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Resumen

En los Ultimos anos, se ha reforzado la importancia de la respuesta inmune celular CD8* en la proteccién contra
el VIH-1. Una de las tecnologias que ha ofrecido mejores resultados en la induccién de respuesta de células T
citotoxicas (CTL) es el empleo de los vectores vivos como vacunas. El Virus de la Viruela Aviar (VVA) es un vector
cuyo uso en humanos no presenta riesgos porque su replicacién es totalmente citoplasmatica y abortiva en
células de mamiferos. En este trabajo se presenta la generacién, por primera vez en Cuba, de VVA recombinan-
tes (VVAr) para proteinas poliepitépicas de VIH-1 y la evaluacién de la respuesta inmune inducida con dichos
VVAr en ratones. Como dianas se escogieron las proteinas TAB9 y CR3. TAB9 fue seleccionado como modelo
porque contiene un epitopo inmunodominante para CTL en el ratén BALB/c. Por otra parte, CR3 se disend para
su uso en ensayos clinicos en humanos y contiene regiones ricas en epitopos CTL sobrelapados provenientes de
varias proteinas del VIH-1. Con estos inmunégenos se evidencié la generacién de una respuesta inmune protec-
tora en ratones BALB/c, caracterizada por la presencia de CTL contra diferentes epitopos del VIH-1 y un patrén de
citocinas Th1. Finalmente se reporta también por primera vez que una dosis inicial con un Virus Vaccinia Ankara
Modificado (MVA) seguida de una dosis de recuerdo con VVAr, induce una respuesta CTL mds potente que cada
uno por separado o la combinacién inversa. Los resultados resumidos en este trabajo pemitieron proponer la
evaluacion de la inmunizaciéon con FPCR3 como proceder terapéutico en pacientes de VIH/SIDA.

Introduccién

Actualmente existen 40 millones de personas vi-
viendo con el VIH. En particular, las cifras son alar-
mantes en el Africasub-Saharianacon 28.1 millones
de casos, Sur y Sureste de Asia con 6.2 millonesy
América Latina con 1.4 millones. Debido al grave
caracter de lasituacion socioeconémicade las prin-
cipalesregiones afectadas|laOMS consideraque las
medidas educativas no son suficientes para erradi-
car la enfermedad, y que por lo tanto la aplicacién
de unavacuna puede complementar laestrategiade
prevenciony salvar lavidaamillones de personas.
Labusqueda de unavacunaeficaz contrael SIDA es
técnicamente muy compleja. El VIH exhibe unacon-
siderable variaci6n antigénica, no existe laexperien-
ciade vacunas previas contraretrovirus, y no se ha
logrado demostrar cudl de los componentes del sis-
temainmune (humoral 6 celular) puede conferir pro-
teccion. Por otraparte, lafaltade un modelo animal
satisfactorio complicalaevaluacion delos candida-
tos vacunales.

La primera generacion de candidatos vacunales
basados en subunidades recombinantes de la envol -
turaviral perseguialainduccion de unarespuestade
anticuerpos neutralizantes contrael VIH-1. Sin em-
bargo, los ensayos defase 1y 2 en humanos mostra-
ron que la respuesta inducida estaba dirigida
fundamentalemente contra la cepa vacunal u otras
semejantes, pero no contra cepas mas divergentesy
larespuesta contra ai slamientos primarios de pacien-
tes era casi nula. La respuesta inmune inducida por
estos candidatos fue preferentemente de tipo Th2,
con unarespuesta CTL marginal o inexistente.

En los Ultimos afos, se hareforzado laimportan-
cia de larespuestainmune celular CD8* en la pro-

teccion contrael VIH-1. Los elementos principal es
se han derivado del estudio de lainfeccion natural
por el VIH-1, de personas altamente expuestas que
permanecen seronegativasy de experimentos de reto
€n macacos.

Entre las diferentes tecnologias que se han venido
desarrollando para obtenr vacunas capaces de esti-
mular larama celular de la respuesta inmmune, los
mejores resultados experimental es se han obtenido
con los vectores vivos. En particular los poxvirus
han sido los vectores mas empleados. El Virusdela
ViruelaAviar (VVA) esun poxviusaviar cuyo uso en
humanos no presenta riesgos porque su replicacion
estotalmente citoplasméticay abortivaen célulasde
mamiferos

En este trabajo se presentala generacion, por pri-
mera vez en Cuba, de VVA recombinantes (VVAr)
para proteinas poliepitépicas de VIH-1y laevalua-
cién delarespuestainmuneinducidacon dichosVVAr
en ratones

Resultados y Discusion

Obtencién de VVAr

El primer objetivo trazado fue la asimilacién de la
tecnologia de generacién de VVAr y la obtencion de
VVATr para las proteinas poliepitopicas de VIH-1
TAB9y CR3. TAB9 se seleccion6 como modelo para
establecer la tecnologia, porque contiene el epitopo
V3delacepalllB, el cual esinmunodominante para
CTLs en €l rat6bn BALB/c. Por otra parte, CR3 se
disefi6 para su uso en ensayos clinicos en humanosy
contieneregionesricas en epitopos CTL s sobrelapados
provenientes de tres proteinas del VIH-1. En estas
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regiones coexisten numerosos epitopos presentados A B
por a menos 55 moléculasde HLA diferentes. El gen 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

CR3 se ensambl6 en nuestro laboratorio a partir de
fragmentos de ADN sintéticos o amplificados por re-
accion en cadena de la polimerasa (RCP) a partir del
genomavira (Iglesiasy cols, 2001). - i

Se generaron plasmidios que contienen las secuen- -
ciasnucleotidicas codificantes paralas proteinas TAB9
y CR3 bajo los promotores poxvirales p7.5K (pEFL-
tab9 y pEFL-cr3) o sintético pE/L (pFP67xgpt-tab9
y pFP67xgpt-cr3), flanqueadas por secuencias parala
recombinacion homéloga con e VVA parental de la
cepa FP9.

Con estos plasmidios se obtuvieron los respecti-
vos VVAr: FPTABO9LZ y FPCR3 para el promotor
p7.5K y FPSTABO9gpt y FPSCR3gpt para el sintéti-
co pE/L, por recombinacién homologa a partir de la
cepa parental de VVA FP9. (Vazquez y cols, 2002,
Vazquez y cols, enviado a Vaccine)

La presencia de los genes heterélogos en los VVAr
producidos se verifico por RCPy laexpresionin vitro
delasproteinas heterdlogas, apartir de cultivos prima-
rios defibroblastos de embrion de pollo infectados con
los VVAr se comprobé por Western blot (Figura 1).

Figura 1. Western blot a partir de proteinas totales de FEP infectados con VVAr. El panel A representa a
TAB9 y el Ba CR3. A1, A2: FPSTAB9gpt; A3: FPTAB9LZ; A4, A5: FPL29 como virus negativos; B1,B2:
FPCR3; B3,B4: FPSCR3gpt; B5, B6: FPL29 como virus negativo. A6 y B7 representan 125 ng de TAB9 y
CR3, respectivamente, purificada de E. coli. Para las muestras de TAB9 se aplicaron 300 mg totales,
mientras que para CR3, 75 mg (B1, B3) y 37.5 mg (B2,B4). Las figuras de abajo representan curvas
patrones de TAB9 (A) y CR3 (B) purificadas de E.coli, desde 125 ng (Aa, Ba) a 0.488 ng (Aj, Bj). Las
proteinas se sefalan con una flecha en los paneles superiores.
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Evaluacion de la respuesta inmune
en ratones inmunizados
con VVAr para TAB9)

Se inmunizaron ratones BALB/c con el virus
FPTABOLZ y larespuesta CTL se evalué mediante
ensayos de liberacion de Cr* y por ELISPOT de
IFN-g. En ambos casos se detecté una potente res-
puesta CTL contra TAB9, gp120 y una mezcla de 6
péptidos sintéticos de las regiones V3 presentes en b a
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TABO. El péptido correspondientea aislamiento 111B FRTARRLI  FPLZ9 NI
resultd ser ampliamente inmunodominante para
BALB/c. No se detect6 respuesta de anticuerpos por
ELISA contra TABO.

Se compobd ademas queloslinfocitosdelosratones
inmunizados con FPTAB9L Z secretan preferentemen-

Figura 2. Titulacién de VVTAB13 en los ovarios de los ratones. Ratones BALB/c recibieron dos dosis i.p
separadas 15 dias de 2.5x10 ufp en 200 mL de FPTABILZ o FPL29, o no se inmunizaron (NI). 15 dias
después se les ret6 por via i.p con 107 (A) 6 5x107 (B) ufp de VVTAB13 y a los 5 dias los ovarios se
extrajeron y la suspension viral se titulé en la linea celular BSC40. La grdfica representa el logaritmo (log) de
los titulos virales en ufp/ mL de cinco ratones por grupo y las lineas horizontales la media de cada grupo.

te IFN-gy no IL-4 a ser estimulados con €l péptido
111B lo cual concuerda con la existencia de un patrén
Th1, que era uno de los propdsitos de este trabajo.

En otra serie de experimentos se estudiaron dife-
rentes vias de administracién del antigeno: intraperi-
toneal, intravenosa, intramuscular y subcuténea y
las dos primeras resultaron las méas eficientes en este
modelo por lo que se emplearon en los siguientes
experimentos (Vazquez y cols, 2002).

Ensayo de protecion en ratones
frente a reto con VV

Paraevauar lafuncionalidad delarespuestacelular de-
tectada ex vivo en los ratones inmunizados con
FPTABOLZ se establecié un modelo de reto con un
virusVaccinia(VV) recombinante. En estemodelo, des-
crito previamente por otros autores, la proteccion ha
sido directamente correlacionada con larespuestaCTL
contra el antigeno heterélogo. En nuestro caso se em-
pled para € reto € VV que expresa el gen TAB13
(VVTAB13). Este gen contiene todos | 0s epitopos pre-
sentes en TABO. Los resultados de un experimento re-
presentativo se muestran en la Figura2. Los ratones
inmunizados con FPTAB9L Z mostraron unareduccion
dd titulo vira entre 2.7 y 4.7 logs con respecto a los

controlesen dependenciadeladosisde VVTAB13 usa
daen € reto (Vazquez y cals, 2002). Este es €l primer
reporte en que se describen estos niveles de €eficacia
empleando solamente un poxvirus recombinante como
inmundgeno ya que niveles comparables solo habian
sido reportados parala combinacion de ADN y VVA.

Procesamiento de epitopos CTLs
y presentacién a linfocitos de pacientes VIH+

El virusque expresalaproteinaCR3 (VVCR3), seem-
pled para infectar células de sangre periférica de pa-
cientes VIH+ y se demostré que estas estimulaban de
forma especificala secrecion de IFN gamma por parte
de las células T de estos pacientes en un ensayo de
ELISPOT. Este resultado nos permitié concluir que
CR3 es correctamente procesada y a menos parte de
sus epitopos CTL presentados en el contexto de HLA-
1y reconocidos por loslinfocitos T CD8' de pacientes
infectados (Vazquez y cols, presentado a Vaccine).

Evaluacién de la respuesta inmune en
ratones inmunizados con VVAr para CR3

Ratones BALB/c inmunizados por via intraperito-
neal con el virus FPCR3 indujeron respuesta de cé-
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lulas T CD8" detectable por ELISPOT de IFN-g
contra células blancos infectadas con VV recombi-
nantes para cr3, gag, y nef, asi como contra células
blanco pulsadas con el péptido delaregion V3 dela
cepa MN, cuya secuencia estaba también presente
en CR3. De esta forma se comprobo experimental -
mente la capacidad de FPCR3 de inducir una res-
puestadecélulas T CD8' contradiferentes proteinas
del VIH. Esta propiedad se comprob6 en un ensayo
de ELISPOT donde se empled como blanco lalinea
celular murinaP815 que expresa establemente lapro-
teina CR3. La magnitud de la respuestainmune ce-
lular fue considerablemente mayor en esta variante
del ensayo en comparacion a la encontrada al usar
V'V CRS3 parainfectar las células diana. Unaposible
explicacion para este resultado es que |os epitopos
CTL del VV compiten con los de CR3 por launién
alas moléculas de MHC en |as células presentado-
rasy por tanto reducen la sensibilidad de la técnica
para detectar la respuesta contra este ultimo
(Véazquez y cols, presentado a Vaccine).

Comparacién de la expresiéon del antigeno
y la respuesta de linfocitos T CD8* inducida
por VVAr con dos promotores poxvirales

de diferentes fortalezas

Los nivelesde expresion delaproteina TABO fueron
9.5 veces superiores en el FPSTAB9gpt que contie-
ne el promotor sintético pE/L con relacion al virus
FPTABOLZ que contiene el p7.5K. Este incremento
en la expresion del virus estuvo asociado con una
duplicacién de la magnitud de la respuesta inmune
celular medidapor ELISPOT. Sin embargo unacom-
paracion similar parael gen cr3 no arrojé diferencias
en los niveles de expresion ni en la magnitud de la
respuesta detectada. Estos resultados sugieren que
el empleo de un promotor fuerte en la expresion del
gen heterélogo no necesariamente implica el incre-
mento sustancial delarespuestaCD8', sino que esto
debe ser evaluado individual mente para cada antigeno
(Véazquez y cols, 2002).

Comparacién entre la respuesta CTL
inducida por VVA y Vaccinia Ankara
Modificada (MVA). Estrategia de combinacién
de ambos vectores para potenciar

la respuesta inmune celular

El empleo del MVA como vector vivo ha sido muy
popular en los Ultimos afios. Varios grupos han mos-
trado resultados interesantes en ratones o primates
con estrategias combinadas de “ priming” con ADN y
recuerdo con MVA. Un candidato vacunal de estetipo
para el subtipo A del VIH se estd evaluando actual-
mente en Kenyay a menos otros dos estan en prepa-
racion. Sin embargo, no existen reportesen laliteratura
de comparaciones simultaneas entre este vector con
otros poxvirus aviares. En nuestro trabajo se demos-
tré que no existian diferencias significativas entre la
respuesta CTL inducida en ratones BALB/c por un
MVA o VVA que expresan un antigeno similar. Ade-
més, se documento por primera vez que la combina-
cion de una primera dosis de MVA seguida de un
recuerdo con VVA potenciasignificativamente lares-
puesta de células CD8" en ratones con relacion alos
esquemas en que se repiten cada uno de estos

inmundgenos. Este efecto sin embargo no tiene lugar

cuando seinvierte el orden de los inmunégenos. Por

ultimo es de destacar que la magnitud de larespuesta

inducida por lacombinacion MVA/VVA essuperior a

latradicionalmente empleada ADN/MVA 0 ADN/VVA.

Estos hallazagostienen relevanciaen el disefio delos

futuros ensayos clincos terapéuticos o preventivos

(Vazquez y cals, presentado a Vaccine).

A manera de sintesis podemos destacar que este
trabajo contiene | os siguientes elementos novedosos:
1. Se han descrito en la literatura Poxvirus recombi-

nantes para poliepitopos para CTLs, sin embargo,
lanovedad en laconcepcion del FPCR3 estribaen
gue CR3 no contiene epitopos exactos sino regio-
nes ricas en epitopos para CTL 6 células T
auxiliadoras, presentados en al menos 55 haplotipos
diferentes. EIl FPCR3 es mas atractivo como candi-
dato vacunal, pues suinmunizacion aumentalapro-
babilidad deinducir unarespuestaCTL en personas
con diferentes haplotipos.

2. Sereporta por primera vez la obtencion en ratones
de una respuesta CTL potente y protectora em-
pleando solo dos dosis del VVAr, sin combinarlo
con otros inmundégenos como el ADN desnudo.

3. Sereporta por primeravez que los vectores virales
basados en el VVA y en el MVA son igualmente
eficientes para inducir una fuerte respuesta CD8"
contra un antigeno heterélogo.

4. Sereportapor primeravez que lacombinacion con
un MVATr que expresa un poliepitopo semejante a
TAB9 (MV Atab13), inmunizando inicialmente con
MV Atab13 seguido de FPTABILZ y no en €l or-
den inverso, induce unarespuesta T CD8" més po-
tente que ambos vectores solosy quelacombinacion
ADN/poxvirus.

5. Sedemostrd por primeravez que lapresentacion de
TAB9 por un VVAr induce unarespuesta T CD8"
en ratones contra varios epitopos del lazo V3 de
diferentesaislamientosvirales, pero preferentemen-
te contrael aislamiento I11B.

6. Sereportan los primeros V'V Ar obtenidos en Cuba.

7. En nuestro conocimiento, constituye el primer re-
porte en Cuba de la induccién de una respuesta
CTL restringida por MHC clase 1 por unainmuni-
zaci6n experimental .

La importancia practica radica en que constituye
un aporte en la blusqueda de vacunas preventivas y
terapéuticas contrael SIDA. Como parte de este tra-
bajo se implementaron por primeravez en el CIGB y
en Cubalastecnologias paralaobtencién deVVAryla
medicion de la respuesta CTL en un ensayo de
ELISPOT de IFN-gutilizando microplacas con mem-
branas como soporte. También se estableci6 por pri-
mera vez en Cuba el modelo de reto con VV
recombinante en ratones paraevaluar lafuncionalidad
in vivo de larespuesta CTL.

La expresion de TAB9 a partir de un VVAr sirvié
como modelo para evidenciar la utilidad de estos
vectores virales como inmundgenos capaces de gene-
rar unafuerterespuestaCTL, sinlanecesidad de com-
binarlos con otrosinmundégenos. Lademostracion de
gue la combinacion de VVAr con MVAr induce una
respuesta CD8" aln superior, convierte esta nueva
estrategiavacunal en unaopcion muy interesante para
ensayar en humanos. En especial, € hallazgo de que se
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puede inducir una respuesta CD8" contra varias pro-
teinasdel VIH-1 en ratonesinmunizados con FPCR3,
respaldalarealizacién de un ensayo clinico donde se
eval Ue este vector viral como candidato vacunal tera-
péutico en pacientes seropositivos en combinacion
con laTAAE.
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