ENSAYO

Comentarios sobre la produccion de vacunas

Carlos Rolz
Centro de Ingenieria Bioquimica, Instituto de Investigaciones
carlosrolz@uvg.edu.gt

Vacunas convencionales

El desarrollo de las vacunas convencionales, las cuales emplean
como antigeno al patégeno muerto o al patégeno atenuado,
toma un tiempo de 8 a 14 afios y el costo de su desarrollo estd
entre US$ 550 a 1,000 millones, siendo los ensayos clinicos de
fase Il'y Il por lo general, las efapas mds costosas (Waye et al.
2013; Pronker et al. 2013; Plotkin et al. 2017; Gouglas et al.
2018) Las estimaciones anteriores deben fomarse con cautela
debido a los diferentes procedimientos empleados en su célculo,
pero, por ofro lado permiten una base comparativa que involucra
una idea de la incertidumbre inherente a dicho desarrollo. Sin
embargo, los productos exitosos generan suficientes ganancias
debido a la demanda periddica del producto por parte de la
poblacién en riesgo.

Diferentes plataformas de produccion

Desde hace varios afios se han desarrollado otras plataformas
de produccién. Por ejemplo, en el caso de la vacuna para la
influenza, existen a la fecha tres procesos de produccién distintos
como se resume en la gréfica 1. En la izquierda estd el proceso
de produccién tradicional empleando huevos como medio para
reproducir el virus. En el centro, se describe la secuencia de
reproduccion viral en células Mardin-Darby de rifidn canino
(MDCK), dentro de un bio-reactor. El virus se purifica, por
ejemplo, usando micro-filtracién, se inactiva quimicamente y
luego se destruye, con el objeto de recuperar y purificar los
antigenos de la superficie, o sea las dos proteinas principales,
la hemaglutinina (H) y la neuroaminidasa (N) La purificacién se
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Grafica 1. Procesos industriales de la produccion de la vacuna para prevenir la influenza
Fuente: Boemer, LK. Chemical Engineering News 98 (1) January 5, 2020
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Cuadro 1. Empresas que han desarrollado vacunas ARNm (* Fase Il **
Fase II, *** Fases | y II, **** Fuse I) (# Pre-clinico)

Arcturus/Duke-NUS ***
BioNTech, Pfizer, Fosun Pharma *
(ureVac **

eTheRNA Immunotherapies

*ok ok ok

Imperial College London

Moderna, National Institutes of Health *

h *k Kok

People's Liberation Army (PLA) Academy of Military Sciences/Walvax Biotec

Translate Bio, Sanofi Pasteur #

University of Pennsylvania, Duke Human Vaccine Institute #

Infectious Diseuse Research Institute/ Amyris, Inc. #
Max-Planck-Institute of Colloids and Interfaces #
Gennova #
Selcuk University #
CanSino Biologics/Precision NanoSystems #
Fudan University/ Shanghai JiaoTong University/RNACure Biopharma #

Fuente: WHO-DRAFT landscape of COVID-19 candidate vaccines - 2 October 2020
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines

logra combinando la ultrafiltracién y las técnicas de cromatografia.
Esta vacuna es producida por Sequirus y el producto comercial
se denomina Fucelvax. Finalmente, a la derecha, el método del
ADN recombinante, en el cual, los antigenos antes mencionados
se franscriben a ADN, con el cual se construye un plasmido.
Este se inserta en un baculovirus transportador, con el cual se
infectan células de un insecto que se reproducen en un bio-
reactor, los antigenos producidos se recuperan y se purifican,
Flublok es el nombre comercial de la vacuna desarrollada por
Sanofi. Los tres procesos anteriores parten de virus que distribuye
anualmente a los productores la OMS, o entidades nacionales
como el CDC. Debe resaltarse en estos procesos la importancia
de las operaciones unitarias flujo abajo, de purificacién del
antigeno. ya que son ineludibles y esenciales para garantizar la
pureza y seguridad del producto.

Tecnologias emergentes de produccion de vacunas

Dentro de las plataformas emergentes de produccién de vacunas
esta la tecnologia del 4cido ribonucleico mensajero (ARNm)
(Amanat y Kramer, 2020; Rinaldi, 2020) Ante la emergencia
que se ha suscitado por la pandemia viral actual, varias empresas
- ver cuadro 1 - han empleado esta tecnologia para producir
una vacuna que tiene como blanco la proteina de la espiga
superficial del virus SARS-CoV-2 (Wrapp et al. 2020) Se observa
que dos de ellas estdn en fase Il de desarrollo, varias en fases
['y I, y un mayor ndmero en fase pre-clinica. Existen otras
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plataformas como las basadas en el ADN, las de sub-particulas
proteicas y las de vectores virales que no se replican. Sin
embargo, las vacunas ARNm muestran varias ventajas sobre
sistemas alfernos: a) produccién mds répida, b) alta productividad
por unidad de tiempo y de volumen, y ) flexibilidad en acoplarse
a variantes de la vacuna sin necesidad de una revalidacién de
la plataforma (Kis et al. 2020)

Tipos de vacunas empleando el ARNm

Existen dos tipos, en uno de ellos el ARNm no puede replicarse
(NRM), y en el ofro si puede replicarse (SAM). En estas Gltimas
el ARNm puede replicarse dentro de las células humanas, ya
que se ha incluido en la construccién genética la maquinaria
que se lo permite. De esta manera, menores cantidades de
ARNm son necesarias por dosis de vacuna (Vogel et al. 2018)

La grdfica 2 ilustra el proceso de vacunacion y el mecanismo
celular correspondiente. La construccion genética se encapsula
en nano particulas lipidas para protegerlas de una degradacién
y promover la insercién dentro de la célula - 1y 2 en la gréfica
-. El ARNm se desprende de la nano particula y entra al citosol
de la célula - 3 -. La construccién genética NRM es traducida
inmediatamente por los ribosomas a la proteina de interés - 4
-. Los ribosomas traducen la maquinaria que permite replicarse
al ARNm de la construccién genética SAM -5-. Las copias
amplificadas de ARNm se traducen en los ribosomas en la
proteina de inferés - 4 -. La proteina de interés sufre una
transformacién que permite su traslado intracelular - 7 -. La
proteina de inferés se expulsa al medio a través de las membranas
como una proteina intracelular, la cual provoca una reaccién
del sistema inmunolédgico que la detecta y subsecuentemente
produce anticuerpos - 8 -.

Produccion industrial de vacunas empleando el ARNm

Kis et al. (2020) describen un proceso para la produccién de
vacunas del ARNm. El diagrama de blogues del mismo se ilustra
en la gréfica 3. En la parte del proceso flujo arriba se genera
la plantilla de ADN, luego se amplifica, se purifica y se efectia
la linealizacién. En la parte central del proceso se genera el
ARNm por medio de la reaccién de transcripcion in vitro. En las
operaciones flujo abajo el ARNm se purifica por medio de una
secuencia de filtracién en flujo tangencial (TFF) en combinacién
con operaciones unitarias de cromatografia. El ARNm y la
plantilla del ADN las retiene el filtro. Los componentes de bajo
peso molecular, incluyendo la enzima 17 ARN polimerasa pasan
el filtro. Luego se elimina la plantilla de ADN por medio de una
digestion con nucleasas. Los nucledtidos producidos se eliminan
empleando de nuevo TFF. Esta secuencia de purificacién logra
unos rendimientos de ARNm de un 95% y una pureza de 99.9%.
El ARN producido y purificado se formula en nano particulas
lipidas (LNPs) Luego el producto pasa el control de calidad y se
envasa en viales. Se tapan y sellan los viales; finalmente,
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Grafica 2. Proceso de vacunacién y mecanismo celular Fuente: Rinaldi (2020)
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empleando sistemas de procesamiento de imdgenes
automatizadas los viales se efiquetan y se empacan en envases
secundarios y terciarios. El proceso es independiente de la
secuencia de ARNm especificada, de manera que la plataforma
de produccién puede emplearse para producir un especiro
amplio de vacunas (Kis et al. 2019)

Disefio de plataformas y costos

Kis et al. (2020) elaboraron un modelo de la plataforma y
estimaron costos. En resumen, el proceso puede producir 1
billén de dosis al afio, en una planta pequefia utilizando un bio-
reactor de 5 L. El costo fijo del equipo, construccién de la
plataforma y arranque de la produccion es de US$ 20 millones.
Los costos de operacidn anuales se estiman en US$ 100 millones,
debido, principalmente al alto costo de las materias primas
requeridas para la sinfesis del ARNm y de las LNPs. En esta cifra
se incluyen los costos de materias primas y compuestos quimicos,
de los requisitos auxiliares de la linea de produccién, y los costos
del control y aseguramiento de la calidad. El costo de produccion
de una dosis de vacuna SAM estaria entre 0.1 a 0.6 US$, con
una concentracién de ARNm de 0.1-10 mg por dosis. Para las
vacunas NRM el costo estaria arriba de US$ 1.0 por dosis.

El costo final de venta, deberfa incluir, ademds de los costos de
manufactura anteriormente mencionados, los costos de
investigacién y desarrollo, los costos de los ensayos clinicos, los
costos de mercadeo y suministro - fransporte y almacenamiento
-y un margen de ganancia.

Retos

Existen muchos retos. El primero es que debe demostrarse que
la vacuna es segura y eficaz. Segundo, deben resolverse algunos
problemas de propiedad intelectual, entre ellos el uso y
preparacién de las LNPs. Tercero, disponibilidad de materias
primas a la escala que demanda una pandemia mundial. Cuarto,
estabilidad de las vacunas que garantice un transporte y
distribucién. Resulta que las vacunas ARNm deben mantenerse
a una temperatura ultra-baja, alrededor de -75 a -80 °C. Por
el momento no existe un sistema de transporte y de
almacenamiento de esas condiciones para los requisitos de una
pandemia mundial. Para paliar este Gltimo reto, se estd
investigando el desarrollo de formulaciones mas fermo-estables
y aun productos liofilizados.

De todas estas tecnologias innovadores en la produccién de
vacunas, écudles serdn las que al final probardn su efectividad?
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