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ORIGINAL

RESUMEN

El virus vaccinia modificado de Ankara (MVA) ha alcanzado la madurez como sistema de ad-
ministracion de antigenos y como candidato vacunal frente a un amplio especiro de enferme-
dades infecciosas gracias al conocimiento derivado de las investigaciones sobre la interaccion
entre el virus y la célula hospedadora, el perfil de expresion génica que estimula, la distribucion

tras su inoculacion y la inmunogenicidad mostrada en ensayos preclinicos y clinicos. En esta re- Palabras Clove:
vision, se engloban las principales aportaciones que hemos realizado desde el conocimiento VIH
bdsico de la biologia del vector MVA, tanto in vitro como in vivo, en comparacion con la cepa SIDA
atenuada NYVAC, hasta su evaluacion como candidato vacunal frente al VIH/SIDA en ensayos vacunas
clinicos. Detallaremos la generacion y caracterizacion del vector recombinante MVA que expresa POXVirus
los antigenos Env, Gag, Pol y Nef del subtipo B del VIH-1 (denominado MVA-B) y revisaremos VA
los datos preclinicos que respaldaron la evaluacion de MVA-B como la primera vacuna profildctica ,NYVA( L

. . . inmunogenicidad
y terapéutica frente al VIH-1 ensayada en humanos en Espafia. Ademds, valoraremos los re- ensayos dinices
sultados de los ensayos dlinicos y discutiremos las lineas de investigacion en las que estamos
trabajando actualmente considerando los Gltimos avances cientificos en el campo de vacunas Kevwords:
frente al VIH. HIV

AIDS

ABSTRACT vaccines
The highly atfenuated poxvirus strain modified vaccinia virus Ankara (MVA) has reached maturity DOXVirUS
as antigen delivery system and as a vaccine candidate against a broad spectrum of infectious MVA
diseases. This has been largely recognized from research on virus—host cell interactions, gene NYVAC
expression profiling, virus distribution and immunological studies in preclinical and clinical immunogenicity
trials. This review includes our main contributions from the basic knowledge of the biology of clinical frials
the MVA vector, both in vitro and in vivo, in comparison with the attenuated NYVAC strain, to
its evaluation as a vaccine candidate against HIV/AIDS in clinical trials. We will detail the ge-

neration and characterization of the recombinant poxvirus vector MVA expressing the HIV-1
Env, Gag, Pol and Nef antigens from clade B (referred as MVA-B) and review the preclinical
data that supported the evaluation of MVA-B as the first in human HIV-1 prophylactic and the-
rapeutic vaccine in Spain. In addition, we will assess the results of clinical trials and discuss the
research projects we are currently working on considering the latest scientific advances in the
HIV vaccine field
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han supuesto un gran refo en
cwanto a morbilidad, mortalidad y secuelas para la humanidad a través
de los siglos. A pesar de los enormes avances cientificos y tecnoldgicos
logrados en materia de prevencion y tratamiento, la lucha frente a
estas enfermedades continda hoy en dia mds viva que nunca. La emer-
gencia o reemergencia de ciertas enfermedades infecciosas constituye
un hecho de gran relevancia en la actualidad. El elevado crecimiento
demogrdfico, el comercio internacional, una educacion en materia sa-
nitaria insuficiente, los desplazamientos poblacionales como conse-
cwencia de conflictos, pobreza y guerras locales, el cambio climdtico y
las inestabilidades sociales, configuran diferentes caras de la globali-
zacion creando las condiciones dptimas para que enfermedades infec-
ciosas que estaban confinadas en determinadas zonas geograficas, se
puedan encontrar en la actualidad en cualquier punto del planeta y
transmitirse rapidamente provocando una epidemia global.

Desde comienzos del siglo XXI, la salud piblica a nivel mun-
dial se ha visto profundamente amenazada no solo por la emergencia
de nuevos patdgenos, entre los que destacan el coronavirus asociado
al sindrome respiratorio grave y agudo (SARS-Co), el virus de la gripe
AHINT, las cepas de gripe aviar A H5N1y H7N9 o el coronavirus cau-
sante del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), sino
también por la emergencia de patdgenos conocidos como el virus de
Zica, el virus del Dengue, el virus de Chikungunya, el virus de Marburgo
o el virus del Ebola tanto en zonas endémicas como no endémicas.
Ademds, la aparicion de brotes de enfermedades prevenibles como el
cdlera, la poliomelitis o el sarampidn como consecuencia del descenso
en las coberturas de inmunizacion en paises que llevaban aiios libres
de ellas, junto con la presencia de enfermedades histéricas como el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la Hepatitis C, la
tuberculosis o la malaria, complican adn mds el panorama sanitario
internacional. Dada la relevancia de estas enfermedades, el Fondo
Mundial (Global Fund) se marcd el objetivo de conseguir 14.000 mi-
llones de ddlares para luchar contra el VIH, la malaria y la tuberculosis,
habiendo alcanzado en octubre de 2019 la cifra de 13.000 millones de
dolares, lo que constituye un logro de cooperacion internacional. Es-
paiia aportard 100 millones de euros.

Las estadisticas reportadas por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) referentes al ndmero de afectados por los diferentes
brotes y su expansion territorial reflejan la vulnerabilidad que existe
frente a los patdgenos emergentes a nivel global y representan un mo-
tivo de preocupacion tanto para los organismos de salud piblica como
para la comunidad cientifica, ya que muchas de las enfermedades in-
fecciosas a las que nos enfrentamos actualmente presentan una pato-
génesis desconocida y carecen de tratamientos efectivos tanto para su
prevencion como para su cura. Unido a esto, tampoco puede descar-
tarse el peligro que supone la elevada tasa de mutacion y recombina-
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(ion que poseen estos agentes patdgenos, lo que les permite derivar
en nuevas variantes capaces de franquear la barrera inter-especifica y
trasladarse de su reservorio habitual a otros reservorios, modificar su
modo de contagio o aumentar su grado de virulencia, pudiendo pro-
vocar consecuencias nefastas sobre la salud humana. No cabe duda
que hoy en dia los problemas sanitarios estdn mejor definidos que
hace dos décadas, que existe una colaboracion nacional e internacional
mads estrecha a la hora de tratar cuestiones claves para la salud y que
se dispone de un mayor conocimiento, medios y capacidad para abor-
dar problemas emergentes. Sin embargo, queda ain mucho camino
por recorrer.

La innovacion cientifica en los Gltimos afios ha transformado
nuestra capacidad para enfrentar los retos que suponen las infecciones
emergentes y reemergentes. Hoy en dia confamos con un amplio aba-
nico de nuevas y sofisticadas tecnologias que permiten grandes pro-
gresos en la deteccion y control potencial de enfermedades infecciosas
entre las que destacan la secuenciacion gendmica avanzada, la prote-
omica, la bioinformatica, la biologia estructural, la epigenomica y la
biologia de sistemas. A pesar de que el diagndstico y el fratamiento
temprano de las infecciones tienen una influencia directa sobre la in-
cidencia de transmision, la prevencion basada en vacunas representa
la estrategia mds efectiva a largo plazo. Debido a esto, se han ido in-
troduciendo en este campo las nuevas tecnologias con el fin de ir mo-
dificando los conceptos aplicados hasta ahora con las vacunas
disponibles y adaptarlos a los requerimientos de los patdgenos a los
que nos enfrentamos actualmente y para los cuales no existe una va-
cuna preventiva eficaz.

El grupo de poxvirus y vacunas liderado por el Dr. Mariano
Esteban en el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB), perteneciente
al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), representa
un pilar importante en Espaiia dentro del campo de la investigacion y
generacion de candidatos vacunales frente a enfermedades infecciosas
utilizando como plataforma cepas altamente atenuadas del virus vac-
cinia (VACV). Con mds de 300 publicaciones originales en revistas ar-
bitradas, este grupo ha realizado importantes aportaciones en los
campos de la virologia, la inmunologia y la vacunologia. Desde mi in-
corporacion en el aio 1998 hasta la fecha, mi trabajo se ha centrado
en el estudio comparativo del comportamiento y la patogénesis de las
cepas altamente atenuadas del virus vaccinia MVA (virus modificado
de Ankara) y NYVAC (virus vaccinia de Nueva York) con el propdsito
final de trasladar el conocimiento bdsico a la clinica a través del des-
arrollo de candidatos vacunales frente a enfermedades prevalentes,
con énfasis en la infeccion causada por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH).

En esta revision llevaré a cabo una descripcion temporal de
las principales aportaciones que hemos realizado desde el conocimiento
bésico de la biologia del vector MVA, tanto in vitro como in vivo, en
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comparacion con la cepa atenuada NYVAC, hasta su evaluacion como
candidato vacunal frente al VIH/SIDA en ensayos linicos. Detallaré la
generacion y caracterizacion del vector recombinante MVA que expresa
los antigenos Env, Gag, Pol y Nef del subtipo B del VIH-1 (denominado
MVA-B) y revisaré los datos preclinicos que respaldaron la evaluacion
de MVA-B como la primera vacuna profildctica y terapéutica frente al
VIH-1 ensayada en humanos en Espaiia. Ademds, valoraré los resul-
tados de los ensayos clinicos y discutiré las lineas de investigacion en
las que estamos trabajando actualmente teniendo como premisa los
ultimos avances cientificos realizados en el campo de vacunas frente
al VIH/SIDA.

Ldgicamente, mi contribucion cientifica se ha visto benefi-
ciada por el liderazgo del Dr. Mariano Esteban y por la colaboracion
con miembros del laboratorio y con otros investigadores europeos y
americanos con los que trabajamos conjuntamente en pro de la con-
secucion de una vacuna frente al VIH. Ademds, la aportacion econdmica
de la Fundacion Bill & Melinda Gates, Fundacion Botin, Union Europea,
proyectos del Plan Nacional, Fundacion para la Investigacion y Pre-
vencion del SIDA (FIPSE) y Red Espaiiola de Investigacion en SIDA
(RIS), ha contribuido sustancialmente a los avances que hemos llevado
a cabo en el desarrollo de candidatos vacunales frente al VIH-1, per-
mitiendo realizar una traslacion desde la investigacion bdsica hasta
los ensayos preclinicos y clinicos.

A continuacion, esbozaré como hemos ido avanzando a lo
largo de los aiios desde el entendimiento de la biologia de los virus
utilizados hasta su aplicacion como vacunas.

2. BIOLOGIA DE LAS CEPAS ATENUADAS MVA Y NYVAC. SIMI-
LITUDES Y DIFERENCIAS

2.1. Poxvirus. Aspectos generales

Los poxvirus son una familia de virus ADN de gran tamaiio
y complejidad, capaces de infectar tanto vertebrados como invertebra-
dos. EI miembro mds estudiado de esta familia es el virus vaccinia
(VACV) (1); sin embargo, el mds conocido es el virus de la virvela hu-
mana, causante de una de las enfermedades mds devastadoras que
ha conocido el hombre a lo largo de su historia y, a su vez, la Gnica
enfermedad hasta el momento combatida mediante vacunacion a es-
cala mundial y declarada erradicada oficialmente por la OMS en el
afio 1980.

Una de las caracteristicas que distingue a los poxvirus de
otros virus ADN es que permanece en el citoplasma de la célula infec-
tada durante todo el ciclo infeccioso (Figura 1).

La replicacion viral es un proceso complejo, altamente con-
servado y en cascada en el que se distinguen 3 fases de sintesis de ARN
mensajeros y de proteinas virales que se diferencian temporalmente
en tempranas, intermedias y tardias (2). Después de la entrada y des-
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encapsidacion del virus, se produce la transcripcion de los genes tem-
pranos que codifican proteinas que intervienen en la modulacion de
los mecanismos de defensa de la célula, en la replicacion del ADN y
en la transcripcion de genes intermedios. La replicacion del ADN tiene
lugar en dreas del citoplasma denominadas factorias virales y ocurre
durante las dos primeras horas tras la entrada del virus. Como conse-
cuencia de dicha replicacion, se generan unas 10000 copias del genoma
viral por célula de las que solo la mitad llega a empaquetarse. En la
etapa intermedia se transcriben proteinas implicadas en la transcrip-
cion de genes tardios que, a su vez, codifican proteinas estructurales
del virion y enzimas necesarias para la trascripcion de los genes tem-
pranos que también se incorporan en la particula viral. Una vez repli-
cado el ADN y sintetizadas todas las proteinas virales, comienza el
proceso de morfogénesis que ocurre en varias etapas e involucra la
produccion de diferentes formas virales. Este proceso comienza con la
formacion de crestas membranosas que rodean un material electro-
denso que contiene el ADN viral y las proteinas del core, dando lugar
a la formacion de estructuras esféricas denominadas virus inmaduros
(IVs, “Inmature Virus”). A confinuacion, tiene lugar la protedlisis y con-
densacion del core viral, transformando los IVs en viriones intracelu-
lares maduros (MVs, “Mature Virus”) que representan las primeras
formas infectivas del VACV. Una proporcion de los MVs son transpor-
tados a través de microtibulos desde las factorias virales hasta el trans-
golgi, donde adquieren una segunda membrana transformdndose en
virus intracelulares con envuelta (WVs, “Wrapped Virus”). Estos WVs
son también transportados a través de la red de microtibulos hasta la
membrana plasmatica, fusiondndose con esta Gltima y liberando al
exterior virus con envuelta (EVs, “Enveloped Virus”) que pueden per-
manecer retenidos en la superficie de la célula infectada o liberarse al
medio. Los EVs retenidos en la superficie inducen la formacion de colas
de actina que proyectan las particulas virales fuera de la célula, per-
mitiendo la infeccion célula a célula, mientras que los EVs liberados al
medio facilitan la diseminacion del virus a larga distancia (3).

EI VACV ha contribuido al desarrollo de una parte importante
de la virologia moderna, ya que ademds de ser el primer virus animal
visualizado al microscopio electrénico, crecido en cultivos celulares, pu-
rificado fisicamente y analizado quimicamente, fue uno de los primeros
en ser utilizado como vector de expresion de antigenos heterdlogos o
como vacunas vivas gracias a los avances en la tecnologia del ADN re-
combinante (4), lo que supuso una revolucion en el campo de las vo-
cunas.

Existen una serie de caracteristicas dnicas que hacen de los
poxvirus una excelente plataforma para la generacion de candidatos
vacunales. Entre ellas destacan: (i) la flexibilidad de su genoma, que
permite la insercion de grandes fragmentos de ADN exdgeno (hasta
25 Kb) sin pérdida de infectividad; (ii) la ausencia de persistencia o
infegracion genémica debido a su replicacion citoplasmatica; (iii) la
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intracelular maduro; WV: virus intracelular con envuelta; EV: virus extracelular.

Figura 1. Ciclo infectivo del virus vaccinia (VACV). En el esquema se muestra el ciclo completo de in-
feccion del virus, que se encuentra dividido en: Entrada (1), desensamblaje (2), transcripcion y re-
plicacién (3) y morfogénesis y salida de la progenie viral (4). IV: virus inmaduro; MV: virus

blasts”). Durante el curso de su generacién, perdio un
15 % del genoma parental y, como consecuencia, su
capacidad para replicar en células humanas y en la
mayoria de células de mamifero. En 1998, Antoine y
colaboradores publicaron la secuencia completa de
MVA. Su genoma contiene 178 Kb frente a las 208 Kb
de su cepa parental. Se han mapeado 193 ORFs (fases
de lectura abierta) que corresponden a 177 genes, 25
de los cuales estdn parcialmente delecionados y/o han
sufrido mutaciones dando lugar a proteinas truncadas
(5). Estos genes codifican mayoritariamente proteinas
inmunomoduladoras responsables de contrarrestar la
respuesta antiviral de la célula hospedadora, proteinas
que determinan el rango de hospedador y proteinas
estructurales que controlan la morfogénesis viral. Esta
cepa se utilizd como vacuna profildctica durante las 0l-
timas décadas de la campaa de erradicacion de la vi-
ruela en Alemania en mds de 120000 individuos sin
presentar ninguna complicacion, incluso en pacientes
inmunodeprimidos, avalando su seguridad como vector
vacunal.

A diferencia de MVA que sufri un proceso de ate-
nuacion cldsica, la cepa NYVAC fue generada mediante
la delecion selectiva de genes. En la década de los 90,
Tartaglia y colaboradores eliminaron del genoma de
la cepa Copenhagen del virus vaccinia (VACV-COP) 18
genes no esenciales mediante ingenieria genética. Los
genes delecionados codifican proteinas implicadas en
virulencia, patogenicidad e inferaccion con la célula
hospedadora. El resultado de este proceso fue la ob-
tencion de un virus atenuado, con una capacidad re-
ducida de replicacion en un amplio rango de células
de mamifero, entre las que se incluyen las de origen

facilidad para generar virus recombinantes altamente estables que ex-
presen niveles elevados del transgen; (iv) la capacidad de inducir una
potente respuesta inmune tanto humoral como celular con inmunidad
duradera tras una Gnica inoculacion; (v) la baja prevalencia en la po-
blacion mundial de inmunidad frente al vector por la interrupcion de
la vacunacion frente a la viruela en los afios 70; (vi) la estabilidad del
producto liofilizado, su bajo coste, facilidad de produccion, distribucion
y administracion a nivel global; y (vii) la disponibilidad de cepas al-
tamente atenuadas incapaces de replicar en células humanas como
MVA'y NYVAC.

El virus modificado de Ankara se derivé de la cepa vaccinia
Ankara corioalantoidea (CVA), ufilizada en Turquia como vacuna frente
a la viruela, tras mds de 570 pases sucesivos en cultivos primarios de
fibroblastos embrionarios de pollo (CEFs, “Chicken Embryo Fibro-

humano, y altamente seguro cuando se administrd en ratones inmu-
nodeprimidos (6).

Debido al inferés progresivo que existe en la aplicacion clinica
de estas cepas altamente atenuadas de poxvirus como candidatos va-
cunales frente a un abanico de enfermedades infecciosas y cncer, la
primera parte de esta revision se centrard en describir los principales
hallazgos que hemos realizado durante los Gltimos afios para ampliar
el conocimiento sobre el comportamiento y la patogénesis de las cepas
MVAy NYVAC tanto in vitro como in vivo, y para definir el perfil de se-
guridad e inmunogenicidad que inducen los virus recombinantes ba-
sados en ellas en diferentes modelos animales. A su vez, resaltaremos
las principales estrategias que hemos explorado, basdndonos en el co-
nocimiento bdsico generado, para optimizar la capacidad inmunogé-
nica de ambos vectores.
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Figuras 2. Comportamiento diferencial de MVA y NYVAC en células de origen humano (HeLa) a diferentes tiempos post-infeccion. A: Efecto citopdtico analizado mediante
microscopia de contraste. B: Andlisis por western-blot de la acumulacién de proteinas virales (arriba) y de los niveles de fosforilacién de elF2a con respecto al total

(abaijo).

Estos estudios se han desarrollado en el CNB en el marco de
maoltiples proyectos de |+ D +i financiados en convocatorias competi-
tivas de administraciones o entidades piblicas y privadas tanto nacio-
nales como internacionales. Los resultados obtenidos se han publicado
en forma de articulos originales, revisiones o capitulos de libros en re-
vistas cientificas relacionadas con virologia, inmunologia o desarrollo
de vacunas, como se detalla en la bibliografia. Esta investigacion tam-
bién formé parte de la memoria titulada “Caracterizacion in vitro e in
vivo de los vectores atenuados de poxvirus MVA y NYVAC como candi-
datos vacunales frente al VIH/SIDA” presentada bajo mi codireccion
por el estudiante José Luis Ndjera Garcia, para optar al grado de Doc-

tor en Ciencias por la Universidad Autonoma de Madrid en el aiio 2007.
La tesis fue calificada con sobresaliente cum laude y obtuvo el premio
Juan Abellé Pascual, concedido por la Real Academia de Doctores de
Espafia.

2.2. Comportamiento in vitro de las cepas MVA y NYVAC
Si bien algunos aspectos del comportamiento de MVA en di-
ferentes tipos celulares habian sido reportados con anterioridad a nues-
tros estudios (7), poco se sabia sobre la biologia o el comportamiento
de NYVAC en células en cultivo. Para ampliar este conocimiento reali-
zamos un estudio comparativo de los efectos que producia la infeccion

Figura 3. Efecto de la expresion de proteinas virales sobre la morfogénesis de MVA y NYVAC. A: Andlisis por western-blot de la expresion de proteinas virales tempranas
y tardias en condiciones permisivas (BHK-21) y no permisivas (HeLa). A la derecha se esquematizan los diferentes estadios del ciclo viral en los que estdn implicadas al-
gunas de las proteinas virales tardias que participan en el proceso de morfogénesis de VACV. B: Microscopia electrénica de células HeLa infectadas con MVA o NYVAC. La
barra situada en la esquina superior derecha de cada panel indica la magnificacion de cada fotografia (500 nm). N: nicleo; M: mitocondria; FV: factoria viral. Las fle-

chas indican los viriones inmaduros (IVs).
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Figura 4. Induccion de muerte celular por apoptosis tras la infeccion viral. A: Andlisis por western-blot del procesamiento de la proteina celular PARP. B: Degradacion del
ARN ribosomal. Las flechas indican los productos de degradacion de las subunidades 28S y 18S del ARN ribosémico. C: Cuantificacion de la apoptosis mediante citometria
de flujo en presencia (+) o ausencia (-) de zVAD. El porcentaje de células apoptdticas para cada condicién se muestra en la parte superior de cada barra.

por MVA o NYVAC en ultivos primarios de CEF o células de rifion de
hdmster recién nacido (BHK-21) (lineas celulares permisivas) o en cul-
tivos de células de origen humano o murino (no permisivas).

Los resultados de este trabajo, publicados en la revista *J.
Virol.” (8), confirmaron que MVA y NYVAC eran incapaces de replicar
de forma productiva en células no permisivas, mientras que exhibian
cinéticas de replicacion similares en condiciones permisivas. No obs-
tante, observamos un comportamiento diferencial entre ambas cepas
que podria influir sobre la capacidad inmunogénica de ambos vectores
vacunales (Figuras 2y 3).

Entre las principales diferencias encontradas destacan: (i)
NYVAC produce un efecto citopdtico (EC) mds severo que el producido
por MVA desde tiempos muy tempranos y en un amplio rango de cé-
lulas, tanto permisivas como no permisivas, lo que indica que es un
efecto independiente de la restriccion del hospedador (Figura 2A); (ii)
en condiciones permisivas el rendimiento de virus asociado a células
obtenido tras la infeccion por NYVAC es inferior al obtenido en células
infectadas por MVA. Esta reduccion podria estar relacionada con el
marcado efecto citopdtico asociado a la infeccion por NYVAC y podria
explicar las dificultades encontradas por algunos grupos para producir
altos titulos de recombinantes basados en este vector; (iii) la infeccion
por NYVAC en condiciones no permisivas produce un bloqueo traduc-
cional que se encuentra asociado a un incremento significativo en los
niveles de fosforilacion de la subunidad alfa del factor elF2 (elF2..)
(Figura 2B) y que afecta a la expresion de ciertas proteinas virales tar-
dias, algunas de ellas implicadas en el proceso de maduracion de los
viriones, como las proteinas estructurales A27, A17 o L1 (Figura 3A).
Como consecuencia de esto, el bloqueo en la morfogénesis ocurre antes
o durante la formacion de los viriones inmaduros (IVs) (Figura 3B).

Esto difiere de lo que nuestro grupo habia reportado previa-
mente en relacion a la infeccion por MVA, donde la expresion de pro-
teinas virales tempranas y tardias ocurre de forma similar a como se
produce en células permisivas, pero existe un bloqueo en el proceso
de morfogénesis, posterior a la formacion de los IVs (9, 10); y (iv) a

Isl.

diferencia de MVA, NYVAC induce en las células infectadas potentes
cambios morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos de la muerte por
apoptosis, un fendmeno que demostramos depende de la activacion
de las caspasas (cistein-proteasas) y de la ARNasa L (Endorribonucleasa
L). La activacion de las caspasas se demostré mediante la deteccion
por western-blot de la forma procesada de la proteina celular PARP
(Poly (ADP-Ribosa) Polimerasa) (Figura 4A), mientras que la active-
cion de la ARNasa L se verificd por el patron de degradacion de las su-
bunidades 285 y 18S del ARN ribosémico (Figura 4B). La magnitud
de la apoptosis fue cuantificada por citometria de flujo, detectdndose
un 42 % de células con fenotipo apoptatico tras 24 horas de infeccion
por NYVAC frente al 17 % detectado tras la infeccion por MVA (Figura
4().

Muchas de las diferencias observadas in vitro entre MVA y
NYVAC se vieron reflejadas en el patron de expresion génica que in-
ducian ambas cepas en células dendriticas derivadas de monocitos hu-
manos inmaduros (MDDC) y que fue analizado utilizando la tecnologia
de microarrays (11). De los 544 genes diferencialmente regulados por
la infeccion, 283 eran regulados especificamente tras la infeccion por
MVA. Ambos vectores regulan al alza genes que codifican para cito-
quinas, quimioquinas y moléculas implicadas en la captacion y proce-
samiento de antigenos, incluidos los genes del complejo principal de
histocompatibilidad, lo que resalta la capacidad que poseen ambos
vectores para activar los mecanismos de inmunidad innata. No obs-
tante, la activacion que promueve MVA, tanto en ndmero de genes
como en niveles de expresion, es significativamente superior a la que
promueve NYVAC. Por ejemplo, los niveles de ARNm que codifican las
proteinas IL-12[3, IFN-3 y TNF-o. aumentaron cinco veces o mds tras
|a infeccion por MVA en comparacion con la infeccion por NYVAC, mien-
tras que los niveles de expresion de IL-1ot e IL-13 aumentaron solo
tras la infeccion por NYVAC. Del mismo modo, aunque ambos virus re-
gularon de manera similar los perfiles de expresion de factores de
transcripcion tales como NF-KB y STAT, el aumento en la expresion de
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Figura 5. Andlisis comparativo de los genomas de MVA y NYVAC. Los genes han sido nombrados segdn la nomenclatura correspondiente a la cepa Copenhagen propuesta

por Goebel y cols., 1990 (78).

los genes OASL, MDA5 y RIG-I, implicados en la respuesta antiviral,
fue exclusivo de la infeccion por MVA.

Estas diferencias observadas en el comportamiento de MVA
y NYVAC en células en cultivo se atribuyen fundamentalmente a las
numerosas deleciones y mutaciones que se introdujeron en sus respec-
tivos genomas durante el curso de su atenuacion (Figura 5). Por ello,
decidimos realizar un estudio comparativo de los genomas de MVA'y
NYVAC con la finalidad de identificar algin factor viral que pudiera
ser el responsable de las diferencias observadas entre ambos vectores.

Existen 5 genes ausentes en el genoma de NYVAC que estdn
intactos en el de MVA: C6L, (7L, N2L, 14L y J2R. Entre ellos seleccio-
namos el gen (7L como uno de los posibles genes responsables del
comportamiento diferencial entre ambas cepas. Este gen se encuentra
altamente conservado dentro del género orthopoxvirus, tiene expresion
temprano-tardia y se ha definido como un gen de rango de hospedador
necesario para la replicacion del virus en células humanas (12, 13).

Para determinar si el gen (7L podria ser el responsable del
comportamiento diferencial observado, decidimos reintroducirlo en el
genoma de NYVAC generando para ello el virus recombinante NYVAC-
(7L. La reinsercion del gen (7L es capaz de prevenir la fosforilacion
del factor elF2.. y la degradacion del ARN ribosomal, lo que se traduce
en un rescate de la expresion de las proteinas virales tardias cuya sin-
tesis se encontraba inhibida en la infeccion por NYVAC (A17, A27 o
L1). Como consecuencia de esto, el nuevo vector recupera la capacidad
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para crecer en células humanas y murinas. Del mismo modo, la ex-
presion de la proteina (7 inhibe la apoptosis que se induce tras la in-
feccion con la cepa parental.

En estudios in vivo el recombinante NYVAC-C7L incrementd
su eficiencia de replicacion; sin embargo, mantuvo un fenofipo ate-
nuado. Todos estos resultados evidenciaron que el gen (7L posee pro-
piedades antiapoptoticas y desempedia un papel importante en el
control de la sintesis de proteinas virales, dos funciones no descritas
hasta el momento y que avalaron la solicitud de la patente “Vectores
en los que se inserta el gen (7L y uso de los mismos en la fabricacion
de vacunas y de composiciones para terapia génica”, inscrita en Espafia
con nimero de solicitud P2006601240 y cuya entidad titular de dere-
chos es el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

2.3. Interaccion virus-célula hospedadora

Los virus son pardsitos intracelulares obligados que requie-
ren de la maquinaria metaboélica celular para replicarse. El reconoci-
miento del virus por la célula hospedadora desencadena una serie de
eventos inmediatos y no-especificos que promueven la produccion de
interferones (IFNs), genes estimulados por IFN (ISGs, “Interferon Sti-
mulated Genes”) y citoquinas pro-inflamatorias, y cuyo objetivo es re-
solver la infeccion viral. Este reconocimiento viral se lleva a cabo por
los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, “Pattern recog-



nition receptors”), que son proteinas codificadas en la linea germinal
y que participan en el sistema inmunitario innato identificando patro-
nes moleculares asociados a patégenos (PAMPs, “Pathogen-Associated
Molecular Patterns”) y patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs,
“Damage-Associated Molecular Patterns”). Entre los PRRs mejor des-
critos y con implicaciones en infecciones virales se encuentran los re-
ceptores tipo toll (TLRs, “Toll-Like Receptors”), los receptores tipo RIG-I
(proteina inducible por dcido retinoico) (RLRs, “Retinoic acid-inducible
gene | (RIG-)-Like Receptors”) y los receptores tipo NOD (proteinas
con dominio de oligomerizacién y unién a nucleétidos) (NLRs, “Nudle-
ofide binding oligomerization domain (NOD)-like receptors”). Estas
moléculas se expresan en los macréfagos, en las células del epitelio
pulmonar y en las células reclutadas del sistema inmune, aunque tam-
bién se han encontrado en células endoteliales, estromales, neuronales
y fibroblastos. La deteccion de determinados componentes virales por
los receptores TLR se produce en la superficie celular y en el compar-
timento endosomico. En la superficie, TLR2 o TLR4 reconocen virus con
genoma ADN o ARN mientras que en el compartimento endosomal,
TLR7, TLR3 o TLRY detectan moléculas de ARN monocatenario, ARN
bicatenario o secuencias de ADN, respectivamente. Dentro de los re-
ceptores RLR se ha demostrado que RIG-I y MDAS5 (proteina codificada
por el gen asociado con la diferenciacion del melanoma 5) funcionan
como sensores de ARN viral citosdlico. Por otra parte, se ha descrito
que NALP3, un miembro de la familia de receptores NLR, estd involu-
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crado en la deteccion tanto de virus ADN como ARN. NALP3, ASCy
pro-caspasa 1 forman un complejo molecular citosdlico multimérico,
conocido como inflamasoma NALP3, que controla el procesamiento de
la pro-interleuquina 1 (pro-IL-1) y la pro-interleuquina 18 (pro-IL-
18) en sus formas activas: IL-1 e IL-18, respectivamente (14).

La mayoria de los estudios realizados sobre el proceso de re-
conocimiento de los poxvirus por parte de la célula hospedadora se
habian llevado a cabo con cepas competentes en replicacion que codi-
fican inmunomoduladores que actian de forma coordinada y a dife-
rentes niveles para contrarrestar la respuesta antiviral inducida por la
célula. Debido a este hecho, nos parecio muy interesante y novedoso
averiguar como ocurria este proceso con cepas atenuadas de VACV.

En colaboracion con el grupo del Dr. Thierry Calandra nos
propusimos identificar las bases moleculares del reconocimiento innato
de las cepas atenuadas MVA y NYVAC, asi como evaluar de forma com-
parativa el perfil inflamatorio que inducian ambos vectores al infectar
macrofagos de origen humano y murino. El estudio mostré que la in-
feccion de macréfagos humanos por MVA induce altos niveles de IFN-
B. quimioquinas (IL-8, MIP-Tor, MIP-1, MCP-1, RANTES e IP-10) e
IL-Tra, mientras que los niveles de citoquinas pro-inflamatorias (TNF,
IL-1a, IL-1B, IL-6 € IL-12 p40) fueron menores. Por su parte, la in-
feccion por NYVAC indujo la secrecion de niveles bajos de IL-8, IL-1B
e IFN-B y no se hallaron niveles detectables de TNF, IL-6, MIP-1c,
RANTES o IP-10. El andlisis de la produccion de quimioquinas inde-

Figura 6. Rutas activadas por MVA en macréfagos. En la superficie celular, el heterodimero TLR2-TLR6 detecta al virus MVA e induce por un lado la produccion de quimioguinas
independientes de IFNb (IL-8, MIP-T y MIP-2) (1) y por otro la produccion de pro-IL-1b (2). Tras la entrada del virus en la célula, los componentes virales citosélicos (posi-

blemente ARNm tempranos o ADN viral) activan la via MDA-5-IPS-1 para liberar IFN-b (3) y la induccion posterior de quimioguinas dependientes de IFN-(3 (tales como
RANTES e IP-10) después de la activacion del receptor de IFN tipo | (4). Finalmente, la infeccion por MVA conduce a la activacién del inflamasoma NALP3 (compuesto por
NALP3, ASCyy pro-caspasa 1) que permite el procesamiento de la caspasa-1, la maduracién de la pro-IL-1P y la secrecion de IL-13 (5). La particula viral de MVA aparece

indicada en amarillo.
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pendientes de IFN-3 en macrofagos aislados de ratones deficientes
en receptores TLRs o en las moléculas adaptadoras MyD88 y TRIF re-
velaron un papel fundamental del complejo heterodimérico TLR2-TLR6
y de la proteina adaptadora MyD88 en la deteccion tanto de MVA como
de NYVAC. Del mismo modo, solo MDA5 e IPS-1 estuvieron involucra-
dos en la deteccion intracelular de ambas cepas y en la produccion de
IFN-B y de las quimioquinas dependientes de IFN-3 en
macréfagos. Tanto en MVA como en NYVAC la interaccion entre TLR2-
MyD88 y el inflamasoma NALP3 fue esencial para la expresion y el
procesamiento de la pro-IL-1B en IL-1B madura.

La deteccion de MVA por los diferentes receptores de reco-
nocimiento de patrones descritos (TLR2-TLR-6-MyD88, MDA5-IPS-1y
el inflamasoma NALP3) activé de forma eficiente maltiples vias de se-
falizacion intracelular, incluyendo NFkB, ERK-1/2, INK, IRF3, IRF7 y
STAT-1, mientras que la deteccion de NYVAC indujo una activacion muy
débil de dichas rutas (Figura 6).

Este trabajo, publicado en la revista “PLoS Pathogens” (15),
ademds de definir los componentes moleculares involucrados en el re-
conocimiento de las cepas atenuadas MVA y NYVAC, demostrd por pri-
mera vez la implicacion directa de MDA-5 en la deteccion innata de
un virus ADN y la inferaccion entre las vias TLR y NLR en el contexto
de una infeccion viral.

2.4. Distribucién in vivo

Los poxvirus, y en particular el VACV, pueden diseminarse
dentro del hospedador mediante: (i) propagacion directa de célula a
célula utilizando colas de acting; (ii) como virus libre; (iii) leucocitos
infectados; y/o (iv) motilidad celular inducida por virus. Se cree que
los EVs son particularmente importantes para una rdpida diseminacion
célula a célula in vivo, mientras que los MVs probablemente contribu-
yan a la propagacion a distancia del virus fras la muerte celular o rup-
tura de la membrana (16).

En contraste con las cepas del VACV competentes en replica-
cion, los virus atenuados MVA y NYVAC no producen progenie viral en
la mayoria de las células de mamiferos; sin embargo, como definimos
anteriormente, poseen un comportamiento diferencial in vitro que
afecta tanto a procesos de replicacion y morfogénesis viral como al per-
fil inflamatorio que desencadenan en la célula hospedadora.

Con estos antecedentes, era importante caracterizar la dise-
minacion in vivo de ambos virus y analizar la cinética de expresion de
genes heterdlogos codificados por recombinantes basados en ellos en
diferentes tejidos. Para abordar este objetivo generamos vectores re-
combinantes basados en MVA o NYVAC que expresan como marcador
reportero la proteina luciferasa. Los virus recombinantes obtenidos
fueron inoculados en ratones BALB/c empleando diferentes rutas sis-
témicas o de mucosas y su capacidad de diseminacion fue evaluada
mediante imdgenes de bioluminiscencia (BLI, “Bioluminescence Ima-
ging"). Esta técnica ofrece la posibilidad de estudiar procesos bioldgicos
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en organismos vivos y se basa en la deteccion de luz visible emitida
tras la descarboxilacion oxidativa de la luciferina, una reaccion que es
catalizada por la enzima luciferasa en presencia de ATP y oxigeno (17).
Ademds de monitorizar la expresion de un determinado gen, esta tec-
nologia nos permite cuantificar en un mismo animal la progresion de
la infeccion viral en el espacio y en el tiempo, identificando las varia-
ciones en replicacion y diseminacion del virus. De hecho, dada la gran
utilidad que ha tenido en el campo de la poxvirologia, hemos escrito
un capitulo dedicado a ella en el libro “Vaccinia Virus. Methods and
Protocols” por invitacion de su editor, el Dr. Jason Mercer (18).

Este estudio, publicado en la revista “Journal of General Vi-
rology”, con mi contribucion como primera autora (19), demostré que
existen diferencias en el comportamiento in vivo entre las cepas MVA
y NYVAC que afectan tanto a los niveles de expresion del gen heter6-
logo como a su permanencia dentro del animal. En la mayoria de las
rutas analizadas la expresion del gen reportero es transitoria, limi-
tdndose a las 24 horas post-inoculacion en el caso de los animales in-
munizados con el recombinante basado en MVA y permaneciendo hasta
las 72 horas post-inoculacion en el recombinante basado en NYVAC.
En ninguno de los 6rganos analizados (cavidad peritoneal, bazo, né-
dulos linfdticos y ovarios) se detectaron particulas infecciosas, confir-
mando la capacidad de replicacion restringida de ambos vectores y
avalando su perfil de sequridad. Las rutas de administracion sistémicas,
en particular la ruta intraperitoneal (i.p.) y la intramuscular (i.m.), re-
sultaron mds efectivas que las rutas de mucosas. Ambos virus tienen
la capacidad de alcanzar e infectar tejidos diana distintos a los del sitio
de inoculacion; sin embargo, los resultados obtenidos al evaluar la -
nética de expresion de luciferasa mediante ensayos bioquimicos indi-
caron que la eficiencia de expresion génica de MVA es mayor que la
de NYVAC a tiempos tempranos post-infeccion, lo que podria estar re-
lacionado con la susceptibilidad de determinados tipos celulares a la
infeccion por ambas cepas (Figura 7).

Para extender estos resultados a otro modelo animal reali-
zamos un estudio, como parte de un equipo multidisciplinario liderado
por el Dr. Max Corbett, que evalud la distribucion, seguridad e inmu-
nogenicidad de virus recombinantes basados en MVA y NYVAC cuando
se administran mediante aerosoles a primates no humanos. Esta ruta
de inoculacion ofrece ventajas potenciales de seguridad, logistica y
ahorro de costes sobre las rutas tradicionales de vacunacion y repre-
senta una alternativa en el contexto de patdgenos transmitidos por
ruta de mucosas.

Los resultados obtenidos demostraron la viabilidad y el po-
tencial del uso del aerosol para administrar las cepas atenuadas MVA
y NYVAC. Las imdgenes de gammagrafia in vivo realizadas a tiempo
real en las regiones de la cabeza y el torax de los animales que inha-
laron los vectores radiomarcados revelaron que tanto MVA como NYVAC
se depositan de forma eficiente en varias regiones de la mucosa, in-
cluyendo los pulmones, los senos paranasales, la boca, la region oro-
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Figura 7: Distribucién de los virus WRluc, MVAIuc y NYVACluc en ratones inmunizados por diferentes rutas. A: Localizacion de la sefial de luciferasa en ratones inoculados
por ruta intraperitoneal (i.p.) a distintos tiempos post-infeccién. En la esquina superior derecha se muestra la sefial procedente de los ratones inoculados con PBS. B: Cuan-
tificacion de la emision de fotones a lo largo del tiempo en la region de interés (RI) tras la inoculacién por ruta intraperitoneal. C: Localizacion de la sefal de luciferasa en
ratones inoculados por ruta inframuscular (i.m.) a distintos tiempos post-infeccion. D: Cuantificacion de la emisién de fotones a lo largo del tiempo en Rl tras la inoculacién
por ruta intramuscular. E: Cuantificacion de la emisién de fotones a lo largo del tiempo en Rl tras la inoculacién por escarificacion en la base de la cola (t.s.). F: Cuantificacion
de la emision de fotones a lo largo del tiempo en Rl tras la inoculacion por ruta intranasal (i.n.). G: Cuantificacién de la emisién de fotones a lo largo del tiempo en Rl tras
la inoculacién por ruta intrarectal (i.r.). En las grdficas se representan los valores obtenidos a lo largo del tiempo (dias) junto con la desviacién estdndar. La linea horizontal

representa el nivel basal de luminiscencia.

faringea, el estomago y el duodeno superior. De forma intermitente
se detectaron acumulaciones en el esofago y la trdquea, pero en ningdn
caso se detectd radiactividad en cerebro u ojos. A pesar de que la can-
tidad total de deposicion en la superficie de mucosas fue equivalente
para los dos vectores, se observaron diferencias regionales, siendo
mayor la deposicion de MVA en el tracto respiratorio y la de NYVACen
el tracto gastrointestinal superior. Los animales permanecieron sanos
durante todo el periodo de experimentacion y no presentaron ninguna
patologia cerebral ni cambios histoldgicos en las regiones de deposicion
de los vectores asociados a la vacunacion, acreditando el perfil de se-
guridad de ambas cepas atenuadas en primates. A pesar de la baja
dosis de vacuna administrada, la absorcién eficiente de los antigenos
virales por parte de las células que conforman los tejidos de las mucosas
garantizd la generacion de respuestas inmunes especificas, tanto ce-
|lulares como humorales, que fueron detectables hasta 5 meses después
de la inmunizacion. Este estudio, publicado en la revista “PNAS” (20),
fue el primero que explord y demostrd el perfil de sequridad e inmu-
nogenicidad de los vectores basados en las cepas atenuadas MVA y
NYVAC cuando se administran mediante aerosol.

En conjunto, todos estos resultados in vivo confirmaron que
tanto las rutas sistémicas como las de mucosas son seguras y efectivas
para la administracion de recombinantes basados en las cepas ate-

nuadas MVA y NYVAC.

2.5. Inmunogenicidad de recombinantes basados en MVA y
NYVAC que expresan antigenos del VIH

Los resultados descritos hasta el momento demuestran que
ambas cepas atenuadas poseen un comportamiento diferencial tanto
in vitro como in vivo. Para definir si estas diferencias condicionaban la
capacidad inmunogénica de ambos vectores, decidimos llevar a cabo
un estudio comparativo entre virus recombinantes basados en MVA o
NYVAC que expresaban antigenos del VIH.

En este sentido, nuestro laboratorio fue seleccionado para
participar en un proyecto cooperativo y multidisciplinario denominado
“EuroVacc” (de las siglas en inglés “European Vaccine Effort Against
HIV/AIDS"), financiado por la comision europea de control de enfer-
medades infecciosas, y cuyo objetivo principal era el desarrollo de can-
didatos vacunales frente al VIH/SIDA explorando diferentes
plataformas. Nuestra aportacion se centraba en la generacion y carac-
terizacion de virus recombinantes basados en la cepa atenuada MVA,
asi como en la evaluacion de su inmunogenicidad en profocolos ho-
mologos o heterdlogos que incluian ofros vectores desarrollados dentro
del consorcio. Todos los vectores producidos dentro del marco del pro-
yecto expresaban los antigenos Env, Gag, Pol y Nef del VIH-1 que in-
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cluyen los principales determinantes antigénicos reconocidos durante
la infeccion viral. Los genes sintéticos que codificaban dichos antigenos
fueron disefiados y optimizados para eliminar regiones antigénicas no
deseadas que pudieran comprometer la sequridad del vector, asi como
para mejorar su expresion en células humanas. Teniendo en cuenta la
diversidad del VIH-1, se propuso que los genes a incluir procedieran
de aislados virales de los subtipos By C. El subtipo B del VIH-1 es pre-
dominante en América, Europa occidental, Australia y Japdn, y aunque
representa solo el 12 % de las infecciones a nivel mundial, es el mds
utilizado en el desarrollo de prototipos de vacunas. El subtipo C, sin
embargo, es el mds abundante a nivel global, representando mds del
50 % de las infecciones, y predomina especialmente en el Africa sub-
sahariana, India, China y Nepal (21).

El primer virus recombinante que generamos en el labora-
torio fue el denominado MVA-B. Este virus tiene insertado dentro del
mismo locus viral (TK, timidina quinasa) los genes que codifican la
proteina de la envuelta gp120, procedente del aislado primario BX08,
y la poliproteina de fusion Gag-Pol-Nef (GPN), procedente del aislado
[1IB, ambos pertenecientes al subtipo B. Los genes env y gpn se en-
cuentran en posicion opuesta bajo el control transcripcional del pro-
motor viral sintético temprano-tardio pE/L. Esta misma aproximacion
se empleo para la generacion del virus recombinante MVA-C, que ex-
presa los mismos antigenos del VIH-1 pero procedentes del aislado

asidtico 97CN54 perteneciente al subtipo C. Por razones de seguridad
y teniendo en cuenta su posible aplicacion dinica, ambos recombinantes
se generaron ufilizando un pldsmido de transferencia, disefiado por
nosotros, que contiene un gen marcador de seleccion flanqueado por
2 repeticiones de la region izquierda del locus TK, de manera que tras
los primeros pases de purificacion este gen marcador se pierde me-
diante un proceso de recombinacion homoéloga entre ambas repeticio-
nes. Los virus recombinantes MVA-B y MVA-C son equivalentes a los
generados por la empresa Sanofi-Aventis sobre la cepa parental NYVAC
y que han sido referidos en los trabajos publicados como NYVAC-B y
NYVAC-C. Tanto los vectores del subtipo B (MVA-B y NYVAC-B) como
los del subtipo C (MVA-Cy NYVAC-C) expresan la proteina gp120 mo-
nomérica como un producto que se libera al sobrenadante y GPN como
una poliproteina de fusion intracelular. Cuando se caracterizaron en
células en cultivo observamos que todos ellos (i) habian incorporado
en su genoma los genes heterdlogos sin ninguna modificacion genética
y no presentaban contaminacion con la cepa parental; (ii) presentaban
cinéticas de expresion de los antigenos heterdlogos similares; (iii) eran
capaces de replicar eficientemente en cultivos primarios de CEF, obte-
niéndose altos rendimientos virales; y (iv) eran muy estables, conser-
vando la integridad del inserto tras someterse a pases sucesivos en
cultivos celulares. En la Figura 8 se muestra un ejemplo representativo
de la caracterizacion in vitro de los virus recombinantes del subtipo B.

Figura 8: Caracterizacion in vitro de MVA-B y NYVAC-B. A: Representacion esquemdtica del locus TK de los virus recombinantes MVA-B y NYVAC-B donde se encuentran in-
sertados los genes que codifican para las proteinas gp120BX08 y GPN del VIH-1 bajo el control transcripcional del promotor viral sintético temprano-tardio (sE/L). B:
Andlisis por PCR del locus viral TK. C: Cinética de expresion de las proteinas gp120BX08 y GPN en células infectadas con MVA-B o NYVAC-B analizada por western-blot. D:
Cinética de crecimiento de los virus MVA-B y NYVAC-B en cultivos primarios de CEF. La grdfica de la izquierda representa el virus liberado al sobrenadante y la de la derecha
el virus que permanece asociado a las células. E: Expresion de las proteinas gp120BX08 y GPN tras pases sucesivos de MVA-B en cultivos primarios de CEF.
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Cabe destacar que la insercion de los antigenos del VIH-1 en
el genoma viral no modifica las caracteristicas intrinsecas de sus res-
pectivos vectores parentales, como la induccion de apoptosis o la inhi-
bicion de la sintesis de proteinas a tiempos tardios descritas para la
cepa NYVAC.

A pesar de que los poxvirus han demostrado ser unos exce-
lentes inmundgenos, la experiencia obtenida tanto en los ensayos pre-
clinicos como en los ensayos clinicos indica que su utilizacion en
sistemas combinados de inmunizacion, preferentemente en la dosis de
refuerzo, representa la via mds efectiva para lograr una potenciacion
de la respuesta inmune especifica (22). En este sentido, nuestro labo-
ratorio ha sido pionero en el desarrollo y optimizacion del protocolo
de inmunizacion denominado “prime-boost” (inmunizacion-refuerzo)
empleando vectores basados en poxvirus en el “boost”. Dicho profocolo
ha logrado inducir respuestas inmunes celulares que correlacionaron
con proteccion en el modelo de malaria (23).

Para evaluar de forma comparativa la inmunogenicidad in-
ducida por los vectores generados utilizamos diferentes protocolos de
inmunizacion, tanfo homologos como heterdlogos, utilizando como
“prime” vectores de ADN o recombinantes basados en el virus del bos-
que Semliki (SFV), seguido de un “boost” con los vectores basados en
MVA o NYVAC, todos expresando los mismos antigenos. Empleamos
dos modelos de raton, la cepa BALB/c y los ratones transgénicos hu-
manizados HHD, que solamente disponen de la quimera humana HLA-
A2.1 como molécula de histocompatibilidad de clase I. De modo
general, observamos que tanto los vectores basados en MVA (MVA-B y
MVA-C) como los basados en NYVAC (NYVAC-B y NYVAC-C) eran co-
paces de inducir una potente respuesta inmune celular especifica frente
a los antigenos Env, Gag, Pol y Nef del VIH-1, detectada por la técnica
de ELISPOT, tanto en ratones BALB/c como en ratones humanizados
HHD. Sin embargo, detectamos diferencias en la magnitud y la am-
plitud de la respuesta generada que dependian del protocolo de in-
munizacion empleado en cada modelo. En protocolos de inmunizacion
homélogos, los recombinantes basados en MVA estimularon una res-
puesta celular VIH-1-especifica superior a la inducida por los recom-
binantes basados en NYVAC, mientras que la respuesta especifica frente
al vector presentaba un comportamiento contrario (NYVAC > MVA).

Las combinaciones heterélogas (ADN/Pox o SFV/Pox) de-
mostraron ser mds inmunogénicas que el protocolo homélogo
(Pox/Pox). En ratones BALB/, los recombinantes basados en NYVAC
expandieron de forma mds efectiva los clones de células T especificos
frente al VIH-1 que habian sido inicialmente estimulados por los vec-
tores de ADN o SFV administrados en el “prime”, obteniéndose una
magnitud de la respuesta de células T superior a la inducida por los
recombinantes basados en MVA. En este modelo animal, la respuesta
celular especifica se distribuyd de forma equitativa entre los 4 antigenos
del VIH-1 expresados por los diferentes candidatos vacunales. Sin em-
bargo, en ratones transgénicos HHD la magnitud de la respuesta ce-
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lular VIH-1-especifica inducida por ambos vectores fue similar y estuvo
dirigida esencialmente frente a los grupos de péptidos representativos
del antigeno de la envuelta (Env). El patrn de citoquinas detectado
en los sobrenadantes de los cultivos celulares de linfocitos del bazo
tras la reestimulacion con las diferentes mezclas de péptidos del VIH-
1 demostrd una clara polarizacion de la respuesta celular hacia un fe-
notipo Th1, independientemente del protocolo o del modelo animal
empleado. Ademds de la respuesta celular inducida, tanto los recom-
binantes basados en MVA como los basados en NYVAC estimularon la
produccion de anticuerpos de union especificos frente al antigeno de
la envuelta del VIH-1.

Estos resultados fueron los primeros que describieron com-
parativamente el potencial inmunogénico de los vectores basados en
MVA y NYVAC in vivo. El trabajo fue publicado en dos articulos origi-
nales, con mi contribucion como primera autora, en la revista “Vaccine”
(24, 25).

A pesar de que en ambas cepas de ratones obtuvimos resul-
tados prometedores, el modelo murino no permitia evaluar la eficacia
de estos recombinantes a la hora de conferir proteccion frente a la in-
feccion por el VIH. Debido a esto, y en colaboracion con el grupo del
Dr. Jonathan Heeney en el marco del proyecto EuroVace, decidimos re-
alizar un estudio en primates no humanos para evaluar la inmuno-
genicidad de los recombinantes basados en MVA y NYVAC, asi como
determinar su capacidad para conferir proteccion frente a un desafio
intravenoso con la cepa altamente patogénica SHIV89.6p, un virus hi-
brido entre el VIH-1y el virus de la inmunodeficiencia de simio (VIS)
denominado SHIV (del inglés “Simian-Humanlmmunodeficiency Virus)
capaz no solo de infectar macacos sino de producir un sindrome similar
al SIDA. Este virus hibrido contiene los genes env, tat, vpu y rev del
aislado primario 89.6 del VIH-1 y los genes restantes del VISmac239
(26) y, a través de pases sucesivos en macacos y en cultivo, se ha adap-
tado a multiplicarse y provocar la deplecion de los linfocitos (D4 y la
muerte de los macacos en menos de un aio después de la inoculacion.

Para poder llevar a cabo el estudio generamos recombinan-
tes basados en MVA y NYVAC, equivalentes a MVA-B y NYVAC-B, pero
que expresan la proteina monomérica gp120 del virus SHIV89.6p y la
poliproteina de fusion GPN procedente del virus VISmac239. Ambos
vectores fueron caracterizados in vitro, confirmdndose un comporta-
miento similar al observado con los recombinantes que expresan los
antigenos del VIH-1 de los subtipos By C. Una vez generados dichos
recombinantes, los macacos fueron inmunizados utilizando el protocolo
heterdlogo ADN/Pox. Este estudio reveld que tanto el recombinante
basado en MVA como el basado en NYVAC eran capaces de conferir
una proteccion similar frente a la infeccion con el virus altamente pa-
togénico SHIV89.6p (Figura 9A). Tras el desafio, todos los animales
resultaron infectados; sin embargo, los animales inmunizados con los
recombinantes MVA y NYVAC mantuvieron niveles estables de células
T (D4 durante un periodo de tiempo superior a un afio y fueron capa-
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Figura 9: Eficacia de los recombinantes basados en MVA y NYVAC frente a la infeccion por el virus hibrido SHIV89.6P en primates no humanos. A: Porcentaje
de supervivencia después del desafio. B: Niveles de carga viral (arriba) y ndmero absoluto de células T (D4 (abajo) en los animales individuales de cada grupo
de inmunizacion. C: Contribucién de las poblaciones de células T (D4+ y T CD8+ en la respuesta especifica frente al VIH-1 antes del desafio (izquierda) y

después del desafio (derecha).

ces de controlar la viremia, manteniendo la carga viral o disminuyén-
dola hasta 2 logaritmos por debajo de la detectada en los animales
del grupo control durante todo el periodo de andlisis (Figura 9B). La
proteccion observada se correlaciond con la induccion de una respuesta
de células T especificas frente a los diferentes antigenos ya que los ni-
veles de anticuerpos neutralizantes antes del desafio fueron insuficien-
tes para prevenir la infeccion de los animales inmunizados. En ambos
grupos, la respuesta de células T especifica inducida antes del desafio
estaba dirigida fundamentalmente frente al antigeno de la envuelta,
como ocurria en los ratones transgénicos HHD, mientras que después
del desafio se dirigio mayoritariamente frente a los antigenos Gag-
Pol-Nef. A pesar de que mediante la técnica de ELISPOT no se obser-
varon diferencias en la magnitud de la respuesta de células T
especificas entre ambos vectores, el andlisis por citometria de flujo re-
veld que la respuesta celular especifica inducida por MVA estaba me-
diada por linfocitos T (D8 -+, mientras que la inducida por NYVAC
estaba mediada por linfocitos T (D4 + (Figura 9C). Esta activacion di-
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ferencial de células T CD4 o CD8 por parte de los vectores se mantuvo
tras el desafio y durante todo el periodo que durd el experimento.
Ambos subtipos de células T activadas presentaban un fenotipo poli-
funcional y capacidad proliferativa.

Estos resultados demostraron por primera vez que recombi-
nantes basados en MVA y NYVAC eran capaces de conferir una protec-
cion similar frente a la infeccion por SHIV en primates no humanos a
través de la potenciacion de respuestas celulares diferentes: en el caso
de MVA mediada por células T CD8+ y en el caso de NYVAC mediada
por células T C(D4+. Este estudio, publicado en la revista “J. Virol.”
(27), permitio la traslacion de los vectores basados en las cepas ate-
nuadas MVA y NYVAC generados en el marco del proyecto EuroVacc de
la evaluacion preclinica a la fase clinica.

Los vectores MVA-B y MVA-C fueron objeto de la patente eu-
ropea “Vectores recombinantes basados en el virus modificado de An-
kara (MVA) como vacunas preventivas y terapéuticas contra el SIDA”
(EP1921146B1), cwya entidad titular de derechos es el Consejo Superior
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de Investigaciones Cientificas (CSIC), y que fue transferida a la com-
paiiia farmacéutica Laboratorios Esteve S.A.

2.6. Optimizacién de vectores recombinantes basados en
MVA y NYVAC

La capacidad restringida de replicacion de las cepas atenua-
das MVA y NYVAC en diferentes lineas celulares de mamifero y en cé-
lulas humanas sin duda confiere a estos vectores un perfil de seguridad
optimo para su utilizacion en dinica, pero también representa una li-
mitacion si consideramos que la cantidad de antigeno que se expresa
estd limitada al tiempo que permanece el virus en el organismo (48-
72 h). Sin embargo, a pesar de esta limitacion, ambos vectores han
demostrado ser inmunogénicos en los diferentes modelos animales en-
sayados, debido, en gran medida, a la respuesta inflamatoria que in-
ducen en las células infectadas y que, a su vez, estd correlacionada con
las deleciones en genes inmunomoduladores que han sufrido ambos
genomas virales durante su generacion.

Como parte de un consorcio internacional financiado por la
Fundacion Bill & Melinda Gates con el fin de desarrollar una vacuna
contra el VIH/SIDA basado en la optimizacion de los vectores de pox-
virus MVA y NYVAC, nuestro grupo se dedico a explorar nuevas estra-
tegias que permitieran mejorar el perfil inmunogénico de ambas cepas.
Para lograr este propésito nos plantemos abordar diferentes aproxi-
maciones que incluian: (i) eliminar genes inmunomoduladores virales
todavia presentes en el genoma viral; (i) mejorar la capacidad repli-
cativa del vector; (iii) utilizar moléculas coestimuladoras; (iv) mejorar
la fortaleza del promotor viral; y (v) optimizar los insertos. Las dife-
rentes estrategias se ensayaron sobre los recombinantes de MVA y
NYVAC que expresan los antigenos del VIH-1 de los subtipos By C, ad-
ministrados utilizando el protocolo heterdlogo ADN/Pox.

2.6.a. Delecion selectiva de genes inmunomoduladores

Como mencionamos con anterioridad, las cepas atenuadas
MVA y NYVAC exhibian comportamientos distintos tanto in vitro como
in vivo debido a las diferencias que existen en sus genomas como re-
sultado del proceso de generacion al que fueron sometidas. La infeccion
con la cepa MVA induce un perfil inflamatorio mucho mds agudo que
NYVAC, lo que garantiza el recutamiento de mediadores inmunolo-
gicos que son capaces de activar una respuesta innata efectiva que cla-
rifica de forma eficiente el virus poco después de su entrada en el
organismo. Esta activacion se produce debido a la cantidad de genes
inmunomoduladores que aparecen delecionados o mutados en su ge-
noma, que son mayores que los que se encuentran delecionados en la
cepa NYVAC, y que actian en rutas de seializacion claves en la evasion
de la respuesta antiviral. Sin embargo, ambos virus conservan intactos
muchos otros genes con funciones similares. Con estos antecedentes,
decidimos llevar a cabo deleciones selectivas de genes que estuvieran
implicados en una misma ruta de senalizacion, o incluso en rutas di-
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ferentes. El hecho de que NYVAC conserve un nimero mayor de genes
relacionados con la evasion de la respuesta antiviral nos permitia un
margen mds amplio de experimentacion para evaluar el efecto sobre
la respuesta inmune especifica de una delecion individual o de molti-
ples combinaciones.

De forma general, la estrategia de delecion selectiva de
genes inmunomoduladores produjo un aumento de la inmunogenici-
dad inducida por los vectores generados. Por ejemplo, la delecion de
los genes BI9R y/o B8R que codifican receptores solubles de IFN tipo
'y tipo I, respectivamente, mejord la magnitud y la calidad de la res-
puesta de células T CD8 especificas frente al VIH-1 durante las fases
adaptativa y de memoria en el modelo murino (28). Asimismo, el and-
lisis transcriptomico realizado en monocitos humanos infectados con
estos mutantes demostré que ambas deleciones activan la expresion
de los factores IRF3, IRF7 y STAT1 y estimulan la produccion de altos
niveles de IFN tipo | y de genes estimulados por IFNs (ISGs); sin em-
bargo, solo la doble delecion B8R/B19R logrd inducir la mdxima res-
puesta inflamatoria (29). La combinacion de deleciones en genes
relacionados con la ruta de sealizacion del IFN (B79R, B8R) junto con
regiones gendmicas (B6R-BI0R) que incluyen genes que codifican el
receptor soluble de TNF-c. (B7) o proteinas con funciones desconocidas
(B6, B9 y B10) no logré mejorar la inmunogenicidad inducida por el
doble mutante de delecion ABT9R/B8R (30). Un efecto similar se ob-
servo cuando delecionamos genes que bloquean la ruta de activacion
del factor de transcripcion NFKB a diferentes niveles. La delecion in-
dividual del gen A46R, que actia a un nivel superior en la ruta de se-
iializacion de los TLRs interfiriendo con la interaccion TLR-molécula
adaptadora, aumenta la secrecion de las citoquinas TNF, IL-6 e IL-8 en
macréfagos humanos in vitro y mejora la magnitud de la respuesta
inmune de las células T CD4 y (D8 especificas del VIH-1 in vivo (31);
sin embargo, cuando realizamos deleciones secuenciales sobre este
mutante de ofros genes virales siguiendo el nivel en el que actian blo-
queando la ruta de activacion de NFKB (A52R-K7R-B15), observamos
que solo la doble delecion AA46R/A52R logrd inducir un beneficio in-
munoldgico con respecto al mutante simple (30). Curiosamente, cuando
abordamos la estrategia de delecion de esta ruta manteniendo intacto
el gen A46R pero delecionando A52R-K7R-B15R, descubrimos que solo
la delecion triple era capaz de restaurar la funcién de NFKB en ma-
crofagos. De este modo, la infeccion con NYVAC-C A3 activa la via de
sefializacion de NFKB produciendo un aumento en la expresion de i-
toquinas/quimioquinas (IL-6, MCP-1, MIP-1(3, KC) que incrementa la
migracion de neutrofilos (Now y NB) al sitio de inoculacion y su acti-
vacion. Una vez activados, la infeccion con NYVAC-C A3 promueve una
mayor migracion de neutrdfilos, preferentemente de los neutrofilos
NB, a los drganos linfoides secundarios. Estos neutrdfilos N3 sobre-
expresan en su superficie marcadores especificos de células presenta-
doras de antigeno que les permiten activar a las células T CD8
especificas de forma directa (Figura 10).
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Figura 10: Mecanismo de activacion de neutrfilos y su implicacion en la activacion de células T CD8+ tras la infeccion por NYVAC-C o NYVAC-C A3.

El aumento en el trdfico de neutrdfilos al sitio de infeccion
correlaciond con una mayor respuesta de células T especificas frente
al VIH-1. Estos resultados, publicados en la revista “PNAS”, identifi-
caron por primera vez a los neutréfilos como un mediador celular in-
volucrado en la respuesta inmune inducida por VACV, un aspecto
novedoso que sin duda resulta de gran importancia de cara a la utili-
zacion de estos vectores como candidatos vacunales (32).

La delecion selectiva de genes inmunomoduladores todavia
presentes en el genoma de MVA también demostré tener un beneficio
inmunoldgico. Por ejemplo, la simple delecion de genes que codifican
inhibidores de la via de sefializacion de IFN tipo | (C6L) (33), apoptosis
(FIL) (34), proteina de union a IL-18 (C12L) (35) o un inhibidor de
IRF-3 (N2L) (36), indujo un aumento en la magnitud, polifuncionali-
dad y durabilidad de las células T (D4 y (D8 especificas frente al VIH-
1. Estos resultados se potenciaron adn mds con los dobles mutantes de
delecion AA41L/BI6R (37) o ACEL/K7R (38).

Los datos de inmunogenicidad derivados de la delecion del
gen (6L en el genoma de MVA formaron parte de la patente “Vectores
recombinantes basados en el virus modificado de Ankara (MVA) con
deleciones en el gen (6L como vacunas frente al VIH/SIDA y otras en-
fermedades” (ES2401904B1) cuya entidad titular de derechos es el
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Estos estudios
en su conjunto demostraron que la eliminacion selectiva de genes in-
munomoduladores representa una estrategia adecuada para mejorar
la inmunogenicidad de recombinantes basados en las cepas MVA y
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NYVAC. Sin embargo, es necesario llevar a cabo un disefio racional de
la misma ya que dependiendo de la combinacion de deleciones que se
realice podemos conseguir una modulacion positiva o negativa de la
respuesta inmune especifica. Tal y como hemos corroborado en nuestros
estudios, un mayor nimero de deleciones no conlleva necesariamente
un aumento en la inmunogenicidad.

2.6.b. Aumento de la capacidad replicativa del vector

Esta estrategia consiste en la generacion de nuevos vectores
basados en poxvirus que han recuperado la capacidad de replicacion
en células humanas, aumentando asi el tiempo y el nivel de expresion
del antigeno heterdlogo en el hospedador, pero sin perder el fenotipo
atenuado.

Como habiamos observado con anterioridad, la reinsercion
del gen de rango de hospedador (7L en el genoma de NYVAC confirio
al virus la capacidad de replicar en células humanas y murinas, man-
teniendo un fenotipo atenuado in vivo. Cuando reinsertamos el gen
(7L en el genoma del virus recombinante NYVAC-B observamos un
aumento relevante en los niveles de expresion del antigeno heterdlogo
in vitro que correlaciond con un incremento significativo en la magnitud
y amplitud de la respuesta de células T especificas frente al VIH-1 in
vivo (39).

Igualmente, demostramos que la reinsercion simultdnea de
(7Ly KIL, otro gen de rango de hospedador, en el genoma de NYVAC-
C, 0 la combinacion de las estrategias de restauracion de la competen-



cia de replicacion con la delecion de genes inmunomoduladores
(B19R), confieren al vector una serie de caracteristicas bioldgicas in
vitro entre las que podemos destacar: mayores niveles de expresion
del antigeno heterologo, competencia de replicacion en queratinocitos
humanos y fibroblastos dérmicos, induccion de la expresion de IFN-y
genes inducidos por IFN y activacion de genes implicados en el proce-
samiento y presentacion de antigenos. Esto correlaciona con una me-
jora significativa en la presentacion cruzada del antigeno por parte de
las células diana infectadas a las células T CD8 especificas del VIH, asi
como una mayor proliferacion de los clones de memoria. Ademds, estos
vectores poseen una propagacion limitada en tejidos y mantienen un
fenotipo altamente atenuado in vivo (40, 41).

2.6.c. Uso de moléculas coestimuladoras

El objetivo de esta estrategia consiste en mejorar la inmu-
nogenicidad de los vectores atenuados mediante el suministro simul-
tdneo de una molécula estimuladora junto con el antigeno heterdlogo.

En nuestro caso, esta aproximacion fue abordada mediante
la utilizacion de la forma hexamérica soluble de CD40L (sCD40L).
Nuestro estudio reveld que la administracion de sCD40L era necesaria
tanto en el “prime” junto con el vector de ADN como en el “boost”
junto con MVA-B o NYVAC-B para lograr un aumento en la magnitud
y amplitud de la respuesta de células T especificas frente a los antigenos
del VIH-1. La administracion de sCD40L un dia después de cada in-
mundgeno también resultd efectiva, pero no representd una mejora
en comparacion con la administracion conjunta. Este trabajo puso de

manifiesto el beneficio inmunoestimulador de la molécula sCD40L
(42).

2.6.d. Mejora de la fortaleza del promotor viral

Todos los virus recombinantes descritos en este trabajo con-
tienen los genes heterdlogos insertados bajo el control transcripcional
de un promotor viral sintético temprano-tardio que garantiza su ex-
presion durante ambas fases de la transcripcion. Sin embargo, es po-
sible mejorar el promotor viral mediante el intercambio de los
elementos centrales para lograr maximizar la expresion del antigeno
recombinante a tiempos muy tempranos después de la infeccion. En
este sentido, se ha descrito que la eficiencia con la que se procesa y
presenta un antigeno en la superficie de las células infectadas influye
en su reconocimiento y en la potenciacion de la respuesta inmune es-
pecifica generada (43).

A partir de las secuencias promotoras (200 nt aguas arriba
del codon de inicio) de 37 genes clasificados como genes inmediatos-
tempranos mediante el andlisis transcriptomico de VACV, se realizo un
andlisis bioinformatico que definid el elemento central o secuencia con-
senso femprana que compartian estos genes, asi como la distancia exis-
tente entre este nicleo de secuencia y el codon de iniciacion. Una vez
definidos ambos elementos, se disefid un nuevo promotor sintético tar-
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dio-temprano optimizado al que denominamos promotor LEQ (“Late
Early Optimized”) que, con respecto al promotor sintético tradicional,
compartia el nicleo de la parte tardia, pero intercambiado de posicion,
seguido de la nueva secuencia consenso temprana definida y de un es-
paciador de 38 nucledtidos. EI nuevo promotor se incorpord en un plds-
mido de transferencia controlando la transcripcion del gen reportero
GFP (proteina verde fluorescente) y su fortaleza se estudié en el con-
texto del recombinante basado en MVA generado (MVA-LEQ-GFP). En
comparacion con el promotor tradicional, LEO mejoro significativa-
mente los niveles de expresion de GFP en la primera hora después de
la infeccion, lo que se correlaciond con una mejora en la respuesta in-
mune de células T (D8+ GFP-especificas (44). Un alargamiento de
la region espaciadora de 38 a 160 nucledtidos (LEO160) mejord la ex-
presion temprana y la respuesta de células T (D8+ y (D4 + especi-
ficas de memoria frente al antigeno LACK de Leishmania (45).

2.6.¢. Optimizacion del inserto

Ademds de las modificaciones del vector que acabamos de
describir, otro enfoque que hemos explorado con el objetivo de mejorar
la inmunogenicidad de los recombinantes basados en poxvirus ha sido
la optimizacion del antigeno heterélogo. Una de las estrategias que
hemos ensayado para superar el desafio que supone la diversidad glo-
bal del VIH-1 ha sido la utilizacion de secuencias consenso o mosaicos
de la envuelta (Env) en lugar de secuencias derivadas de un determi-
nado aislado viral. Los mosaicos son pequefios conjuntos de antigenos
vacunales disefiados computacionalmente, utilizando un algoritmo ge-
nético, para aumentar la presentacion de los epitopos potenciales de
células T (PTE) presentes en las proteinas naturales. Una vacuna de
mosaico es un "coctel" que contiene varias secuencias complementarias
que combinadas proporcionan una cobertura casi optima de los PTE
que circulan en una determinada poblacion diana.

Cuando estos antigenos se ensayaron de forma comparativa
en primates no humanos utilizando el protocolo heterdlogo
ADN/Pox/proteina se observo que tanto los inmundgenos de consenso
como los mosaicos indujeron respuestas celulares y humorales especi-
ficas y cross-reactivas significativamente mayores que las potenciadas
por el inmundgeno cldsico derivado de un aislado viral (46).

También ensayamos nuevos formatos de antigenos Env y
GPN optimizados que diferian de los que expresan los vectores recom-
binantes MVA y NYVAC de los subtipos By C, en los que la proteina
Env gp120 se secreta en forma monomérica y GPN se produce como
una poliproteina de fusion intracelular. Los nuevos recombinantes ge-
nerados expresaban la proteina Env gp140 que se secretaba en una
conformacion trimérica mds parecida a la conformacion nativa que
adopta en el virus (NYVAC-gp140) o la proteina GPN que fue optimi-
zada para sufrir procesamiento proteolitico y liberar particulas como
virus (VLP) inducidas por Gag (NYVAC-Gag-Pol-Nef). Ambos vectores
estimulan respuestas innatas especificas en células humanas superiores
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a su antecesor (NYVAC-C) y presentan un fenotipo atenuado tras su
inoculacion intracraneal en ratones BALB/c adultos inmunocompro-
metidos o en ratones (D1 recién nacidos. En protocolo homdlogo
Pox/Pox, ambos virus recombinantes indujeron respuestas de células
T (D4 polifuncionales especificas frente a Env o CD8 especificas frente
a Gag (47). Estos vectores también se han ensayado en combinacion
con vectores de ADN que expresan los mismos antigenos y con la pro-
teina gp120 monomérica en un ensayo clinico fase 1b que involucré a
96 voluntarios sanos con bajo riesgo de infeccion. Los resultados, pu-
blicados recientemente, demostraron la seguridad y tolerabilidad de
los vectores y revelaron que la administracion conjunta de la proteina
Env gp120 con los vectores de ADN o NYVAC durante el “priming” in-
duce una respuesta temprana y potente de anticuerpos IgG de union
frente a los lazos variables V1/V2 de la proteina de la envuelta del
VIH-1 sin afectar la respuesta celular inducida por los diferentes regi-
menes de inmunizacion. Los autores de dicho trabajo proponen con-
siderar este enfoque para la induccion de anticuerpos preventivos en
futuros ensayos de eficacia (48).

3. MVA-B COMO CANDIDATO VACUNAL FRENTE AL VIH-1

Las cepas atenuadas de poxvirus MVA y NYVAC representan
una plataforma formidable para el desarrollo de candidatos vacunales
frente a un amplio abanico de enfermedades infecciosas, parasitarias
e incluso en cdncer, como ha quedado demostrado en los diferentes
ensayos preclinicos y clinicos que se han llevado a cabo (49-51). Sin
embargo, como hemos descrito en la primera parte de esta revision,
ambas cepas poseen caracteristicas intrinsecas propias que determinan
comportamientos diferenciales tanto in vitro como in vivo. Conside-
rando que el perfil inflamatorio que induce MVA es superior al inducido
por NYVAG, lo que garantiza una respuesta innata mds potente que
va a determinar la calidad de la respuesta adaptativa que se desarrolle
contra al patdgeno y teniendo en cuenta que produce una activacion
preferencial de células T CD8, decidimos apostar por ella para dar el
salto a la clinica y evaluarla como candidato vacunal frente al
VIH/SIDA.

En esta segunda parte del trabajo haremos una revision de
las estadisticas de la infeccion por VIH/SIDA a nivel global y en Espaiia,
detallaremos los principales retos a los que nos enfrentamos a la hora
de desarrollar candidatos vacunales frente al VIH/SIDA y discutiremos
los principales resultados que hemos obtenido de los ensayos clinicos
fase | realizados en Espaiia con el vector MVA-B, generado por nos-
otros, como vacuna profildctica en pacientes sanos y como vacuna te-
rapéutica en pacientes infectados por VIH-1.

Indudablemente la investigacion clinica genera el conoci-
miento que permite mejorar las intervenciones futuras para incidir de
forma mds efectiva en problemas que afectan a la salud piblica. Sin
embargo, abordar proyectos de ensayos clinicos requiere de un fuerte
apoyo econdmico y del trabajo coordinado de grupos multidisciplinares
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que garanticen el bienestar y la seguridad de los voluntarios que se
presentan al estudio y la solidez de los resultados que se derivan de
ellos. Gracias al soporte economico de entidades pablicas y privadas
como la Red Espaiiola de Investigacion en SIDA (RIS), el Fondo de In-
vestigaciones Sanitarias (FIS), la Fundacién para la Investigacion y
Prevencion del SIDA (FIPSE) y la Fundacion Marcelino Botin se pudie-
ron abordar en Espaiia los ensayos clinicos RISVAC02 y RISVAC03 que
detallaremos mds adelante. Los resultados de estos estudios han fenido
gran repercusion medidtica en nuestro pais y, aunque solo se han re-
alizado en fase | como estudios exploratorios de seguridad, tolerabi-
lidad e inmunogenicidad en un ndmero reducido de pacientes, han
marcado las pautas y el camino a seguir en ensayos futuros.

3.1. La infeccion por VIH/SIDA en cifras

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), identificado
hace ya casi 40 afios como agente causal del Sindrome de la Inmuno-
deficiencia Adquirida (SIDA), continia siendo letal para la humanidad,
acumulando ya mds de 39 millones de muertes en todo el mundo. Las
estadisticas reportadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estiman que hoy en dia un total de 37.9 millones de personas conviven
con la infeccion a nivel mundial.

La introduccion de la terapia antirretroviral (TAR) en el tra-
tamiento de la infeccion por VIH ha constituido uno de los éxitos mds
espectaculares en medicina en el siglo pasado, transformando la in-
feccion por VIH de una sentencia de muerte a una enfermedad cronica
manejable. A nivel mundial ha tenido lugar una reduccion en la mor-
bilidad y mortalidad relacionadas con el VIH y en la actualidad un total
de 23.3 millones de personas tienen acceso al fratamiento, lo que re-
presenta el 62% de los infectados. Sin embargo, a pesar de estos gran-
des avances, alrededor de un millon de personas mueren de
enfermedades relacionadas con el VIH cada aiio y se producen 1,7 mi-
llones de nuevas infecciones (www.unaids.org).

En Espaiia la infeccion por VIH mantiene su expansion a
pesar de todos los esfuerzos destinados para frenarla. Segin los datos
del dltimo informe sobre vigilancia epidemioldgica del VIH/SIDA
(2017), entre 140.000 y 170.000 personas viven con VIH y se producen
3381 nuevas infecciones al aito, dejando en evidencia que los proyectos
en materia de prevencion no estdn teniendo el efecto deseado en la
sociedad. La mayoria de nuevos casos se producen en hombres (84,6
%) y la media de edad se sitda en los 35 afios. Ademds, tanto en Eu-
ropa como en Esparia, 1 de cada 5 personas infectadas desconocen que
lo estdn. Aparte del efecto deletéreo que tiene este desconocimiento
para los enfermos, su impacto sobre la salud pablica es demoledor. Se
ha estimado que el 20 % de infectados sin diagnosticar es responsable
del 60 % de las nuevas infecciones. Por ofra parte, el diagndstico tardio
de la infeccion conlleva el deterioro de la inmunidad del paciente en-
careciendo enormemente su tratamiento.



El programa conjunto de las naciones unidas sobre VIH/SIDA
(ONUSIDA) se ha planteado como meta para el afio 2020 el objetivo
90-90-90 para controlar y erradicar el virus. Este obijetivo persigue que
el 90 % de las personas con VIH estén diagnosticadas, que el 90 % de
las personas diagnosticadas reciban tratamiento y que el 90 % de las
que reciban tratamiento presenten una carga viral indetectable. A fi-
nales del afio 2018 las cifras globales eran 79-62-53 (79 % diagnos-
ticados, 62 % con acceso al tratamiento y 53 % con carga viral
indetectable), lo que nos hace pensar que alcanzar la meta propuesta
va a resultar dificil; no obstante, es necesario sequir aunando esfuerzos
para erradicar esta enfermedad.

En Espaiia, la prevencion y el diagndstico precoz son los prin-
cipales ‘talones de Aquiles’ para alcanzar el objetivo 90-90-90 esta-
blecido por ONUSIDA. A pesar de que nuestras cifras son mds
esperanzadoras que las globales (82-92-88) ain queda camino por
recorrer.

Conseguir este objetivo en materia de tratamiento implica
una reduccion en mds del 80% del ndmero de muertes y nuevas in-
fecciones a largo plazo. Sin embargo, es necesario contemplar otras
intervenciones que puedan implementarse para contrarrestar los efec-
tos adversos asociados con una terapia antirretrovial prolongada y el
elevado coste que dicha terapia representa.

En ausencia de vacunas, poner fin a la pandemia del
VIH/SIDA tendrd un coste sin precedentes. En el afio 2015, el coste glo-
bal destinado a la atencion del VIH/SIDA fue de 49 billones de dolares.
En el afio 2018, ONUSIDA informé que se invirtieron 21.3 billones de
dolares en paises en desarrollo para luchar contra el VIH/SIDA, datos
que se sitdan un 21% por debajo de los 26.2 billones de délares que
se estima serdn necesarios para dar “una respuesta mds eficaz” en el
afio 2020. Sin embargo, existen estudios de modelajes matemdticos
que estiman que la introduccion de una vacuna parcialmente eficaz,
pero con una alta cobertura, podria reducir sustancialmente el nimero
de nuevas infecciones por VIH (52). Se plantea que la implementacion
de una estrategia integral que combine una vacuna parcialmente efec-
tiva con el tratamiento como prevencion junto a la profilaxis previa a
la exposicion podria representar una alternativa eficaz y mucho mds

rentable, considerando incluso un coste de $105 por serie de 5 dosis
(53).

3.2. Retos en el desarrollo de vacunas frente al VIH/SIDA

Las vacunas son consideradas una de las intervenciones de
salud poblica mds rentables, pero el desarrollo de una vacuna eficaz
contra el VIH/SIDA ha demostrado ser uno de los desafios cientificos
mds complejos debido a la naturaleza del virus y su interaccion con el
sistema inmunitario humano. Ninguna persona se ha recuperado na-
turalmente de una infeccion por el VIH, y hasta la fecha se desconocen
los correlatos que indiquen qué respuestas inmunitarias se necesitan
para bloquear o eliminar el virus. Ademds, existen ofros muchos obs-
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tdculos que, aunque a lo largo de los aiios se han ido esclareciendo en
cierta medida gracias a las diferentes investigaciones en el tema, con-
tindan siendo retos que dificultan el desarrollo de una vacuna. Entre
estos obstdculos podemos destacar la elevada variabilidad genética
del VIH, el todavia escaso conocimiento sobre la patogénesis de la in-
feccion, la alta tasa de mutacion que permite al virus evadir rdpida-
mente la respuesta del hospedador, la infeccion latente que produce
en células poco accesible al sistema inmune y donde crea sus reservorios
naturales, la destruccion de células dianas del sistema inmune como
consecuencia de la infeccion, el enmascaramiento de epitopos que estdn
directamente implicados en la entrada viral y la ausencia de un modelo
animal que reproduzca la infeccion que ocurre en los humanos.

Ademds de los problemas meramente cientificos, el avance
en el desarrollo de vacunas frente al VIH-1 también se enfrenta a pro-
blemas logisticos. Existe todavia una escasa coordinacion internacional,
una inversion insuficiente (cerca del 1 % del esfuerzo global), un in-
terés marginal por parte de la industria farmacéutica cuya prioridad
se centra en las terapias antirretrovirales y la percepcion de que el pro-
blema del VIH/SIDA se puede resolver con las intervenciones existentes
(circuncision, microbicidas, profilaxis pre-exposicion, tratamiento como
prevencion) sin necesidad de una vacuna.

No obstante, y a pesar de estos obstdculos, se han hecho y se
siguen haciendo grandes progresos en el desarrollo de candidatos y
plataformas vacunales destinados a prevenir y tratar la infeccion.

El Gnico ensayo clinico en fase Il que ha demostrado hasta
el momento algin grado de eficacia frente a la infeccion por VIH-1 fue
el denominado RV144, llevado a cabo en Tailandia entre los afios
2003-2009 y en el que se involucraron mds de 16000 voluntarios he-
terosexuales sanos con riesgo moderado de infeccion por VIH. El estu-
dio, supervisado y financiado por el Ministerio Tailandés de Salud
Pablica, el Instituto estadounidense de Alergias y Enfermedades In-
fecciosas (NIAID) y el Ejército de los Estados Unidos, evalud la combi-
nacion de un poxvirus recombinante basado en la cepa ALVAC,
denominado vCP1521, y la proteina AIDSVAX® B/E co-formulada con
Aldmina utilizando la estrategia “prime-boost”. El vector vCP1521 ex-
presa los antigenos Gag-Pol del aislado LAI del VIH-1 perteneciente
al subtipo B y la proteina monomérica gp120 de la forma recombi-
nante circulante CRFO1_AE unida a la region transmembrana gp41
del aislado LAI, mientras que AIDSVAX® BJ/E es una vacuna de subu-
nidades de gp120 bivalente que contiene la proteina de la envuelta
de la forma recombinante circulante CRFO1_AE y la del aislado MN
del subtipo B (54).

Los resultados de este ensayo clinico reflejaron que el pro-
tocolo de vacunacion ensayado proporciond una eficacia del 31.2 %
en la prevencion de la infeccion por VIH-1 en el transcurso de 42 meses
a pesar de la ausencia de anticuerpos neutralizantes. La presencia de
anticuerpos lgG no neutralizantes frente a los lazos variables V1/V2
de la proteina de la envuelta viral y de anticuerpos que median la di-
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totoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en presencia
de bajos niveles de IgA en plasma correlacionaron con un menor riesgo
de infeccion por el virus (55). Ademds, desde el punto de vista de la
respuesta celular, se detectd la presencia de células T (D4+ efectoras
y polifuncionales en individuos vacunados protegidos (56).

A pesar de que la eficacia obtenida fue modesta, este ensayo
clinico puso de manifiesto el hecho de que conseguir una vacuna pre-
ventiva frente al VIH/SIDA era posible, algo que se habia puesto en
duda tras los fracasos registrados en anteriores ensayos de eficacia con
recombinantes de adenovirus y proteina gp120, y marco el camino en
el disefio y evaluacion de nuevos candidatos vacunales. Ademds, de-
mostro que se dispone actualmente de las infraestructuras necesarias
para desarrollar ensayos de eficacia en paises con alta incidencia de
la infeccion, y que es necesario llevar a cabo grandes mejoras en los
candidatos vacunales con el fin de incrementar su grado de proteccion.
El hecho de que una cepa altamente atenuada como ALVAC fuera uno
de los componentes de este ensayo ha reforzado la utilizacion de los
poxvirus como plataforma a incluir en ensayos futuros.

3.3. Efecto de MVA-B sobre células dendriticas
Las células dendriticas (DCs) son los centinelas naturales del
sistema inmune, derivan de precursores hematopoyéticos y proceden
principalmente de linaje mieloide. Al ser las principales células profe-

sionales presentadoras de antigeno (APCs) son importantes tanto en
la estimulacion/activacion como en la regulacion de la intensidad de
la respuesta de linfocitos T y linfocitos B. La exposicion de las DCs a
agentes infecciosos induce cambios funcionales y de expresion génica
los cuales, de manera coordinada, activan su capacidad para interac-
tuar con los linfocitos Ty promover tanto su proliferacion como su di-
ferenciacion funcional.

Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo que recombi-
nantes basados en la cepa atenuada MVA infectan de forma efectiva
las células presentadoras de antigeno, fundamentalmente las células
mieloides MHC clase [1+ (DCs y macréfagos) (57), que representan el
eslabon que conecta la inmunidad innata con la inmunidad adaptativa.
Sin embargo, se conocia poco sobre el impacto de estos vectores en las
DCs humanas y su capacidad para presentar los antigenos heterdlogos
y activar células T especificas. Debido a estas razones decidimos, en
primer lugar, evaluar el efecto que tiene la expresion de los antigenos
del VIH-1 desde el candidato vacunal MVA-B sobre el patron de ex-
presion génica de estas células; y, en segundo lugar, estudiar ex vivo
la capacidad de las células dendriticas derivadas de monocitos humanos
(MDDCs) infectadas por MVA-B para presentar los antigenos del VIH-
1y activar a células T humanas autélogas de pacientes infectados con
el virus.

Mediante la tecnologia de microarrays realizamos un andlisis

Figura 11: Proliferacién de células T especificas frente al VIH-1 y secrecion de citoquinas inducidas por células dendriticas derivadas de monocitos (MDDCs) autélogas
infectadas con MVA-B. A: Grdfico representativo de la dilucién del marcador de proliferacion CFSE mediante citometria de flujo en células T CD3+ (D8+ estimuladas con
MDDCs autdlogas infectadas con la cepa parental MVA o con el recombinante MVA-B. B: Porcentaie de proliferacion de células T (D8 + y T (D4+ estimuladas con MDDCs
autdlogas infectadas con la cepa parental MVA, con el recombinante MVA-B o pulsadas con la proteina p24 soluble del VIH-1. C: Secrecion de citoquinas después del co-
cwltivo de linfocitos T (D8 -+ y MDDCs infectadas con MVA o MVA-B. (***) p<0.005, (**) p<<0.01, (*) p< 0.05.
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de los cambios transcripcionales que ocurrian en las MDDCs aisladas
de varios donantes sanos tras la infeccion por MVA-B en comparacion
con la infeccion con la cepa parental MVA. Identificamos 442 genes re-
gulados diferencialmente relacionados con la expresion de los antige-
nos del VIH-1, de los cuales 387 fueron regulados positivamente y 55
lo hicieron negativamente. Por categorias funcionales los genes regu-
lados estaban implicados fundamentalmente en el trdfico de células
inmunes, hematopoyesis, presentacion antigénica y respuestas de cé-
lulas Ty B. Un andlisis mds detallado de los datos revelo que la ex-
presion de los genes del VIH-1 desde el virus MVA-B activa de forma
eficiente la expresion de quimioquinas (CCL3, CCL4, CCL20, CXCL10,
CXCL13 y CCR8), citoquinas (IFN-ct, TNF-ou e IFN-3) y proteinas qui-
nasas implicadas en rutas de sefializacion (JAK1 e IRAK2). También
se expresaron de forma diferencial genes involucrados en la ruta de
procesamiento y presentacion antigénica: el gen que codifica para la
proteina MICA se reguld positivamente, mientras que los genes HLA-
DRA y HSPA5 fueron regulados negativamente. Demostramos que la
regulacion de la expresion de MICA se debia al antigeno Env del VIH-
1 expresado desde MVA-B y no de GPN. Los ensayos funcionales indi-
caron que esta proteina mejora la interaccion entre las células diana
infectadas por MVA-B y los linfocitos citotdxicos (58). Resultados simi-
lares fueron obtenidos cuando se analizd el perfil de expresion génica
inducido por los antigenos del VIH-1 del subtipo C expresados por MVA-
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Cen células dendriticas mieloides (mDCs) y plasmacitoides (pDCs) (59).

En un modelo ex vivo investigamos el impacto de la infeccion
por el candidato vacunal MVA-B en la biologia de MDDCs de pacientes
asintomdticos infectados por VIH-1y evaluamos la capacidad de estas
MDDCs infectadas para activar respuestas de células T especificas de
VIH-1 en linfocitos T autdlogos. Cuando analizamos el efecto de la in-
feccion in vitro de MDDCs por MVA-B observamos que las células in-
fectadas presentan un fenotipo maduro, secretan altos niveles de
citoquinas y quimioquinas (IL1-cc, IL-7, TNF-ct, IL-6, IL-12, IL-15, IL-
8, MCP-1, MIP-1cr, MIP-13, RANTES, IP-10, MIG e IFN-c.) y adquieren
capacidad para migrar hacia gradientes de quimioquinas linfoides
(CCL19 0 CCL21). Ademds, la infeccion por MVA-B indujo la apoptosis
de las células infectadas y los cuerpos apoptéticos resultantes fueron
engullidos por MDDCs no infectadas que presentaron de forma cruzada
los antigenos del VIH-1 a los linfocitos T (D8 autélogos. El co-cultivo
de MDDCs infectadas por MVA-B con linfocitos T autélogos indujo una
respuesta de células T (D8 especificas del VIH-1 altamente funcional
caracterizada por un aumento en su capacidad proliferativa, la secre-
cion de IFN-y, IL-2, TNF-o, MIP-1ox, MIP-1ot, RANTES e IL-6 y una
fuerte actividad citotdxica contra linfocitos T (D4+ autdlogos infecta-
dos por VIH-1 (reduccién del 69.8 %) (Figura 11) (60).

Estos estudios demostraron ex vivo la capacidad del candi-
dato vacunal MVA-B para estimular la maduracion y activacion de las

Figura 12: Respuesta humoral especifica frente al VIH-1y VACV en voluntarios del ensayo clinico RISVAC02. A: Frecuencia de respondedores y niveles de anticuerpos IgG
de union frente a la proteina Env del VIH-1. B: Frecuencia de respondedores y niveles de anticuerpos IgG de unién frente a los antigenos de VACV. C: Niveles de anticuerpos
neutralizantes frente al aislado autélogo BX08 del VIH-1. La linea discontinua representa el umbral considerado como respuesta positiva. V: vacunados; P: placebo.
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células dendriticas derivadas de monocitos humanos e inducir la acti-
vacion de células T (D8 especificas frente al VIH-1 polifuncionales y
con capacidad citotoxica para eliminar de forma efectiva células T (D4
infectadas por VIH-1.

3.4. MVA-B como vacuna profildctica

Los resultados derivados de la evaluacion predlinica en dife-
rentes modelos animales y en experimentacion ex vivo demostraron
que el candidato vacunal MVA-B cumplia las exigencias de seguridad
e inmunogenicidad necesarias para ser evaluado en ensayos clinicos.
Debido a esto, se presentd al Ministerio de Sanidad Espaiol una pro-
puesta para evaluar MVA-B como vacuna profildctica frente al
VIH/SIDA en un ensayo clinico fase |. Después de recabar toda la in-
formacion solicitada y cumplir con las exigencias requeridas, las auto-
ridades regulatorias aprobaron el ensayo clinico, denominado
RISVAC02, con identificador NCT00679497.

El estudio RISVAC02 tenia como obijetivo evaluar la seguri-
dad e inmunogenicidad del candidato vacunal MVA-B con fines profi-
|dcticos. El ensayo aleatorizado, multicéntrico, doble ciego y controlado
con placebo, incluy6 un total de 30 individuos sanos, que fueron selec-
cionados de un fotal de 356 que se ofrecieron a participar en esta in-
vestigacion pionera. Los voluntarios, en su mayoria hombres (80%),
con rangos de edad entre 19 y 48 aiios, estaban sanos, tenian bajo
riesgo de infeccion por VIH-1y no presentaban inmunidad preexistente
frente al virus de la viruela. Se distribuyeron entre los hospitales uni-
versitarios Gregorio Marafion, en Madrid, y Clinic, en Barcelona, y fue-
ron asignados al azar (con aleatorizacion equilibrada (1:1) a través

de una lista de aleatorizacion generada por ordenador sin ninguna
restriccion) para recibir 3 inyecciones inframusculares (1 X 108
ufp/dosis) de MVA-B (n = 24) o placebo (n = 6) a las semanas 0,
4y 16. El seguimiento se realizé hasta la semana 48 (1 afio).

Desde el punto de vista de seguridad podemos decir que
la vacuna MVA-B fue segura y bien tolerada. Durante todo el peri-
odo de seguimiento se registraron un total de 169 efectos adversos
(EA) (158 en el grupo de vacunados y 11 en el grupo placebo), la
mayoria de grado 1-2. Los EA mds frecuentes que se reportaron
fueron cefaleas, dolor en la zona de la inyeccion o malestar general.

Desde el punto de vista inmunoldgico detectamos res-
puestas celulares especificas frente al VIH-1 en el 75 % de los vo-
luntarios vacunados por la técnica de ELISPOT, que cuantifica el
nomero de células T productoras de IFN-y especificas frente a gru-
pos de péptidos representativos de los 4 antigenos del VIH-1 ex-
presados por MVA-B (Env, Gag, Pol y Nef). La frecuencia de
respondedores aumento significativamente después de la segunda
dosis de la vacuna, del 33 % al 67 %, y se mantuvo después de la
tercera dosis y hasta el final del estudio. La respuesta detectada es-
taba dirigida fundamentalmente frente a los grupos de péptidos
representativos del antigeno Env, aunque después de la tercera
dosis la respuesta fue mds balanceada.

En cuanto a la respuesta humoral, el 96% de los vacu-
nados desarrollaron anticuerpos de union especificos frente a la
proteina de la envuelta gp160 del subtipo B después de tres dosis
de MVA-B, que se mantuvo en el 73% de los vacunados al cabo del
afio (Figura 12A). Del mismo modo, el 100% de los vacunados des-

Figura 13: Respuesta celular especifica frente al VIH-1 en voluntarios del ensayo clinico RISVAC02. A: Frecuencia de respondedores a los diferentes tiempos. B: Porcenta-
jes de células T (D4 y T (D8 que producen IFN-y frente a los antigenos Env, Gag o GPN del VIH-1.
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arrollaron anticuerpos de unidn especificos frente al vector después de
tres dosis de MVA-B que se mantuvo en el 77 % de los vacunados al
cabo del afio (Figura 12B). Interesantemente, el 54 % de los vacunados
desarrollaron anticuerpos neutralizantes frente al aislado homélogo
BX08 del VIH-1, aunque los titulos detectados eran bajos (Figura 12()
(61).

Aunque el ensayo de ELISPOT es la técnica estandarizada
que se utiliza internacionalmente para medir la respuesta inmune ce-
lular inducida por los diferentes candidatos vacunales frente al VIH-1
que se ensayan en dinica, proporciona una informacion muy limitada.
Debido a ello se han ido implementando otros métodos analiticos mds
complejos, entre los que destaca sin lugar a dudas la citometria de
flujo multiparamétrica que permite caracterizar una célula por su fe-
notipo de superficie y, al mismo tiempo, conocer el patron de secrecion
de citoquinas, quimioquinas, capacidad proliferativa o capacidad cito-
toxica entre otras. La disponibilidad de amplios paneles de reactivos
de gran calidad facilita la aplicacion de esta técnica en la rutina clinica.
Por estas razones decidimos implementarla para llevar a cabo una ca-
racterizacion mds detallada de la respuesta inmune celular inducida
por el candidato vacunal MVA-B. El estudio se realizo en 16 voluntarios
de los 30 que se incluyeron en el ensayo RISVAC02 (13 vacunados y 3
placebos) que habian sido redutados en el Hospital Gregorio Marafidn
(Madrid) y utilizamos linfocitos de sangre periférica frescos aislados el
mismo dia de la toma de muestra de los pacientes. La caracterizacion
de la magnitud, polifuncionalidad y fenotipo de memoria de las células
T (D4 y (D8 especificas frente al VIH-1 inducidas tras la vacunacion se
realizo empleando la técnica de tincion de citoquinas intracelulares y

ANALES
RANF

www.analesranf.com

evaluando especificamente los niveles de secrecion de IFN-y, IL-2, TNF-
o y MIP-1. De forma general podemos destacar que la vacunacion
con MVA-B estimul respuestas de células T (D4 (69,2 %) y (D8 (92.3
%) especificas frente al VIH-1 en los individuos vacunados. La frecuen-
cia de respondedores después de dos dosis de MVA-B fue similar a la
obtenida después de la tercera dosis de la vacuna (75 % versus 69.2
%). Las células T CD4+ estaban dirigidas frente al antigeno Eny,
mientras que las células T CD8+ reconocian a los antigenos Env, Gag,
Pol y Nef de manera similar (Figura 13).

Entre el 25 % - 45 % de las células T especificas mostraban
un perfil polifuncional, caracterizado por la secrecion simultdnea de
dos 0 mds citoquinas. Al afio de haber comenzado el ensayo con MVA-
B analizamos la magnitud, frecuencia y fenotipo de las células T es-
pecificas de memoria incluyendo en el panel de reactivos los
anticuerpos que reconocen las moléculas de superficie CD45RA y CCR7
que definen las siguientes poblaciones de células T de memoria: cen-
trales de memoria (TCM; CD45RA-CCR7 +, efectoras de memoria
(TEM; CD45RA- CCR7-) o efectoras de memoria diferenciadas (TEMRA;
(D45RA+ CCR7-). Observamos que la magnitud y la frecuencia de la
respuesta de células T especificas se mantuvieron sin diferencias sig-
nificativas con respecto a la detectada después de tres dosis de la va-
cuna. Las células T (D4 especificas de memoria se distribuian entre los
fenotipos TEM y TCM, mientras que las células T CD8 especificas de me-
moria se distribuian principalmente entre los fenotipos TEM y TEMRA
(Figura 14) (62).

La presencia de células T con fenotipo TEM o TEMRA se ha
correlacionado con el control de la infeccion por VIH-1 (63); del mismo

Figura 14: Fenotipo de la respuesta de células T especificas de memoria frente al VIH-1. A: Distribucion de las células T CD4+ y T (D8 -+ de memoria segdn la expre-
sién de los marcadores CCR7 en combinacién con CD45RA. B: Perfiles fenotipicos representativos de las células T (D4 y (D8 especificas de memoria frente al VIH-1. (*)

p< 0.05.
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Figura 15: Respuesta humoral especifica frente al VIH-1 después de una cuarta dosis de MVA-B administrada a los cuatros afios de haber comenzado el estudio RISVAC02.
A: Niveles de anticuerpos IgG de union frente a la proteina Env del VIH-1. B: Niveles de anticuerpos neutralizantes frente al aislado autdlogo BX08 del VIH-1. C: Correlacion
entre titulos de anticuerpos IgG de union frente a la proteina Env y titulos de anticuerpos neutralizantes frente al aislado autdlogo BX08 del VIH-1.

modo, estas poblaciones han sido relevantes en el control temprano
de la infeccion por el virus de simio altamente patogénico (64), de ahi
la importancia de que sean estimuladas por el candidato vacunal MVA-
B.

Después de 4 aios de haber comenzado el ensayo clinico
RISVAC02, tratamos de contactar con los 24 voluntarios vacunados con
MVA-B para ver si accedian a recibir una cuarta dosis del vector. El es-
tudio se explicd en detalle a todos los participantes que se pudieron
localizar y que cumplian los criterios de elegibilidad. De ellos, 13 dieron
su consentimiento informado por escrito para recibir una inyeccion in-
tramuscular (1 X 108 ufp/dosis) de MVA-B y someterse a un segui-
miento por 12 semanas para evaluar la seguridad, tolerabilidad e
inmunogenicidad de la dosis tardia administrada. El estudio denomi-
nado RISVAC02 boost fue aprobado por los comités éticos institucio-
nales de los Hospitales Clinicy Gregorio Marafion y por las autoridades
regulatorias espaiolas. Los voluntarios fueron en su mayoria hombres
(92.3 %), con rangos de edad entre 24 y 53 afios. Después de la vo-
cunacion se registraron un total de 64 efectos adversos, la mayoria de
grado 1 (96 %), y no se informé ninguno de grados 3 0 4, confirmando
el perfil de seguridad de MVA-B. Al analizar la respuesta celular me-
diante la técnica de ELISPOT, observamos que previamente a la ad-
ministracion de la cuarta dosis de la vacuna el 20 % de los participantes
mantenian respuestas celulares especificas frente al VIH-1, aunque de
baja magnitud. Esta frecuencia experimentd un pequefio incremento

MVA-B como candidato vacunal frente al VIH/SIDA: de la inves-
tigacion basica a los ensayos clinicos profilactico y terapéutico.

Carmen Elena Gomez Rodriguez

tras la cuarta dosis de MVA-B (38%) y se mantuvo hasta la semana
12. El andlisis por citometria de flujo multiparamétrica confirmd estos
resultados. Después de 4 aiios, solo un 12.5% de los voluntarios man-
tenian respuestas de células T (D4+ y T (D8+ especificas. Esta fre-
cuencia se incrementd hasta el 45% a las semanas 2 y 4 después del
“hoost” tardio con MVA-B, volviendo a los niveles basales a la semana
12. La respuesta T (D4 + estaba dirigida frente a Env, mientras que
la respuesta (D8 + se dirigia de forma similar frente a los 4 antigenos.
El 20 % de las células T CD4+ y el 35 % de las células T CD8+ se-
cretaban simultdneamente dos o mds citoquinas. La respuesta frente
al vector por su parte se mantuvo en el 12.5 % de los vacunados al
cabo de los 4 afios; sin embargo, a la semana 4 después de la cuarta
dosis de MVA-B, se detectd en el 80 % de los vacunados una respuesta
T(D8+.

En cuanto a la respuesta humoral, si logramos detectar un
efecto positivo tras la cuarta inmunizacion. El porcentaje de voluntarios
con niveles de anticuerpos de union especificos frente a la proteina
gp120 homdloga se incrementd del 21.3 % detectado al cabo de los 4
afios, hasta el 92.3 % a la semana 2 después del “boost” tardio (Figura
15A). Los titulos de anticuerpos neutralizantes también se incremen-
taron significativamente, llegando a valores en el orden de 104 a este
tiempo (Figura 15B). Este titulo medio fue 10 veces mayor que el de-
tectado después de 3 dosis de MVA-B en el ensayo RISVAC02 y se en-
contraba en el mismo rango que el reportado en el ensayo de eficacia



RV144 (54, 55) o en otros estudios que emplean recombinantes basa-
dos en MVA (65, 66). Estos datos resaltan la capacidad del vector MVA-
B para inducir respuestas de anticuerpos de larga duracion frente a la
proteina Env del VIH-1, probablemente proporcionando sefiales de su-
pervivencia a las células B que les permiten expandirse eficientemente
después de un refuerzo tardio. Ademds, la cuarta dosis de MVA-B fue
capaz de inducir anticuerpos neutralizantes en suero frente al aislado
homologo del VIH-1 en mds del 75% de los voluntarios, que se corre-
lacionaron de forma positiva con los niveles de anticuerpos de union
frente a gp120 (Figura 15C) (67).

Los datos derivados de este ensayo clinico fueron publicados
en las revistas “Vaccine”, “J. Virol.” y “PLOSone”, con mi contribucion
como primera autora en 2 de ellos. En conjunto, este estudio demostro
que la inoculacion de tres dosis del candidato vacunal MVA-B en vo-
luntarios sanos siguiendo un protocolo homadlogo es segura, folerable
e inmunogénica, induciendo respuestas inmunes celulares y humorales
especificas y duraderas frente al VIH-1 en el 75% y 95% de los vacu-
nados, respectivamente, e involucrando a subpoblaciones de células T
(D4+ y (D8+ polifuncionales. Por otra parte, una cuarta dosis de la
vacuna al cabo de los 4 aios indujo aumentos moderados en las res-
puestas de células T especificas frente al VIH-1, pero aumenta signifi-
cativamente las respuestas de anticuerpos frente a la proteina Env del
VIH-1, asi como la generacion de anticuerpos neutralizantes frente al
aislado homélogo.

El ensayo clinico RISVACO2 fue el primer estudio fase | en
humanos realizado en Espaiia con un candidato vacunal frente al
VIH/SIDA. Se realizé con fondos de organizaciones piblicas y funda-
ciones privadas espaiiolas en un marco colaborativo y multidisciplinario
en el que los voluntarios representaron el pilar fundamental. Repre-
sentd un desafio para todos los centros que estuvimos involucrados,
pero el trabajo merecio la pena. Demostramos que tenemos las in-
fraestructuras necesarias para afrontar con rigor cientifico proyectos
de gran envergadura y hacer posible la traslacion de candidatos vacu-
nales desde la preclinica a los ensayos clinicos, una tarea que solo unos
pocos afortunados logran ver cumplir. Ademds, estos estudios de va-
cunacion frente al VIH tuvieron una gran difusion en los medios
(prensa, radio y television) tanto nacionales como internacionales.

3.5. MVA-B como vacuna terapéutica

Aungque la morbilidad y la mortalidad de la infeccion por
VIH-1 han disminuido drdsticamente debido a la introduccion de la te-
rapia antirretroviral combinada (TAR), el tratamiento a largo plazo
puede ocasionar resistencia a la medicacion y toxicidad, sin olvidar el
elevado coste economico que representa su implementacion, sobre todo
para paises en desarrollo que poseen altas tasas de individuos infec-
tados. Debido a ello, resulta necesario explorar nuevas estrategias te-
rapéuticas que restauren y/o potencien respuestas inmunes especificas
frente al VIH-1 que permitan controlar la replicacion viral en ausencia
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de TAR durante periodos prolongados de tiempo. Sin embargo, el des-
arrollo racional y seguro de estas intervenciones se dificulta por la falta
de pardmetros bien definidos relacionados con el control inmune del
VIH-1y la incertidumbre con respecto a las evaluaciones mds adecua-
das que deben aplicarse en los ensayos de vacunas clinicas.

Los resultados de seguridad e inmunogenicidad obtenidos
en el estudio RISVACO2 avalaron la propuesta presentada al Ministerio
de Sanidad Espaiiol para evaluar MVA-B como vacuna terapéutica
frente al VIH/SIDA. El ensayo clinico fase I, denominado RISVACO3,
fue aprobado por las autoridades regulatorias con identificador
NCT01571466 y tenia como objefivos, por un lado, evaluar la seguridad
e inmunogenicidad del candidato vacunal MVA-B en pacientes cronicos
infectados con VIH-1 que estaban en tratamiento antirretroviral (TAR)
y, por otro lado, determinar su capacidad de actuar sobre el reservorio
de virus latente y el rebote de la carga viral tras la inferrupcion con-
trolada de la terapia cuando se administra solo o en combinacion con
disulfiram, un medicamento utilizado para reactivar el reservorio viral.

Previamente a la realizacion de este estudio, nuestro grupo
evalud en qué medida los diferentes inhibidores virales que conforman
|a terapia antiretroviral en las unidades de VIH de los hospitales es-
paiioles podrian afectar a la replicacion del candidato vacunal MVA-B
en cultivos celulares establecidos y en células dendriticas humanas. Ob-
servamos que los inhibidores de VIH-1 ensayados no ejercian ningdn
efecto sobre la cinética de crecimiento del virus MVA-B in vitro, incluso
a concentraciones mds altas que las empleadas normalmente en el fra-
tamiento. Ademds, tampoco se vieron afectadas ni la cinética ni los ni-
veles de expresion de las proteinas gp120 y GPN expresadas por MVA-B
(68).

RISVAC03 fue un ensayo aleatorizado, multicéntrico y doble
ciego en el que participaron 30 voluntarios con infeccion cronica por
VIH-1 controlados por TAR y con recuentos de células T (D4 >450 cé-
lulas/mm3. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado
por escrito y fueron asignados al azar (aleatorizacién equilibrada
(2:1)) para recibir tres inyecciones intramusculares (1 < 108 ufp/dosis)
de MVA-B (n=20) o placebo (n=10) a las semanas 0,4y 16. A las 8
semanas después de la Gltima dosis de MVA-B (semana 24) se inte-
rrumpio la terapia antirretroviral y se evalud la dindmica del rebote
viral durante las primeras 12 semanas tras la inferrupcion. A un sub-
conjunto de pacientes (8 vacunados y 4 placebos) no se les interrumpi6
la TAR en la semana 24 y recibieron una cuarta dosis de MVA-B en la
semana 36 combinada con disulfiram (250 mg una vez al dia) durante
3 meses (desde la semana 36 a la semana 48). En esto grupo, la inte-
rrupcion de la terapia se realizé en la semana 48 y se evalud la dind-
mica del rebote viral igual que en el grupo principal. En el estudio
estuvieron implicados los Hospitales Germans Trias i Pujol y Clinic de
Barcelona y el Hospital Gregorio Maraiidn de Madrid.

Durante todo el seguimiento del estudio se reportaron un
total de 326 efectos adversos (257 en el grupo de los vacunados y 69
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Figura 16: Respuesta celular especifica frente a los antigenos Env, Gag, Pol y Nef del VIH-1 en voluntarios del ensayo clinico RISVAC03. Los valores representan el nimero
de células secretoras de IFN-y / 106 PBMCs frente a los antigenos del VIH-1 presentes en la vacuna MVA-B en los individuos vacunados (panel superior) y en los receptores
de placebo (panel inferior) antes de la vacunacion (BL), después de dos (W6) o tres (W18) dosis de MVA-B o en el momento de la interrupcién de la terapia (W24). La linea

discontinua representa el umbral considerado como respuesta positiva.

en el grupo placebo). EI 90% de los EA en el grupo vacunado fueron
de grado 1y el 8% de grado 2. Los clasificados como grado 3y 4 no
estuvieron relacionados con la vacunacion. Los EA mds comunes que
se registraron fueron dolor y malestar general. Estos datos confirman
que el vector MVA-B es seguro y bien tolerado, incluso en pacientes se-
ropositivos.

Cuando analizamos la respuesta celular inducida por MVA-
B mediante la técnica de ELISPOT observamos que en comparacion
con los receptores de placebo, los voluntarios vacunados con MVA-B
mostraron un aumento tanto en la magnitud de la respuesta de células
T especificas frente al VIH-1, alcanzando los maximos valores después
de la segunda inmunizacion (semana 6), como en su amplitud, lle-
gando a reconocer 7 grupos de péptidos representativos de los anti-
genos incluidos en el vector MVA-B después de tres dosis de la vacuna
(semana 18). MVA-B logr6 expandir fundamentalmente las respuestas
pre-existentes frente a Gag (Figura 16) (69).

Para ampliar estos resultados, evaluamos por citometria de
flujo multiparamétrica la magnitud, amplitud y polifuncionalidad de
las respuestas celulares especificas frente al VIH-1 inducidas y/o ex-
pandidas por el vector MVA-B en comparacion con el grupo placebo.
El estudio se realizo en 22 de los 30 voluntarios reclutados (14 vacu-
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nados y 8 placebos) debido a la disponibilidad de muestras. A dife-
rencia del grupo receptor de placebo, la vacunacion con MVA-B mejord
significativamente la frecuencia, magnitud y amplitud de las respuestas
de células T (D4 especificas frente a los antigenos Gag y GPN del VIH-
1. El nmero total de respuestas T (D4 + detectadas en el grupo de
vacunados se incrementd desde 5 (semana 0) hasta 22 tras tres dosis
de MVA-B, y se mantuvo en 16 en el momento de la interrupcion de la
terapia antirretroviral. No obstante, es dificil distinguir si las nuevas
respuestas que se detectaron provenian de células T (D4 virgenes o de
células T (D4 + preexistentes y cuyos niveles se encontraban por de-
bajo del nivel umbral de deteccion de la técnica. Por el contrario, no
hubo ninguna variacion temporal significativa en las respuestas de cé-
lulas T CD8+ asociada con la administracion de la vacuna (Figura
17).

Cuando analizamos el perfil funcional de la respuesta frente
al VIH-1 observamos que tanto en el grupo de vacunados como en el
grupo placebo las células T especificas preexistentes eran altamente
polifuncionales. En el grupo de voluntarios vacunados, el 40% de las
células T CD4+ y el 60% de las células T CD8+ exhibian al menos
dos funciones efectoras. La inmunizacion con MVA-B indujo un au-
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Figura 17: Respuesta de células T (D4 y T (D8 especificas frente al VIH-1 en voluntarios del ensayo clinico RISVACO3 determinada por citomeiria de flujo multiparamétrica.
Los grdficos representan la cinética de la respuesta de células T (D4 (panel superior) y (D8 (panel inferior) especificas frente al VIH-1 (Env-+Gag+ GPN) para cada
uno de los individuos vacunados o receptores de placebo incluidos en el ensayo a lo largo del tiempo. n representa el nimero de respuestas positivas frente a Env, Gag

y GPN a cada tiempo analizado.

mento de la frecuencia tanto de las células T CD4+ que secretan si-
multdneamente IFN-y + IL-2 4 TNF-ct, como de las células T (D8 +
que secretan simultdneamente (D107a. + IFN-y + TNF-o.. La va-
cunacion también mejoro las frecuencias de células T CD4+ con feno-
tipo efector de memoria (70).

Cuando se analizo el efecto de la vacunacion sobre la res-
puesta humoral observamos que no hubo ninguna variacion temporal
significativa ni en los niveles de anticuerpos de union a Env ni en su
capacidad neutralizante que pudiera asociarse con la administracion
de MVA-B. La gran mayoria de los participantes presentaban niveles
altos y variables de anticuerpos de union a gp120 (100 % en ambos
grupos) y a la region V1/V2 de gp120 (75 % y 67 % en vacunados y
placebo, respectivamente) al inicio del estudio, que se mantuvieron
sin cambios a lo largo del mismo. Igualmente, la actividad neutrali-
zante de los anticuerpos frente al aislado homélogo fue muy variable
entre los diferentes pacientes, pero no hubo cambios significativos des-
pués de la vacunacion.

Después de la interrupcion de la terapia se cuantificaron ni-
veles detectables de carga viral en el plasma (pVL) de todos los pa-
cientes. Sin embargo, hubo un retraso moderado, pero significativo,

en la cinética de rebote viral en los voluntarios que recibieron MVA-B,
pero no el disulfiram, durante las primeras 4 semanas después de la
interrupcion (Figura 18).

El tratamiento con disulfiram no demostrd tener ningdn
efecto en términos de reactivacion del VIH-1 latente. El tamario del re-
servorio proviral latente en células T CD4+ circulantes en la semana
48 (12 semanas después del tratamiento con disulfiram) no difiri6 sig-
nificativamente del detectado en la semana 36. A pesar de que no hubo
correlacion debido al tamaiio muestral, observamos que en el mo-
mento en que se interrumpid la terapia antiretroviral (semana 24),
los individuos vacunados que tenian un retraso en la cinética de rebote
viral presentaban frecuencias mds elevadas de células T (D8 especificas
frente a Gag, porcentajes mds altos de células T (D4 especificas frente
al VIH-1 con fenotipo efector de memoria y titulos mds altos de anti-
cuerpos de union anti-V1/V2 de gp120. Sin embargo, estos pardmetros
inmunoldgicos no fueron suficientes para el control del VIH-1 en los
voluntarios vacunados. Esta observacion podria estar relacionada con
el aumento moderado que se induce tras la vacunacion de los niveles
del marcador de agotamiento celular PD-1 detectados en la poblacion
de células T CD8+ (71).
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Figura 18: Rebote de la carga viral del VIH-1 después de la interrupcion de la terapia antirretroviral (TAR). Se representan los valores individuales de carga viral plsmd-
tica (pVL) antes del inicio de TAR (—4) y durante el periodo de interrupcion controlada de TAR en los diferentes grupos.

Si bien los resultados de cohortes transversales de infeccion
natural por VIH apuntan a varios marcadores inmunes asociados con
la carga viral, no se han identificado pardmetros inmunes sélidos que
puedan servir como predictores confiables del control viral en pacientes
que reciben vacunas terapéuticas e interrumpen el fratamiento anti-
rretroviral (72). En este sentido, el ensayo RISVACO3 permitid integrar
pardmetros viroldgicos e inmunolagicos que podrian pronosticar el re-
traso dlinicamente modesto, pero estadisticamente significativo, que
se produjo en la cinética de rebote viral de los individuos vacunados
con MVA-B y asi definir predictores del control viral. Para ello, se ana-
lizaron las respuestas inmunes de células Ty B especificas que se des-
arrollaron tras la inferrupcion del tratamiento, se realizaron estudios
filogenéticos de la poblacion viral antes y después de la interrupcion,
determinando el ndmero de mutaciones de escape presentes en Gag
asociadas al antigeno leucocitario humano-I (HLA-1) y se midié de
forma precisa los niveles de ADN proviral del VIH-1 en células T (D4
de los voluntarios antes de la vacunacion y después de la inferrupcion
de la terapia. Todos estos pardmetros se integraron en un modelo de
regresion lineal que también fenia en consideracion la presencia de
alelos protectores de HLA-I (B57, B270 y B51), si los voluntarios habian
sido receptores de vacuna o de placebo, la administracion de disulfiram,
los conteos de células T (D4 y la carga viral en plasma antes del tra-
tamiento. De todos ellos, la Gnica variable que se asocid independien-
temente con el tiempo de retraso del rebote viral fue el nivel de ADN
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proviral del VIH-1 presente antes de la vacunacion. Un nivel bajo de
ADN proviral del VIH-1 antes de la vacunacion se asocié de forma in-
dependiente con un retraso en el rebote viral y un pico de viremia
menor después de la interrupcion del tratamiento. A su vez, un pico
de viremia pequeio también se correlaciond positivamente con un ng-
mero reducido de polimorfismos en la secuencia de Gag asociados a
alelos HLA-I presentes en la poblacion de virus de rebote. Estos resul-
tados sugieren que tanto los niveles de ADN proviral del VIH-1 como
la cantidad de polimorfismos en Gag asociados a HLA-I pueden ser
considerados como pardmetros viroldgicos que influyen en el resultado
clinico de las interrupciones estructuradas del fratamiento. A pesar de
que estos datos deberdn ser validados en ensayos clinicos mds exten-
50, su incorporacion en futuros ensayos de vacunas terapéuticas podria
contribuir a la implementacion de interrupciones del tratamiento
mucho mds seguras (73).

En conjunto, los resultados del ensayo clinico RISVAC03 de-
mostraron que el vector MVA-B es seguro, tolerado e inmunogénico
en pacientes con infeccion cronica por VIH-1 controlados por trata-
miento antirretroviral. La vacunacion por MVA-B expandid y también
indujo nuevas respuestas de células T CD4 especificas, polifuncionales
y de fenotipo TEM dirigidas principalmente frente a los antigenos Gag
y GPN'y, aunque mantuvo la espedificidad de antigeno, frecuencia, am-
plitud, polifuncionalidad y perfil fenotipico de las respuestas de células
T (D8 especificas pre-existentes, también provocé un aumento mode-




rado de su agotamiento. Independientemente del beneficio inmuno-
logico, la respuesta inducida por MVA-B no es capaz de controlar el
rebote viral que se produce tras la interrupcion del tratamiento anti-
rretroviral, lo que indica que es necesario optimizar su uso empleando
estrategias combinadas de vacunacion en protocolos heterdlogos junto
a ofros vectores e incluso utilizando inmunomoduladores que reviertan
el estado de agotamiento que presentan de base las células T (D8 +
en pacientes cronicos y que de forma moderada se incrementa tras la
vacunacion.

4. PERSPECTIVA ACTUALY EXPERIMENTACION FUTURA

Existe un consenso a nivel cientifico de que el candidato va-
cunal ideal frente al VIH debe ser capaz de estimular tanto una res-
puesta de anticuerpos ampliamente neutralizante que proteja frente
a la infeccion viral como una respuesta celular potente que garantice
la eliminacion de las células infectadas. Sin embargo, el desafio para
obtener este candidato ideal radica en que los antigenos virales, los
sistemas de administracion, los adyuvantes y el entorno de citoquinas
y quimioquinas que promueven la respuesta humoral deseada no son
los mismos que garantizan una respuesta celular potente. Por ello, la
opcion mas realista para superar este desafio consiste en la combina-
cion de candidatos vacunales que de forma independiente estimulen
una de estas ramas del sistema inmune, empleando protocolos hete-
rdlogos de inmunizacion.

El ensayo clinico RV144 ha ido marcando el ritmo sobre los
pardmetros inmunoldgicos que deben tenerse en consideracion a la
hora de evaluar nuevas estrategias vacunales frente al VIH-1; de ahi
que la mayoria de los ensayos determinen el nivel de anticuerpos no
neutralizantes frente a la region V1/V2 de gp120 o la funcion efectora
ADCC de los anticuerpos IgG generados frente a la envuelta como una
estrategia para identificar un régimen de vacuna eficaz. De hecho,
cada vez se investiga mds en la identificacion de correlatos inmunes
asociados a riesgo de infeccion utilizando muestras procedentes de los
ensayos de eficacia que se han realizado en humanos y de estudios en
primates no humanos. Recientemente se ha publicado un trabajo en
el que se sugiere que en proximos ensayos de eficacia se tengan en
consideracion ademds de los pardmetros descritos en el ensayo RV144,
la funcion efectora ADCP (fagocitosis celular dependiente de anticuer-
pos) de los anticuerpos IgG generados frente a la envuelta, la presencia
de anticuerpos de isotipo 1gG3 con reactividad cruzada y el nivel de
células T CD8+ polifuncionales como correlatos inmunes mecanisticos
de profeccion, ya que todos ellos estuvieron asociados a un menor
riesgo de infeccion por VIH-1 en los ensayos evaluados (74).

Por otra parte, ademds de los correlatos empiricos derivados
de los diferentes ensayos, se ha determinado el fipo de respuesta in-
mune que se genera en un grupo de pacientes seropositivos que con-
trolan de forma natural lo infeccion sin necesidad de terapia
antirretrovial llamados controladores de élite. En ellos se ha eviden-
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ciado: (i) la presencia de anticuerpos neutralizantes de amplio espec-
tro, incluso dirigidos frente a diferentes determinantes antigénicos del
trimero de gp120; (ii) la existencia de respuestas celulares mediadas
por linfocitos T CD8-+ con perfil polifuncional, principalmente frente
al antigeno Gag del VIH-1; y (iii) la deteccion de anticuerpos de union
frente a la proteina de la envuelta con isotipos mds funcionales (IgG3),
con mayor afinidad por receptores de Fcy mejores funciones efectoras
(ADCC). Estos hallazgos también han dirigido el curso de la generacion
de nuevas estrategias vacunales hacia la bisqueda de candidatos que
mimeticen esta inmunidad. Por un lado, se desarrollan inmundgenos
que generen anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, por ejem-
plo, mediante el disefio de vacunas guiadas por estructuras moleculares
o usando proteinas de la envuelta en conformacion nativa; y, por otro
lado, se ha seguido explorando en la bisqueda de inmundgenos po-
tenciadores de la respuesta celular también de amplio espectro. En
este sentido, las construcciones sintéticas que emplean regiones con-
servadas del proteoma viral implicadas funcionalmente con proteccion
o el desarrollo de proteinas tipo Mosaico constituyen las aproximacio-
nes mds prometedoras.

Los ensayos clinicos RISVAC02 y RISVACO3 evidenciaron que
la administracion de MVA-B en un sistema homélogo de vacunacion
con fines profildcticos o terapéuticos, a pesar de ser inmunogénica, no
logra controlar el rebote viral una vez interrumpida la terapia, evi-
denciando la necesidad de realizar cambios significativos que permitan
mejorar estos resultados. En este sentido, y desde la perspectiva de los
avances mds relevantes en campo, hemos optado tanto por optimizar
los antigenos incluidos en el vector, como por explorar estrategias he-
terdlogas que combinen varios vectores para asi potenciar la calidad
de la respuesta inmune generada.

Para evitar la inmunodominancia que ejerce el antigeno de
la envuelta del VIH-1 sobre los antigenos Gag-Pol-Nef que se co-ex-
presan desde el vector vacunal MVA-B y detectada tanto en el ensayo
profildctico como en el terapéutico, hemos disefiado un inmundgeno
multi-epitopico destinado a activar células T, denominado TMEP-B.

Este antigeno sintético incluye aquellas regiones de las pro-
teinas Gag, Pol y Nef del VIH-1 pertenecientes al subtipo B que estdn
ampliamente conservadas entre los diferentes aislados virales circu-
lantes y que se han asociado funcionalmente con el control viral. Este
tipo de aproximacion basada en el uso de epitopos en vez de en anti-
genos completos ofrece una serie de ventajas entre las que destacan
su seguridad, inmunogenicidad y una mayor cobertura poblacional ya
que permite tanto la inclusion de aquellas regiones antigénicas rele-
vantes para la proteccion que pueden unirse a un nGmero mdximo de
moléculas de HLA) cubriendo toda la diversidad poblacional, como la
exclusion de aquellas secuencias que se han relacionado con virulencia.
Los inmundgenos basados en elementos altamente conservados del
VIH-1 se desarrollan bajo la premisa de que las mutaciones que se ge-
neran en las regiones conservadas como consecuencia de un mecanismo
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viral de evasion de la respuesta inmune del hospedador tendrian un
elevado coste para la replicacion del virus, generdndose variantes mds
susceptibles de ser eliminadas por el sistema inmune. Ademads, este
tipo de inmundgenos modifican las jerarquias de inmunodominancia
observadas en la infeccion por VIH-1y en las vacunas que codifican
antigenos virales nativos, ya que dirigen la respuesta de las células T
a regiones que son subdominantes y poco inmunogénicas en el contexto
de la proteina completa.

El nuevo inmundgeno TMEP-B ha sido introducido en un vec-
tor de ADN (ADN-TMEP) y también expresado desde MVA (MVA-TMEP)
para en ambos casos ensayarlo en protocolos heterélogos combinado
con MVA-B. Ambos vectores han sido caracterizados in vitro y evaluados
in vivo de forma comparativa con el sislema homélogo MVA-B/MVA-
B que representa el protocolo empleado en clinica. El uso de una pri-
mera dosis o “prime” con ADN-TMEP seguido de una dosis refuerzo o
“boost” con MVA-B indujo respuestas de células T (D8 especificas frente
al VIH-1 significativamente superiores, con un reconocimiento de epi-
topos mds amplio y un perfil polifuncional mayor que la combinacion
homéloga MVA-B/MVA-B. Ademds, también se detectaron respuestas
mds elevadas de células T (D4 y T cooperadoras foliculares (Tfh) es-
pecificas frente al VIH-1 usando este régimen (75). Del mismo modo,
la combinacion ADN-TMEP/MVA-TMEP también fue significativamente
superior a la combinacion MVA-B/MVA-B expandiendo de forma efi-
ciente la respuesta especifica frente al antigeno Gag (76). Estos resul-
tados, aunque adn preliminares, demuestran un cambio en el patron
de inmunodominancia estimulado por MVA-B, expandiendo la res-
puesta especifica frente a epitopos funcionalmente relacionados con
proteccion frente a la infeccion. Actualmente estamos involucrados en
desarrollar vectores de ARNm que producen la proteina TMEP-B para
su posterior evaluacion como plataforma alternativa a los vectores de
ADN y para ensayarlos en combinacion con los vectores recombinantes
basados en MVA.

Otro factor limitante del vector MVA-B es que expresa la pro-
teina gp120 de la envuelta del VIH-1 en forma monomérica y, por lo
tanto, logrando estimular solamente anticuerpos que neutralizan el
aislado autdlogo.

Durante la 6ltima década, la implementacion de técnicas de
aislamiento, cultivo y clonacion de células B individuales aplicada a
muestras infectadas por VIH-1 ha permitido la identificacion de una
nueva generacion de anticuerpos neutralizantes de amplio espectro
(bNAbs) que reconocen un gran nimero de cepas del VIH-1 con gran
potencia. Estos anticuerpos, presentes en un porcentaje muy bajo de
pacientes (1%), se desarrollan después de varios afios de infeccion (2-
4 afios) y requieren extensos procesos de hipermutacion somdtica. Su
descubrimiento ha abierto nuevas vias para la investigacion bdsica en
inmunologia, biologia estructural y vacunologia. Gracias a ellos se ha
podido avanzar enormemente en el disefio de proteinas de la envuelta
que adopten estructuras triméricas con una conformacion similar a la
envuelta “nativa” expresada en la particula viral.
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En este sentido, también estamos trabajando en el desarrollo
de nuevos vectores recombinantes basados en MVA que expresen dis-
tintas formas de la proteina trimérica gp140 del VIH-1 con capacidad
para inducir anticuerpos de amplio espectro de accion frente al VIH-1
en modelos animales. En una primera aproximacion hemos generado
vectores recombinantes que expresan la proteina trimérica gp145 an-
clada a membrana sola (MVA-gp145), o conjuntamente con la poli-
proteina GPN que fue optimizada para sufrir procesamiento
proteolitico y liberar particulas similares a virus (VLPs) inducidas por
Gag (MVA-gp145-GPN). Estos vectores son capaces de expresar la pro-
teina gp145 en la membrana de las células infectadas y exponer epi-
topos criticos que son reconocidos por un amplio panel de bNAbs,
indicando una conformacion similar a la nativa. Ademds, en el doble
recombinante la proteina de la envuelta también se incorpora en las
VLPs inducidas por Gag. En estudios in vivo ambos recombinantes ad-
ministrados en sistema homdlogo generan respuestas de células T es-
pecificas frente al VIH-1y activan células B especificas frente a Env del
centro germinal que correlacionan con altos niveles de anticuerpos de
unién especificos frente a Env (77). Los proximos pasos con estas cons-
trucciones implican su evaluacion en conejos para poder determinar
la capacidad neutralizante de los anticuerpos que logran inducir.

Estos nuevos estudios en los que estamos implicados, junto
con otros dirigidos a la eliminacion de los reservorios virales en per-
sonas infectadas y financiados por la Union Europea, proyectos HIVA-
CARy EHVA, nos permitirdn definir con qué antigeno optimizado y con
qué régimen de inmunizacion procederemos en un futuro para conse-
guir respuestas celulares y humorales dptimas que nos permitan con-
trolar la infeccion por VIH. La lucha contra el VIH es una prioridad
sanitaria en la que estdn implicados muchos paises, entre ellos Espaiia,
y constituye una gran satisfaccion personal poder colaborar estrecha-
mente con los mejores equipos de investigacion mundiales, destacando
la perseverancia que nos debe de conducir a alcanzar ese logro final
de la eliminacion de uno de los virus con mayor tasa de mortalidad
global.
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