)
B/Phuket/3073/2013
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GlaxoSmithKline A/VietNam/1194/2004

. . Huevo
Biologicals NIBRG-14 (H5N1)

Adjupanrix Inactivada Intramuscular

A/California/7/2009 X-181
(HINT1)
A/Switzerland/9715293/2013
(H3N2)
B/Phuket/3073/2013

Influvac Abbott Inactivada Intramuscular Huevo

Fuente:  http://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/Vaccines/ApprovedProducts/UCM093833;  http://www.phac-aspc.gc.ca/naci-ccni/
flu-grippe-eng.php; http://www.cofepris.gob.mx/AS/Documents/RegistroSanitarioMedicamentos/Vacunas/Vacunas.pdf; http://www.ema.eu-
ropa.eu/ema/index.jsp?curl=pages%2Fmedicines%2Flanding%2Fepar_search.jsp&mid=WC0b01ac058001d124&searchTab=_&alreadyLoade-
d=true&isNewQuery=true&status=Authorised&status=Withdrawn&status=Suspended&status=Refused&keyword=influenza&searchType=-

name&taxonomyPath=Diseases.Virus+Diseases.RNA+Virus+Infections.Orthomyxoviridae+Infections&treeNumber=&currentCategory=In-

fluenza%2C+Human&searchGenericType=generics

https://www.medicines.org.uk/emc/

Existen claras ventajas que han llevado a aceptar el uso
de sustratos celulares en el desarrollo de vacunas contra
la influenza,'"'*"* en la Tabla 2 se presenta un andlisis
comparativo. Como desventajas mayores del uso del
embrion de pollo en la produccién de virus de influenza,
son los cambios antigénicos irreversibles que ocurren

durante la glicosilacién de la hemaglutinina,'® que pueden
ocasionar que una particula viral producida en este
sistema sea sustancialmente diferente a un virus silvestre
transmitido de una persona infectada a otras, bajo este
escenario la protecciéon conferida por un antigeno
diferente al infeccioso podria ser limitada.

Tabla 2

Comparacién de la produccion de la vacuna contra la gripe en embrion de pollo
y en células de mamiferos MDCK

Altas tasas de produccion de virus

Requiere una extensa planificacion anticipada

Ausencia de replicacion de agentes adventicios

Mucha mano de obra

Buena antigenicidad

Embrion de

Requiere de 1-2 huevos por dosis de vacuna producida

pollo Incapacidad para causar tumores

Dificultad de manejo y control

Amplia experiencia en la manufactura

Cambios antigénicos a través de los pasajes de huevo

en huevo.

Conocimiento del tipo de reacciones adversas que pueden
ocurrir en la poblacién inmunizada con vacunas producidas

La letalidad del virus H5N1sobre los embriones

Requiere niveles altos de bioseguridad

Suministro disponible de sustrato

Baja tasa de produccién de virus

Facilidad de capacidad de control de procesos y escalabilidad

Propagacion de agentes adventicios debido a mdltiples pasajes

Lineas celulares | eliminacion del timerosal

Reduccidn de los riesgos de contaminacion microbiana, la

Los cambios en el pH requisito para la replicacion debido a
cambios en la parte HA2

de mamiferos
Buena antigenicidad

Requerimiento para inmovilizacion, tripsina, y suero fetal de
ternera

Menor frecuencia de reacciones alérgicas

El aumento de la reactogenicidad local con la vacuna basada
en MDCK

Fuente: Adaptado y modificado de BardiyaN&Bae JH. Influenza vaccines: recent advances in production technologies. ApplMicrobiolBiotechnol

2005; 67: 299-305.
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En varios paises las campafas de vacunacién contra la
influenza son realizadas de manera anual, pero a pesar
de los esfuerzos hechos, la eficacia de la vacuna no ha
resultado ser la deseada y no ha sido capaz de prevenir
los brotes de influenza. En EUA se han realizado estudios
para evaluar la eficacia de las vacunas contra la influenza
estacional y durante los tltimos 5 afos estas han tenido
una eficacia promedio del 46%, siendo el valor més alto
de 60% para la temporada de 2010-2011 y el mads bajo
en la temporada de 2014-2015 con 23%.'¢ Estos datos
no solo aplican para EUA, diferentes paises han tenido
valores que entran en estos intervalos durante el mismo
periodo.””" La realizacion de estos estudios se ha basado
en estudios observacionales, los cuales posteriormente
han confirmado la enfermedad con estudios de
laboratorio y la aplicacion de la vacuna se confirma en
base a documentos que sustenten dicha aplicacién.*!

Posibles causas de la baja efectividad
de las vacunas

No se conoce con certeza la razon de la baja efectividad
de las vacunas, una de ellas podria ser que la seleccion de
virus para la produccién de antigeno vacunal, se realiza
con base en predicciones epidemiolégicas (tablal), por lo
que su espectro de proteccion se ve limitada a los virus
incluidos o a aquellos que puedan ser inactivadas por
el sistema inmunitario debido a un cruce antigénico,*
esta posibilidad se incremente al considerar los tiempos
de produccién de las mismas, ya que el tiempo que
transcurre entre el comienzo de la producciéon de la
vacuna y la temporada de influenza es de meses, durante
ese tiempo los virus predominantes en circulacion
pueden llegar a cambiar, esto se vio muy marcado en el
caso en la temporada 2014-2015 en EUA con una eficacia
de la vacuna del 24%.” Durante esa temporada el virus
elegido para la vacuna contra la influenza A(H3N2) fue
el A/Texas/50/2012 mientras que el virus que se encontrd
en circulaciéon esa temporada fue uno similar al A/
Switzerland/9715293/2013, dando como resultado una
baja eficacia de la vacuna.® De igual manera no se puede
descartar que durante estos periodos de tiempo los virus
presenten pequefias mutaciones, si estas llegasen a ocurrir
en el gen de la HA o neuraminidasa, podrian ocasionar
cambios antigénicos que dificulten la inactivacion viral
por los anticuerpos inducidos por la vacuna.***

En afios recientes se han realizado estudios en EUA
sobre la eficacia de las vacunas en los cuales se ha visto
que la vacunacién anual tiene un factor que interfiere la
proteccion que brinda la vacuna.?****” Estas publicaciones
analizan la eficacia de la vacuna y el estatus de vacunacion,
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siendo 8 temporadas el periodo mds largo evaluado.?” Se
pudo observar que el valor mas elevado de la eficacia de la
vacuna fue por parte de los individuos que no habian sido
vacunados en los dltimos 5 afos. Esta interferencia puede
ser causada por varios factores, entre ellos se encuentran
el efecto de Hoskins, que postula que la exposicion al
virus de la influenza puede activar respuestas por parte del
sistema inmunitario contra el virus que caus6 la infecciéon
con anterioridad y no necesariamente al de la ultima
vacuna aplicada; otro factor puede ser la posibilidad de
cambios en la antigenicidad de los virus en circulacién
o el agotamiento del sistema inmune.” A pesar de esto,
hay estudios que demuestran que la vacunacion deja una
proteccion residual durante las temporadas posteriores a
la aplicacion.’ Estudios posteriores seran necesarios para
entender mejor este efecto pero no por eso la vacunacion
anual deja de estar recomendada, sino que seria prudente
entender como evitar la disminucion de la eficacia de las
vacunas por la repetida aplicacion de estas.

Deriva antigénica

Debido a la alta mutabilidad del virus de influenza,
durante el transcurso del tiempo en el que los virus
infectan y se transmiten entre diversos individuos, estos
se exponen al sistema inmunitario de cada hospedero, lo
que ocasiona una continua seleccion de variantes virales,
fenémeno conocido como deriva antigénica, la continua
variacién antigénica impide que pueda utilizarse el
mismo virus en la produccion de la vacuna. Por lo tanto
la composicion de estas vacunas se adecua acorde a los
cambios que se encuentran en circulacién. Sin embargo
varios reportes indican que la deriva antigénica del virus
de la influenza HIN1 ha sido minima desde su apariciéon
en 2009,2*** por lo que la OMS no ha considerado
necesario cambiar la composicién de la vacuna y ha
seguido recomendando el uso de virus similares al A/
California/7/2009 (HIN1)pdm09.#3 No obstante, el
analisis de la tasa de mutaciones aceptadas ha sido mayor
en el gen de la hemaglutinina (HA), que en los genes de la
neuraminidasa (NA) y nucleoproteina (NP).*

Esto implica que el virus tolera mejor los cambios
estructurales en la HA, es decir, las principales diferencias
que se pueden encontrar entre diversos virus de la
influenza estardn en esta glicoproteina. Dichos cambios
le podrian facilitar al virus evadir la respuesta inmune
generado contra una variante previa. Por otra parte,
tal como se aprecia en la tabla 2, la mayoria de las
plataformas de produccion de vacunas, usan embrion de
pollo como sustrato, que como previamente se menciono,
generan virus antigénicamente diferentes.”** Tomando
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en consideracion estas observaciones, La hipotesis seria
que ambas tienen relacién con la baja efectividad de
proteccion atribuida a estas vacunas, asi como la necesidad
de generar nuevas vacunas anualmente. Por otra parte,
en el caso de las vacunas desarrolladas en diversas lineas
celulares también se ha constatado que la adaptacion del
virus a estos sustratos involucra cambios en la estructura
antigénica de las glicoproteinas.”

Efecto de las modificaciones estructurales en
los gliicidos de la Hemaglutinina

Como lo hemos mencionado, el sustrato de produccion
de la vacuna es un factor importante que podria impactar
en la efectividad vacunal, aunque recientemente ya se
estan produciendo vacunas contra la influenza sobre
lineas celulares, estas son de origen animal o de insecto;
la comparacién entre los virus producidos en uno u
otro sustrato ha confirmado que también inducen
diferencias estructurales en la HA, que podrian afectar
su antigenicidad y capacidad de proteccion.”*** El tipo
de célula donde se reproduce el virus de influenza influye
directamente con la estructura que presentardn todas
aquellas proteinas que por su naturaleza sean glicosiladas,
ya que dicho proceso es dependiente del tipo de enzimas
presentes en uno u otro sustrato.

Una vacuna efectiva contra la influenza deberia inducir
en el paciente anticuerpos neutralizantes especificos
contra la HA y NA del virus, ya que estas estructuras
son fundamentales para el ciclo infeccioso, La HA es la
glicoproteina que se encuentra en mayor abundancia
en la superficie del virus, es responsable de la adhesion
y penetracién a la célula.”” La HA es sintetizada por los
ribosomas en el reticulo endoplasmico rugoso (RER)
como un polipéptido y desplazada al lumen del RER de
la célula infectada.*” Una vez finalizada la traduccion la
HA se encuentra en el lumen del RER donde comienza un
proceso de modificacién post-traduccional consistente en
la N- glicosilacion, que finaliza en el aparato de Golgi.

Dentro del lumen del RER, se transfieren N-oligosacaridos
a los residuos de aspargina de la HA, esto mediante un
acarreador lipidico llamado dolicol fosfato. El sitio al
que se adicionan los carbohidratos debe contener una
secuencia aminoacidica Asn-X-Ser/Thr, en las que X
puede ser cualquier aminodcido excepto prolina.***”*® Sin
embargo no todos los sitios de glicosilaciéon potenciales
son glicosilados.*

Posteriormente a la adicién de oligosacaridos y antes de
que la HA sea enviada al aparato de Golgi, se eliminan

tres glucosas y una manosa.*® Una vez en el Aparato
de Golgi, ocurre la glicosilacién terminal, donde se
modifican la estructura final de los oligosacaridos
constituyentes de la HA. La combinacion, tamafio y
complejidad dependera del tipo particular de glicosil-
transferasas presentes en la célula infectada.* Una vez
que el proceso de maduracién de la HA estd terminado
esta es transportada hasta la membrana celular, en
donde formara parte de la membrana del virién al
momento de salir de la célula.*®

Asi mismo se ha observado que la glicosilacion terminal
es la que brinda la patogenicidad a la HA siendo este un
prerrequisito para la infectividad del virus.**** Como
se menciono antes, el proceso de glicosilacion final es
dependiente del tipo de glicosiltransferasas presentes
en cada tipo de célula. Por lo tanto, la estructura final
de la HA serd el resultado de la suma de dos factores:
Uno de ellos sera el plegamiento que adopte la proteina
debido a la secuencia de aminodacidos, misma que estara
influida por las mutaciones aceptadas en el gen la HA;
El otro factor consistira en la complejidad y variabilidad
de oligosacaridos insertados en la HA a causa de las
magquinaria enzimatica caracteristica de cada tipo de
célula, Lo anterior explica el porqué de las diferentes
formas presentadas de la HA de un mismo virus (misma
secuencia de aminodcidos) propagado en diferentes
sustratos celulares,*” en figura 1 se esquematiza este
efecto.

Por otra parte, dado que una proteina homologa
tendrd mayores mutaciones conforme mayor sea su
distancia evolutiva, se puede esperar que las proteinas
provenientes de células de primates tengan mayor
similitud a las humanas que las proteinas provenientes
de otros mamiferos, por tanto podemos asumir que las
variaciones en el patron de glicosilacion, se espera sean
mayores conforme mayor es la distancia filogenética,
entre la especie hospedera donde se produce la vacuna
y la especie humana donde se transmite continuamente
el virus estacional. En este sentido la glicosilacion en
cada sistema de producciéon de antigeno vacunal juega
un papel central en la estructura de la hemaglutinina®
y claramente se ha constatado las diferencias notables
entre los virus producidos por un sistema y otro,*>*"!
también se ha demostrado que las diferencias en
la glicosilacién tienen consecuencias directamente
relacionadas con la capacidad de protecciéon.® Por
tanto podria esperarse una mejor protecciéon entre
mas cercana sea la distancia filogenética entre la célula
usada como sustrato de produccion de la vacuna con la
célula humana.
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¢Qué se necesita hacer para mejorar la
efectividad de las vacunas contra la influenza?

Diversas son las estrategias que se han planteado para
mejorar las vacunas, algunos esfuerzos han permitido
generar vacunas recombinantes en Baculovirus o
Adenovirus;” también se investiga el desarrollo de
particulas tipo virus, los cuales semejan la estructura
viral y en la cual se exponen antigenos virales.** En la
bisqueda de una vacuna universal contra la influenza, se
han logrado generar anticuerpos que tienen la capacidad
de inactivar la infectividad de un espectro amplio de
serotipos de influenza y se han encontrado sitios en la
Hemaglutinina (HA), indispensables para la infeccion
viral,” estos sitios son clave para el desarrollo de vacunas
recombinantes.

Todas estas estrategias son promisorias. La mayoria de
estas vacunas se han enfocado en utilizar como antigeno
principal a la HA y muchas de ellas han avanzado a la
experimentacion en fases clinicas, ya que han demostrado
efectividad inmunogénica.**** Sin embargo, considerando

Influenza estacional y la baja efectividad
de las vacunas contra estos virus

lo que hemos comentado, atin hay oportunidades de
mejora, ya que una limitante de estas vacunas, es que
su estructura antigénica podria ser significativamente
diferente a la estructura antigénica de los virus infectivos
transmitidos entre seres humanos, debido a los
mencionados procesos de glicosilacion ocurridos en cada
sustrato de produccion,” esto esta ilustrado en la figura 1.

Considerando la distancia evolutiva entre los animales
a partir de los cuales se han desarrollado los actuales
antigenos producidos en células, proponemos como
hipotesis que los virus mas similares antigénicamente a los
trasmitidos entre humanos, seran aquellos desarrollados
en células de primates (Linea celular VERO), y debido
a esto seran también mas protectores que las vacunas
desarrolladas en sustratos como las células MDCK o
células de Insecto. Debido a que apenas se ha iniciado
el uso de estas vacunas, aun no se tienen datos acerca su
efectividad real en la poblacion inmunizada, sin embargo
podremos confirmar o rechazar nuestra hipétesis en los
estudios retrospectivos que se efecttien en el futuro para
determinar la proteccion en las temporadas venideras de
influenza.

Figura 1.

Efecto estimado de la replicacion viral en diversas células hospederas, sobre la estructura
de la hemaglutinina del virus de la influenza humana
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Comparaciéon del proceso de sintesis y ensamble de viriones en tres
hospederos diferentes del virus de la influenza humana: el panel
superior muestra una célula de embrion de pollo; el panel central es
una célula respiratoria humana; el panel inferior, representa una célula
muy similar a la célula humana usada como sustrato de produccion
de antigeno viral. Se espera que cada especie hospedera del virus de la
influenza, generé un cambio estructural notable, aqui esquematizado
por los tridngulos rojos o los circulos violetas, que representan diversos
patrones de glicosilacion. Tal como se puede observar en la figura, los
virus con estructura mas similar son los ubicados en el panel central
e inferior, dicha similitud es debida a la alta similitud entre las células
hospederas, por tanto podemos esperar también que los sistemas
responsables de la glicosilacion, ubicados en el aparato de Golgi,
son también muy similares. Por otra parte, un virus desarrollado
en un célula filogenéticamente mas distante a las otras dos, en este
caso de embrion de pollo, generara patrones de glicosilacion muy
diferentes (aqui representado con triangulos rojos), esto debido a que
las glicosiltransferasas del aparato de Golgi de esta células, son mas
distantes a estas enzimas presentes en las células humanas.

Fuente: Imagen disefiada por los autores.

Por otra parte, si nuestra hipotesis resulta acertada, y se
logra mayor proteccién con vacunas desarrolladas en
células de primates en comparacion con las desarrolladas

en células de otros animales, podriamos esperar aun mayor
efectividad si logramos desarrollar un sustrato con sistemas
de glicosilacion equivalentes a los presentes en las células
humanas. Los sistemas actuales de edicion celular mediante
Crispr/Cas9 quizd permitan en poco tiempo generar
células que sinteticen antigenos virales estructuralmente
muy similares o idénticos a los virus de influenza silvestres
(Figura 1). El desarrollo de un sustrato con la maquinaria
enzimdtica adecuada para generar glicoproteinas idénticas
alas producidas por las células humanas tendria un alcance
aun mayor, ya que existen productos biotecnoldgicos, que
aun con la tecnologia de DNA recombinante, no pueden
considerarse idénticos a los humanos, debido al tipo de
modificacion postraduccional presente en los sistemas
actuales de expresion.

El impacto de usar una vacuna, elaborada con un antigeno
viral estructuralmente idéntico a los virus silvestres
transmitidos entre humanos, podria brindar una mejor
protecciéon dado que los anticuerpos inducidos en el
paciente serfan capaces de reconocer mejor a los epitopos
de los virus silvestres, en comparacion con los anticuerpos
inducidos por antigenos con una estructura més distante
(Figura2).

Figura 2.

Diferencias en el nivel de proteccién conferido por sustratos de diverso origen
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de epitopos no glicosilados, conservados entre cepas
del mismo serotipo. Estos anticuerpos se produjeron
exclusivamente como respuesta a la inmunizacion con
regiones de la hemaglutininan sin glucanos, por tanto
estos se inducen independientemente del sustrato de
produccion del antigeno viral.
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La exposicion de un paciente con un virus silvestre de influenza
(panel central), asi como la inmunizacién con uno vacunal ya sea
desarrollado en embrion de pollo (panel superior) o desarrollado en
una célula similar a la humana (panel inferior), inducird la formacién
de anticuerpos contra sitos con o sin glicosilacion. Dada la alta
especificidad de reconocimiento de los anticuerpos, aquellos inducidos
en respuesta a una inmunizacién con un antigeno desarrollado en
embrién de pollo seran menos capaces de prevenir la infeccién ante
una exposicion a un virus silvestre del mismo serotipo, esto debido a
una deficiente seroneutralizacién de los epitopos glicosilados. Esto
serfa una consecuencia de las diferencias estructurales entre el virus
usado como inmundgeno (desarrollado en embrion de pollo), y el virus
silvestre, es decir el transmitido entre humanos. Bajo este escenario
podemos plantear como hipdtesis, que los anticuerpos desarrollados
en respuesta a una inmunizacién con antigeno producido en células
similares a las humanas (panel inferior), tendrian mayor capacidad de
reconocimiento y seroneutralizacién de ambos tipos de epitopos y por
lo tanto serfan mds eficientes en la prevencion de la infeccion ante la
exposicion al virus silvestre.

Fuente: Imagen disefiada por los autores.

Los resultados de los programas de vacunacion vy
esfuerzos realizados para controlar los brotes de influenza
estacional no han sido éptimos. En mi opinidn, considero
que deberia redirigirse la investigacion de nuevas
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