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Introduccioén

Las enfermedades diarreicas agudas tienen gran importan-
ciaen lasalud pablica, tanto en los paises desarrollados como
en vias de desarrollo, y afectan atodos los grupos de poblacién.
Se estima que la diarrea infecciosa en Asia, Africay América
Latinaoriging a menos, 5 millones de muertes anualmente, ocu-
rriendo la mayor mortalidad en lactantes y nifios pequefios. En
paises desarrollados, |a diarreainfecciosa también es unaim-
portante enfermedad debilitante y |as gastroenteritis debidas tni-
camente a rotavirus causan un elevado porcentgje de ingresos
hospitalarios?.

Han pasado més de dos décadas desde |a primera descripcion
de rotavirus asociado a enfermedad en el ser humanoy suiden-
tificacion como el principal agente etioldgico productor de dia-
rreaaguda en nifios?. Desde entonces, |0s progresos alcanzados
en el conocimiento sobre la biologia molecular y 1a patogénesis
de estosvirusy sobre la epidemiol ogia de la enfermedad que pro-
ducen han sido considerables. Aunque mundialmente se acepta
la necesidad de una vacuna contra rotavirus, la prioridad que €l
desarrallo de lamisma ocupa con respecto a otras en vias de pro-
duccion es controvertido, ya que actualmente no esta conside-
rada dentro de las 10 mas prioritarias®, a pesar de que los datos
relacionados con lamagnitud de lamorhilidad y el impacto eco-
noémico que causa lainfeccion son alarmantes (Tablal).

Historia natural de la enfermedad

Ladiarrea severa causada por rotavirustiene lugar con ma-
yor frecuencia en nifios entre los 6 mesesy los 2 afos de edad,
seguido del grupo de nifios menores de 6 meses. L os recién na-
cidos pueden infectarse, pero es poco frecuente que tengan sin-
tomas clinicos, |0 que sugiere que |os anticuerpos maternos
adquiridos de forma pasiva son protectores. Dado que la edad
en laquetiene lugar la deshidratacion mas severa coincide con
el descenso de anticuerpos maternos, una vacunacion efectiva
deberiainducir una respuesta inmune activa capaz de reprodu-
cir laproteccion conferida en las edades tempranas de la vida.
A suvez, €l claro descenso en laincidencia de la enfermedad
agudaapartir delos 2 afios de edad, indica que lainmunidad ac-
tiva adquirida protege contrala enfermedad.
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Varios estudios en animalesy nifios han sugerido que lapro-
teccion frente alaenfermedad estd mediada, principal mente, por
lainmunidad intestinal local®. De hecho, laadministracion oral
de anticuerpos anti-rotavirus a nifios puede reducir lainciden-
ciay severidad de los sintomas ante futuras infecciones por ro-
tavirus59)., Un aumento evidente del titulo de IgA anti-rotavirus
0 laconversion de anticuerpos neutralizantes en heces son con-
siderados actualmente los marcadores més sensibles de infec-
cion por rotavirus™®, mientras que la presencia de anticuerpos
neutralizantes en yeyuno o de IgA secretora se correlacioname
jor con proteccion frente ala enfermedad®.

Estos aspectos refuerzan la necesidad de desarrollar unava-
cunavivaoral atenuada capaz de estimular lainmunidad intes-
tinal en vez de unavacunade administracion parenteral, ademas
de recomendar €l desarrollo de una vacuna que induzca inmu-
nidad activa frente alos multiples serotipos viricos circulantes,
ampliaeimprevisiblemente distribuidos, antes de la primera ex-
posicion alos 2-6 meses de edad.

Primera generacién de vacunas: Ensayos
con cepas animales

Lamayoria de los datos utilizados en el desarrollo de va-
cunas frente a rotavirus han sido obtenidos a partir de ensayos
realizados en animales, tanto en lo referente al huésped como al
serotipo de virus empleado. Se han disefiado diversos tipos de
estrategias con €l objeto de determinar la proteccién inmuno-
|6gicatras la administracion de particulas de rotavirus proce-
dentes de diversas especies animales. En los estudios iniciales
en nifios se utilizaron vacunas monovalentes con virus infecti-
vos atenuados por viaora (Tablall).

L os primeros ensayos de vacunacion oral en |os que se ob-
tuvieron resultados prometedores fueron llevados a cabo en
Finlandia utilizando la.cepabovinaRIT 4237 adaptadaal frioom),
Alrededor de 300 nifios con edades comprendidas entre 6-12 me-
ses, recibieron lavacuna oral durante los meses previos auna
epidemia de rotavirus. Tan solo el 3% de | os nifios vacunados
desarrollaron una diarrea aguda, en contraposicion con el 16%
de los que recibieron el placebo. Muchos de los nifios vacuna-
dos quedaron protegidos frente arotavirus, a pesar de la au-
sencia de anticuerpos séricos especificos detectados por técnica
de ELISA. Laproteccion inmunol 6gica observada fue atribuida
ainmunoglobulinas intestinal es especificas anti-rotavirus (IgG
0lgA), alainmunidad celular frente a virus o a ambos meca-
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Tabla | Estimacion anual del impacto socio-econdmico de la enfermedad por rotavirus®
Estados Unidos A nivel mundial
total riesgo por nifio total riesgo por nifio
Nacimientos 4,1 millones 140 millones
Episodios de gastroenteritis por rotavirus 3,5 millones 1:12 130 millones 111
Visitas médicas 500.000 1.8
Hospitalizaciones (EE.UU.) o 85.000 1:40 18 millones 1:30
casos de diarrea moderada-severa
(mundialmente)
Fallecimientos 75-125 1:40.000 873.000 1:160
Costes (en délares):
- por hospitalizaciones 500 millones
- indirectos 1.200 millones
nismos. Posteriormente, en Lima se evalud el efecto de varias
dosis, y se comprobo que laeficaciadelavacunacionenlosca- ~ Tabla Il Cepas de rotavirus empleadas en ensayos
S0s en que rotavirus era el Unico patdgeno hallado, Gnicamente de vacunacion
quedaba demostrada cuando se administraban tres dosis®2. Sin . ) - .
Origen del virus Cepas viricas (serotipo G)

embargo, |os ensayos realizados en zonas donde las infecciones
entéricas son altamente endémicas, como Ruanda, Gambia o
lareserva deindios Navajos en California, han mostrado quela
vacunacion con lacepa RIT 4237 no induce una proteccion evi-
dente frente ala diarrea por rotaviruss1),

Posteriores investigaciones realizadas en neonatos han apor-
tado nuevas ideas sobre estrategias de vacunacion®, Mientras
que laadministracion de la vacuna no origina efectos protecto-
res frente alas infecciones, si se obtiene proteccion frente ala
enfermedad severa. El efecto protector es mayor en €l grupo
de nifios alos que se les administralavacunajusto antes del bro-
te epidémico, que en el grupo que larecibie varios meses antes.
La proteccidn se prolonga hasta 2-3 afios después, sin embargo,
Nno se aprecia una buena correlacion entre la proteccidn clinica
y larespuesta serol 6gica. Nuevos estudios concluyen que laad-
ministracion de, al menos, dos dosis, unadurante €l periodo ne-
onata y otraalos 7 meses de edad, proporciona unos porcenta
jes de proteccion interesantes, de hasta el 89%(17). Estos hallaz-
gos sugieren que el momento parala vacunacion, laedad y/o
€l nimero de dosis administradas son decisivos parala obten-
cién de una respuesta protectora Gptima.

Las investigaciones realizadas han demostrado que lain-
muni zacidn activa en nifios utilizando cepas heterdlogas (no
humanas) de rotavirus, induce los mismos mecanismos in-
munol égicos de proteccion contra la enfermedad que los ob-
servados tras lainfeccidn natural. Los nifios inmunizados que-
dan protegidos frente ala enfermedad severa, pero no estan li-
bres de sufrir nuevas reinfecciones. Las bases de la proteccion
inmunol 6gica frente arotavirus después de lainmunizacion ac-
tiva siguen por tanto poco definidas. Los numerosos ensayos
de eficaciarealizados hasta el momento revelan que las vacu-
nas monoval entes de cepas animales no protegen de forma sa-
tisfactoriafrente alainfeccion. Ladisparidad de resultados po-
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Rotavirus animales CepabovinaRIT 4237 (serotipo 6)
Cepa de mono rhesus RRV MMU-18006
(serotipo 3)

Cepa bovina WC3 (serotipo 6)

Rotavirus recombinantes
(animales-humanos)

Cepas originarias de mono rhesus:
RRV x D (serotipo 1)
RRV x DS1 (serotipo 2)
RRV x ST3 (serotipo 4)
RRV x HRV VP7 (serotipos 1, 2y 4)
Cepas originarias bovinas:
UK x HRV VP7 (serotipos 1-4)
WC3 x HRV VP7 (serotipo 1) =
cepaWI79-9
Rotavirus humanos CepaM37 (serotipo 1)
Cepa RV 3 (serotipo 3)
Cepa adaptada al frio (serotipo 1)

driaatribuirse a empleo de diferentes poblaciones infantiles,
de manera que |os resultados deben ser analizados por separa-
doy, por lo tanto, no pueden ser extrapolados a paises en vias
de desarrollo ni viceversa.

Segunda generacion de vacunas: Ensayos
con cepas vivas recombinantes (animales-
humanas)

La posibilidad de que lainmunidad serotipo-especifica sea
necesaria en la proteccion frente alainfeccion primaria por ro-
tavirusy los resultados variabl es obtenidos con | as vacunas mo-
novalentes, modificaron |as estrategias de inmunizacion frente
arotavirus. El objetivo fue desarrollar una vacuna multivalen-
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te conteniendo virus viables pertenecientes a los cuatro seroti-
pos de mayor incidencia epidemiol dgica. Los rotavirus recom-
binantes son preparados mediante coinfeccidn de cultivos celu-
lares con cepas “ patron” de rotavirus animales (cepa de simio
RRV o cepas bovinas UK y WC3), junto con rotavirus humanos
de distinto serotipo. Bgjo la presidn selectiva de anticuerpos fren-
te auna de las cepas patron, se seleccionan aquellos virus re-
combinantes que contienen 10 genesde lacepaanima y el gen
de la cepa humana codificante de la proteina VVP7 correspon-
diente alos serotipos humanos 1, 2, 3, 6 41819 (Tablall).

Lacombinacion de |os distintos recombinantes obtenidos ha
dado lugar a disefio actual de unavacunatetravalente de admi-
nistracion oral en nifios, que proporciona proteccion frente alas
diarreas severas por rotavirus. Estavacunatiene unaeficacia su-
perior a 80%, similar ala adquiridatras lainfeccion natural, y
anivel sanitario podria estar disponible en € plazo de uno o dos
anos. No obstante, |a hipotesis cientifica de disefiar una vacu-
nacon el objeto deinducir unarespuestainmunitaria especifica
frente a determinados serotipos es, hoy en dia controvertida,
yaque |os distintos estudios realizados no han |legado a de-
mostrar convincentemente que lainmunidad homotipica (sero-
tipo-especifica) induzca un mayor grado de proteccion quelain-
munidad heterotipica.

Tercera generacion de vacunas: Ensayos
con cepas humanas atenuadas

L os variaciones observadas con |as vacunas monoval entes
y las recombinantes, han llevado a considerar nuevas lineas de
investigacion (Tablall). Es posible que para que unavacuna sea
eficaz deba reproducir de forma natural lo acontecido frente a
cepas humanas més que frente a cepas animales. La dificultad
de cultivo de las cepas humanas de rotavirusyy, por tanto, su ate-
nuacion, habiaimpedido con anterioridad €l uso de vacunas po-
livalentes frente a los serotipos epidemiol dgicamente més im-
portantes.

Floresy colaboradores fueron los primeros en ensayar la se-
guridad e inmunogenicidad de una vacuna con rotavirus hu-
manos (cepa M 37)@). Esta cepa fue aidada de un recién nacido
asintomatico en Venezuelay adaptadaal crecimiento en cultivo
celular. Comparte especificidades VP7 y VP4 con los princi-
pales serotipos humanos, por 10 que deberiainducir unarespuesta
inmunitaria cruzada frente a rotavirus en mayor cuantia que
las vacunas derivadas de cepas animales. Ademaés, dado que la
cepa habia sido aidada de un nifio que estaba asintomético en el
momento de lainfeccion, se considerd que la cepa se habia ate-
nuado de forma natural. Cuando se prob6 la vacuna en nifios de
10-12 semanas de edad, se detectd algin efecto secundario en
el 20% de los nifiosinmunizados. El 64% de |os nifios desarro-
116 anticuerpos neutralizantes frente ala cepainoculada, sin em-
bargo, la respuesta neutralizante heterotipica frente a serotipos
viricos concretos fue variable y escasa. Se observd también que
el nivel de anticuerpos fue menor en los nifios en los que yaexis-
tian previamente anticuerpos. La eliminacion de virus por heces
se detect6 en el 40% de los vacunados, quizés debido al pobre
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crecimiento de lacepa, |0 que actualmente cuestiona el grado de
inmunogenicidad de esta cepa.

Proximas generaciones de vacunas:
Vacunas basadas en técnicas de biologia
molecular

L os avances en ingenieria genética han estimulado |a bls-
queda por nuevas vias de unavacuna efectiva pararotavirus. La
utilizacion de técnicas de biologia molecular ha desencadenado
diversos avances en comparacion con €l uso de vacunas vivas
atenuadas, siendo el més importante la seguridad obtenida, en
especid frente a pacientes inmunocomprometidos. Ademés, se
han reducido costes en |a elaboracidn, mejoras en la conserva
ciony estabilidad durante el transporte, y la eliminacion de in-
terferencias con otras vacunas 0 microorgani Smos entéricos.

Se han llevado a cabo diferentes aproximaciones en la ela-
boracion de vacunas con subunidades de rotavirus, las cuales
podrian usarse tanto en humanos como animales. Las particulas
virdessin ARN han sido ensayadas en |la vacunacion subcuté-
nea preparto de hembras de ratones embarazadas, detectdndo-
se con posterioridad titulos elevados de IgG anti-rotavirusen la
leche de las hembrasy confiriéndoles proteccién pasivaalas cri-
as2h), Otros estudios han detectado también anticuerpos neutra-
lizantesy linfocitos T citotoxicos especificos tras la adminis-
tracion oral y parentera de estas particulas®). No obstante, €l
desarrollo de vacunas basadas en proteinas viricas purificadas a
pesar de ser factible, no parece practico. El fraccionamiento de
la particula de rotavirus en sus componentes, la produccion de
proteinas solubles y la subsiguiente purificacién de las protei-
nasindividuales, podriadar lugar a un conjunto de proteinas des-
naturalizadas incapaces de inducir respuesta inmunitaria pro-
tectora.

Por € contrario, la elaboracion de vacunas basadas en pro-
teinas sintetizadas mediante la expresion de genes clonados pa-
rece hoy en diala estrategia més atrayente en €l campo delabio-
logiamolecular. Se ha determinado |a secuencia de nucledtidos
delos 11 segmentos gendmicos de rotavirus de diferentes cepas,
centrandose, sobre todo, en los segmentos que codifican las pro-
teinas de la cubierta externa del virus, lahemaglutinina VP4 y
laglicoproteina VVP7. Laclonacion y expresion de estos dos seg-
mentos se harealizado en varios sistemas en un intento por de-
sarrollar vacunas efectivas.

Proteinas sintetizadas con vectores procariotas

L os resultados obtenidos en la expresion de proteinas de la
cubierta externa de rotavirus en bacterias han sido poco con-
cluyentes. LaVP7y laVP4 han sido expresadas en Escherichia
coli como una proteina de fusion, ya que habitualmente la ex-
presion de la proteina sola es toxica. Aunque los fragmentos pro-
teicos expresados son antigénicos e inmundgenos, los nivelesde
anticuerpos neutraizantes e inhibidores de la hemaglutinacion
especificos frente arotavirus obtenidos de ratones inmunizados
son bgjos24, Laincapacidad de |os sistemas de expresion pro-
cariotas de glicosilar y expresar proteinas con enlaces disulfu-
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ro, constituye una importante limitacion de estos vectores en
la expresion de la proteina VP7, en donde | os epitopos son de-
pendientes de la conformacion estructural 2s),

Se hapropuesto e empleo de Salmonella como vector de ex-
presion de proteinas de rotavirus, existiendo actualmente esca-
sainformacion al respecto@. Laventagjade este sistemaseriala
gran capacidad de replicacion del vector en € intestino, con la
subsiguiente presentacion de la proteinaexpresadaa sistemain-
munitario de la mucosaintesting. El uso de micobacterias co-
mo vector vivo de expresion de proteinas tiene también venta-
jas potenciales, siendo la mas importante el requerimiento de
una sola dosis?). Aunqgue actualmente estos vectores estan em-
pezando a ser evaluados, actualmente existen problemas técni-
cos en la expresion de epitopos protectores.

Proteinas sintetizadas mediante vectores viricos vivos

El virus vacuna es uno de los vectores viricos mas amplia-
mente utilizados en |a actualidad. Los resultados experimenta-
les obtenidos usando este vector, han sido muy Utiles parala
comprension de la capacidad potencia de inmunizacion que se
logra con virus vivos recombinantes. Aungue el uso del virus
vacuna en inmunizaciones no esta exento de complicaciones,
sobre todo, en personas inmunocomprometidas, actualmente es-
tan siendo estudiados |os genes implicados en su neurovirulen-
cia, de manera que puedan incluirse modificaciones que hagan
que nuevas cepas de virus sean menos reactégenas.

El virus vacuna ha sido utilizado de forma satisfactoria en
la expresion completade la proteina VP7 de SA11 en su totali-
dad y deleciones delamisma?). Se havisto que laexpresion de
dicha proteina mantiene sus caracteristicas antigénicas e inmu-
nogénicas, aungue |0s anticuerpos neutralizantes producidos en
ratones tienen un titulo bgjo.

Existen otros vectores de virus vivos que merecen ser con-
siderados. Los vectores que utilizan adenovirus son atractivos,
porque |as vacuna con adenovirus se administran cominmente
por viaora y protegen frente ainfecciones respiratorias. No obs-
tante, la seguridad de los adenovirus en nifios no ha sido total-
mente estableciday su uso como vectores de expresion de an-
tigenos de rotavirus se hainiciado recientemente(29.30).

Perspectivas futuras

El desarrollo de vacunas frente a rotavirus constituidas por
subunidades viricas VLPs (“virus-like particles’) estasiendo in-
vestigado en los Ultimos afiosh. Para su obtencion, células de
insectos son infectadas con una combinacion de baculovirus re-
combinantes que expresan las principales proteinas estructura-
les de rotavirus. Las VLPs resultantes administradas parente-
ralmente a conejos, inducen el desarrollo de altos niveles de an-
ticuerpos séricosy fecales de clase 1gG, atitulos comparablesa
los obtenidos cuando se administra oralmente una cepavirulenta
de rotavirus. Su elevadainmunogenicidad abriria, de este mo-
do, laposibilidad de vias alternativas de inmunizacion y suin-
corporacion aotras vacunas parenteral es utilizadas en pediatria.

Lainoculacion directa en epidermis de ADN plasmidico que
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codifica proteinas viricas especificas es €l disefio méas novedo-
so en el desarrollo de vacunas®. Este sistema permite la ex-
presion de proteinas inmunogénicas en las propias células hu-
manas, y su posterior procesamiento a través del sistemain-
mune. Los estudios realizados en ratones muestran el desarro-
Ilo de anticuerpos séricos y linfocitos T citotoxicos especificos
frente a rotavirus, demostrando que la vacunas ADN suponen
unanuevaalternativa potencial en el control de lasinfecciones.
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