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Resumen Han pasado casi 30 afios de la deteccién de los primeros casos de infecciéon con HIV-1 y ain no
se ha conseguido desarrollar una vacuna efectiva y segura. A pesar del impacto positivo sobre la
pandemia que se ha conseguido gracias a los avances en la terapia antirretroviral (TARV), el HIV/sida sigue
constituyendo un grave problema para la salud publica, especialmente en los paises en desarrollo, donde es
dificil el acceso al tratamiento. En el mundo, 33 millones de personas viven con el virus del sida, mientras que en
la Argentina se calcula que habria unos 120 000 infectados. Uno de los desafios para lograr una vacuna contra
el HIV es la variabilidad viral. El grupo M, responsable de la pandemia, se encuentra dividido en 10 subtipos y
varios sub-subtipos, ademas de las 48 formas recombinantes circulantes y mas de cien formas recombinantes
Unicas. La epidemia de HIV en nuestro pais es tan compleja como en el resto del mundo, con la co-circulacién
principalmente de virus pertenecientes al subtipo B y recombinantes BF (CRF12_BF y derivadas). A pesar de
la cantidad de trabajos dedicados a la caracterizacion de la respuesta inmune y al desarrollo de vacunas, no
queda claro cual es el impacto de la variabilidad en la eleccidon del antigeno. Trabajos realizados en nuestro
laboratorio demuestran el papel que juega la inmunidad celular con respecto a las variantes recombinantes BF,
tanto en humanos como en modelos animales. Estos resultados son de importancia en el desarrollo de futuras
vacunas para nuestra region.
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Abstract. Development of vaccines for HIV-1. Relevance of subtype-specific cellular immunity. It has been
almost 30 years since the detection of the first HIV-1 cases and yet an effective and safe vaccine
has not been developed. Although, advances in antiretroviral therapy (HAART) have produced a major impact
on the pandemic, and even though HIV/aids remains a major concern for developing countries, where access to
therapy is limited. The last report from UNAIDS notified 33 million people living with HIV/aids, worldwide, while
in Argentina it is estimated that 120 000 persons have been infected. One of the challenges to address and
ultimately overcome when developing a vaccine is the high variability of HIV-1. The M group, responsible for
the pandemic, is divided into 10 subtypes and several sub-subtypes, in addition to the 48 circulating recombi-
nant forms (CRF) and over one hundred unique recombinant forms (URF). The HIV epidemic in Argentina is as
complex as in the rest of the world, characterized by the high prevalence of infections caused by subtype B and
BF variants. Despite the wide range of publications focused on the immune response against HIV as well as to
vaccine development, how to overcome variability on vaccine antigen selection is still unclear. Studies performed
in our laboratory showed the impact of the immunogenicity of BF recombinant variants, both in humans and in
animal models. These results are of great concern in vaccine development for our region.
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La epidemia de HIV/sida

Han pasado 29 afios del primer caso notificado de sida y
27 del descubrimiento de su agente etiolégico y aun no
se ha conseguido controlar la pandemia en su totalidad.
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Mas de 60 millones de personas se han infectado con el
virus y mas de la mitad han fallecido por esta causa'.

Actualmente, el HIV/sida constituye una de las mayo-
res problematicas para los paises en desarrollo, donde
es dificil el acceso a la terapia antirretroviral (TARV). En
estos paises sélo una pequeiia parte de la poblacién que
necesita terapia tiene acceso a ella.

Como ocurre con otras epidemias, para erradicar un
virus habria que curar a los pacientes infectados y evitar
nuevas infecciones. En el caso de HIV, la primera opcién
se dificulta debido a la existencia de células que funcionan
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como reservorio del virus, mientras que la segunda seria
posible con cambios en las conductas de la poblacion,
mediante el uso de condones y la utilizacion de TARV
como profilaxis para prevenir la transmision vertical, entre
otras. Pero no hay dudas de que la mejor opcién para
evitar las nuevas infecciones y erradicar al virus seria
contar con una vacuna segura y efectiva®.

A pesar de los esfuerzos de la comunidad cientifica
aun no se ha conseguido este objetivo debido a que
varias caracteristicas virales dificultan el desarrollo de
una vacuna. Entre ellas podemos nombrar el hecho de
que el virus se integra al genoma de la célula huésped
estableciendo reservorios virales. Por otro lado, su alta
variabilidad, ocasionada por una tasa de mutacién ele-
vada, le permite escapar constantemente de la presion
del sistema inmune®.

Situacion epidemioldgica actual

Segun el Ultimo informe de la Organizacion de las Na-
ciones Unidas para la lucha contra el sida, el numero
estimado de personas infectadas con HIV en el mundo
alcanzé los 33.4 millones a fines de 2 008'. Cada dia,
mas de 7 400 personas se infectan con HIV y mas de
5 500 fallecen a causa del sida, en la mayoria de los
casos debido a un acceso inadecuado a los servicios de
prevencion y tratamiento’.

En la Argentina, se estima que el nimero de perso-
nas infectadas es cercano a 120 000 [80 000-220 000]4,
aunque solo 75 009 casos se habian notificado hasta
diciembre de 2 008%. De estos ultimos, el 51% habria
desarrollado en algun momento una enfermedad mar-
cadora de sida®.

En los ultimos afnos se han observado reducciones
localizadas en la prevalencia de HIV en algunos paises,
como en Zimbabwe y Kenya*. Asi mismo, se ha detectado
una reduccion en la mortalidad asociada al HIV, atribuible
al reciente aumento en el acceso al tratamiento, lo que
también tiene como consecuencia una reduccion del nu-
mero de nuevas infecciones anuales a nivel mundial.

A pesar de estos datos alentadores, la pandemia
de HIV sigue constituyendo uno de los desafios mas
importantes en enfermedades infecciosas para la salud
publica mundial.

Filogenia y epidemiologia molecular

Una caracteristica importante del HIV es la amplia
diversidad genética generada por el hecho de que la
transcriptasa reversa no posee actividad de prueba de
lectura o proof reading (que permite corroborar que el
nucledtido insertado es el correcto), llevando a una tasa
de mutacion elevada. Esto le da la posibilidad de evadir
al sistema inmune y a la TARV. Otro mecanismo por el
cual el virus adquiere variabilidad es la generaciéon de
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formas recombinantes, lo que puede ocurrir cuando una
persona es infectada por virus de distintos subtipos y
éstos se multiplican en la misma célula.

El grupo M de HIV-1 es el responsable de la pandemia,
y se ha diversificado en al menos 10 subtipos y sub-
subtipos®. La diferencia genética dentro de un subtipo
puede ser entre un 15 0 20% de la secuencia, mientras
que la variabilidad entre subtipos puede llegar hasta un
35%°. A partir de la secuenciacién de genomas enteros
se han podido identificar las formas recombinantes circu-
lantes (circulating recombinant form, CRF) y las formas
recombinantes unicas (unique recombinant forms, URF).
Un virus recombinante es clasificado como CRF si se lo
ha identificado en 3 0 mas pacientes que no posean una
relacion epidemioldgica directa. Si no cumplen con esta
caracteristica se lo clasifica como URF. Actualmente
existen 48 CRFs y mas de una centena de URFs® 7.

A excepcion de Africa Sub-Sahariana, donde se en-
cuentran representados practicamente todos los subtipos
de HIV-1, CRFsy URFs, estudios de epidemiologia mole-
cular muestran que en el resto del mundo las variantes de
HIV han sido detectadas con una distribucién geografica
especifica’.

Existen numerosos trabajos acerca de la caracteriza-
cién molecular de la epidemia de HIV en distintas pobla-
ciones argentinas. En ellos se describe la presencia de
subtipo B, tanto como CRF12_BF (descripta en 2 001°)
y otras recombinantes BF relacionadas, mientras que el
subtipo C se encuentra en forma minoritaria'-s. Infec-
ciones causadas por variantes recombinantes BF fueron
notificada por otros paises latinoamericanos como Brasil
y Uruguay'®, donde son relativamente comunes, mientras
que una menor proporcion de casos de recombinantes
BF fueron detectados en Bolivia'®, Venezuela'® "7, Chile
y Espafa'’. Recientes comunicaciones indican nuevos
casos de infecciones con CRF12_BF en Espafna'® y Pa-
raguay'®. Por otro lado, recientemente se ha descripto una
nueva recombinante BF circulante en Uruguay, la que fue
denominada CRF38_BF12.

Estos datos epidemioldgicos, junto con el hecho de que
aun no esta claro cual es la relevancia de la inmunidad
subtipo especifica y el grado de reactividad cruzada de
células T entre diferentes subtipos de HIV2'23, resaltan
la importancia de considerar los patrones de la epidemia
molecular en los disefios de vacunas que se usaran en
esta zona de Latinoamérica.

Una vacuna

El desarrollo de una amplia variedad de antirretrovirales
ha llevado a un importante descenso en la mortalidad aso-
ciada al sida, junto con un aumento en la calidad de vida
de las personas infectadas con HIV* 24, Esto ha ocurrido
especialmente en paises desarrollados, donde el acceso
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a las terapias esta al alcance de todos los individuos que
viven con HIV, aunque ultimamente se est4d ampliando
en paises en desarrollo®. En la Argentina el tratamiento
antirretroviral es gratuito, proporcionado por el Ministerio
de Salud o por los servicios de salud. En el uUltimo bole-
tin del Ministerio de Salud se informé que de los 75 009
casos notificados, 41 000 reciben TARV gratuita (55%),
siendo en la mayoria de los casos (69%) proporcionada
por la Direccién de Sida y Enfermedades de Transmision
Sexual del Ministerio de Salud de la Nacion (DSyETS) y
el resto a través de la Seguridad Social y los servicios
de salud prepagos. Durante el 2 008, 28 168 personas
recibieron TARV provista por la DSyETS, un 10% mas
que en 2 0075.

Sin embargo, aunque en los ultimos afios se ha pro-
gresado en este sentido, la Organizacion de las Naciones
Unidas estimé que en el afio 2007 sélo entre el 27 y el
34% de las personas que necesitaban TARV en el mundo
tuvieron acceso a ella'-2. Sin dudas, el desarrollo de una
vacuna segura y eficaz contra el HIV es critico para el
control de la pandemia.

La finalidad de una vacuna ideal para HIV-1 deberia
ser prevenir la infeccion o bien, al menos, reducir la carga
viral y la progresioén a sida. Esto se lograria mediante el
bloqueo de la infeccién a través de la inmunidad esterili-
zante. Pero la realidad es que la mayoria de las vacunas
antivirales que existen en el mercado funcionan contro-
lando la replicacion viral sub-clinicamente y previniendo
la enfermedad?®.

El avance del conocimiento sobre la patogénesis de
HIV y sobre cémo la respuesta inmune contribuye al
control de la replicacion viral, ha llevado a que las nuevas
investigaciones se focalicen en la inmunidad celular?.
Existen numerosos trabajos que demuestran la importan-
cia de la respuesta celular en el control del HIV, asi como
de SIV (Virus de la Inmunodeficiencia Simiana)?3'.

Inmunizaciones en primates no humanos con vacunas
que inducen principalmente respuesta celular, producen
una reduccion de la viremia inicial, generando un menor
set point (valor de carga viral, CV, caracteristico de la
infeccion crénica alcanzado al estabilizarse la misma
luego de la infeccién aguda) y una reduccion en los niveles
totales de virus producidos durante los estadios tempra-
nos de la infeccion?* 3234, |a progresion a la enfermedad
ocurre mas tardiamente en estos casos y este retraso
se correlacioné con los niveles de la respuesta celular
inducida por la vacuna®>34,

A partir de esto surge la pregunta de si una vacuna que
no prevenga la infeccion, pero que disminuya la viremia 'y
retrase la progresion a sida seria beneficiosa, y al mismo
tiempo, mas factible de ser generada?. Estudios de co-
hortes para analizar la historia natural de la infeccion han
mostrado que los niveles de la carga viral en el momento
del set point correlacionan inversamente con la progresion
a la enfermedad?* %. Por otro lado, en el trabajo de Turk
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y colaboradores, se encontrd una asociacion entre la
mayor polifuncionalidad de las células especificas para
antigenos de HIV y una mejor contencion de la carga viral
en pacientes con infeccion primaria®.

Entonces, si los modelos animales y el curso natural
de la infeccion pueden ser predictores del desarrollo de la
enfermedad, se podria hipotetizar que las personas que
recibiesen vacunas inductoras de respuestas celulares,
al ser posteriormente infectadas, podrian permanecer
sin enfermedad por mas tiempo, o incluso no desarrollar
sida, aun en ausencia de TARV?* %, Estos individuos
podrian controlar el pico de viremia inicial, con un menor
set point, 1o que llevaria asociado una menor destruccion
inicial de tejido linfoide asociado a intestino y a un menor
establecimiento de reservorios?*. También es importante
resaltar que este tipo de respuestas no sélo podria evitar
la progresion a sida, sino que disminuiria la tasa de trans-
mision®’. En este sentido, existen publicaciones donde se
observa que con una CV de 1 700 copias de ARN viral/ml
de plasma o menor, la probabilidad de contagio es muy
baja o nula® *°.

Disefio racional de vacunas para HIV

Los primeros intentos de generar una vacuna contra el
HIV fueron mediante la utilizacién de la proteina de la
envoltura (Env), gp160 o gp120, los que en 1 998 fueron
evaluados en ensayos clinicos de fase Il (Vax 003 y Vax
004)%-42_ Al finalizar los ensayos se observo que la vacu-
nacioén no protegio frente a la infeccion con HIV, ya que no
se encontraron diferencias significativas en la incidencia
entre el grupo vacunado con la proteina recombinante
y el grupo placebo. Tampoco se encontrd diferencia en
la CV y recuento de CD4+ de los pacientes vacunados y
posteriormente infectados*® 44. Estos candidatos fallaron
en la generacion de anticuerpos neutralizantes eficaces
frente a los virus circulantes, debido a que las zonas con-
servadas de Env se encuentran altamente glicosiladas.
Los anticuerpos generados reconocieron principalmente
las zonas variables de la glicoproteina, pero en pocas
ocasiones el sitio de union al receptor, que se encuentra
oculto en el interior de la proteina®.

Recientemente, se han desarrollado algunos anticuer-
pos con alta capacidad neutralizante, capaces de proteger
macacos de desafios por rutas de mucosas. Estos anti-
cuerpos, denominados 2F5 y 4E10, estan dirigidos contra
la region externa proxima a la membrana de la proteina
gp41, la que esta altamente conservada, considerada de
crucial importancia para la fusion del virus con la célula®,
pero aun no se han probado en ensayos clinicos.

Como se menciond anteriormente, en los Ultimos afos
se ha focalizado el disefio de vacunas en aquellas que
sean capaces de generar una respuesta inmune celular,
ya que existen distintas evidencias que demuestran que
la respuesta celular mediada por linfocitos T citotoxicos
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(células T CD8*, CTL) juega un rol central en el control
de la infeccion por HIV y progresion a sida3'. A su vez,
diferentes hallazgos surgidos del area de investigacion
basica en el desarrollo de vacunas sugieren que tres
caracteristicas de la respuesta T CD8* podrian estar
involucradas en el control de la viremia: frecuencia, am-
plitud de los epitopes reconocidos y la calidad funcional
de las células?.

Recientemente, han ocurrido dos acontecimientos
importantes en el campo del desarrollo de vacunas de
HIV: la finalizacidn de los dos ensayos clinicos con mayor
numero de pacientes que estaban en curso, uno de fase
IIb 0 “prueba de concepto” y otro de fase Il (Tabla 2).

El primero de ellos, cuya etapa de reclutamiento fina-
lizé en 2 007/2 008, constaba de 3 dosis de Adenovirus
recombinante para las proteinas Gag, Pol y Nef. El ensayo
fue finalizado antes de lo planeado, debido a que hubo
una mayor proporcion de voluntarios infectados en el gru-
po vacunado que en aquel que recibié placebo. Andlisis
posteriores revelaron que el mayor riesgo de infeccién
estaba relacionado a la preexistencia de anticuerpos
neutralizantes para Adenovirus asociada a la variable
hombre no circuncidado®.

El otro ensayo finalizado recientemente se desarrollo
en Tailandia con un resultado que aparenta ser una luz
de esperanza. La vacuna consistiéo en cuatro dosis de
virus Canarypox recombinante que expresaba Gag y
Pro del subtipo B (cepa LAI) y gp120 de la CRFO1_AE
(recombinante inicialmente clasificada como subtipo E y
luego renombrada como CRF01_AE48) unida a la porcién
de anclaje de gp41 del subtipo B (LAI), seguidas de dos
dosis de una mezcla bivalente compuesta de proteinas
recombinantes gp120 pertenecientes al subtipo B (cepa
MN) y a la CRFO1_AE49. El subtipo B es prevalente en
EE.UU., Europa y gran parte de América Latina, Asia y
Oceania, mientras que la CRFO1_AE es prevalente en
Tailandia, otros paises de Asia y algunos de Africa’. Se
aplicaron vacuna y placebo a 16 402 voluntarios sanos.
Se observé una efectividad de la vacuna del 31.2%, es
decir que en el grupo inmunizado se infectaron un 31.2%
menos de personas. Sin embargo, no se observaron
diferencias en la CV ni el recuento de células T CD4* en
las personas que se infectaron, independientemente de
que hubiesen recibido la vacuna o el placebo. Aun no
estan dilucidados los mecanismos inmunes que median
los resultados observados, aunque en base a ellos los
autores del estudio sugieren la posibilidad de que los
mecanismos inmunoldgicos que median la proteccion
frente a la infeccién con HIV serian distintos de aquellos
que mediarian el control de la replicacion en la infeccion
temprana®. Un dato a resaltar de este ensayo es que a
diferencia del que fue finalizado tempranamente, aqui
se inmuniz6 con antigenos del subtipo prevalente en la
region en que se ensayo la vacuna. Si bien los porcentajes
de proteccién no son muy alentadores, éste es el primer
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ensayo donde se observa algun grado de proteccion
en humanos, siendo un gran avance en el camino de la
busqueda de una vacuna frente a HIV49.

Importancia de la variabilidad en el desarrollo
de una vacuna

Un obstaculo critico en el desarrollo de vacunas para
HIV-1 es como inducir una respuesta comandada por
células T especificas capaces de sortear la variabilidad
intra- e inter-subtipos o formas recombinantes. En una
persona infectada, las células T CD4+y CD8* especificas
pueden exhibir cierto grado de reactividad frente a epitopes
conservados de otro subtipo, pero la respuesta tiende a ser
mayor frente al subtipo infectante. Asi, un paciente infec-
tado con un subtipo de HIV-1, tiene respuestas celulares y
humorales frente al virus que lo infecta y, aunque se ha de-
mostrado que existen respuestas cruzadas a otros subtipos
virales, la fuerza y la amplitud de estas respuestas suelen
ser limitadas?'23 36, Un ejemplo claro de la importancia que
puede tener la variabilidad de un virus en la efectividad
de una vacuna se pone de manifiesto en la necesidad de
un cambio anual en la vacuna frente al virus de la gripe.
El virus influenza sufre un 2% de cambios aminoacidicos
de manera interanual, los cuales pueden causar falla en
la reactividad cruzada de la respuesta policlonal inducida
tras la inmunizacion, generando la necesidad de cambiar
la cepa de la vacuna cada afio®.

La diversidad de epitopes entre subtipos hace poco pro-
bable que la utilizacién como inmundgeno de un aislamien-
to natural proteja frente a otros subtipos virales o variantes
dentro del mismo. Los virus pertenecientes al mismo clado
pueden variar hasta un 20% en la secuencia proteica de la
envoltura, mientras que esta diferencia puede ser de hasta
un 35% entre virus pertenecientes a distintos subtipos®'-%2.
A pesar de la gran diversidad del HIV, la mayor parte de
los candidatos a vacunas que se utilizaron en los prime-
ros ensayos clinicos contenian inmunégenos del subtipo
B, dominante en EE.UU. y Europa. Recientemente, para
enfrentar la variabilidad viral se han incluido otros subtipos
y CRFs, tanto en ensayos clinicos*® %5 como pre-clinicos®+%
(Tabla 1). Otras estrategias que han sido utilizadas son
la combinacion de inmundgenos de diferentes subtipos*
53,5559 secuencias consenso entre varios subtipos®, o la
utilizacién de inmundgenos mosaico, formados por la opti-
mizacion de fragmentos de secuencias naturales, asi como
la construccion de inmundgenos provenientes de regiones
conservadas®. Otra metodologia empleada es la utilizacion
de antigenos de subtipos o variantes circulantes del lugar
donde se utilizara la vacuna®, como en el caso del ultimo
ensayo clinico de fase Il desarrollado en Tailandia®. En
la Tabla 1 se resumen los ensayos clinicos méas importan-
tes que se estan llevando a cabo actualmente, donde se
puede observar la diversidad de antigenos que se utilizan,
pertenecientes a distintos subtipos®®.
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TABLA 1.— Resumen de ensayos clinicos en curso™
Candidatos para vacunas contra HIV/sida en ensayos clinicos actuales
Fecha de Instituciones Lugar N° de Composicién de la vacuna Subtipo viral
Inicio participantes
Fase Il
Octubre MHRP, MoPH, Aventis, Tailandia 16402 Prime: Canarypox con env y B
2003* Vaxgen gag-pro. Boost: Proteina Env CRFO1_AE
(gp120)
Prueba de Concepto
Febrero SAAVI, HVTN Sud Africa 801 Ad con gag, pol, nef B
2007 **
Diciembre NIAID, HVTN, EE.UU., Canada, 3000 Ad con gag, pol, nef B
2004 ** Merck Perd, R. Dominicana,
Haiti, Puerto Rico y
otros
Fase Il
Enero GeoVax, HVTN EE.UU., Peru 225 Prime: ADN con gag, pol, env, B
2009 tat, rev, vpu. Boost. MVA con
gag, pol, env
Fase l/ll
Junio Comisiéon Europea, G.B., Alemania, 140 Prime: ADN con env, gag, pol, C
2007 ANRS Francia, Suiza nef. Boost. NYVAC-C
Diciembre MUCHS, Karolinska Tanzania 60 Prime: ADN con env, gag, rev, AB,C
2006 Institute, SMI, Vecura, TR. Boost. MVA con env, gag,
MHRP pol AE
Mayo NIH, MHRP, VRC Kenya, Uganda, 324 Prime: ADN con gag, pol,
2006 Tanzania env+nef. Boost: Ad con gag,
pol, env+nef
Fase |
Marzo IAVI, Uni. de Rochester EE.UU. 42 Ad con gag, TR, IN y nef B
2009 Medical Center Ad con env gp140 AB,C
Marzo IAVI, Indian Council of India 32 Prime: ADN con env, gag, pol,
2009 Medical Research nef y tat. Boost. MVA con env,
gag, TR, rev, nef y tat
Diciembre IAVI, St. Stephen’s G. B. 32 Prime: ADN con env, gag, pol, A
2008 AIDS trust, Chelsea and nef y tat. Boost. MVA con env,
Westminster Hospital gag, TR, rev, nef y tat C
Diciembre HVTN, SAAVI EE.UU., Sud Africa 48 ADN-C2 MVA-c + ADN con
2008 gag, TR, tat, nef y env
120 PENNVAX-B + IL-12 o dos C
Octubre NIAID, HVTN, UPenn/ EE.UU. dosis distintas de IL-15
2007 Wyeth Prime: ADN con gag, pro, C
TR,env, tat, rev, vpu. Boost:
Abril NIAID, HVTN, GeoVax EE.UU. 120 MVA con gag, pol, env B
2006 NIAID, HVTN, ADN + MVA recom,
Abril Pharmexa-Epimmune, EE.UU. 108 Solos 0 en prime-boost B
2007 Bavarian Nordic

TR: Transcriptasa reversa

ANRS: Agence Nationale de Recherches sur le Sida (France)
HVTN: HIV Vaccine Trials Network

IAVI: International AIDS Vaccine Initiative

MHRP: United States Military HIV Research Program

MoPH: Ministry of Public Health of Thailand

MUCHS: Muhimbili University College of Health Sciences

*  Finalizado*®

IN: Intedrasa
NIAID: National Institute of Allergy and Infectious Diseases
NIH: National Institutes of Health

SAAVI: South African AIDS Vaccine Initiative
SMI: Swedish Institute for Infectious Disease Control
VRC: Vaccine Research Center
G.B.= Gran Bretaha

** Concluyé el enrrolamiento en septiembre 2007, pero continua el seguimiento y andlisis de datos
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Estrategia “Prime-Boost”:

Uno de los mayores logros de la humanidad sin duda ha
sido el control de las enfermedades infecciosas mediante
el desarrollo de vacunas. Algunos de los planes de va-
cunacion mas exitosos han logrado eliminar o controlar
completamente a los virus causantes de la viruela y polio,
respectivamente. Sin embargo, aun no se ha logrado
controlar totalmente a ciertos patégenos utilizando las
estrategias de vacunacion tradicionales, que son prin-
cipalmente inductoras de respuestas de anticuerpos
de larga duracién. Dichos patdgenos incluyen a HIV,
Mycobacterium tuberculosis y el parasito de la malaria
(Plasmodium falciparum), compartiendo la caracteristica
de que la respuesta inmune celular es primordial en la
proteccion frente a los mismos®'8.

Se ha observado que la administracion de dosis re-
petidas de una vacuna conformada por un unico vector
es efectiva para incrementar los titulos de anticuerpos
generados (dosis homdlogas). Sin embargo, este tipo de
estrategia resulta ineficiente para aumentar respuestas
celulares, debido a que la respuesta inmune preexistente
frente al vector evita una eficiente presentacién de los
antigenos®. Para vencer esta limitacién, en los ultimos
afos se ha aplicado un esquema de inmunizacién ca-
paz de potenciar la respuesta celular, basado en dosis
seriadas, expresando el mismo antigeno desde distintos
vectores (dosis heterélogas). Esta estrategia es conocida
ampliamente por su designacion en ingles “prime-boost”
y fue en un principio utilizada para generar respuesta
de células CD8* frente a malaria, inmunizando primera-
mente con un vector basado en el virus influenza y luego
administrando el antigeno en una segunda dosis desde
un vector basado en el virus Vaccinia®.

Actualmente, ésta es una de las estrategias mas utiliza-
das en el campo del desarrollo de vacunas para HIV/sida,
donde se puede encontrar combinacion de vectores de
ADN, como prime, y refuerzos o boost con vectores vi-
rales recombinantes®” %8 66-¢° De los ensayos en fase |, Il
y lll en curso, 12 utilizan esquemas de prime-boost, que
combinan ADN y vectores virales (Adenovirus o Poxvirus)
(Tabla 1). Dentro de esta estrategia, los vectores mas
utilizados como boost son los virus de la familia Poxviri-
dae, como el virus Vaccinia en su variante atenuada MVA
(modified Vaccinia virus Ankara), Canarypox (empleado
en el ensayo de fase lll de Tailandia*®) y Fowlpox.

Aportes de nuestro grupo al desarrollo de
vacunas para HIV/sida

Dada la complejidad a nivel molecular que muestra el HIV,
es importante evaluar cual es el impacto de esta variabili-
dad en el desarrollo de vacunas para nuestra region.
Aunque los extensivos datos epidemioldgicos de-
muestran la importancia de la CRF12_BF y variantes
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recombinantes relacionadas con ésta en la Argentina y
otros paises de Latinoamérica, no existen trabajos relacio-
nados con la inmunogenicidad de antigenos BF salvo los
realizados durante los ultimos afnos en nuestro laboratorio.
Por un lado, analizamos la importancia de las secuencias
By BF de Nef en la respuesta inmune celular en pacientes
recientemente infectados en la Argentina®, mientras que
por otro desarrollamos vectores vacunales que expresan
las proteinas Nef**y Env’® de la CRF12_BF para ensayar
su inmunogenicidad en ratones, evaluando la relevancia
de la inmunidad subtipo especifica® 7.

Respuesta inmune frente a Nef durante la
seroconversion

Nef es una de las proteinas accesorias del HIV que
ha sido objeto de estudio de muchos trabajos cientificos
vinculados a la evaluacion de la respuesta inmune y al
desarrollo de vacunas®® 67687274 Esto se debe a que Nef
posee varias caracteristicas que hacen de esta proteina
un buen candidato vacunal. Es una de las primeras protei-
nas que se expresa en el ciclo viral’®, convirtiéndola en un
blanco temprano en la infeccion. En un estudio realizado
con pacientes cursando la infeccion por HIV en diferentes
estadios, se observo que Nef, junto con Gag, contienen
la mayor densidad de epitopes siendo las proteinas del
virus mas reconocidas en los pacientes de este estudio.
Otro dato interesante que se obtuvo de ese trabajo fue
que los dos péptidos reconocidos con mayor frecuencia
en esos pacientes pertenecian a Nef’®. Por otro lado,
Nef y Env, son las proteinas mas variables del genoma
viral, llegando a variar hasta un 30% en la secuencia
aminoacidica entre distintos subtipos virales®. En el
caso de NefBF y NefB existe un 24% de diferencia entre
sus secuencias aminoacidicas. Finalmente, la cualidad
mas importante por la cual Nef se convierte en un buen
candidato para ser utilizado como antigeno vacunal, es
que la respuesta celular especifica dirigida contra esta
proteina durante la infeccidon aguda y temprana representa
el 94 y 46% del total de la magnitud de la respuesta total
anti-HIV”’, respectivamente. En el trabajo de Lichterfeld
y col. se describié que durante la primo-infeccion, la
respuesta T CD8* fue preferencialmente dirigida contra
Nef, mientras que en la infeccion cronica esta respuesta
se dirigioé contra Gag, Pol y Env”’. Esto muestra como va
cambiando el blanco de la respuesta a lo largo del curso
de la infeccion”. Estas evidencias demuestran que, du-
rante la infeccion temprana, gran cantidad de la respuesta
vinculada al descenso del pico inicial de la viremia® esta
dirigida frente a Nef™® 7",

A partir de estos antecedentes, decidimos evaluar la
respuesta inmune celular presente en pacientes infecta-
dos con virus perteneciente al subtipo B o recombinan-
tes BF, durante la infecciéon temprana. Describimos la
respuesta inmune dirigida frente a NefB o BF durante la
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Fig. 1.— Histogramas mostrando la frecuencia de reconocimiento (A y B) y la magnitud (mediana + DS; C y D) de la respuesta
frente a péptidos B (A y C) y péptidos BF (B y D). Las barras representan todas las respuestas positivas de pacientes B
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seroconversion®, donde la respuesta inmune frente a esta
proteina es dominante”. Encontramos una respuesta es-
pecifica para cada clado, asi como respuesta cruzada. El
analisis detallado demostré que los pacientes infectados
con variantes BF tenian una respuesta menos amplia,
con reconocimiento de menos epitopes, pero de mayor
magnitud (Fig. 1). En particular, el reconocimiento de la
secuencia del loop de la proteina fue mayor al publicado
previamente’”%. Otro importante aporte de este trabajo
fue que cuando analizamos la polifuncionalidad de las
células especificas, encontramos una asociacion directa
entre la mayor frecuencia de células polifuncionales (es
decir, mayor calidad de la respuesta) y una mejor con-
tencion de la carga viral®.
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Modelos de vacunas

A pesar de que el primer virus Vaccinia recombinante
para el gen env de HIV, basado en la cepa replicativa,
resulté seguro y fue considerado inmunogénico®!, la apa-
ricion de efectos adversos poco frecuentes, en personas
inmunocomprometidas, impulsé el desarrollo y uso de
cepas atenuadas, como MVA y NYVAC, para mejorar la
seguridad del vector.

Actualmente, la cepa atenuada del virus Vaccinia
mayormente usada es MVA, la que ha demostrado ser
inocua tanto en animales normales como inmunocompro-
metidos, y no mostrd efectos adversos al utilizarse para
vacunar a 120 000 personas durante la erradicacion de
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Fig. 2.— Respuesta inmune generada en ratones a partir de la inmunizacion con vectores que expresan Nef. A- Esquema de
inmunizacion: grupos de 4 ratones recibieron las dosis indicadas. B- Diez dias después de la ultima dosis, la respuesta
celular fue evaluada, cuantificando IFN-y en el sobrenadante de células de bazo reestimuladas durante 72 hs. C- Cuanti-
ficacion de células secretoras IFN-y especificas en los grupos indicados. D- Cuantificaciéon de IFN-y, IL-2 y TNF presente
en los sobrenadantes de esplenocitos de los ratones inmunizados con 3xADN/MVA. En todos los casos, las células fueron
reestimuladas con antigenos BF, B (valores del control negativo restados). Diferencias significativas entre los valores frente
a BF y B estan indicadas con un *. CS IFN-y: células secretoras de IFN-y. (Reprinted from Virus Research, 2009;146: 1-12.

Copyright (2009), with permission from Elsevier)®*.
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la viruela®. MVA es incapaz de replicar en células de
mamifero®, donde el bloqueo en la replicaciéon ocurre
en el ensamblado del viridn, lo que permite expresar los
genes tempranos, intermedios y tardios®2.

Para evaluar la relevancia de la inmunidad subtipo
especifica en el desarrollo de potenciales vacunas, en
nuestro laboratorio se desarrollaron vectores virales y
de ADN (los que son ampliamente usados en ensayos
clinicos y preclinicos) que expresan las proteinas Nef y
Env de la CRF12_BF, para evaluar su inmunogenicidad
en ratones® 7071,

Como parte de su caracterizacion, luego del desarrollo
de los vectores virales, MVAnefBF y VVenvBF (Virus
Vaccinia, cepa replicativa), corroboramos la estabilidad
genética de los mismos y que su replicacion no se viera
alterada por la presencia de las proteinas recombinan-
tes® 0. Del mismo modo, analizamos la capacidad de los
vectores virales y de ADN (ADNnefBF y ADNenvBF), de
expresar las proteinas de interés. El siguiente paso fue
evaluar la inmunogenicidad de los vectores generados
combinandolos en diferentes esquemas de inmunizacion
en el modelo murino.

Nef. Para continuar y extender el andlisis de la inmu-
nogenicidad de NefBF, evaluamos la respuesta celular
inducida en ratones, a partir de la inmunizacion con los
vectores generados (ADN y MVA), analizando la respues-
ta especifica y el grado de reactividad cruzada frente a
la proteina Nef del subtipo B. Para esto, inmunizamos
ratones con dos o tres dosis de ADN (2xADN o 3xADN)
o combinaciones ADN/MVA o 3 dosis de ADN seguida
por una de MVA (3xADN/MVA) (Fig. 2 A).

Cuando evaluamos la respuesta inmune, midiendo
IFN-y en el sobrenadante de las células del bazo rees-
timuladas con el antigeno, observamos que la mayor
respuesta se encontrd en el grupo de animales que recibid
el esquema 3xADN/MVA (Fig. 2 B).

La reactividad cruzada fue analizada por dos mé-
todos: cuantificando las células especificas secretoras
de IFN-y (Fig. 2 C) o cuantificando IFN-y, IL-2 y TNF en
el sobrenadante de las células en cultivo durante 72 h
(Fig. 2 D). Detectamos una respuesta especifica frente al
antigeno homaélogo, mientras que la respuesta cruzada
frente al antigeno del subtipo B fue de una magnitud entre
2.6y 7 veces menor (Figs. 2 C y D). Al cuantificar otras
citoquinas de importancia en la respuesta celular, como
IL-2 y TNF en el sobrenadante de las mismas células, se
observo presencia de ambas, aunque nuevamente se
encontré menor respuesta frente al antigeno heterélogo
(Fig. 2 D)%

Env: Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de En-
vBF, contrastandola con la respuesta inmune generada
por la envoltura del subtipo B, se aplicaron esquemas
de inmunizacion prime boost, consistiendo de una dosis
de ADN en el prime seguida de un boost con VV. Com-
paramos las respuestas generadas por los vectores que
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expresan EnvBF versus los que expresan EnvB. En primer
lugar evaluamos la respuesta inmune generada frente a
las regiones constantes y variables de gp120y gp41. Tras
la inmunizacion con el subtipo B se reconocieron varios
péptidos ubicados en dos regiones constantes y en una
variable de la secuencia homdloga EnvB, mientras que la
respuesta inmune generada por la vacunacién con EnvBF
sé6lo reconocié una de las regiones constantes. El analisis
de la secuencia indic6 que la reactividad cruzada se hallé
en regiones conservadas entre ambas proteinas, o con
cambios minimos en la secuencia’.

En resumen, estos resultados al igual que los hallados
con las inmunizaciones con Nef, mostraron una respuesta
celular subtipo especifica con bajos niveles de reactividad
cruzada entre antigenos BF y B.

En conclusion, habiendo transcurrido ya casi 30 afios
de la descripcion original del sida, aun no se ha logrado
controlar la pandemia, ya sea mediante el uso de anti-
virales como tampoco mediante la generacion de una
vacuna. Se ha avanzado en el campo, pero ain quedan
muchos interrogantes. En este sentido, el ensayo de
Tailandia (fase Ill) se puede ver como un gran avance,
ya que es la primera vez que se describe algun grado de
proteccion en humanos, aunque de todas formas, un 30%
de proteccién no es suficiente.

El avance en el conocimiento de la patogenia viral y la
respuesta inmune del huésped ha llevado a que las nue-
vas investigaciones se focalicen en la respuesta inmune
celular. Queda claro que la variabilidad del HIV es de
suma importancia en el momento de elegir los antigenos
involucrados en una vacuna. Se ha demostrado que la
inmunidad subtipo especifica y la reactividad cruzada jue-
gan un rol importante en el reconocimiento de diferentes
subtipos virales, lo que no garantiza la proteccion frente
a todos los subtipos a partir de la inmunizacién con una
variante aislada.

Dada la importancia de las variantes recombinantes
BF en la Argentina y paises limitrofes, nuestro grupo
ha encarado los primeros estudios en cuanto a la inmu-
nogenicidad de sus proteinas y la reactividad cruzada
con el subtipo B. A partir de nuestros resultados, donde
observamos que existe reactividad cruzada entre estos
antigenos, pero de menor magnitud que la respuesta
autodloga, seria importante considerar la inclusion de estos
antigenos virales en el disefio de futuras vacunas para
nuestra region, donde circulan variantes virales recombi-
nantes BF y virus perteneciente al subtipo B, lo que podria
facilitar la generacion de una respuesta inmune efectiva
en la poblacion frente a ambos virus.
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