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La actual epidemia de enfermedad por el virus Ebola ha establecido la necesidad de desa-
rrollar algin tipo de vacuna efectiva frente a este virus. La utilizacién de la misma permitiria
proteger no solo a la poblacién de elevado riesgo (personal sanitario), sino a toda la poblacién
sin contacto previo con el virus.

Frente al Ebola existen 2 tipos de vacunas, las no replicativas (inactivadas, proteinas de
fusién, replicones y de ADN) que facilitan la interaccién entre el antigeno viral (la gluco-
proteina GP) y el sistema inmune. Las vacunas replicativas se basan en la insercién del
gen GP del virus Ebola en diferentes vectores virales replicativos. Asi se han utilizado ini-
cialmente como vectores el virus de la parainfluenza, el de la rabia y el citomegalovirus.
Sin embargo, las 2 vacunas recombinantes que han mostrado mayor eficacia protectora
utilizan adenovirus recombinantes (serotipos 3 y 5) y el virus de la estomatitis vesicular
recombinante.

Ambos tipos de vacunas parecen inducir preferentemente inmunidad humoral y/o celu-
lar, pero parecen ser las vacunas del futuro. Especialmente la vacuna cAd3, que en un
ensayo clinico reciente en fase1, ha mostrado una escasa reactogenicidad y una intensa
inmunogenicidad, aunque dependiente de la dosis.

La existencia futura de estas vacunas obliga a plantearse cudl serd la mejor estrategia
vacunal y quién se hard cargo de los costes de administracién y distribucién.
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The current epidemic of Ebola virus disease has established the need to develop some kind
of effective vaccine against this virus. The use of the vaccine would protect not only the
high-risk population (health workers) but also all those people without previous contact
with the virus.

Vaccines against Ebola virus are classified in two types, non-replicating (inactivated, fusion
proteins and DNA replicons) that facilitate interaction between viral antigen (glycoprotein
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GP) and the immune system. Replicative vaccines are based on the insertion of Ebola virus
GP gene in different replicative viral vectors. So were initially used as vectors parainfluenza
virus, the rabies and cytomegalovirus. However the two recombinant vaccines have shown

greater protective efficacy are recombinant adenovirus (serotypes 3 and 5) and recombinant

virus vesicular stomatitis.
Both types of vaccines appear to preferentially induce humoral and/or cellular, but would
be vaccines of the future. CAd3 vaccine especially in a recent phase1 clinical trial has shown

poor reactogenicity and intense immunogenicity, but dose-dependent.
The future existence of these vaccines must raise what is the best vaccination strategy
and who will pay for the costs of administration and distribution.

© 2015 Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccién

Los filovirus pertenecen a la familia Filoviridae y son unos
virus con un genoma ARN monofilar no segmentado de
unas 19.000bases. Son virus de morfologia filamentosa y
un didmetro medio de unos 80nm y una longitud de hasta
14.000nm. El genoma estd formado por 7 genes dispuestos
en el orden 3:nucleoproteina (NP)-proteina viral (VP35)-
VP40-glucoproteina (GP)-VP30-VP24-L (ARN-polimerasa)-5".
La VP40 es la proteina de matriz y participa en la formacién de
las particulas virales. La glucoproteina (GP) es la proteina clave
y esencial en la interaccién del virus con las células (unién al
receptor celular), el componente antigénico més externo y el
inductor de las respuestas inmunes humorales y celulares en
el huésped infectado®.

Las epidemias de virus hemorragicos que se produ-
cen periédicamente en Africa representan un importante
problema de salud publica, especialmente en un contexto
sanitario precario. Las causadas por el virus Ebola (EBO)
representan un importante reto sanitario para el Africa sub-
sahariana, ya que la mortalidad de este virus ronda el 90% en
muchas epidemias. Las condiciones especiales de insalubri-
dad y escasas medidas sanitarias de estos paises favorecen
la rapida y descontrolada transmisién y expansién de este
virus!3.

En los ultimos 40afos, 3 especies del género Ebolavirus
han causado brotes epidémicos de fiebres hemorrégicas en los
paises africanos: el virus Ebola-Zaire (EBOZ), el Ebola-Sudan
(EBOS) y el Ebola Bundibugyo. Los paises cldsicamente afec-
tados, zonas endémicas, han sido la Republica Democratica
del Congo, Sudan, Gabén y Uganda. Una cuarta especie, el
Ebola Reston, ha circulado por Filipinas y causa solo infec-
ciones en primates no humanos. La quinta especie, designada
como virus Ebola-Tai Forest, solo se ha detectado en un ser
humano infectado por su contacto con un chimpancé en Costa
de Marfil™*.

La epidemia més reciente de enfermedad por el virus Ebola
se inicié en diciembre de 2013, ha afectado masivamente a
3 paises del Africa occidental (Guinea Conakry, Liberia y Sierra
Leona) y se han descrito algunos casos en paises del entorno
(Nigeria, Senegal o Mali). Esta epidemia estd causada por el
virus EBOZ, genéticamente relacionado con el EBOZ endémico
de la Republica Democratica del Congo (antiguo Zaire), aun-
que con caracteristicas propias que permiten diferenciarlo®.

Hasta enero de 2015 se habian producido 21.296 casos con-
firmados y 8.429 fallecidos por el virus EBOZ (mortalidad del
39,5%)°.

Aunque frente a una epidemia de esta magnitud las prin-
cipales medidas de actuacién son epidemioldgicas (vigilancia,
contingencia y aislamiento), la falta de farmacos antivirales
especificos y vacunas protectoras ha obligado a utilizar medi-
das experimentales’. Por ello se hace urgente el desarrollo
de una vacuna eficaz y protectora frente a la infeccién por
el virus EBOZ que podria utilizarse para proteger a las per-
sonas de riesgo y a las poblaciones todavia no expuestas al
virus®.

Existen diferentes escenarios epidemiolégicos en los que
la vacunacién frente al Ebola puede ser necesaria. El mas evi-
dente seria la vacunacién sistematica de la poblacién que
viviera en todas las areas afectadas y reconocidas con pre-
sencia del propio virus. Otra posibilidad seria el control de un
determinado brote epidémico, de modo que la vacunacién pro-
tegiera a las personas todavia no afectadas o implicadas en
él (vacunacién en circulo); sin embargo, para conseguir una
maxima eficacia protectora deberia utilizarse una vacuna que
determinase inmunidad en una sola dosis y que el intervalo en
su obtencién fuera lo més corto posible. Otra posibilidad seria
la vacunacién de las personas con un elevado riesgo profesio-
nal de infectarse, especialmente todo el personal sanitario, y
los investigadores que trabajan directamente con el virus. En
esta situacién no existe una urgencia de inmunidad y podria
realizarse una vacunacién en varias dosis para obtener una
inmunidad duradera y prolongada®°'.

Inmunégenos

Para la elaboracién de una vacuna es preciso conocer las
estructuras y epitopos antigénicos del elemento a vacunar y su
capacidad de respuesta inmune. El principal elemento induc-
tor de esta inmunidad es la glucoproteina de superficie (GP)
que determina la produccién protectora de anticuerpos loca-
les y sistémicos™'%11, El resto de estructuras virales (VP40, NP),
aunque inducen respuestas inmunes parciales, no son sufi-
cientemente protectoras frente a la infeccién externa'?'*. Las
vacunas eficaces deben inducir tanto una inmunidad humo-
ral (anticuerpos) como celular (células T CD4+ y CD8+)>11.14,
En el caso del virus Ebola se conoce que los niveles de IgG son
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esenciales en la proteccién frente al virus, aunque no queda
clara la necesidad de que sean anticuerpos neutralizantes los
necesarios para este proceso’ 1,

Sin embargo, existen estudios contradictorios referentes al
papel de la inmunidad celular. Asi, Sullivan et al.”/, utilizando
modelos animales deplecionados de células T, demostraron
que eran los linfocitos CD8+ y no la inmunidad humoral
la Unica necesaria para la proteccién viral. De todo ello se
desprende que los pardmetros inmunoldgicos que se corre-
lacionan con, o que confieren inmunidad protectora son
multifactoriales y variables en funcién de la plataforma
vacunal utilizada’®. Sin embargo, si hay acuerdo en que la
inmunidad de memoria no puede obtenerse sin que se pro-
duzcan células T-helper especificas y que se precisan células T
CD4+ para inducir una respuesta inmune eficaz'®-%°.

Modelos experimentales

La mayoria de los filovirus salvajes no son capaces de infec-
tar a los ratones sanos, aunque si a los inmunodeprimidos,
de modo que los modelos animales son dificiles de obte-
ner. Los pases sucesivos en animales envejecidos se han
utilizado para la obtencién de una cepa de EBOVZ adaptada
al modelo murino??, de modo que su inoculacién en estos
animales reproduce las mismas lesiones que se presentan
en el ser humano?'??. Sin embargo, una de las principales
limitaciones de este modelo es la escasa afectacién de los
sistemas de coagulacién, fenémeno muy importante en la
patogenia humana?®?. De este modo, aunque los ratones con-
tindan sirviendo como primera linea de evaluacién de las
nuevas vacunas, su valor predictivo en los primates y huma-
nos es limitado, aunque ninguna vacuna que no sea capaz
de proteger a los ratones tendrd eficacia en otros modelos
animales. Los cobayas también se han utilizado, aunque la
sintomatologia no es muy evidente; precisando el desarrollo
de cepas adaptadas a este animal?*. Por razones desconoci-
das, los resultados obtenidos en estos animales se asemejan
mucho mas a los que posteriormente puedan obtenerse en
otros modelos superiores'’!4,

Como consecuencia de todo ello, los Ginicos modelos ani-
males que aseguran resultados fiables y extrapolables al ser
humano son los realizados en primates. Estos animales se
consideran los Unicos en los que se pueden ensayar, con
resultados fiables, tanto vacunas como farmacos antivirales.
Ademss, en estos modelos la mayoria de cepas de Ebola pro-
vocan una mortalidad del 100%, lo cual permite valorar la
eficacia real de cualquier terapia. Para iniciar los ensayos en
humanos se hace imprescindible demostrar una eficacia pro-
tectora en el 100% de los primates evaluados. Uno de los
principales inconvenientes es el mantenimiento y manejo
de estos animales y las exigentes medidas de bioseguridad
necesarias para este tipo de ensayos'4?. El empleo de estos
animales en los ensayos vacunales ha establecido el concepto
de inmunidad animal, es decir, se extrapolan los datos de
seroconversion, nivel y tipo de inmunoglobulinas que los pro-
tegen, al ser humano??; de este modo se considera que el nivel
de anticuerpos alcanzados en ellos son protectores y permi-
ten la supervivencia del animal tras su infeccién por el virus
Ebola®1014,

Tipos de vacunas

Las vacunas frente al Ebola pueden clasificarse en 2 grupos:
replicativas y no replicativas (inactivadas y de vectores). En el
caso de las vacunas con subunidades, el inmundgeno (gene-
ralmente la GP viral) se administra en forma de particulas
virus-like (VLP) o como proteinas purificadas recombinantes;
en las vacunas vectoriales se introduce el ADN que codifica
al inmunégeno en un vector viral. Todas las vacunas no repli-
cativas presentan deleciones en los genes esenciales virales
para evitar la replicacién de los mismos.

Por el contrario, las vacunas replicativas se basan en vec-
tores viricos activos que incorporan a su genoma el gen del
inmunégeno; en el caso del virus Ebola, y por razones de biose-
guridad, no se han desarrollado vacunas atenuadas del propio
virus. Para asegurarse que el virus vectorial no desarrolle su
propia enfermedad, acostumbran a tener delecionados algu-
nos genes internos que atentian su patogenicidad'%11.1427,

Vacunas no replicativas

Vacunas inactivadas

Las primeras vacunas inactivadas frente al £bola eran pre-
paraciones tratadas con formalina o virus inactivados por el
calor y mostraron buena eficacia protectora en el cobaya frente
a la cepa salvaje de EBOZ?%. Sin embargo, fueron incapaces
de proteger a los primates a pesar de desarrollar anticuerpos
neutralizantes especificos?.

Proteina de fusién EBOZ-GP-Fc

La mayoria de los estudios demuestran que la GP de los filo-
virus es el principal inmunégeno y por lo tanto la diana
del sistema inmune. Partiendo de este concepto, se planted
inicialmente utilizar la GP sola como elemento vacunal (al
igual que la hemaglutinina en la gripe). Para obtener una
mayor eficiencia se creé un vector de expresiéon que presen-
tara la porcién Fc de la IgG humana fusionada con la GP del
virus Ebola?>3°, Esta estructura GP-Fc inducia una respuesta
inmune tanto humoral como celular, y los ratones vacunados
con la EBOZ-GP-Fc presentaron un 90% de proteccién frente
a la infeccién viral®®. Aunque no se han realizado estudios
en otros animales, confirman la importancia de la GP en la
respuesta inmune protectora.

Replicones

Pushko et al.>! realizaron estudios mediante el empleo de
replicones con los alfavirus; asi, los genes estructurales del
virus de la encefalitis equina venezolana se sustituyen por la
GP del EBOZ y el replicén resultante se expresd en un vector
ARN que se empaquetd en unas estructuras VLP. Estas vacu-
nas se mostraron altamente protectoras en los cobayas pero
no en los primates. Recientemente se han repetido los ensayos
utilizando el virus Kunjin, obteniéndose una proteccién del 25-
86%, dependiendo de la dosis y del inmunégeno utilizado>?.
Sin embargo, no se han evaluado en primates.

Vacunas de ADN
Las vacunas de ADN con el virus Ebola se han mostrado pro-
tectoras en los modelos murinos y de cobayas. Los primeros
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estudios se realizaron en plasmidos que expresaban los genes
NP y GP del virus EBOZ33>34, Sin embargo, precisan de 4 o
5 dosis para alcanzar el 100% de proteccién en el ratén, aun-
que sise aumenta la dosis viral, son suficientes 3 dosis, al igual
que ocurre en los ensayos en cobayas'?°,

En los primates se han ensayado vacunas de ADN en
combinacién con un adenovirus recombinante replicacién-
deficiente que expresaba la GP del EBOZ; con este sistema se
consiguié por primera vez una proteccién del 100% de los pri-
mates no humanos?’. Martin et al.3* observaron en el ensayo
clinico fase1 que esta vacuna era segura e inducia, después
de 3 dosis, la produccién de anticuerpos especificos y una
respuesta tipo células T en los voluntarios humanos®.

Sarwar et al.>> han realizado un ensayo clinico en faser
para evaluar la seguridad y la inmunogenicidad de una vacuna
de ADN frente al Ebola que contiene la GP salvaje (GPwt) de
los virus Ebola y Marburg. La vacuna se administré a la
dosis de 4mg intramuscular a las semanas 0, 4 y 8 y
una dosis de recuerdo a la semana 32. Los resultados han
demostrado que la vacuna era segura y bien tolerada, con
escasos efectos adversos. El 80% de los pacientes desarro-
llaron anticuerpos especificos (titulo >30pg/ml) a la semana
12. La cuarta dosis determind un incremento significativo
de los titulos previamente obtenidos en esa semana. Se
observo que la respuesta humoral predominaba sobre la celu-
lar, y que los T/CD4+ eran superiores a la respuesta en
T/CD8+%.

Recientemente Kibuuka et al.>® han comunicado los resul-
tados obtenidos sobre seguridad e inmunogenicidad frente a
los virus EBOZ y EBOM mediante la administracién de una
vacuna de ADN/GP (RV 247). Los sujetos recibieron 3 dosis
(0,4 y 8s) de la vacuna monovalente o ambas a la vez. El 57%
de los sujetos presentaron anticuerpos y respuesta celular T
frente a las 2 vacunas (rango 43-63%). Este estudio realizado
en poblacién africana demuestra la posible utilidad de este
tipo de vacunas, aunque los resultados deberian considerarse
insatisfactorios.

Vacunas de subunidades

Las vacunas de subunidades ensayadas frente al Ebola han
sido tanto las formadas por estructuras viricas aisladas (GP)
obtenidas por recombinacién o las estructuras VLP. La primera
vacuna de este tipo era una GP clonada en un baculovirus que
se administraba por via subcuténea en cobayas y que obtuvo
un 50% de proteccién tras 3 dosis® . Estos primeros intentos
mostraron la poca eficacia protectora en otros modelos ani-
males y en primates y fueron desechados??>.

Las estructuras VLP, que utilizan la proteina de matriz VP40
de estabilizadora, si han manifestado una eficacia promete-
dora, ya que se han mostrado protectoras en los roedores
y en los primates después de 3 dosis; sin embargo, en el
ratén se han mostrado muy dependientes de la dosis®®4C.
Su preparacién en células de insectos y la utilizacién de los
baculovirus ofrecen un incremento de las posibilidades de
inmunizacién®'. Se ha comprobado que las estructuras vacu-
nales frente al virus Ebola (eVLP) y al virus Marburg (mVLP)
inducen inmunidad protectora en ratones, aunque depen-
diente de la dosis, lo cual obliga a prolongar el periodo de
inmunidad*!.

Ebolavirus deficientes en replicacién

Las técnicas de genética reversa permiten obtener Ebolavirus
genéticamente modificados; de este modo se ha obtenido un
virus que contiene el gen activador transcripcional VP30 dele-
cionado y sin capacidad de replicacién (rEBOAVP30)*°. Para
que este virus pueda crecer en cultivo celular, el VP30 se ha
insertado en modo trans, de modo que aunque se replique en
las células permisivas no produzca una progenie infecciosa (al
carecer de la VP30), limitando su ciclo biolégico. Este tipo vacu-
nal demostré capacidad para proteger al 100% de los ratones y
cobayas después de 2 dosis, aunque no se probé en los prima-
tes no humanos*?. Sin embargo, debido a que el tTEBOAVP30
todavia contiene mas del 95% del genoma original del EBOZ, se
presentan multiples dudas sobre la auténtica seguridad de la
vacuna y la posibilidad de reversién al estado salvaje. Aunque
estudios experimentales de recombinacién con cepas salva-
jes no han mostrado la recuperacién de la VP30, y por lo tanto,
de virus infectivos, se decidié no utilizar este sistema vacunal
mas alla de los ensayos de laboratorio >4,

Vacunas replicativas

Virus parainfluenza tipo 3 recombinante
El virus parainfluenza tipo 3 se utilizé como plataforma
vacunal frente al Ebola. De este modo, Bukreyev et al.*%
insertaron una zona transcripcional codificadora de la GP del
EBOZ entre los genes P y M del virus parainfluenza. El virus
recombinante rHPIV3/GP mostré una proteccién del 100% en
cobayas con una dosis y el 100% de los primates después de
2 dosis, sin signos de infeccién ni viremia en estos animales**.
Al igual que ocurre con el adenovirus, este virus parain-
fluenza es muy prevalente entre la poblacién general y plantea
de nuevo los problemas de la inmunidad previa. Para intentar
eliminar este fendémeno se creé una segunda generacién de
rHIPV3 en la que los genes originales HN y F se delecionabany
el gen GP del EBOZ ocupaba su funcién (tHPIV/AHN-F/GP)*. El
Unico ensayo clinico realizado mostré en primates proteccién
e inmunidad duradera, pero no se ha decidido su paso al ser
humano*+*°.

Virus de la rabia

Elvirus de la rabia esta genética y filogenéticamente muy rela-
cionado con el VSV, por ello se ha probado su utilidad frente
al Ebola. Esta posibilidad es muy interesante, ya que la cepa
de virus de la rabia utilizada es la que se emplea en la vacuna-
cién frente a esta enfermedad. Para obtener una vacuna contra
el Ebola, la cepa de la rabia se atenué introduciendo unas
mutaciones puntuales en el gen GP del virus, destinadas a blo-
quear suneurovirulencia. La GP del EBOZ se introdujo entre los
genes N y P, de modo que las vacunas resultantes retuvieran
la propia GP rabica (BNSP333-GP y BNSPAG-GP)**%. Una sola
dosis de esta vacuna protegia al 100% de los ratones sometidos
posteriormente a la infeccién. También se han desarrollado
vacunas con el virus de la rabia modificadas genéticamente
para contener la GP del Ebola. Asi se dispone de 2 vacunas
vivas atenuadas (RV-GP y RVAG-GP) con capacidad replicativa
que inducen una intensa respuesta frente al virus de la rabia y
del Ebola“®. No se han comunicado nuevos resultados en otras
especies animales.
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Citomegalovirus

Tsuda et al.*® en 2011 comunicaron una posible vacuna frente
al fbola basada en el citomegalovirus (CMV). Este virus se
caracteriza por establecer una infeccién persistente en el
huésped humano; es un virus altamente inmunogénico y la
utilizacién de una forma recombinante (rCMV) que expre-
sara la NP y GP del EBOZ podria proteger a los animales de
la infeccién natural*®. Sin embargo, uno de los principales
problemas que plantea esta plataforma es que el CMV es un
virus huésped-especifico, de modo que solo podria utilizarse
el virus humano para su manipulacién; ademads es un virus
rapidamente adquirido en la infancia por los humanos, y la
mayoria de ellos ya lo presentarian antes del proceso vacu-
nal. Por todo ello se desestimé esta posibilidad tedrica de su
utilidad clinica'®%14,

Adenovirus recombinantes

Las vacunas con adenovirus recombinantes se utilizaron por
primera vez como refuerzo (boost) en combinacién con las
vacunas de ADN y con otros virus (hepatitisC o rabia)®.
A pesar de que esta estrategia era capaz de proteger al 100% de
los primates expuestos al Ebola, se precisaba un periodo supe-
rior a los 6 meses para completar la inmunizacién. Cuando se
utilizé la vacuna recombinante sola se obtuvo un 100% de pro-
teccién después de 4 semanas de la inoculacién, aunque la
tasa de anticuerpos era algo inferior a la obtenida en el pro-
ceso combinado. En este tipo de vacuna se ha observado que
la dosis vacunal (concentracién viral) era esencial en la obten-
cién en la eficacia protectora, de modo que concentraciones
inferiores a 1 x 10'° no consiguen resultados aceptables®®°,

Diferentes estudios iniciales demostraron que las vacunas
con adenovirus recombinantes producian proteccién frente a
diferentes cepas del virus Ebola. Asi, una de ellas, que expre-
saba la GP de los virus Ebola Zaire y Sudén, era capaz de
proteger el 100% de los primates con una sola dosis vacunal®?.
Ledgerwood et al.>> comprobaron en 2010, en un ensayo en
fasel, que la vacuna Ad5-GP era segura (no reactogénica) e
inmunégena, induciendo una intensa respuesta en anticuer-
pos especificos y célulasT entre el 25-45% de los primates,
dependiendo de la dosis administrada y de la especie de Ebo-
lavirus utilizado.

Uno de los principales problemas de las vacunas que utili-
zan adenovirus es la posible existencia de inmunidad previa
frente a los mismos. La vacuna Ad5-GP utiliza el serotipo5
de los adenovirus, frente al cual entre el 60-90% de los adul-
tos, dependiendo del pais, poseen anticuerpos protectores>.
En los modelos murinos la prexistencia de inmunidad frente
al Ad5 ha dificultado la obtencién de proteccién frente al
Ebola, pero ademas, en los ensayos clinicos, las personas que
eran seropositivas frente a este serotipo desarrollaban una
respuesta inmune frente al Ebola muy inferior a la obtenida
en personas naive®*°°, Para solucionar este problema se han
planteado diferentes estrategias, como aumentar el nimero
de dosis vacunales, en la via de administracién o cambiar el
serotipo del adenovirus. También se ha propuesto la modifi-
cacién del capside proteico del adenovirus5 a nivel genético
para crear un hexén quimérico adenoviral y su posterior
modificacién con polimeros biocompatibles para prote-
gerlo del sistema inmune de las personas con anticuerpos
previos>>>°,

La utilizacién de serotipos poco frecuentes de adenovirus
seria una posible solucién a la inmunidad previa. Asi, Geis-
bert et al.”” han elaborado un vector vacunal basado en el
rAd35-EBOZ-GP que es capaz de inducir una potente respuesta
inmunolégica frente al Ebola. Tanto la concentracién de anti-
cuerpos como la induccién de inmunidad celular tipo T se han
mostrado muy superiores a las obtenidas con el serotipo 5. Han
comprobado asimismo que el serotipo26 (rAd26-EBOZ-GP)
también obtiene resultados protectores, aunque algo inferio-
res a los detectados con el serotipo 35. Ademas, la utilizacién
de estos serotipos no humanos permitiria analizar de forma
indirecta la respuesta inmune frente a ellos comparada con la
obtenida frente al propio virus Ebola®.

Esta ultima propuesta parece haber obtenido los mejo-
res resultados. Asi, los Gltimos ensayos se han realizado con
el adenovirus serotipo3 (Ad3), frente al cual la poblacién
humana apenas presenta inmunidad previa®*. Los primeros
estudios parecen indicar que esta vacuna bivalente (Zaire
y Sudan) obtiene proteccién inmunolégica, pero no con la
misma rapidez que la obtenida con la vacuna rVSV, precisando
su suplementacién con una dosis de la vacuna con el virus
Ankara-GP para conseguir una inmunidad perdurable®?°/:>8,

La mayoria de vacunas estudiadas se administran por via
intramuscular. Sin embargo, algunos estudios han analizado
la posibilidad de utilizar otras vias de administracién. Este
concepto se basa en el hecho de que la infeccién por el virus
Ebola se transmite directamente por contacto de mucosas, de
modo que la presencia de una respuesta inmune especifica y
eficaz en estos territorios serian objetivos clave de una vacuna
de futuro®?°>.

Choi et al.>® han realizado un estudio sobre la eficacia de
una vacuna con el Ad5 administrada por via sublingual. Los
resultados obtenidos son muy esperanzadores, aunque han
presentado de nuevo 2 problemas: la necesidad de una elevada
carga viral en la vacuna y la escasa respuesta en las personas
con anticuerpos previos frente al adenovirus utilizado.

De este modo, Choi et al.®* han utilizado en primates una
vacuna basada en el adenovirus serotipo5 (Ad-CAGoptZ-GP)
para analizar los resultados inmunoldgicos obtenidos tras su
administracién sublingual o intranasal. La administracién de
una dosis Gnica comporté un importante incremento de las
poblaciones celulares T CD8+ y CD4+y de los anticuerpos espe-
cificos tanto locales (mucosa nasal y lingual) como sistémicos.
Sin embargo, al compararlos con los obtenidos por la via intra-
muscular, la sublingual se consideré bastante inferior y no
totalmente protectora.

En estos estudios se ha demostrado que la respuesta en
anticuerpos especificos es muy variable dependiendo de las
rutas de administracién y del modelo animal utilizado. Pero
partiendo del hecho de que las células T desempefian un papel
esencial en la activacién de las células B, productoras de anti-
cuerpos, parece evidente que la activacién subdéptima de la
respuesta multifuncional de células T CD8+, asociado a una
concentracién disminuida de los isotipos IgG1 GP-especificos,
determina una menor respuesta inmune y una baja supervi-
vencia frente a la infeccién por el virus Ebola®.

Ledgerwood et al.®’ han elegido una vacuna basada en
el adenovirus del chimpancé serotipo3 (cAd3-EBO) para
realizar un ensayo clinico en fase1. La eleccién de este vector
se basaba en la demostracién previa de la eficacia de esta
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vacuna en primates no humanos infectados a las 5semanas
posvacuna y a la eficacia parcial a los 10 meses. Ademaés, en
estos animales la administracién posterior de un refuerzo
con la vacuna Ankara (MVA) determinaba una protecciéon
permanente mas all4 de los 10 meses®’.

El ensayo clinico (VRC 207)°' tenia como objetivo determi-
nar la seguridad, los efectos secundarios (reactogenicidad) y
la inmunogenicidad de la vacuna bivalente que contenia la
GP del virus Ebola Zaire y Ebola Sudan. Se hicieron 2 grupos,
y a uno de ellos se le administrd, por via intramuscular (del-
toides), una vacuna con 2 x 10'° pfu y a otro una vacuna con
2 x 10 pfu (estudio de carga antigénica). Los niveles de anti-
cuerpos especificos se calcularon mediante un ELISA; de modo
que una respuesta positiva se establecié como un incremento
en el titulo sérico de cémo minimo el 90% de la concentracién
efectiva (EC90)°°. También se establecié la respuesta en célu-
las T y se cuantificaron las principales citoquinas provocadas
por la vacuna®.

Los resultados demostraron que las tasas y la severidad
local y sistémica, incluyendo la fiebre, eran similares a las
detectadas en otros estudios en los que se habian utilizado
otros vectores adenovirales®. Las respuestas inmunes, humo-
ral y celular, detectadas en los sujetos fueron similares a las
consideradas como protectoras frente al Ebola en los prima-
tes no humanos?%°%°8, Sin embargo, se observé una diferencia
significativa en funcién de la carga vacunal (dependiente de la
dosis) en la induccién de células T CD8+/GP-especificas. Asi,
el 70% del grupo vacunado con 2 x 10! pfu presentaron este
tipo de células a niveles protectores, frente a tan solo el 20% de
los vacunados con baja carga viral®l. Las tasas de anticuerpos
frente a la GP de los virus £bola y Sudan fueron muy parecidas
y se demostr6 la eficacia de la vacuna bivalente ampliando
el espectro de proteccién global, aunque se ha elaborado una
forma monovalente solo dirigida frente al EBOZ?//%1.

Dado que se habia comprobado la menor respuesta de las
vacunas cAd5 por la presencia de inmunidad previa®*%?, se
analizaron los titulos basales frente al Ad3 de las personas que
iban a ser vacunadas y se observé que eran muy inferiores a
los dirigidos contra el Ade5, comprobandose, ademas, que la
presencia de los mismos no influyé en la respuesta humo-
ral especifica frente al virus Ebola. Sin embargo, si se pudo
detectar una menor respuesta en células T CD8+ en los suje-
tos con inmunidad previa frente al Ad3, debiendo valorarse
este resultado en grupos més amplios?’°,

A partir de estos resultados positivos se planea pasar a la
fasen con inmunizacién de grupos naive y personal sanitario
de riesgo; si los resultados fueran aceptables, probablemente
se podria iniciar una vacunacién mucho mas amplia y masiva
en paises todavia no infectados por el virus Ebola?’.

Virus de la estomatitis vesicular recombinante

El virus de la estomatitis vesicular (VSV) es el miembro proto-
tipo de la familia Rhabdoviridae que presenta un genoma ARN
lineal simple formado solamente por 5 genes. Su sencillez
genética lo ha convertido en un excelente candidato a vector
de expresién viral (capacidad de expresién de genes virales
externos)®. El VSV ademads crece a elevados titulos en gran
variedad de lineas celulares, pudiendo ser propagado y fabri-
cado en grandes cantidades. Este virus induce importantes

respuestas inmunolégicas humorales y celulares in vivo y pre-
senta una escasa seroprevalencia en la poblacién humana®.

La plataforma vacunal del VSV recombinante (rVSV) se
basa en los sistemas de genética reversa aplicados a la cepa
VSV serotipo Indiana. Fue desarrollada por Jones et al.®> en
2005 y represent6 la primera vacuna replicativa frente al Ebo-
lavirus, con eficacia protectora en primates, basada en el r'VSV.
En este virus la GP del VSV se reemplazé por la GP del EBOZ,
y el virus resultante (rVSV/AG/GP) demostr6 un 100% de pro-
teccién en los primates después de una sola dosis vacunal.
No pudo detectarse replicacién viral ni por aislamiento ni por
RT-PCR en los primates vacunados después de administrar el
virus infectivo; ademas, los animales no presentaron ningin
signo ni sintoma de infeccién o enfermedad®*.

Debido a que este virus es replicacién competente, se pre-
cisa una pequefia dosis viral (1 x 107 pfu) frente a la vacuna con
adenovirus no replicativos (1 x 10'° pfu). En algunos anima-
les se pudo observar una viremia transitoria del rVSV, aunque
no se pudo detectar ningin efecto adverso. Por otro lado, la
neurovirulencia, que podria ser un problema potencial del VSV
salvaje, no se producia en los primates inoculados con el r'VSV
intratecalmente. Tampoco se detectaron efectos adversos en
animales infectados por el simian immunodeficiency virus (SIV),
a pesar de estar profundamente inmunodeprimidos. Por lo
tanto, la utilizacién de las vacunas basadas en el r'VSV parecia
ser una de las candidatas a los ensayos clinicos en humanos.
El estudio de Marzi et al.®® ha demostrado que la administra-
cién de una segunda dosis de rVSV-S-GP/VP40 incrementa la
proteccién no solo frente al EBOZ sino ademads frente a otras
especies de filovirus como el EBOS y Marburg. También han
observado que la proteccién cruzada obtenida por la vacuna
varia en funcién del modelo animal utilizado. Los resultados
obtenidos en el cobaya muestran un mayor valor predictivo
que los del modelo murino. De modo que las vacunas bivalen-
tes deberian ensayarse siempre en el primer modelo antes de
su pase a los primates. Aunque el primer objetivo vacunal es
la obtencién de inmunidad protectora frente a la especie de
filovirus prevalente en una determina regién, la generacién
de inmunidad cruzada seria un valor anadido a esta vacuna,
pero no su objetivo esencial®°°,

En este estudio también se pudo comprobar que aunque la
vacuna EBOZ-NP, basada en el gen de la nucleoproteina viral,
habia mostrado propiedades inmunogénicas en otras plata-
formas (VLP o vectores adenovirales)®®®’, cuando se ensayaba
en el modelo del cobaya en su forma rVSVwt/S-NP no mos-
traba apenas eficacia protectora. Previamente Sullivan et al.>®
habian comunicado una observacién parecida con la inclu-
sién del EBOZ-NP en un vector adenoviral en primates. Estos y
otros estudios determinaron que la NP no era suficiente para
la obtencién de una verdadera inmunidad protectora y se ini-
ciaran los estudios con la GP viral®®-8.

Wong et al.®® han presentado un estudio en roedores en el
que demuestran la eficacia protectora frente al virus EBOZ de
la vacuna VSVAG/EBOVGP administrada por via intramuscu-
lar. Se obtuvo, sin embargo, solo una proteccién del 80% a los
12 meses posvacunaciéon, a pesar de que los niveles séricos
especificos presentaban el nivel considerado protector. Por su
parte, Wang et al.’% han analizado la utilizacién de tan solo
un fragmento del determinante antigénico de la GP, el desig-
nado como MFL (posicién entre los aminodcidos 393-556), que
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contiene el lazo de fusién interna del virus. Este tipo de vacuna
ha mostrado capacidad para inducir respuesta inmune frente
al virus EBOZ y EBOS, aunque no se ha establecido su capa-
cidad protectora frente a la infeccién experimental. De este
modo, las plataformas basadas en el 'VSV pueden ser monova-
lentes (con posible reaccién cruzada) o bivalentes y contener
la GP de diferentes especies de filovirus. Asi, en varios estudios
se ha comprobado que estas vacunas bivalentes protegen de
forma simulténea tanto al EBOZ como al EBOS’'73.

Ademads de la vacunacién primaria, la vacuna rVSV ha
mostrado una elevada eficacia en la vacunacién postexposi-
cién al virus Ebola; de este modo, el 100% de los hamsteres
vacunados a las 24h de exposicién al virus no desarrollaban
la enfermedad’#’>. En los cobayas y primates las tasas de
supervivencia son algo menores (83-50%) cuando la vacuna
se administra entre 30-60min postexposicién’4’>, aunque
podria ser suficiente tras un accidente humano con contacto
directo con el virus Ebola.

Los primeros ensayos clinicos en fase 1 de una vacuna rvVSv-
EBOZ debieron suspenderse temporalmente a finales de 2014
por la excesiva reactogenicidad asociada (artralgias y mial-
gias). Es necesario reformular o reevaluar este tipo de vacuna
para iniciar de nuevo los ensayos en humanos’®.

Conclusiones

En estos momentos estan en marcha al menos 2 posibles
vacunas frente al Ebola basadas en vectores virales (Ade3 y
rVSV), y los resultados de los ensayos clinicos probablemente
estén disponibles en los préximos meses. Sin embargo, exis-
ten bastantes dudas sobre la administracién rutinaria de estas
vacunas. Asi, Lee et al.’® reflexionan sobre estas vacunas y
se plantean las siguientes cuestiones: ;Quién debe y quién
no debe vacunarse?, ;cémo conseguir que la vacuna llegue y
pueda administrarse adecuadamente a la poblacién general
en unos sistemas sanitarios ineficientes?, ;cudl es el mar-
gen de seguridad aceptable para su administracién masiva?
y ¢quién se encargara de los costes de los programas de vacu-
nacién? Todas estas preguntas, y algunas otras’’, deberian
empezar a responderse antes de que se disponga de una
vacuna eficaz, ya que el futuro sanitario de las zonas afectadas
podria alterarse con su implementacién.
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