Vacunas

Vacunas preventivas contra el virus
de la inmunodeficiencia humana

FELIPE GARCIA

Unidad de Investigacién en Inmunopatogenia del VIH. Servicio de Enfermedades Infecciosas. Institut d’'Investigacions Biomediques August Pi I Sunyer

(IDIBAPS). Hospital Clinic. Universidad de Barcelona. Barcelona. Esparia.

fgarcia@clinic.ub.es
Felipe Garcia ha recibido una beca de investigacién de IDIBAPS.

El nimero de pacientes infectados por el virus de la inmunode-
ficiencia humana (VIH) en todo el mundo se aproximaba a los
40 millones de personas al final de 2004, basado en las estima-
ciones de Joint United Nation programme on HIV/AIDS!.
Aunque la morbilidad y la mortalidad asociada al VIH han dis-
minuido sustancialmente con la introduccién de terapias anti-
rretrovirales de alta eficacia en los Estados Unidos y Europa, no
ocurre igual en los paises en desarrollo. Se ha estimado que se
infectan unas 14.000 personas al dia (5 millones al afio) por el
VIH, el 95% en los paises en vias de desarrollo!. Con la dispo-
nibilidad limitada del tratamiento antirretroviral en la mayoria
del mundo, el énfasis para combatir la epidemia del VIH se ba-
sa en las medidas preventivas. Por desgracia, estas medidas pre-
ventivas han tenido un resultado muy limitado. Ademas, el tra-
tamiento antirretroviral, que ha tenido éxito en disminuir la
morbilidad y la mortalidad asociada con la infeccién por el
VIH?, tiene importantes limitaciones en forma de toxicidades,
interacciones medicamentosas y riesgos de desarrollar resisten-
cias. El desarrollo de una vacuna frente al VIH que pudiera
conducir a una caida en la tasa de nuevas infecciones por el
VIH o retrasar la progresion a sida es capital.

Puntos clave

Q El desarrollo de una vacuna frente al VIH que

™ pudiera conducir a una caida en la tasa de
nuevas infecciones por el VIH o retrasar la
progresion a sida es capital.

b La vacuna ideal necesitaria inducir tanto
anticuerpos como respuestas mediadas por
células, tanto en las mucosas como sistémicamente.

) Se estan intentando desarrollar vacunas con
subunidades del VIH que imitan la estructura
tridimensional y las regiones conservadas del VIH.

’ En el estudio con AIDSVAX B/E no se observo
~ que la vacuna protegiera de la infeccion por el VIH.

Q} La Iniciativa Global para la obtencion de una

~ vacuna contra el sida tiene como objetivo
fomentar y coordinar la investigacion sobre
vacunas contra el sida.
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Obstaculos en el desarrollo
de una vacuna frente al VIH

Actualmente, el arsenal terapéutico contra la infeccién por el
VIH es muy completo y hay perspectivas de que siga crecien-
do de forma importante en los préximos afios. En contraste
con esta situacion, la investigacion de una vacuna frente a la
infeccién por el VIH ha tenido un éxito limitado. Las razo-
nes que explican las dificultades asociadas con la investigacién
de una vacuna contra el VIH son multiples. La diversidad ge-
nética, la rapida tasa de replicacién y la alta frecuencia de mu-
taciones inherentes al VIH son barreras importantes para el
desarrollo con éxito de una vacuna frente a esta enfermedad.
Los aislados del VIH tipo 1 se ha clasificado en 3 grupos: M
(main), O (outlier) y N (new). Cada uno estd dividido en sub-
tipos. Por ejemplo, el grupo M se divide en subtipos A a J. Los
subtipos son variantes genotipicas y fenotipicas del virus, y la
homologia entre subtipos se estima en el 60%. Diferentes sub-
tipos son caracteristicos de diferentes regiones geogréficas. Por
ejemplo, el subtipo B es predominante en Europa y América
de Norte. Ademis de las diferencias genéticas inherentes a los
subtipos, el VIH exhibe tasas de replicacion extrema y altas ta-
sas de mutacién, debido a fallos en la “lectura” por parte de la
transcriptasa inversa. Una combinacién de estos factores no
puede sélo conducir a variantes genéticas del VIH entre dife-
rentes individuos, sino también a una poblacién de virus gené-
ticamente diferentes en el mismo individuo. Asi, una vacuna
efectiva que produzca una respuesta inmune frente a un subti-
po o cepa viral puede no necesariamente proporcionar protec-
cién contra otras®.

Otros obstéculos importantes en la investigacién de la vacuna
frente al VIH (sobre todo, para la induccién de produccién de
anticuerpos neutralizantes) se deben a: ) la envuelta estd al-
tamente glucosilada, lo que la hace no inmunogénica; 4) tiene
una conformacién variable, y el sitio mds sensible —el sitio de
unién al receptor de la quimiocina— no se expone, a no ser
que se haya unido a CD4; ¢) el sitio de unién del CD4 estd
situado profundamente y los anticuerpos tienen dificil acceso
a él,y d) ademas, los carbohidratos que son partes cruciales de
la superficie de la gp120 estin protegidos por asas hipervaria-
bles, lo que implica que varien sin coste alguno para el virus,
lo que permite un escape a los anticuerpos neutralizantes*®.
A todo esto se une la falta de un modelo animal adecuado, el
conocimiento limitado de la respuesta inmunitaria que ofrece
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proteccién frente a la infeccién por el VIH, que las vias de in-
feccién son varias (hematdgena, via sexual, transmisién ma-
ternofetal, por leche materna, etc.)”. Por tanto, la vacuna ideal
necesitarfa inducir tanto anticuerpos como respuestas media-
das por células, tanto en las mucosas como sistémicamente®.
La complejidad de todo lo anterior es determinante en la len-

ta progresion del desarrollo de una vacuna para el VIH.

Estrategias de vacunacion tradicionales.
Ensayos clinicos en fase III

Tradicionalmente, se han utilizado vacunas de virus vivos ate-
nuados para la prevencién de infecciones (p. ej., sarampion,
parotiditis o rubéola). Estas vacunas son altamente inmuno-
génicas porque imitan la infeccién natural tanto en la res-
puesta celular como humoral®?. Esto resulta en induccién de
inmunidad de por vida después de una o dos dosis. En con-
traste las vacunas que utilizan organismos muertos o subuni-
dades no imitan la infeccién, y la administracion de estas va-
cunas induce sélo una respuesta humoral. Se requieren
recuerdos periédicos para mantener anticuerpos en las con-
centraciones adecuadas. Se utilizan, ademds, adyuvantes co-
mo las sales de aluminio para incrementar estas respuestas
que a veces son muy pobres. Algunas de estas estrategias de
vacunas tradicionales no se pueden realizar para prevenir la
infeccién por el VIH debido a problemas de seguridad®13 o
porque su eficacia ha sido nula cuando se han utilizado!*15,
Por ejemplo, las vacunas vivas atenuadas estin prohibidas en
humanos, ya que el virus de la inmunodeficiencia del simio
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(SIV) altamente atenuado que protegia a macacos adultos de
infecciéon por el VIH producia sida en macacos neonatos,
ademds de que unos cuantos de los macacos adultos desarro-
llaron sida posteriormente!>13. Mis atin, el grado de atenua-
cién se correlacioné de forma inversa con la inmugenicidad!.
Las vacunas de virus muertos han dado resultados nulos en
ensayos clinicos!®!5. Se han intentado otras aproximaciones,
como vacunar con subunidades del VIH como Env, Tat o
p24; sin embargo, los resultados de los ensayos clinicos en fa-
se I/IT han sido muy desalentadores'®!”. Actualmente, se es-
tan intentando desarrollar vacunas con subunidades del VIH
que imitan la estructura tridimensional y las regiones conser-
vadas del VIH1S,

Ensayos clinicos que evaltdan la inmunogenicidad, la seguri-
dad y la eficacia de candidatos de vacunas del VIH son limi-
tados. Mientras que 27 vacunas del VIH preventivas estin
siendo evaluadas respecto a la inmunogenicidad y la seguridad
en estudios en fase I o fase I-11, sélo 3 vacunas han entrado en
ensayos en fase ITI°. Estos ensayos en fase II1 han intentado
examinar la eficacia de la vacuna preventiva del VIH en po-
blaciones de alto riesgo, y s6lo una estd actualmente en pro-
gresoé. Los resultados de 2 ensayos en fase III se han comuni-
cado recientemente!?22. La vacuna de gp120 recombinante
AIDSVAX B/B (VaxGen, Inc.) se evalué en poblaciones de
Norteamérica y Europa, mientras que AIDSVAX B/E se eva-
lué en Tailandia. La poblacién de estudio en el ensayo con
AIDSVAX B/B consistié en 5.417 varones VIH negativos no
usuarios de drogas via parenteral (94%) y mujeres (6%) con
alto riesgo de adquirir la infeccién??. Los resultados de este
estudio no mostraron diferencias significativas en la tasa de
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infecciones por el VIH entre los grupos que recibieron vacuna
o el que recibié placebo (el 5,7 y el 5,8%, respectivamente).
En el estudio con AIDSVAX B/E, la poblacién de estudio
comprendié 2.546 individuos VIH negativos que eran droga-
dictos por via intravenosal?. No se observé que la vacuna pro-
tegiera de la infeccion por el VIH (tasas de infeccion por el
VIH: el 8,4 frente al 8,3% en grupos de vacunados y placebo,
respectivamente)w. Estos resultados eran esperables, ya que la
gp120 recombinante habia mostrado malos resultados en es-
tudios previos. Actualmente, se estd llevando a cabo otro en-
sayo fase III para la prevencion de la infeccién por el VIH con
una estrategia denominada prime-boost, los componentes de
esta combinacion son el vector viral canarypox (ALVAC) y la
AIDSVAX B/E, con lo que se espera estimular tanto las res-
puestas humorales como las celulares. Se espera que este estu-
dio reclute a 16.000 individuos. Sin embargo, actualmente
hay pocas esperanzas de que los resultados sean positivos. To-
do lo anterior lleva a que se plantee la necesidad de desarrollar
nuevas estrategias para una vacuna preventiva para el sida co-
mo pudieran ser las vacunas de virus recombinantes.

Vacunas de virus recombinantes

Las vacunas de virus recombinantes utilizan virus o bacterias
atenuados como portadores de genes del VIH modificados al
huésped. Esta informacién genética del VIH se incorpora al
genoma del vector y se producen las proteinas del VIH. El
huésped produce entonces respuestas inmunolégicas contra
estas proteinas del VIH. Debido a la falta de éxito de las va-
cunas capaces de inducir anticuerpos neutralizantes, ha creci-
do el interés en generar vacunas capaces de inducir respuestas
mediadas por células. Este tipo de vacunas son las que se es-
tan estudiando mas intensamente en la actualidad en muchos
centros en estudios en fase I/116:723. Ejemplos de vectores
potenciales incluye fanarypox24, adenovirus?>20, vaccinia An-
kara modificado (MVA) y vaccinia atenuado (NYVAC)?7-%8,
También se estén probando vacunas con ADN desnudo co-
mo vector, aunque su inmunogenicidad es escasa, la propuesta
es que se den con un esquema de prime-boosting junto con vi-
rus recombinantes.

Entre los vectores utilizados como portadores de antigenos
VIH, MVA ha mostrado que es capaz de inducir respuestas
citotéxicas HIV—especiﬁcasZ9’31. Se ha demostrado que MVA
es segura en humanog3%33 y se estd utilizando actualmente en
numerosos ensayos clinicos de vacunas para VIH6:23,33-35,
Dentro de la familia de los poxvirus atenuados, se ha utiliza-
do también NYVAC portando multiples antigenos VIS/HIV
en monos®®37. NYVAC es una cepa de virus vaccinia alta-
mente atenuada generada por la deleccién de 18 open reading
frames del genoma viral, que afecta a genes no esenciales para
el crecimiento del virus en algunas lineas celulares, pero que
son importantes para la virulencia en modelos animales38.
MVA se ha generado tras pasar por fibroblastos de embrién
de pollo mas de 500 veces, perdiendo cerca del 15% de infor-
macién genética y la habilidad para crecer en humanos3’.
Tanto NYVAC y MVA se han estudiado en profundidad*’-+3
y se ha demostrado que comparten genes deleccionados co-
munes, aunque la mayoria de los genes deleccionados son di-
ferentes entre las 2 cepas virales. Respecto a los péptidos co-
rrespondientes a epitopos CTL administrados con adyuvante
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o0 en vectores recombinantes se ha demostrado que son inmu-
nogénicos, pero su utilizacién estd limitada debido a la varia-
bilidad HLA y a la alta tasa de mutacién del virus. Una estra-
tegia que tenga como diana tantas proteinas virales como sea
posible y que no esté restringida a unas cuantas moléculas
HLA tiene mds probabilidades de tener éxito. Hasta la fecha,
pocos candidatos de la vacuna han utilizado proteinas que
contienen multiples determinantes del VIH y poco es sabido
sobre la amplitud y la magnitud de las respuestas contra estas
vacunas. Dentro de la estructura de EUROVACC, que es un
esfuerzo europeo para desarrollar vacunas y favorecer la reali-
zacién de ensayos clinicos, se han realizado prototipos de va-
cuna que llevan una fusién de los genes de VIH-1 gag, po/y
nef (desarrollado por el Dr. Mariano Esteban en Centro Na-
cional de Biotecnologia en el entorno de EUROVACC). Se
ha demostrado en modelos animales que MVA y NYVAC
expresando esos genes indujeron respuesta de células T pro-
ductoras de interferon-gamma y citotoxicas?/ 2844,

Respuestas inmunitarias protectoras

La identificacién de qué respuestas inmunitarias serfan pro-
tectoras seria un paso muy importante en el desarrollo de una
vacuna preventiva para el VIH. Numerosos investigadores es-
tan intentando definir estas respuestas inmunolégicas exami-
nando distintas poblaciones de individuos con multiples ex-
posiciones de alto riesgo al VIH y que han permanecido sin
infectar®® o que estdn infectados, pero que progresan muy
lentamente*6:7.

Respecto a la monitorizacién inmunoldgica de estas respues-
tas inmunitarias protectoras, el requisito fundamental de una
vacuna para prevenir la infeccién es que induzca titulos altos
de anticuerpos neutralizantes y anticuerpos con amplia acti-
vidad neutralizante. Respecto a la inmunidad celular, la si-
tuacién es mds compleja. Las observaciones que van a favor
de una papel protector de la inmunidad mediada por células
son predominantemente indirectas*®-51. Recientes avances
que delinean la complejidad funcional tanto de células
CD4+ como CD8+ han hecho replantear las estrategias ac-
tualmente utilizadas para monitorizar las respuestas inmunes
inducidas por las vacunas. Aunque la medicién de las células
secretoras de interferén-gamma después de la estimulacién
especifica de antigeno utilizando el ensayo de ELISPOT
puede ofrecer informacién sobre la inmunogenicidad de una
vacuna, puede ser insuficiente para definir una respuesta in-
munitaria protectora, por lo que determinar la diversidad
funcional de la respuesta inmunitaria inducida por la vacuna
puede ser necesario. Ademis, la deteccién de células secreto-
ras de interferén-gamma puede ofrecer sélo una informacion
limitada sobre la durabilidad de la respuesta inmunitaria in-
ducida por la vacuna. La secrecion de interferén-gamma es
tipica de la fase temprana (efectora) de la generacion de la
respuesta inmunitaria, pero disminuird con el aclaramiento
del antigeno. Por el contrario, la secrecién de interleucina
(IL) 2 es tipica de la respuesta de células T de la memoria de
larga duracién (predominantemente CD4+) y asi puede ser
un buen marcador de las células memoria a largo plazosz. No
se puede excluir la posibilidad de que ciertas vacunas sean
pobres inductoras de respuestas interferon-gamma, mientras
que pudieran estimular las respuestas IL-2 dominantes. De



esta forma, la monitorizacién de las respuestas espe-
cificas de vacunas deberia ser extendido apara detec-
tar células secretoras de IL-2.

Existen estudios que apoyan que 3 categorias de cé-
lulas CD8 memoria pueden definirse segtn la expre-
sion de CD45RA y CCR7°3%%: 4) Tepp 0 células
memoria efectoras, que predominan en infecciones
en las que persisten relativamente altos valores de
antigeno; son CD45RA-CCR7-, migran a través de
tejidos no linfoides y tienen un alto potencial citoté-
xico, pero pobre capacidad proliferativa; son las célu-
las memoria que monitorizan los tejidos para detec-
tar la presencia de patégenos; &) Ty, 0 células
memoria central, que predominan en infecciones en
las que el antigeno se aclara de forma completa, son
CDA45RA-CCR7+, migran a través de tejidos linfoi-
des y tienen un pobre potencial citotéxico inmediato,
pero alta capacidad proliferativa; son las células que
reconocen antigenos en érganos linfoides y experi-
mentan rdpida expansion con el objetivo de generar
un gran nimero de células efectoras, y ¢) Tgapyp ©
células memoria terminales, que predominan en infecciones
en las que persiste valores bajos de antigeno, son
CD45RA+CCR7-, migran a través de tejidos no linfoides y
tienen un muy rdpido potencial citotéxico, pero pobre capaci-
dad proliferativa, excepto en presencia de ayuda de células
CD4+. Hay datos relativamente limitados sobre los fenotipos
de las células CD8 que emergen en la poblacion de células
memoria tras las vacunaciones. En modelos animales, cuando
se vacunan con el SIV vivo atenuado, las células memoria in-
ducidas son tanto Ty, como TCM23' Sin embargo, las inmu-
nizaciones con ADN-MVA indujeron respuestas sobre todo
del tipo TCMZS‘ Por tanto, la determinacién de la madura-
cién/diferenciacion de las células CD8 especificas de VIH-1
tiene importancia no sélo para determinar qué tipo de res-
puesta inducen las vacunas, sino para entender cémo cambia
la dindmica de las respuestas inmunitarias (o los patrones de
contraccién en memoria) segun el tipo de vacuna. Por dltimo,
no s6lo es necesario conocer el tipo y la funcién de las res-
puestas CD8 especificas de VIH-1 inducidas, sino que tam-
bién es importante el andlisis del nimero de células que son
estimuladas mediante la determinacién con tetrdmeros, ya
que se ha visto que diferentes tipos de vacunas son capaces de
inducir una magnitud diferente de respuesta®3.

De esta forma, aunque los ensayos de ELISPOT pueden ser
adecuados para un screening inicial de la inmunogenicidad de
un nimero importante de muestras de los ensayos clinicos,
otros ensayos (como la deteccién de la produccién intracelu-
lar de citocinas [ICC] de linfocitos CD4/CD8 especificos de
VIH-1, identificadas mediante tetrimeros y la determinacién
de la maduracién/diferenciacion de las células CD8 especifi-
cas de VIH-1) pueden ser necesarios para caracterizar de for-
ma completa las respuestas de células T memoria inducidas
por las vacunas.

Conclusion
Segtn la Global HIV/AIDS Vaccine Enterprise’, la identifi-

cacién de qué tipo de vacuna inductora de respuestas celulares
T sea mds prometedora es una prioridad urgente (fig. 1). Para

LAB A \

LABB

IABC ——»

LAB D /
‘\ para inmunidad celular,
humoral e innata

Figura 1. Seleccion de inmundgenos candidatos individuales y en combinacion.

GMP: guanosinmonafosfato.
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Andlisis de datos

Problemas regulatorios
Revisién ética

Entrenamiento

Estandarizacién de ensayos

esto, es necesario realizar ensayos en fase I/II en humanos
con aquellas vacunas que hayan demostrado que sean capaces
de inducir inmunogenicidad y seguridad en modelos anima-
les. Sin embargo, estos ensayos en numerosas ocasiones se
han realizado dentro de grupos de investigacién preclinica,
separados de las redes de investigacién clinica, con el resulta-
do de que las vacunas candidatas no pueden ser 6ptimamente
comparadas preclinicamente o clinicamente entre si. Esta
forma de trabajar puede resultar en un retraso en la identifi-
cacién de los candidatos mds prometedores. Hoy sabemos
que el desarrollo de una vacuna frente al VIH es una empresa
cientifica llena de incertidumbres y dificultades, debido a los
mecanismos de adaptacién y escape del VIH a la respuesta
inmune y a la complejidad que reviste el desarrollo, aplicacion
y evaluacién de los prototipos generados. Sabemos también
que es necesario un esfuerzo sin precedentes a escala mun-
dial que aborde este desafio. Para paliar estas dificultades ha
surgido la Iniciativa Global para la obtencién de una vacuna
contra el sida’ que tiene como objetivo fomentar y coordinar
la investigacién sobre vacunas contra el sida. El aunar esfuer-
ZOs en torno a esta iniciativa y preparar a los grupos de inves-
tigacién de Espafia para participar en esta tarea es una priori-
dad, y parece constituirse como la tnica salida para controlar
esta devastadora epidemia.
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