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El encuentro entre un historiador de la ciencia y un archivo
personal rara vez es una casualidad, suele responder a un ejemplo
mds de serendipia; en el caso que nos ocupa es evidente. La relacion
entre Victor Garcia Gil, nieto de Juan Gil Collado, y Alberto Gomis
Blanco, catedrdtico de Historia de la Ciencia en la Universidad de Al-
cald, ha tenido como consecuencia una muy documentada y excelen-
temente ilustrada biografia de Juan Gil Collado (Martos, Jaén, 1901 -
Madrid, 1986); entomdlogo, formado baijo la direccion de Candido Bo-
livar en el Museo Nacional de Ciencias Naturales, experto en dipteros
y paludismo, al que la Guerra Civil obligd a un duro exilio interior.

Su peripecia vital, su historia personal, es, como los propios
autores sefialan en el titulo de esta obra, un canto a la dignidad. Un
investigador que, ante la sensacion de desamparo en la que le sumio
la Guerra, supo reinventarse, transformar su inicial formacion inves-
tigadora en la que se habia formado para adquirir nuevas habilidades
con las que sobrevivir y poder cohabitar con una situacion politica y
social que nunca acepto.

La obra se divide en dos partes, dlaramente separadas por
el final de la Guerra Civil: ‘La formacion de un cientifico’ (1901-1939)
y ‘La fuerza de la dignidad’ (1939-1986); se unen a estas tres infere-
santes apéndices donde se recoge una catalogacion de su archivo do-
cumental y fotogrdfico, un listado con las novedades taxondmicas
descritas y los taxones a él dedicados y una bibliografia de Juan Gil
Collado donde, junto a los textos cientificos, comunicaciones a congre-
sos, consultas emitidas y resefias de sus trabajos se recogen los textos,
mecanografiados, que permanecen inéditos.

En la primera parte, la anterior a la Guerra, los autores
pasan revista a su nacimiento, en Jaén, y su infancia, en Madrid; los
estudios en el Instituto de Bachillerato ‘San Isidro’; su ingreso en la
Universidad Central, donde cursd la Licenciatura en Ciencias, con pre-
mio extraordinario; sus primeros afios laborales en el Instituto-Escuela;
su ingreso, en 1921, en la Real Sociedad Espaiiola de Historia Natural,
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de la mano de Candido Bolivar; sus primeras expediciones al norte de
Africa, entre 1923 y 1930, como preparador y conservador de las co-
lecciones entomoldgicas del Museo Nacional de Ciencias Naturales; sus
trabajos para la Comision Central Antipalidica, donde se hizo presente
su conocimiento de los Culicidos; su colaboracion con la revista Fos,
6rgano cientifico de la seccion de Entomologia del Museo; su dedicacion
profesional tanto en la Escuela Nacional de Sanidad como en la Fa-
cultad de Ciencias de la Universidad Central; la participacion, como
delegado espaiiol, en el V Congreso Internacional de Entomologia
(Paris, 1932); su expedicion a Fernando Poo, en 1933, junto a Federico
Bonet y su colaboracion en la organizacion del VI congreso interna-
cional de Entomologia (Madrid, 1935). Y, en el dmbito mds privado,
su matrimonio con Carmen Ferndndez Pérez, en el diciembre de 1925;
su participacion en la constitucion de la editorial Zeus, junto a Candido
Bolivar, Vicente Sos y José Royo Gomez, entre otros; sus veraneos fa-
miliares en La Granja de San Ildefonso, donde conocid el estallido de
la Guerra Civil.

El paréntesis obligado de la Guerra fue largo y angustioso
para Gil Collado —y para tantos ofros espaiioles-: sufrié arresto do-
miciliario en La Granja de San lldefonso, trasladado, como resultado
de una primera depuracion, a Cadalso de los Vidrios; su posterior es-
tancia en Cdceres y un regreso a un Madrid, saqueado y desconocido,
del que habia salido apenas unos afios atrds.

Expulsado de la Universidad, vetado su acceso al Museo Na-
cional de Ciencias Naturales y con una familia que atender, Juan Gil
Collado decide, en 1940, regresar a Cdceres para reinventarse como
asesor de la lucha antipalddica a la par que como docente de Ciencias
Naturales: academias, colegios privadas y ain las clases particulares
se convirtieron en el modo de obtener unos parvos ingresos con los
que sobrevivir. Su estancia cacereia acabd en 1943; regres6 a Madrid
y, desde el curso 1944/45, se integrd en el equipo docente del Colegio
Estudio, fundado por Jimena Menéndez Pidal, Carmen Garcia del Dies-
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tro y Angeles Gasset, remedo de lo que fue el Instituto-Escuela y en
donde —hasta donde pudieron mantenerse- se instauraron los valores
educativos propugnados por la Institucion Libre de Ensefianza. En este
afo de 1944/45 entrd en contacto con la empresa Insecticidas Condor,
ubicada en Zorroza (Bilbao) y en la que desempeid el cargo de ‘en-
tomdlogo jefe’ hasta su jubilacion, en 1971; en ella colaboré a la co-
mercializacion de ‘666" un insecticida ‘netamente nacional’. En estos
afios de la década de 1940, en los que su pertenencia a centros oficiales
le estd vedada, colabora con revistas agropecuarias, como Ganaderia,
Agricultura o las Hojas divulgadoras del Ministerio de Agricultura,
donde su experiencia entomoldgica fue especialmente valorada. En un
nuevo giro de su vida profesional, inicia su formacion como farmacéu-
tico en las aulas de la Universidad Central; lo logrd con éxito y, en
1948, tras suavizarse las exigencias del Régimen, ingreso en el De-
partamento de Parasitologia animal dirigido por Felipe Gracia Dorado,
establecido en la Facultad de Farmacia; en 1950 finalizé los estudios
de Farmacia, inicia enfonces una nueva carrera académica que le lle-
vard desde el puesto de ayudante (1952-1957) al de adjunto a cdtedra,
primero de manera provisional, luego en posesion de la plaza. Desde
noviembre de 1952 formd parte de la Academia Nacional de Farmacia
y, entre 1957 y 1967, fue experto de la Organizacion Mundial de la
Salud. Pese a su jubilacion en 1971, tanto en Insecticidas Céndor como
en la Universidad Central, Juan Gil Collado continud investigando en
la Facultad de Farmacia de Madrid hasta su fallecimiento, acaecido el
26 de agosto de 1986.

Media docena de nuevos taxones llevan su nombre; son el
reconocimiento de sus compaieros y sus discipulos a una actividad in-
vestigadora que se perpetud pese a la dura travesia del desierto que
supuso su exilio interior: F. Silvestri, J. Wagner, A. Sdnchez-Covisa, J.A.
Rodriguez Rodriguez, J. Guillén Lera, A. Estrada Pefia, J. Lucientes, C.
Sanchez, J.M. Ubeda Ontiveros, M. B. Rodriguez Baza, D.C. Guevara
Benitez y M. Rojas Alvarez, le dedicaron el fruto de sus estudios a ese
‘irnico, elegante y sereno’ investigador que nunca perdid su dignidad.
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ORIGINAL

RESUMEN

Este articulo resume la informacion cientifica sobre las caracteristicas de los virus

SARS-CoV-2, incluyendo el fundamento y las dificultades a las que se enfrenta la Palabras Clave:

bisqueda de su correcto y rdpido diagndstico, su fratamiento, y una prevencion SARS-ColF2

fi diagndstico

eficaz. )
frafamienfo
prevencion
Keywords:
SARS-CoV-2
diagnosis
freatment
prevention

ABSTRACT

This article summarizes the scientific information about the characteristics of SARS-

CoV-2, including the basis and difficulties that is facing the search for its correct

and fast diagnosis and efficient procedures for its treatment and prevention.

Aportaciones de las ciencias biomédicas en el estado de
alarma motivado por la pandemia del virus SARS-CoV-2
Carmen Avendario Ldpez




1. INTRODUCCION

En los momentos actuales, en que medio mundo estd para-
lizado experimentando una situacion de catdstrofe desconocida hasta
ahora, no podriamos titular estas lineas como he venido haciendo es-
porddicamente en nuestra revista Anales RANF: “Comentarios a una
noticia”, sino “Comentarios a una avalancha de noficias”. Los datos
acerca de la evolucion del virus SARS-CoV-2 desde el punto de vista
humano, social y econdmico son terrorificos y obligan a buscar espe-
ranza buceando en la informacion que nos proporcionan las ciencias
biomédicas para comprender la situacion de la mejor manera posible.
Estos dias he intentado satisfacer mi curiosidad de ese modo, y ahora
me atrevo a compartir esta informacion con ustedes a través de esta
breve reseiia, una mds de las que nos llegan a través de los medios
que demuestra a mi entender el poder terapéutico de la escritura en
los periodos de confinamiento.

En primer lugar debo advertirles que, para facilitar su reco-
nocimiento en gran parte de la literatura cientifica, se utilizan aqui las
siglas en inglés y que, para aligerar este texto, se ha prescindido de
representaciones grdficas. Tampoco se van a mencionar teorias cons-
piratorias, ni participar en el debate sobre cuales son las mejores es-
trategias para combatir a SARS-CoV-2, o los comentarios riticos sobre
la gestion de la epidemia en Espaiia y en el mundo. Solo intentamos
comentar someramente lo que nos dice la comunidad cientifica que,
al igual que ocurrié en el comienzo del dltimo brote del virus Ebola,
se ha volcado para intentar superar este nuevo desafio.

2. QUE SON Y COMO ACTUAN LOS VIRUS SARS-COV-2

Como es sabido, los virus son particulas compuestas por pro-
teinas, material genético y, segin el tipo de virus, una membrana lla-
mada envuelta o cdpside. Los miembros de la familia de los
coronavirus, a la que pertenece SARS-CoV-2, pueden tener ademds
una membrana que envuelve a la cubierta y estd rodeada de espiculas
a modo de corona que el virus utiliza para reconocer y penetrar en las
células humanas o de animales hospedadores a través del dominio de
union a un receptor (RBD) de las proteinas S que las recubren. Este
dominio es el mejor candidato a antigeno que puede utilizarse para
inducir proteccion a través de una futura vacuna. La denominacion de
profeinas S proviene de la palabra spike, espicula en inglés. Estas pro-
teinas poseen dos subunidades: S1y S2; la primera estd implicada en
el reconocimiento del receptor celular y la segunda participa en la fu-
sion entre las membranas celulares y virales (1).

Es muy importante recordar que las particulas viricas no son
seres Vivos, no comen ni se mueven por si solas. Tampoco pueden mul-
tiplicarse, y se encuentran flotando en el aire o depositadas en super-
ficies hasta su desintegracion. Un virus se reproduce cuando logra
infectar una célula viva, en la que penetra porque ésta posee receptores
que reconocen determinadas proteinas de la envuelta del virus (de las
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espiculas si son coronavirus). Una vez dentro de la célula liberan su
contenido, y aprovechan los recursos y la maquinaria de ésta para mul-
tiplicarse con mucha eficiencia. En esta fase aparecen los sintomas de
la enfermedad, que en el caso de SARS-CoV-2 afectan al sistema res-
piratorio y pueden generar una neumonia mds o menos grave, deno-
minada COVID-19, que puede resultar mortal.

Antes del afio 2003, los coronavirus solo se conocian como
causantes del resfriado comdn en humanos. La primera epidemia mor-
tal conocida causada por ellos fue el sindrome respiratorio agudo
(SARS), que surgid en el sudeste de China a principios del afio 2003.
Este brote afectd a 29 paises, pero ocho meses después de que comen-
zara a manifestarse estaba contenido con medidas tradicionales de
salud pablica, y actualmente se considera extinguido.

En 2012 se identificd en Arabia Saudi el coronavirus MERS-
CoV, causante del Sindrome Respiratotio de Oriente Medio (MERS),
que caus6 858 muertes, la mayoria en Arabia Saudi. SARS y MERS-
CoV parecen haber tenido su origen lejano en los murciélagos, ya que
en ellos se detectan coronavirus muy semejantes. En el caso de MERS-
CoV se han identificado a los dromedarios como hospedadores inter-
mediarios entre el murciélago y el hombre. Este virus no se transmite
eficientemente de un individuo a ofro a menos que el contacto sea muy
estrecho y, pasado un tiempo, solo se han detectado algunos casos ais-
lados. Este comportamiento ha hecho pensar a los especialistas que
MERS-CoV no estd totalmente adaptado para propagarse y, a dia de
hoy, no parece que represente una amenaza pandémica. Sin embargo,
no debe olvidarse que los virus cuyo material genético es RNA tienen
una gran capacidad para generar mutantes que se adaptan rdpida-
mente a las diferentes presiones de seleccion. Por eso, se piensa que
MERS-CoV ha logrado replicarse desde su hospedador inicial, muy pro-
bablemente el murciélago, en organismos diferentes como son los dro-
medarios y los seres humanos, pero podria necesitar algin tiempo
para lograr perfeccionar su transmision entre estos Gltimos (2).

El 31 de diciembre de 2019, China comunicé a la OMS el
brote de una nueva cepa causante de una neumonia grave, a la que
se denomind COVID-19. El coronavirus responsable de la misma era
una variante hasta entonces desconocida de los virus SARS, a la que
se denomind SARS-CoV-2. Los virus del SARS ingresaban en su célula
hospedadora uniéndose al receptor de la enzima conversora de an-
giotensina 2 (ACE-2), implicada en la regulacion de la presion sangui-
nea, y se replicaban en la profundidad de los pulmones, lo que
posiblemente contribuyd a una gran tasa de mortalidad, pero también
a una propagacion menos probable porque el contagio se producia
cwando una persona estaba muy enferma.

Por su parte, MERS-CoV ingresa en sus células hospedadoras
uniéndose al receptor de dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4). La enzima
DPP-4, también llamada grupo de diferenciacion 26 (CD26), se expresa
en la membrana de distintos tipos de células y se asocia con la regu-
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lacion de la respuesta inmune, la transduccion de sefales, y la apop-
tosis (3).

Finalmente, el coronavirus SARS-CoV-2 también entra en
las células hospedadoras por los receptores ACE-2, pero se multiplica
en la nariz y las vias respiratorias superiores, como la gripe, por lo
que se puede transmitir mds facilmente a través de la tos y los estor-
nudos en una fase inicial de la enfermedad, siendo mds dificil identi-
ficar y aislar a los enfermos antes de que infecten a otros. Puede
afirmarse que la menor tasa de mortalidad de los virus SARS-CoV-2
en comparacion con la del SARS es un alivio desde el punto de vista
médico, pero obstaculiza su prevencion.

Los estudios epidemioldgicos iniciales practicados en China
en pacientes hospitalizados con COVID-19, indicaron que la hiperten-
sion arterial y la diabetes podian estar asociadas a un mayor riesgo
de mortalidad, motivando la hipétesis en que los efectos adversos de
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACEI) y los
antagonistas o bloqueantes de los receptores de la angiotensina 2
(ARA-11) tienen relacion con esta evolucion, ya que estos farmacos y
algunos antidiabéticos pueden inducir la sobreexpresion de receptores
ACE-2 como efecto secundario indeseable. Si esto fuera asi, bastaria
con modificar los tratamientos de estas dos enfermedades utilizando
farmacos que posean otros mecanismos de accién y no sobreexpresen
este receptor. Sin embargo, la Sociedad Espaiiola de Medicina de Fa-
milia y Comunitaria (Semfyc) ha manifestado que, de momento, la
evidencia cientifica de esta relacion no estd demostrada, ya que los es-
tudios epidemioldgicos deben acompaiiarse con estudios de causalidad.

Al poco tiempo de su descubrimiento, los cientificos chinos
habian secuenciado el genoma de SARS-CoV-2, que posee cerca de
30.000 nuclectidos, y habian analizado el patron genético de las pro-
teinas de sus espiculas. Estos datos se pusieron a disposicion de todo
el mundo, pero al parecer, éste no fue consciente de la magnitud del
problema que se le venia encima, ya que este virus, aunque parece ser
menos letal que SARS, tiene una tasa de contagio mucho mayor, y su
rdpida expansion puede llegar a colapsar los sistemas sanitarios pro-
vocando una mayor mortalidad. Actualmente, mds de 600 secuencias
de estirpes del virus SARS-CoV-2, aisladas y secuencias en todo el
mundo, estdn en bases de datos de piblico acceso

Las proteinas de espiga de SARS y de SARS-CoV-2 podrian
haber evolucionado en el murciélago para enlazarse eficazmente al
receptor de ACE2 y ser patogenas, aunque también es posible que el
salto del animal al hombre lo realizara una version no patogena, y la
evolucion a patdgena se hubiera realizado en células humanas. Como
el material genético de SARS-CoV-2 que vierte el virus en el citoplasma
de las células infectadas es RNA monocatenario, su estabilidad es
menor que la de la mds robusta doble hélice de un virus DNA y, en
consecuencia, su capacidad de mutacion es mayor. También es mayor
la posibilidad de que la inmunidad adquirida de forma natural o por
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el uso de vacunas frente a esta cepa no sea itil en la siguiente oleada
virica (4). Esta es una circunstancia importante, porque si se deja que
se infecte una gran parte de la poblacion para proteger a los individuos
en un proximo brote, no puede asegurarse la duracion de la inmunidad
lograda. Esta advertencia, ha sido una de las bases del informe reali-
zado por el Imperial College y la Escuela de Higiene y Medicina Tropical
de Londres para que Gran Bretaiia cambiara la estrategia que habia
iniciado y se implantaran las politicas de confinamiento a pesar de la
enorme repercusion economica de éstas.

3. DIAGNOSTICO

Las infecciones respiratorias agudas, como son las neumonias
causadas por patdgenos bacterianos o viricos, requieren un diagndstico
de urgencia rdpido y fiable para evitar un tratamiento antibidtico in-
adecuado y una posible propagacion de la infeccion. La identificacion
de los agentes infecciosos utilizando los métodos de cultivo convencio-
nales son largos, y en ocasiones no concluyentes debido a que el cultivo
de algunos virus puede tener dificultades o no puede realizarse. Por
eso, en numerosas enfermedades infecciosas se han complementado
o sustitvido los métodos cldsicos de deteccion, como los cultivos y los
inmunoensayos, por métodos de deteccion molecular como la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real. Estos procedimientos
han revolucionado el diagndstico médico y, en la actualidad, son una
parte esencial en un laboratorio de diagndstico.

La técnica PCR, que permite copiar y multiplicar un trozo de
DNA especificamente seleccionado, ha resultado vital en la investiga-
cion y tecnologia del DNA. Fue descubierta en 1983 por el bioquimico
estadounidense Kary Banks Mullis, que recibio por este mofivo el Pre-
mio Nobel de Quimica de 1993 compartido con Michael Smith. La de-
teccion de enfermedades hereditarias o la determinacion de la
paternidad son algunas de sus aplicaciones mds populares. En el caso
de COVID-19, la carga virica se determina amplificando los genes pre-
sentes en una muestra del paciente, lo que puede hacerse desde me-
diados de enero tras la publicacion del cddigo genético del pardsito.
Para SARS-CoV-2 se requiere previamente fransformar su RNA en DNA
(la transcripcion inversa), generando la cadena complementaria. Des-
pués del aislamiento del DNA, se amplifican fragmentos del gen diana
(amplicones) y se detectan con sondas fluorescentes. La sefial de fluo-
rescencia que detecta la unidad dptica del instrumento de PCR aumenta
con la cantidad de amplicones formados en tiempo real. Este procedi-
miento exige disponer de personal formado y de un equipamiento de
alto rendimiento para extraer el RNA virico y analizar centenares de
muestras simultdneamente.

Muchos laboratorios anuncian estos dias buenos resultados
en la deteccion y determinacion de la carga viral de SARS-CoV-2 utili-
zando nuevas técnicas que minimizan los falsos negativos y se resuel-
ven en un tiempo corto. Por ejemplo, el laboratorio Virvell (una




empresa de Biotecnologia de Granada), informé en su pdgina web
que el kit “Sars-Cov-2 Realtime PCR" es especifico para COVID-19 y
otros coronavirus relacionados con el SARS, y arroja resultados rdpidos
y confiables en 90 minutos. Imegen, un laboratorio valenciano espe-
cializado en genética y gendmica, ha adaptado uno de sus centros para
poder realizar 500 pruebas diarias de este coronavirus. La empresa
biotecnolégica de PharmaMar, denominada “Genémica”, anuncié tam-
bién que habia completado con éxito las pruebas realizadas en mues-
tras de pacientes con sus kits de diagndstico del coronavirus
SARS-CoV2, en colaboracion con el Instituto de Salud Carlos IlI. Estos
kits, que segin la empresa han sido validados por la CE (acreditando
el cumplimiento de los requisitos esenciales descritos en la Directiva
98/79/CE sobre productos sanitarios para diagnéstico in vitro), estdn
disponibles comercialmente y son muy sensibles y especificos, por lo
que este coronavirus podria detectarse incluso antes de que el paciente
muestre sintomas.

A nivel internacional hay igualmente una lucha contrarreloj
para incorporar al mercado nuevos kits diagnastico rdpidos y fiables.
Roche, por ejemplo, ha desarrollado equipos totalmente automatiza-
dos que pueden proporcionar resultados en unas tres horas y han sido
aprobados con urgencia por la FDA para su comercializacion en EEUU.
Dejando aparte el precio de estas pruebas, se ha hecho evidente que
las instalaciones médicas y los laboratorios de diagndstico se saturan,
incluso en los paises desarrollados, cuando llegan oleadas agudas de
una infeccion y, en esta circunstancias, los tests diagndsticos se limitan
a deferminados pacientes. Esta actuacion se justifica argumentando
que cuando no hay sinfomas, pueden darse falsos negativos si no hay
suficientes virus en la muestra (generalmente recogida de la garganta
o de la nariz) para que se obtenga un resultado positivo en una PCR.

Otra cuestion que preocupa relacionada con los tests diag-
nosticos es la probabilidad de que algunos pacientes recuperados si-
guieran siendo portadores o reinfectarse. A finales de febrero, tras
conocerse que algunos pacientes dados de alta en China estaban en-
fermando de nuevo tras salir del hospital, la prefectura de Osaka en
Japn comunicd que una mujer habia dado positivo después de cumplir
con los criterios de alta. Las personas convalecientes épodrian no tener
suficientes anticuerpos para desarrollar la inmunidad y se estdn infec-
tando de nuevo? ¢El virus permanece dormido en el organismo antes
de crear nuevos sintomas? Para algunos, estos primeros casos de “rein-
feccion” se pueden atribuir a discrepancias en los tests diagndsticos o
a los diferentes protocolos para dar de alta a los enfermos. Aunque la
reinfeccion no es imposible, hay que confiar en que cuando un indivi-
duo ha desarrollado una respuesta inmune generando anticuerpos en
la primera infeccion, la segunda infeccion sea menos grave.

4. TRATAMIENTO
Aunque los mds optimistas apuntan a plazos mds cortos, se
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acepta que pasardn unos 1,5 afios antes de que se pueda desarrollar
una vacuna apropiada, se comprueben sus efectos secundarios en todas
las fases del ensayo, se apruebe por las autoridades sanitarias, se pro-
duzca en grandes cantidades, y se distribuya a todo el mundo. Por
tanto, disponer lo antes posible de un tratamiento antiviral es parti-
cularmente importante. Un virus no es un ser vivo y, por tanto, no
puede eliminarse con antibiticos. Solo se puede retrasar el contagio
y reducir el tiempo de duracion y la gravedad de la enfermedad que
produce. Hasta ahora, no existen medicamentos contra el nuevo coro-
navirus SARS-CoV-2 aunque, segin la OMS, al menos 35 compaiiias
estdn buscando un fdrmaco que pueda neutralizar los efectos de este
virus. Para acelerar el proceso, se estdn ensayando diferentes farmacos
o combinaciones de los mismos que han sido aprobados anteriormente
para ofros usos. En Espaiia se ha hablado mucho estos dias de aplidina
(o plitidepsina), un ciclodepsipéptido aislado de la ascidia Aplidium
albicans comercializado como Aplidin® por PharmaMar. Este se habia
declarado previamente orphan drug por la FDA y habia sido aprobado
en algunos paises para el tratamiento del mieloma maltiple. La em-
presa ha comunicado que la aplidina logra detener la reproduccion
del coronavirus humano HCoV-229E. Hay que comentar que éste es
uno de los virus responsables del resfriado comdn y por tanto se trata
de otro virus y que, ademds, el ensayo inicial no ha pasado todavia de
los estudios in vitro. Sin embargo, el virdlogo Luis Enjuanes, que dirige
junto a Isabel Sola y Sonia Zuiiga el laboratorio de coronavirus del
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC) en Madrid, ha comentado
en una nota de prensa que se frata de “un resultado prometedor”.

El esfuerzo para reposicionar a muchos farmacos andlogos
de nucledtidos o inhibidores de proteasa utilizados como antirretrovi-
rales para HIV es ingente. Por ejemplo, la combinacion de los inhibi-
dores de proteasa lopinavir y ritonavir, comercializada por Abbvie con
el nombre de Kaletra® para el tratamiendo del sindrome de la in-
munodeficiencia adquirida (SIDA en espafiol), se ha estudiado en el

Hospital Virgen del Rocio de Sevilla asociada con interferon e. Des-
afortunadamente, los resultados preliminares de un estudio clinico re-
alizado en China con lopinavir/ritonavir en adultos hospitalizados por
infeccion con SARS-CoV-2 en estado grave, se han publicado en New
England Journal of Medicine concluyéndose que este tratamiento no
ofrece beneficios (5). No obstante, como falta aclarar si estos resultados
se deben a que Kaletra® es ineficaz contra el nuevo coronavirus o a
que los participantes en el ensayo ya habian desarrollado complica-
ciones demasiado graves para beneficiarse de este tratamiento, la OMS
lo mantiene entre los tratamientos que se evaluardn los proximos
meses en un ensayo clinico internacional.

En el Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona, se ha ini-
ciado otro ensayo para evitar la transmision de esta epidemia con una
combinacion comercializada por la empresa Janssen denominada Re-
20lsta®, que se utiliza como tratamiento anti HIV. Esta combinacion
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estd formada por el inhibidor de proteasa darunavir y el inhibidor sui-
cida del citocromo P450 3A (CYP3A) cobicistat, que retrasa su degra-
dacion.

También se estdn estudiando combinaciones de antivirales
(especialmente los activos frente a SARS y MERS) con el antimaldrico
cloroquina o su andlogo menos toxico hidroxicloroquina, el antibacte-
riano azitromicina (un antibidtico macrélido de amplio especiro que
estd incluido en los “protocolos sepsis” para prevenir una sobreinfeccion
bacteriana), o el anticuerpo monoclonal sarilumab (Kevzara®). Estos
estudios se basan en estudios in vitro y en un ensayo clinico con pa-
cientes de COVID-19 en el Hospital Universitario de Marsella, que ha
corroborado la eficacia de la cloroquina o la hidroxicloroquina para
reducir la carga viral, lo que ha despertado mucho interés medidtico
a pesar del pequefio ndmero de pacientes. A algunos de los enfermos
de este ensayo francés se les administrd también azitromicina, y esta
asociacion fue mds efectiva que cuando se administrd exclusivamente
hidroxicloroquina (6).

La cloroquina y la hidroxicloroquina se han utilizado durante
anos en el fratamiento de la malaria, y también se emplean en ciertas
amebiasis, en la artritis reumatoide, y en el lupus. La doroquina, des-

cubierta en 1934, se encuenira en la Lista de Medicamentos Esenciales
de la Organizacion Mundial de la Salud, que incluye a los farmacos
mds seguros y efectivos que se requieren en un sistema sanitario. Desde
el afio 2005, se sabia que la cloroquina bloquea la reproduccion de
SARS-CoV-1 en cultivos celulares. Estos efectos antivirales se han re-
lacionado con un aumento del pH que afecta sobre todo a las infeccio-
nes viricas que invaden las células a través de la via del endosoma,
como el virus de la gripe aviar o el virus del Zika entre ofros. En este
proceso, el material es englobado primero en una depresion endocitica,
y los endosomas formados funcionan como transportadores. La dismi-
nucion del pH cataliza la fusion de las membranas virales y celulares,
permitiendo al virus verter su material genético y reproducirse; pero
cuando las células se tratan con coroquina o hidroxicloroquina, el pH
del endosoma se eleva, lo que evita esta fusion y bloquea la infeccion
viral. Un estudio realizado por los Centros para el Control y Prevencion
de Enfermedades de los EEUU encontrd que la dloroquina inhibe la re-
plicacion del virus al reducir la glicosilacion terminal de los receptores
de ACE2 e inferferir su union con SARS-CoV-2, un hallazgo interesante.
En EEUU se estd ensayando la combinacion de cloroquina o hidroxi-
cloroquina con remdesivir (GS-5734). Este fdrmaco se disefi6 original-
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mente contra el virus Ebola por la empresa Gilead. Esta empresa des-
arrollé también sofosbuvir (Sovaldi®) contra el virus que origina la
hepatitis Cy la combinacion denominada Truvada®, compuesta por
emtricitabina y tenofovir disoproxilo, que es la primera que puede pre-
venir el contagio de HIV conocido como profilaxis preexposicion. Dado
que remdesivir habia resultado eficaz contra el virus MERS y otros co-
ronavirus, los médicos solicitaron la autorizacion de la FDA para usarlo
con fines compasivos en COVID-19. Por ahora, parece que remdesivir
salvo la vida de una mujer que se encontraba en estado grave en Sa-
cramento, y se estdn llevando a cabo cinco ensayos clinicos con este
farmaco: dos en China, uno en EEUU patrocinado por el Instituto Na-
cional de Salud (NIH), y otros dos que estdn en manos de Gilead y se
realizan en distintos paises. Al parecer, estos estudios estdn muy ade-
lantados, aunque existen rumores acerca de las dificultades con que
podria encontrarse la comercializacion de este compuesto debido a al-
gunos efectos secundarios observados.

El mecanismo de accion de remdesivir se propuso en estudios
previos con el virus MERS. Se trata de un profdrmaco con estructura
de monofosforamidato que se transforma en el C-adenosina nucledsido
GS-441524, cyo trifosfato es una andlogo de ATP (trifosfato de ade-
nosina) y otros nucledtidos, compitiendo con ellos como falso sustrato
de la polimerasa de RNA dependiente de RNA (RdRps). Esta enzima
se inhibe tras la incorporacion de este falso nucledtido a la cadena de
RNA en crecimiento, de forma que cuando se incorpora a la posicion i,
el crecimiento de la cadena de RNA se paraliza en la posicion i+ 3
(7).

Favipiravir (T-705, Avigan®) es un profdrmaco antigripal

que parece tener buenas perspectivas. Su actividad antiviral se descu-
brid en el cribado de una biblioteca de compuestos en la compaiiia ja-
ponesa Fujifilm. Su ribofosforilacion intracelular da lugar a su forma
adtiva, el correspondiente nudledtido en forma de frifosfato. Este inhibe
la polimerasa RNA dependiente de RNA (RdRp) y acelera la curacion
de COVID-19 si se administra pronto, aunque no parece funcionar tan
bien cuando el virus ya se ha multiplicado. Desde el afio 2014 estd co-
mercializado como antigripal en Japon, habiéndose ensayado clinica-
mente contra COVID-19 en Wuhan y Shenzen (China). Dos estudios
realizados con un total de 340 pacientes, indican que favipiravir reduce
el tiempo que necesitan estos enfermos para eliminar el virus de su
organismo.

La empresa farmacéutica francesa Sanofi y el laboratorio es-
tadounidense Regeneron han apostado por estudiar un anticuerpo mo-
noclonal humano contra el receptor de la citocina interleucina-6 (IL-6).
Este anticuerpo se denomina sarilumab (Kevzara®) que, andloga-
mente al previamente conocido focilizumab ( Ademra®), se habia
desarrollado actividad antiinflamatoria para el fratamiento de la arri-
tis reumatoide en combinacion con metotrexato, habiendo recibido la
aprobacion de la FDA. En un estudio inicial realizado en China con 21
pacientes, se observaron evidencias de que IL-6 puede jugar un papel
muy importante en la respuesta inmune inflamatoria que causa la di-
ficultad respiratoria aguda en pacientes criticamente enfermos de
COVID-19. Ambas compaiiias comenzardn a evaluar esta actividad en
ensayos de fase 2/3 que se realizardn en Estados Unidos y en varios
paises de Europa, y Sanofi estd investigando, ademds, posibles vacunas.

Remdesivir (GS-5734)

GS-441524
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5. VACUNAS

La pugna por la primicia de una vacuna contra el nuevo co-
ronavirus SARS-CoV-2 es una carrera contrarreloj de dmbito mundial,
ya que el primero en conseguirlo recibird el reconocimiento mundial
junfo con una patente muy valiosa.

Es reconocido por todos que la vacunacion podria ser el pro-
ceso mds util para prevenir y controlar enfermedades infecciosas. Aun-
que el desarrollo de las vacunas estuvo dirigido en un principio a la
prevencion de enfermedades infecciosas causadas por microorganismos
en personas y animales, a partir de 1980 empezo a dirigirse hacia
otras enfermedades, incluido el cdncer (8). Las vacunas basadas en el
uso de organismos muertos o de patogenos vivos con virulencia afe-
nuada (LAV), han tenido y tienen un enorme éxito en el control y erra-
dicacion de infecciones humanas muy graves, como la viruela, polio,
sarampidn, paperas o rubeola. Aunque su virulencia estd reducida, la
respuesta inmune (en la que se producen anticuerpos neutralizantes
y se activan linfocitos T para destruir las células infectadas) es muy
grande, lo que es muy importante para atacar a patdgenos intracelu-
lares como los virus. Sin embargo, estas vacunas pueden producir en-
fermedades en personas inmunodeprimidas o revertir a formas
virulentas debido a mutaciones o a su recombinacion con otras formas
biolégicas transmisibles (9).

La vacunacion por administracion de DNA o RNA no libera-
dos desde un virus, mimetiza a la infeccion e inmunizacion causadas
por microorganismos vivos, siendo capaz de estimular a las células T
cooperadoras foliculares (Tth) y a la respuesta inmune mediada por
los linfocitos B, que reconocen antigenos extraiios al organismo a través
de sus receptores de membrana (10).

La fabricacion de estas vacunas es sequra, rdpida, y con
menos riesgos de contaminacion que los que conlleva el manejo de
patdgenos peligrosos. Sin embargo, si se utilizan moldes de ADN para
expresar el antigeno, éstos deben primero atravesar las membranas
citoplasmaticas y nucleares para transcribirse a mRNA, y volver después
al citoplasma para iniciar la fraduccion. La complejidad de este proceso
es responsable de la escasa potencia que mostraron estas vacunas en
sus primeros ensayos clinicos (11). Aunque su eficacia ha aumentado
con la aplicacion de nuevas tecnologias para optimizar su farmacoci-
nética, fodavia persiste el riesgo de que el DNA exdgeno se integre en
el genoma del huésped y pueda inducir nuevas enfermedades. Por
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todo lo anteriormente comentado, las vacunas mRNA tienen ventajas
sobre las vacunas DNA.

Desde que se supo que el mRNA franscrito in vitro podia ex-
presarse in vivo tras ser inyectado en misculos de ratones, empezo a
pensarse en su ufilizacion para la elaboracion de vacunas, ensaydndose
por primera vez a principios de los afios 1990 (12). En la dltima dé-
cada, se han llevado a cabo ensayos en melanoma metastdtico, carci-
noma de células renales, cdncer de prostata, y ofros tipos de cdncer
(13), y aunque sigue habiendo problemas debidos a la inestabilidad
que producen las ribonucleasas, su baja inmunogenicidad, y su pro-
duccion a baja escala, estas vacunas son mds ventajosas que las que
utilizan vectores viricos o DNA. La sintesis de vacunas mRNA puede
realizarse a través de una transcripcion enzimdtica libre de células que
tiene como componentes esenciales a los trifosfatos de nuclésidos, a
pldsmidos DNA que codifican al mRNA de la vacuna, y a una polime-
rasa RNA. Se puede aumentar la estabilidad y la eficacia de la traduc-
cion modificando el RMN, pero ademds, pueden utilizarse técnicas
adicionales como la encapsulacion en liposomas. La pureza del mRNA
es esencial en el proceso de traduccion, y la contaminacion con RNAs
derivados de la actividad de polimerasas de RNA aberrantes conduce
a la inhibicion de la traduccion y a la degradacion del mRNA, con la
consiguiente disminucion en la produccion de proteinas (14).

El antigeno franscrito, se presenta al sistema inmune. En este
proceso de reconocimiento de la vacuna por los sensores celulares, las
vacunas mRNA no requieren un adyuvante inmunolégico para reforzar
la respuesta inmune porque RNA es el ligando de los receptores toll-
like 7 y 8, que estdn implicados en la iniciacion de la respuesta inmune
innata y adaptada y reconocen una gran variedad de patrones mole-
cwlares. Estos receptores son glicoproteinas, cuyo dominio intracelular
es responsable de la correspondiente via de senalizacion descendente.
Aunque los efectos de las vacunas mRNA en humanos no se han estu-
diado todavia en toda su extension, los avances que se han logrado
con ellas justifican el apoyo que obtienen de los fondos privados y de
las instituciones para soportar los gastos de su investigacion y desarro-
llo (15). Algunos expertos opinan que las primeras vacunas mRNA
contra COVID-19 estardn pronto disponibles porque son fdciles de fo-
bricar y dardn cierta proteccion, aunque la duracion de ésta es dudosa.

Comentaremos algunos ejemplos entre las muchas compa-
fifas y grupos de investigacion dedicados actualmente a desarrollar




una vacuna eficaz contra esta pandemia. La compaiia “ARN Arcturus
Therapeutics”, con sede en San Diego (California) investiga una vacuna
para COVID-19 cuyo enfoque es el ARN autorreplicante.

La empresa BioNTech, situada en Maguncia (Renania-Pala-
tinado, Alemania), Pfizer, y la compafia farmacéutica Fosun Pharma
ubicada en Shanghdi, desarrollardn conjuntamente en Europa, EEUU
y China una potencial vacuna mRNA contra COVID-19 denominada
BNT162. El inicio de los ensayos dlinico a finales de abril se anuncio el
mismo dia que comenzaba oficialmente en Espaiia el estado de alarma
sanitaria tratando de ralentizar la expansion de este virus.

Otra compaiiia farmacéutica alemana con base en Turingia
denominada “CureVac”, trabaja en colaboracion con el Instituto Paul
Ehrlich para desarrollar una vacuna que, al parecer, tiene posibilida-
des, aunque la empresa descarta que esté disponible antes de un afio.
La compaiiia biotecnoldgica estadounidense “Moderna Therapeutics”,
con base en Massachusetts, ha desarrollado junto al NIH otra vacuna
mRNA denominada mRNA-1273 que ya ha empezado a ensayarse en
Seattle con 45 adultos voluntarios sanos. Esta estd disefiada para afacar
una forma estabilizada de la proteina S.

Hacia mitad de marzo, varias instituciones chinas también
anunciaron que pondrian en marcha en abril ensayos clinicos para
comprobar la eficacia de varias vacunas que el pais estd desarrollando
contra el coronavirus SARS-CoV-2. EI Ministerio de Defensa, en con-
creto, comunicaba que el equipo de la epidemidloga Chen Wei, cono-
cida por haber liderado un equipo para crear una vacuna contra el
virus del Ebola, habia desarrollado con éxito una vacuna que podia
fabricarse a gran escala y estaba basada en vectores virales de la gripe.
Al parecer disponia del permiso para iniciar los ensayos dlinicos, aun-
que no se precisaba la fecha exacta de comienzo.

En Espaiia, dos equipos del Centro Nacional de Biotecnologia
(CSIC) trabajan en distintas estrategias para conseguir una vacuna
contra esta pandemia. La vacuna que prepara el equipo del Dr. En-
juanes se basa en generar un virus completo SARS-CoV-2 al que se le
han eliminado regiones de virulencia, por lo que se trata de un virus
atenuado. Este equipo utilizo una tdctica semejante para desarrollar
una vacuna contra SARS en 2014, nada mds terminar el brote de esta
enfermedad. Sus caracteristicas se perfeccionaron en 2016, pero que
no llegd a comercializarse porque el virus surgido en 2002 desaparecio
y no ha vuelto a detectarse.

La aproximacion que sigue el equipo del Dr. Mariano Esteban
(Jefe del Grupo Poxvirus y Vacunas en el CNB) para conseguir una va-
cuna contra COVID-19, se basa en la induccion de anticuerpos neutra-
lizantes frente al SARS-CoV-2 por un vector atenuado del virus vaccinia,
Modified Vaccinia Ankara (MVA), que expresa el gen completo que co-
difica la proteina S (spike) del coronavirus. Esta misma aproximacion
la ha seguido anteriormente en la produccion de vacunas frente a otros
virus emergentes como Chikungunya, Ebola y Zika, induciendo altos
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porcentajes (80-100%) de proteccion en modelos animales. El Dr. Es-
teban, que investiga también en los Gltimos afios una potencial vacuna
contra el HIV que ya ha empezado a probarse con buenos resultados,
espera obtener el virus recombinante con la secuencia completa en un
mes, y luego demostrar que induce anticuerpos neutralizantes.

Por su parte, la empresa Takeda ha iniciado el estudio de un
tratamiento con globulina hiperinmune (H-1G) extraida del plasma de
pacientes que han superado la enfermedad o han sido vacunados. Esta
inmunizacion pasiva se ha mostrado eficaz en otras infecciones respi-
ratorias graves, y es una de las recomendadas por el virélogo espariol
Garcia Sastre, Director de Salud Global y Patdgenos Emergentes del
Hospital Monte Sinai en Nueva York.

Adn se ignoran datos fundamentales sobre el nuevo pato-
geno que son esenciales para estimar su progresion, pero ojald que
podamos oir en un futuro proximo de esta pandemia algo parecido al
comentario que hizo en 2004 el Dr. Heymann, responsable de la unidad
de enfermedades infecciosas de la OMS durante la pandemia del SARS:
“La respuesta al SARS se beneficio de la buena fortuna y la buena

L
ciencia”.
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ORIGINAL

RESUMEN

La presencia de manantiales de aguas mineromedicinales en Ecuador se encuentra en relacion con el gran ndmero
de volcanes que existen en el pais, los cuales se han venido utilizando desde épocas remotas como medicamentos
por la poblacion. Sin embargo, se desconoce cudl es la biodiversidad bacteriana presente. Por ello, el objetivo del
trabajo fue determinar la biodiversidad bacteriana de las aguas mineromedicinales del balneario “Urauco” ubicado
en la Provincia de Pichincha. Ecuador. Se tomaron muestras de agua de un volumen de 1 litro en dos punto del
balneario. Los muestreos se realizaron en 2 ocasiones durante un periodo de dos afio. Para la foma y transporte
de las muestras se siguieron las normas ecuatorianas INEN 2 176-98 y INEN 2 169-98. Para la determinacion de

la biodiversidad bacteriana se utilizé las técnicas de siembra, seleccion e identificacion de bacterias indicados por Palabras Clave:

Barrow y Feltan (2004) y MacFfadin (2004), complementadas con las pruebas bioquimicas contenidas en las aguas mineromedicinales

galerias API (BioMérieux) y galeria Microgen (Microgen corp.). Los resultados sefialan un poblacion de bacterias bacteriologia

heterdtrofas en las aguas del balneario de 3,1 x 102 UFC/mL, con la prevalencia de las bacterias Gram negativa balnearios

de la clase Gamma Proteobacterias. Se pudo aislar e identificar 64 colonias de bacterias. Los géneros de bacterias microbioma

encontrados fueron Acidovorax, Aeromonas, Bacillus, Brevundimonas, Budvicia, Citrobacter, Corynebacterium, Ed- aguas termales

wardsiella, Enterococcus, Ewingella, Flavobacterivm, Kurthia, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Psychrobacter, Ecuador

Ralstonia, Staphylococcus, Vibrio y Yokonella. La biodiversidad bacteriana observada fue alta, aunque escasa en

nomero de individuos. Keywards:
Mineromedicinal waters

ABSTRACT ) . o ) . bacteriology

The presence of mineromedicinal water springs in Ecuador is related to the large number of volcanoes that exist spa: mictobiome

in the country, which have been used since ancient times as medicines by the population. However, it is unknown th e;m ol waters

what bacterial biodiversity is present. Therefore, the objective of these work was to determine the bacterial biodi- Fuador

versity of the mineromedicinal waters of “Urauco” spa located in Pichincha Provinces of Ecuador. Water samples i

of a volume of 1 liter were taken at two points in each spa studied. Sampling was done 2 times over a period of

two year. To take and transport the samples, the Ecuadorian standards INEN 2 176-98 and INEN 2 169-98 were
followed. For the determination of bacterial biodiversity, the techniques of planting, selection and identification
of bacteria indicated by Barrow and Feltan (2004) and MacFfadin (2004) were used, complemented with the bio-
chemical fests contained in the API (BioMérieux) galleries and Microgen (Microgen corp.). The results indicate a
population of heterotrophic bacteria in the spa waters of 3.1 x 10 CFU / mL, with the prevalence of Gram negative
bacteria of the Gamma Proteobacteria class. It was possible fo isolate and identify 64 colonies of bacteria. The ge-
nera of bacteria were Acidovorax, Aeromonas, Bacillus, Brevundimonas, Budvicia, Citrobacter, Corynebacterium,
Edwardsiella, Enterococcus, Ewingella, Flavobacterivm, Kurthia, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Psychrobacter,
Ralstonia, Staphylococcus, Vibrio and Yokonella. The bacterial biodiversity observed was high, although low in
number .
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1.INTRODUCCION

La utilizacion del agua mineral natural como medicamento
se viene haciendo en el mundo desde hace siglos. La primera publica-
cion sobre este tipo de agua se debe a Savoranola, quien en 1498 pu-
blica la obra “De Balneis et Thermis”, considerado el primer tratado
sobre las aguas mineromedicinales. De igual forma aparecen los tra-
tados de Brancaleone (1498), Adria (1536) y Fallopio (1546). Poste-
riormente, en 1571, Andrea Bacius recoge en su libro "De Termis" las
caracteristicas y efectos de las aguas mineromedicinales, considerada
una de las mds importantes obras sobre el tema (1,2,3)

La primera publicacion en el idioma espaiol que se conoce
sobre las aguas mineromedicinales fue realizada por el catedrdtico de
la Universidad de Alcald de Henares, Limon Montero, en el afio de
1697, quien define en ese escrito lo que en ese momento se llegé a
denominar agua mineromedicinal (4).

Para Limon Montero, el agua mineromedicinal era aquella
que recibe extrafias virtudes de los minerales que la conforman y es
utilizada como medicamento (4). Esta definicion se mantuvo hasta que
la hidrologia médica, como resultados de las investigaciones cientificas
realizadas, logré establecer los principios cientificos que sustentaron
las nuevas definiciones sobre las aguas mineromedicinales.

En Espaiia, el catedrdtico de la Universidad Complutense de
Madrid, Dr. Manuel Armijo define las aguas mineromedicinales como
aquellas que brotan de una fuente y pueden ser utilizadas directa-
mente en terapias dado a que son reconocidas por los entes nacionales
de salud como verdaderos medicamentos (5).

Las aguas mineromedicinales son utilizadas en Asia y en Eu-
ropa desde hace siglos con fines terapéuticos en establecimientos bal-
nearios. En la actualidad, esta forma de tratamiento ha ganado muchos
adeptos, constituyendo una floreciente industria en estos continentes.

En Europa, en paises como Alemania, Espaiia, Francia y Por-
tugal, existe una cultura del uso de las fuentes de agua mineromedi-
cinales con fines curativos, para tratar moltiples enfermedades,
incluyendo artritis reumatoide, fatiga muscular, gota, problemas der-
matoldgicos, trastornos circulatorios, digestivos, respiratorios y otras
afecciones de la salud, todo ello de acverdo a la composicion quimica
de las mismas, lo que ha resultado en una pujante industria de salud,
donde cada afio acuden miles de personas para buscar alivio a sus di-
ferentes dolencias (6,7).

Uno de los aspectos menos conocidos de las aguas minero-
medicinales a nivel mundial, es lo atinente a las caracteristicas de po-
blacion microbiana que las habitas y sus posibles acciones en el
ambiente y la salud.

En Espaia, gracias al trabajo que ha venido desarrollando
|la comision de aguas mineromedicinales de la Real Academia Nacional
de Farmacia por varias décadas, se tiene un excelente panorama de
la composicion quimica y microbioldgica de los principales balnearios
de aguas mineromedicinales esparioles
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Sin embargo, en el continente americano, especificamente
en los paises latinoamericanos, a pesar de que las culturas ancestrales,
como la de los aztecas, incas y mayas (camino del Inca), utilizaban las
aguas termales de manera cotidiana, hoy en dia su utilizacion como
medicamento es limitado, y cuando se utilizan se hace en la mayoria
de los casos de una manera empirica sin ningdn tipo de rigor médico
ni farmacoldgico. En estos paises la mayoria de los estudios se han
hecho abordando los aspectos geoldgicos, fisicos y quimicos
(8,9,10,11,12,13), desconociéndose en la mayoria cudl es la composi-
(ion microbiologica y propiedades terapéuticas.

El estudio de la microbiologia de cada manantial tiene un
interés sanitario, ya que una contaminacion microbiana puede repre-
sentar un riesgo para la salud de los agiiistas y ademds nos puede in-
dicar el grado de proteccion de los manantiales, asi como también sus
propiedades terapéuticas.

Las aguas mineromedicinales se distinguen por su composi-
(ion quimica especifica, en donde prevalecen las concentraciones de
iones como sulfatos, fosfatos, nitratos, carbonatos, bicarbonatos, entre
otras sustancias quimicas, seleccionando de esta manera la existencia
de especies microbianas capaces de sobrevivir en condiciones extremas
de concentracion de sal, pH y en algunos casos de temperaturas, lo que
las hace particularmente atractivas en el estudio de microorganismos
extremofilos con posibles aplicaciones biotecnoldgicas de interés para
las industrias farmacéutica, alimenticia, quimica e incluso con aplica-
ciones en la biorremediacion de compuestos nocivos para el medio am-
biente (14,15,16).

Es por ello que conocer la composicion y caracteristicas de la
microbiota presente en las aguas mineromedicinales es importante,
no solo por sus implicaciones ambientales y ecoldgicas en relacion con
el conocimiento de la composicion y funcion de la biodiversidad mi-
crobiana presente, sino también porque tienen repercusiones en la
salud de las personas desde dos puntos de vista, por un lado dentro
de esta microbiota pueden estar presentes bacterias patdgenas que
causan enfermedades infecciosas en los usuarios o transmiten genes
de resistencia a los antibidticos, y por el otro, también pueden contener
bacterias beneficiosas para curar algunos tipos de enfermedades o que
producen metabolitos con importantes propiedades biotecnoldgicas,
medicinales o industriales (17,18).

En Ecuador, se puede indicar que existe una gran cantidad
de conocimiento ancestral en el uso de aguas termales como una te-
rapia alternativa para curar varios tipos de enfermedades. La presencia
de aguas termales asociadas con la presencia de volcanes ha sido uti-
lizada desde la antigiiedad por personas de diferentes grupos étnicos
que habitan en esta drea, que acuden a ellos para aliviar diversas do-
lencias, y en los dltimos afios se han convertido en un turismo atractivo
(11). Sin embargo, ain se desconoce cudl es la biodiversidad de la mi-
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crobiota asociada con la mayoria de estos entornos y su papel y las po-
sibles propiedades ambientales, bioldgicas y ecoldgicas.

Los primeros estudios que se han realizado en Ecuador sobre
la microbiologia de las aguas mineromedicinales han sido llevados a
cabo gracias al trabajo de cooperacion universitaria entre el grupo de
investigacion de microbiologia del agua de la Universidad de los Andes
en Venezuela y los grupos de investigacion en microbiologia y biotec-
nologia ambiental de la carrera de Ingenieria Ambiental de la Uni-
versidad Central del Ecuador (UCE) y el grupo de investigacion en
microbiologia de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la Escuela
Superior Politécnica del Chimborazo (ESPOCH), todo ello gracias al
apoyo financiero de la Direccion de investigacion y postgrado de la
UCE y del Instituto de Investigacion de la ESPOCH.

2.MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIALES

2.1.1. Sitio de muestreos

La presente investigacion se llev a cabo en las aguas mine-
romedicinales del Balneario Urauco en la Parroquia Lloa, pertene-
ciente a la Ciudad de Quito, Provincia de Pichincha a una altitud de
2773 msnm en las faldas del volcdn Guagua Pichincha, a 30 minutos
de la parroquia Lloa, la misma que pertenece a la ciudad de Quito.
Provincia de Pichincha, Ecuador (Ver figura 1).

Esta fuente de agua mineromedicinal es de origen volcdnico,
de tipo sulfatada, magnésica e hipertermal (9,10).

El balneario de aguas mineromedicinales de Urauco tiene

dos depdsitos, el uno forma un manantial natural (Ver figura 2) y el
otro una piscina termal con el punto de surgencia del agua termal en
el eentro de la piscina (Ver figura 3), en cada uno de ellos se estableci6
un punto de muestreo.

2.1.2. Muestras

Para la toma y transporte de las muestras se siguieron las
normas ecuatorianas INEN 2 169-98 y INEN 2 176-98 (19,20).

Las muestras de agua mineromedicinal se recolectaron en
dos épocas diferentes del afio durante un periodo de dos afios.

En cada ocasion, se tomaron 2 muestras de agua de 1 litros,
recogidas en recipientes estériles de pldstico, los cuales se trasladaron
a femperatura ambiente y en la oscuridad al laboratorio, realizdndose
los andlisis microbioldgicos antes de las 24 horas.

2.1.3 Medios de cultivo
Los medios de cultivo utilizados se prepararon a partir de
las formas deshidratadas suministradas por las casas comerciales o
mezclando los constituyentes del medio, de acuerdo con la formula co-
rrespondiente. Se reconstituyeron con agua destilada y posteriormente
se esterilizaron en autoclave 120 °C durante 20 minutos a 15 PSI de
presion.

2.2.METODOS

2.2.1. Cuantificacion, siembra y aislamiento de bacterias
heteréirofas viables
La cuantificacion, siembra y aislamiento de bacterias
heteratrofas viables se realizo tanto por la técnica de filtracion por
membrana de 0,22 um (21). Se utilizo el medio agar R2A (22) y el

Figura 1. Mapa de la ubicacion geogrdfica del balneario Urauco en la Parroquia Lloa, perteneciente a la Ciudad de Quito, Provincia de Pichincha. Ecuador

(Google Maps)
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Figura 2. Vista del manantial natural del Balneario Urauco en la Pa-
rroquia Lloa, perteneciente a la Ciudad de Quito, Provincia de Pichin-
tha.

Figura 3. Vista del sitio de surgencia del agua fermal en la piscina ter-
mal del Balneario Urauco en la Parroquia Lloa, perteneciente a la Ciu-
dad de Quito, Provincia de Pichincha.

medio agar extracto de levadura (23), incubando en ambos casos a
37 °Cdurante cuatro dias. El volumen de muestra de agua filirada fue
de 100 mL. Los resultados se expresaron como medias aritméticas de
las Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL). Las co-
lonias mds representativas y con morfologia diferente se aislaron en
agar soya tripticasa (AST) para su posterior identificacion (1).

2.2.2. Identificacion de bacterias heterétrofas viables

Las colonias aisladas de bacterias se identificaron por carac-
teristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas. Las pruebas se rea-
lizaron segin lo indicado por Barrow y Feltham (2004) y MacFaddin
(2004), complementadas con las pruebas bioquimicas contenidas en
los kit de identificacion bacteriana de las galerias API (BioMérieux) y
Microgen (Microgen corp.) (24,25).

Entre las pruebas realizadas estuvieron:
Tincion de Gram, morfologia de la colonia y produccion de pigmento,
produccion de oxidasa, produccion de la catalasa, oxidacion-fermen-
tacion de la glucosa, observacion de la movilidad, crecimiento en medio
Kligler, produccion de indol, produccion de acetil-metil carbinol (Voges-
Proskauer), prueba del rojo de metilo, utilizacion del citrato, produc-
cion de ureasa, desaminacion de la fenilalanina, reduccion de nitratos,
produccion de gas de la lactosa, hidrélisis de la esculina, crecimiento
en agar MacConkey, produccion de pigmentos, crecimiento a 42 °C,
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observacion de la morfologia y posicion de la espora, hidrdlisis del al-
midén, hidrélisis de la gelatinay crecimiento en agar sangre (24,25).

2.2.3. Criterios de dasificacion
Las cepas bacterianas aisladas se han dasificado siguiendo
los criterios taxonémicos del Manual de Bergey (26,27,28) y la nomen-
clatura del Comité Internacional de Sistemdtica Bacteriana (ICSB) y
publicadas en el Internacional Journal of Systematic Bacteriology.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se han analizado diferentes muestras de aguas termales
desde el punto de vista microbioldgico mediante métodos estandari-
zados, utilizando cultivo, cuantificacidn, aislamiento e identificacion
taxondmica de bacterias. Los resultados obtenidos en la cuantificacion
¢ identificacion de las bacterias y hongos presentes en las aguas estu-
diadas se resumen en las tablas 1y tabla 2.

3.1. CUANTIFICACION, SIEMBRA Y AISLAMIENTO DE BACTE-
RIAS HETEROTROFAS VIABLES

Se encontrd que la cantidad de bacterias aerobias mesofilas
promedio en el manantial natural fue de 4.60 x 102 UFC/mL, mientras
que en el punto de surgencia dentro de la piscina termal estas bacterias
se encontraron en menor cantidad con un valor promedio de 1.60 x
102 UFC/mL, al promediar los datos anteriores se registrd que el total
promedio de bacterias aerobias heterdtrofas en el balneario Urauco
fue de 3.1 x 102 UFC/mL, tal como se detalla en la tabla 1.

Los ambientes de las aguas mineromedicinales presentan
micoorganismos adaptados a las condiciones adversas de temperatura.
Asi, los dos puntos analizados en el balneario Urauco presentan una
considerable cantidad de bacterias heterdtrofas, pero con diferencias
significativas en cada punto analizado. Al observar la tabla 1 la dife-
rencia de bacterias aerobias mesofilas entre el manantial natural del
agua termal (4.6 x 102 UFC/mL) y el punto de emergencia dentro de
la piscina (1.6 x 102 UFC/mL) es de 3,0 x 102 UFC/mL. esta diferencia
se pudo deber a la ubicacion y caracteristicas de cada punto de reco-
leccion de las muestras, en el caso del manantial, el agua estaba acu-
mulada y tenia contacto directo con el suelo, vegetacion y fauna del
lugar, a diferencia de la piscina donde la muestra se recolectd del punto
de surgencia que se encuentra dentro de la piscina y estd protegido.

Los resultados obtenidos en el contaje de bacterias heterd-
trofas en las aguas mineromedicinales del balneario “Urauco” son in-
feriores a los indicados para aguas mineromedicinales de otro
balneario ecuatoriano, como lo es el balneario “Santagua de Chachim-
biro”, ubicado en la Provincia de Imbabura, en donde se sefiala una
poblacion de bacterias heterdtrofas promedio de 1,00 x 10° UFC/mL
(29), asi como a los obtenidos para las aguas del balneario Cununyacu
ubicado en la provincia de Pichincha, donde se obtuvo valores de bac-
terias heterdtrofas de 1,875 x 10° UFC/mL (30).
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Las diferencias antes senaladas son indicativas de que cada
agua mineromedicinal es Onica, ello debido a que las caracteristicas
fisicoquimicas de cada manantial condicionan la sobrevivencia y pro-
literacion de poblacion bacteriana autdctona que se ha adaptado a
través del tiempo, a las condiciones reinantes en este ecosistema (31).

Segn el boletin oficial de Canarias N° 38, de 1989 orden
que regula el régimen técnico sanitario de piscinas, se establece que
la cantidad de bacterias aerobias heterétrofas totales debe ser menor
a 200 UFC/mL, en cuyo caso el balneario Urauco estaria fuera del li-
mite permitido. La diferencia es que el balneario Urauco no solo estd
formado por una piscina sino también por un manantial natural y
ninguna normativa se ha establecido en Ecuador para este tipo de
agua (32).

bacterias crecidas en el medio de cultivo utilizado, se realizé la iden-
tificacion de cada una de las colonias bacterianas, los resultados se re-
sumen en la tabla 2.

Al analizar la tabla 2, se puede sefialar que la mayoria de las cepas
bacterianas identificadas fueron bacterias Gram negativas (62,5 %)
pertenecientes a la clase gamma proteobacterias, estando represen-
tadas las bacterias Gram positivas en menor porcentaje (37,5 %) y
con la prevalencia entre ellas de la clase firmicutes.

En relacion con las bacterias Gram negativas, se pudo iden-
tificar un total de 40 cepas que resultaron pertenecer a 17 especies,
prevaleciendo las especies Aeromonas caviae (9 cepas) y Pseudomonas
fluorescens (5 cepas) (Ver tabla 2)

En el caso de las bacterias Gram positivas se logrd aislar un
total de 24 cepas pertenecientes a 9 especies, donde prevalecieron las
especies Bacillus spp (5 cepas) y Staphylococcus saproficticu (4 cepas)

ParGmetro Manantial natural Punto de surgencia de la piscina

M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
Baderias heterétro-
fas 41x102+6,02 5210295 200107135 7,1x102£153 1310710 20x102+25 1,6x10°+55 1,3x102+1,0
(UFC/mL)
Contaje promedio 4,6x10°+7,63 1,6x102+£25
por punto de mues-
freo
(UFC/mL)

3,1x102+5,1

Contaje promedio en

Muestreos: M1; M2. M3. M4
UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonias /mililitros

Tabla 1. Resultados promedios del contaje de bacterias heterdtrofas viables presentes en el agua mineromedicinal del balneario “Urauco. Provincia de Pi-

chincha. Ecuador.

Por ofra parte, si comparamos los valores obtenidos en la
cuantificacion de las bacterias heterdtrofas, con los obtenidos en otros
paises, como es el caso de Espaiia, donde se han estudiado una gran
cantidad y variedad de balnearios mineromedicinales, podemos ob-
servar que, en la mayoria de los casos, los valores indicados en este
trabajo son mayores a los encontrados en las aguas mineromedicinales
espariolas (33,34,35,36). Ello pone de relieve el hecho de que, en Es-
paiia, los acuiferos y las condiciones sanitarias de estas aguas, reciben
un control fisicoquimico y microbioldgico mds estricto, ademds de contar
con normativas para su control (31).

3.2. IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS HETEROTROFAS
VIABLES
Luego de la cuantificacion y aislamiento de las colonias de
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(Ver tabla 2).

Los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de bacterias
Gram negativas y Gram positivas en las aguas termales del balneario
de Urauco son similares a los obtenidos para la mayoria de los ma-
nantiales de aguas termales del Ecuador, donde se ha observado un
claro predominio en estos ecosistemas de las bacterias Gram negativas
(36,37,38,39).

Jucho (2015) en una investigacion realizada en las aguas
termales del Balneario Rumiloma de la Parroquia Guangopolo Pro-
vincia de Pichincha de Ecuador, indica la prevalencia en esas aguas de
bacilos Gram negativos con un 73 % de aislamiento (40), resultado
similar al observado en el presente estudio.

En un estudio realizado por Flores (2011), en aguas mine-
romedicinales del balneario Santa Apolonia, ubicado en Mérida Ve-

s |
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Tabla 2. Clase, géneros y especies de bacterias identificadas en las aguas mineromedicinales del balneario “Urauco”. Provincia de Pichincha. Ecuador

Porcentaje de

Tipo de bacteria Clase de bacteria Especie bacteriana Numero de cepas aislamiento (%)

Buderlus. Gram 4 17 40 625
negafivas
Gamma proteobacteria Aeromonas cavige 9 14,06
Gamma proteobacteria Aeromonas salmonicidas sup. salmonicida 3 4,69
Beta proteobacteria Acidovorax delafieldii 1 1,56
Alfa proteobacteria Brevundimonas vesicularis 2 313
Gamma proteobacteria Budvicia aquatica 1 1,56
Gamma proteobacteria Gitrobacter freundii 3 4,69
Gamma proteobacteria Edwardsiella tarda 1 1,56
Gamma proteobacteria Ewingella americana 1 1,56v
Bacteroidete Flavobacterivm aquatile 1 1,56
Gamma proteobacteria Proteus vulgaris 3 4,69
Gamma proteobacteria Pseudomonas alcaligenes 3 4,69
Gamma proteobacteria Pseudomonas aeruginosa 2 3,13
Gamma proteobacteria Pseudomonas fluorescens 5 7,81
Gamma proteobacteria Psychrobacter immobilis 1 1,56
Beta proteobacteria Ralstonia metallidurans 2 313
Gamma profeabadteria Vibrio alginolyticus 1 1,56
Gamma profeabadteria Yokonella regensburgei 1 1,56
Bucterl.u.s Gram 9 9 2 375
positivas
Firmicutes Bacillus spp 5 7,81
Adtinobacteria Corynebacterivm aquatycus 1 1,56
Firmicutes Enterococcus durans 1 1,56
Firmicutes Enterococcus faecium 3 4,69
Firmicutes Kurthia gibsonii 1

Adinobacteria Micrococcus luteus 3 4,69
Firmicutes Staphylococcus epidermidis 3 4,69
Firmicutes Staphylococcus saproficticu 4 6,25
Firmicutes Staphylococcus xylosus 3 4,69

nezuela, se indica que en estas aguas prevalecen las bacterias Gram  aguas mineromedicinales espaiolas, se ha indicado también que en
negativas sobre las bacterias Gram positivas (41). Similar resultado  la mayoria prevalecen las bacterias Gram negativas (35,36,43 44).
se observa en el agua del manantial mineromedicinal del balneario En todos los estudios de microbiologia de las aguas de bal-
La Mitisis, ubicado de igual manera en Mérida Venezuela (42) nearios anteriormente descritos predominaron los bacilos Gram ne-
En el caso de los estudios microbioldgicos realizados a las  gativos al igual que en el balneario de aguas termales Urauco, lo cual
E
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pudiera explicarse por la versatilidad metabdlica que exhiben las bac-
terias Gram negativas que le permiten sobrevivir en ecosistemas oli-
gotroficos mesotermales (31,45).

Respecto a los resultados obtenidos en la identificacion de
las especies bacterianas aisladas, se puede sefialar que el manantial
es un ambiente con una gran diversidad bioldgica debido a la variedad
de géneros y especies encontradas prevaleciendo entre ellas las bacte-
rias de la dase gamma proteobacterias (Ver tabla 2).

Dentro de las bacterias pertenecientes a la clase gamma pro-
teobacterias aisladas, destaca la presencia del género Aeromonas quien
se aislo en mayor frecuencia y proporcion en la piscina y en las aguas
del balneario Urauco en general (Ver tabla 2).

Especies del género Aeromonas se han aislados en diversos
manantiales de aguas termales mineromedicinales de Ecuador, Espaiia
y en otros lugares del mundo (33,37,42,46).

Entre los trabajos realizados en el Ecuador donde se han ais-
lados especies de Aeromonas de manera preponderante, resalta el re-
alizado por Maca en el aiio 2015 en aguas termales del balneario
ecoldgico “Santa Ana”, ubicado en el cantdn Baiios de Agua Santa de
la provincia de Tungurahua. En este estudio se pudo aislar e identificar
las especies Aeromonas eucrenophila, Aeromonas media, Aeromonas
schubertii y Aeromonas caviae, en los diversos puntos de muestreos
analizados (47).

Los miembros del genero Aeromonas son bacterias cuyo hd-
bitat principal son los ecosistemas acudticos de agua dulce y saladas.
Estas bacterias se han indicados que pueden infectar a los organismos
acudticos, asi como a humanos, donde se le considera como un pato-
geno oportunista (48).

Otros de los géneros bacterianos pertenecientes a la dlase de
las gamma proteobacterias identificados en las aguas termales del bal-
neario Urauco fueron Budvicia, Citrobacter, Edwardsiella, Ewingella,
Proteus, Pseudomonas, Psychrobacter, Vibrio y Yokonella (Ver tabla
2).

Los géneros antes mencionados pertenecientes a la clase de
las gamma proteobacterias han sido aislados en diversos tipos de eco-
sistemas acudticos, tanto de aguas dulces como de aguas minerales
naturales y termales en diferentes lugares del mundo
(1,30,36,37,42,45).

En Ecuador Ibaza en el afio 2018 sefiala la presencia de bac-
teria de los géneros Aeromonas, Budvicia, Citrobacter, Ewingella, Pseu-
domonas, Psychrobacter en las aguas termales del balneario de
“Santagua de Chachimbiro” en la Provincia de Imbabura. Resultado
muy similar al obtenido en la presente investigacion (29).

Las bacterias del género Vibrio han sido observadas como
parte de la microbiota autdctona en diversos manantiales de aguas
mineromedicinales ya que resisten una elevada osmolaridad dado a
que poseen complejos mecanismos de regulacion interna (49).
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En relacion con la especie de bacterias Gram negativas de
los géneros Acidovoraxy Brevundimonas perteneciente a las alfa pro-
teobacterias y beta proteobacterias, respectivamente, las cuales se ais-
laron también de las aguas termales del balneario Urauco, se pude
indicar que las mismas se han aislado de otros manantiales de aguas
minerales termales, tanto de Ecuador, Espaiia y Venezuela
(29,37,42,50).

En el caso de Acidovorax delafieldii, anteriormente conocida
como Pseudomonas delafieldii, es una bacteria cominmente aislada
del suelo y en ocasiones del agua, asi lo demostraron Guobin y cola-
boradores en el afio 2005, aislando esta bacteria a partir de las mues-
tras de aguas residuales del campo petrolifero Shengli en China (51).

Con respecto a las bacterias Gram positivas encontradas en
el agua termal del balneario Urauco, destaca la prevalencia de micro-
organismos pertenecientes a la clase firmicutes, con los géneros Baci-
llus, Enterococcus, Kurthia y Staphylococcus, seguidos de individuos de
las clases de Actinobacterias con los géneros Corynebacterivm y Micro-
coccus (Ver tabla 2).

Las bacterias Gram positivas son mds comunes en aguas hi-
pertermales, aunque también se han aislados en aguas mesotermales
e incluso hipotermales (31,45).

En el estudio de las aguas termales del balneario “Santa
Ana" de Baiios de Agua Santa, perteneciente a la provincia de Tungu-
rahua, se logrd identificar bacterias Gram positivas de los géneros Ba-
cillus, Corynebacterivm, Kurthia y Staphylococcus (38), resultados
similares a los que se pudo identificar en el presente trabajo.

De igual forma, en el estudio de la biodiversidad microbiana
de las aguas termales “Santagua de Chachimbiro” en la Provincia de
Imbabura, se logrd aislar e identificar de bacterias Gram positivas de
las especies Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus stearothermo-
philus, Bacillus thuringiensis y Micrococcus lylae (29), resultado coin-
cidente con el obtenido en las aguas del balneario Urauco.

En cuanto al género Bacillus, estas bacterias provienen del
suelo de donde pasan al agua, aunque son mds comunes en aguas hi-
pertermales también crecen en aguas meso termales como es el caso
del agua del Balneario Urauco y han sido también sefialadas en aguas
mineromedicinales mesotermales de Espafia (17,33,34,35,36).

Bacterias del género Bacillus se han involucrado en procesos
biotecnoldgico de produccion de metabolitos con diversas aplicaciones
biotecnoldgicas e industriales, lo cual seria de mucho interés economico
(14,15,16).

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio microbiold-
gico evidencian que el agua termal del balneario Urauco, ubicado en
la Provincia de Pichincha Ecuador, presenta una cantidad moderada
de bacterias heterdtrofas lo cual estaria indicando potenciales proble-




mas de proteccion de los acuiferos y de contaminacion microbiana por
parte del medio ambiente circundante.

Por otra parte, la presencia de bacterias Gram negativas de
la clase gamma proteobacterias indican que en Ecuador también se
observa, como en Espaiia y ofros paises latinoamericanos, la preva-
lencia de este tipo de microorganismos en las aguas mineromedicinales
mesotermales.

Se ha logrado obtener la identificacion de 64 cepas de bac-
terias pertenecientes a 26 especies dentro de 20 géneros bacterianos,
lo cual indica una alta biodiversidad bacteriana para las aguas del
balneario Urauco.

En el futuro inmediato, debe llevarse a cabo la metagend-
mica de estos ecosistemas, asi como la construccion de una coleccion
de cultivos para la conservacion y mantenimiento de cepas microbianas
aisladas, asi como el disefio de metodologias para el uso de estos mi-
croorganismos en la biorremediacion y procesos biotecnoldgicos.
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RESUMEN

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

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

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

AIDS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.1. Poxvirus. Aspectos generales

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(abaijo).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Isl.

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

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

por Goebel y cols., 1990 (78).

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

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

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

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

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

2.3. Interaccion virus-célula hospedadora

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



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

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

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

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

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

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

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

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

2.4. Distribucién in vivo

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

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

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

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

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

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

representa el nivel basal de luminiscencia.

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

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

nuadas MVA y NYVAC.

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

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

En este sentido, nuestro laboratorio fue seleccionado para
participar en un proyecto cooperativo y multidisciplinario denominado
“EuroVacc” (de las siglas en inglés “European Vaccine Effort Against
HIV/AIDS"), financiado por la comision europea de control de enfer-
medades infecciosas, y cuyo objetivo principal era el desarrollo de can-
didatos vacunales frente al VIH/SIDA explorando diferentes
plataformas. Nuestra aportacion se centraba en la generacion y carac-
terizacion de virus recombinantes basados en la cepa atenuada MVA,
asi como en la evaluacion de su inmunogenicidad en profocolos ho-
mologos o heterdlogos que incluian ofros vectores desarrollados dentro
del consorcio. Todos los vectores producidos dentro del marco del pro-
yecto expresaban los antigenos Env, Gag, Pol y Nef del VIH-1 que in-

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

Carmen Elena Gomez Rodriguez



ANALES
RANF

www.analesranf.com

cluyen los principales determinantes antigénicos reconocidos durante
la infeccion viral. Los genes sintéticos que codificaban dichos antigenos
fueron disefiados y optimizados para eliminar regiones antigénicas no
deseadas que pudieran comprometer la sequridad del vector, asi como
para mejorar su expresion en células humanas. Teniendo en cuenta la
diversidad del VIH-1, se propuso que los genes a incluir procedieran
de aislados virales de los subtipos By C. El subtipo B del VIH-1 es pre-
dominante en América, Europa occidental, Australia y Japdn, y aunque
representa solo el 12 % de las infecciones a nivel mundial, es el mds
utilizado en el desarrollo de prototipos de vacunas. El subtipo C, sin
embargo, es el mds abundante a nivel global, representando mds del
50 % de las infecciones, y predomina especialmente en el Africa sub-
sahariana, India, China y Nepal (21).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

después del desafio (derecha).

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

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

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

2.6. Optimizacién de vectores recombinantes basados en
MVA y NYVAC

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

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

2.6.a. Delecion selectiva de genes inmunomoduladores

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

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

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

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

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

2.6.b. Aumento de la capacidad replicativa del vector

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

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

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



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

2.6.c. Uso de moléculas coestimuladoras

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

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

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

2.6.d. Mejora de la fortaleza del promotor viral

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

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

2.6.¢. Optimizacion del inserto

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

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

También ensayamos nuevos formatos de antigenos Env y
GPN optimizados que diferian de los que expresan los vectores recom-
binantes MVA y NYVAC de los subtipos By C, en los que la proteina
Env gp120 se secreta en forma monomérica y GPN se produce como
una poliproteina de fusion intracelular. Los nuevos recombinantes ge-
nerados expresaban la proteina Env gp140 que se secretaba en una
conformacion trimérica mds parecida a la conformacion nativa que
adopta en el virus (NYVAC-gp140) o la proteina GPN que fue optimi-
zada para sufrir procesamiento proteolitico y liberar particulas como
virus (VLP) inducidas por Gag (NYVAC-Gag-Pol-Nef). Ambos vectores
estimulan respuestas innatas especificas en células humanas superiores

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

Carmen Elena Gomez Rodriguez



ANALES
RANF

www.analesranf.com

a su antecesor (NYVAC-C) y presentan un fenotipo atenuado tras su
inoculacion intracraneal en ratones BALB/c adultos inmunocompro-
metidos o en ratones (D1 recién nacidos. En protocolo homdlogo
Pox/Pox, ambos virus recombinantes indujeron respuestas de células
T (D4 polifuncionales especificas frente a Env o CD8 especificas frente
a Gag (47). Estos vectores también se han ensayado en combinacion
con vectores de ADN que expresan los mismos antigenos y con la pro-
teina gp120 monomérica en un ensayo clinico fase 1b que involucré a
96 voluntarios sanos con bajo riesgo de infeccion. Los resultados, pu-
blicados recientemente, demostraron la seguridad y tolerabilidad de
los vectores y revelaron que la administracion conjunta de la proteina
Env gp120 con los vectores de ADN o NYVAC durante el “priming” in-
duce una respuesta temprana y potente de anticuerpos IgG de union
frente a los lazos variables V1/V2 de la proteina de la envuelta del
VIH-1 sin afectar la respuesta celular inducida por los diferentes regi-
menes de inmunizacion. Los autores de dicho trabajo proponen con-
siderar este enfoque para la induccion de anticuerpos preventivos en
futuros ensayos de eficacia (48).

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

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

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

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

3.1. La infeccion por VIH/SIDA en cifras

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Los resultados de este ensayo clinico reflejaron que el pro-
tocolo de vacunacion ensayado proporciond una eficacia del 31.2 %
en la prevencion de la infeccion por VIH-1 en el transcurso de 42 meses
a pesar de la ausencia de anticuerpos neutralizantes. La presencia de
anticuerpos lgG no neutralizantes frente a los lazos variables V1/V2
de la proteina de la envuelta viral y de anticuerpos que median la di-

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

Carmen Elena Gomez Rodriguez



ANALES
RANF

www.analesranf.com

totoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en presencia
de bajos niveles de IgA en plasma correlacionaron con un menor riesgo
de infeccion por el virus (55). Ademds, desde el punto de vista de la
respuesta celular, se detectd la presencia de células T (D4+ efectoras
y polifuncionales en individuos vacunados protegidos (56).

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

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

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

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

Mediante la tecnologia de microarrays realizamos un andlisis

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

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

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

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

3.4. MVA-B como vacuna profildctica

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

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

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

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

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

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

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

Aunque el ensayo de ELISPOT es la técnica estandarizada
que se utiliza internacionalmente para medir la respuesta inmune ce-
lular inducida por los diferentes candidatos vacunales frente al VIH-1
que se ensayan en dinica, proporciona una informacion muy limitada.
Debido a ello se han ido implementando otros métodos analiticos mds
complejos, entre los que destaca sin lugar a dudas la citometria de
flujo multiparamétrica que permite caracterizar una célula por su fe-
notipo de superficie y, al mismo tiempo, conocer el patron de secrecion
de citoquinas, quimioquinas, capacidad proliferativa o capacidad cito-
toxica entre otras. La disponibilidad de amplios paneles de reactivos
de gran calidad facilita la aplicacion de esta técnica en la rutina clinica.
Por estas razones decidimos implementarla para llevar a cabo una ca-
racterizacion mds detallada de la respuesta inmune celular inducida
por el candidato vacunal MVA-B. El estudio se realizo en 16 voluntarios
de los 30 que se incluyeron en el ensayo RISVAC02 (13 vacunados y 3
placebos) que habian sido redutados en el Hospital Gregorio Marafidn
(Madrid) y utilizamos linfocitos de sangre periférica frescos aislados el
mismo dia de la toma de muestra de los pacientes. La caracterizacion
de la magnitud, polifuncionalidad y fenotipo de memoria de las células
T (D4 y (D8 especificas frente al VIH-1 inducidas tras la vacunacion se
realizo empleando la técnica de tincion de citoquinas intracelulares y
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evaluando especificamente los niveles de secrecion de IFN-y, IL-2, TNF-
o y MIP-1. De forma general podemos destacar que la vacunacion
con MVA-B estimul respuestas de células T (D4 (69,2 %) y (D8 (92.3
%) especificas frente al VIH-1 en los individuos vacunados. La frecuen-
cia de respondedores después de dos dosis de MVA-B fue similar a la
obtenida después de la tercera dosis de la vacuna (75 % versus 69.2
%). Las células T CD4+ estaban dirigidas frente al antigeno Eny,
mientras que las células T CD8+ reconocian a los antigenos Env, Gag,
Pol y Nef de manera similar (Figura 13).

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

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

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

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

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

Después de 4 aios de haber comenzado el ensayo clinico
RISVAC02, tratamos de contactar con los 24 voluntarios vacunados con
MVA-B para ver si accedian a recibir una cuarta dosis del vector. El es-
tudio se explicd en detalle a todos los participantes que se pudieron
localizar y que cumplian los criterios de elegibilidad. De ellos, 13 dieron
su consentimiento informado por escrito para recibir una inyeccion in-
tramuscular (1 X 108 ufp/dosis) de MVA-B y someterse a un segui-
miento por 12 semanas para evaluar la seguridad, tolerabilidad e
inmunogenicidad de la dosis tardia administrada. El estudio denomi-
nado RISVAC02 boost fue aprobado por los comités éticos institucio-
nales de los Hospitales Clinicy Gregorio Marafion y por las autoridades
regulatorias espaiolas. Los voluntarios fueron en su mayoria hombres
(92.3 %), con rangos de edad entre 24 y 53 afios. Después de la vo-
cunacion se registraron un total de 64 efectos adversos, la mayoria de
grado 1 (96 %), y no se informé ninguno de grados 3 0 4, confirmando
el perfil de seguridad de MVA-B. Al analizar la respuesta celular me-
diante la técnica de ELISPOT, observamos que previamente a la ad-
ministracion de la cuarta dosis de la vacuna el 20 % de los participantes
mantenian respuestas celulares especificas frente al VIH-1, aunque de
baja magnitud. Esta frecuencia experimentd un pequefio incremento
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tras la cuarta dosis de MVA-B (38%) y se mantuvo hasta la semana
12. El andlisis por citometria de flujo multiparamétrica confirmd estos
resultados. Después de 4 aiios, solo un 12.5% de los voluntarios man-
tenian respuestas de células T (D4+ y T (D8+ especificas. Esta fre-
cuencia se incrementd hasta el 45% a las semanas 2 y 4 después del
“hoost” tardio con MVA-B, volviendo a los niveles basales a la semana
12. La respuesta T (D4 + estaba dirigida frente a Env, mientras que
la respuesta (D8 + se dirigia de forma similar frente a los 4 antigenos.
El 20 % de las células T CD4+ y el 35 % de las células T CD8+ se-
cretaban simultdneamente dos o mds citoquinas. La respuesta frente
al vector por su parte se mantuvo en el 12.5 % de los vacunados al
cabo de los 4 afios; sin embargo, a la semana 4 después de la cuarta
dosis de MVA-B, se detectd en el 80 % de los vacunados una respuesta
T(D8+.

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



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

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

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

3.5. MVA-B como vacuna terapéutica

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

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

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

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

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

discontinua representa el umbral considerado como respuesta positiva.

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

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

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

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

y GPN a cada tiempo analizado.

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

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

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

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

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

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

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




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

4. PERSPECTIVA ACTUALY EXPERIMENTACION FUTURA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

El receptor mineralocorticoide (MR) y su principal ligando la aldosterona juegan un papel fundamental
en la regulacion de la presion arterial a través de sus efectos facilitadores de la reabsorcion de sodio y
agua. Los antagonistas del receptor de la aldosterona son fdrmacos de probada eficacia, que en la ac-
tualidad se utilizan en pacientes seleccionados con hipertension arterial resistente. Ademads, estos far-
macos aumentan la supervivencia en diversas circunstancias como en la insuficiencia cardiaca,
proporcionan proteccion renal en pacientes con enfermedad renal cronica y tienen efectos beneficiosos
adicionales en otras patologias. Mds alld de sus efectos cardiorrenales, en la actualidad sabemos que el
MR se expresa en otros tejidos como células musculares lisas y endoteliales vasculares mediando efectos
deletéreos tales como remodelado vascular, rigidez vascular y disfuncion endotelial, los cuales son factores
prondsticos de futuros eventos cardiovasculares. Ademds, nuevas evidencias experimentales demuestran
que el MR se expresa también en células adyacentes a la vasculatura como células inmunes y adipocitos
a través de los cuales podria influir en la funcién y estructura vascular. Entre los mecanismos responsables
de dichos efectos se incluyen mecanismos gendmicos y no gendmicos, que facilitan la produccion de es-
pecies reactivas de oxigeno de distintas fuentes, entre las que destaca la enzima NADPH oxidasa, asi
como de otros mediadores inflamatorios. En este articulo se revisan las evidencias experimentales y di-
nicas que sugieren que la activacion del MR por aldosterona es un importante mediador de daiio vascular
a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno.

ABSTRACT

Mineralocorticoid receptor (MR) and its main ligand aldosterone, play a key role in the regulation of
blood pressure through their effects increasing sodium and water reabsorption. MR antagonists are ef-
fective drugs that are currently used in selected patients with resistant hypertension. In addition, these
drugs increase patients survival in specific circumstances such as heart failure, they offer renal protection
in chronic kidney disease patients and they have beneficial effects in other pathologies. Besides MR car-
diorenal effects, it is now accepted that MR is expressed in other tissues and cells such as vascular smooth
muscle cells and endothelial cells where excessive MR activation induces deleterious effects such as vascular
remodeling and stiffness and endothelial dysfunction, which are prognostic factors for future cardiovas-
cwlar events. Moreover, novel evidence demonstrate that MR is also expressed in non-vascular cells ad-
jacent to vessels such as immune cells and adipocytes that might influence vascular function and structure.
Among the mechanisms responsible for these effects of MR are genomic and non genomic mechanisms
that facilitate reactive oxygen species production mainly from the NADPH oxidase enzyme, as well as
production of other inflammatory mediators. Here we review the experimental and clinical evidence that
suggest that MR activation by aldosterone is an important mediator of vascular damage through the
production of reactive oxygen species.
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1. INTRODUCCION

El receptor mineralocorticoide (MR) es el receptor principal
de la hormona aldosterona, la cual regula en el rifidn la retencion de
sodio y agua modulando asi la homeostasis idnica y el volumen san-
guineo y, por tanto, la presion arterial. EI MR, cuya localizacion se
penso originariamente que era exclusiva del riidn, se encuentra ex-
presado en multitud de tejidos extra-renales y es funcionalmente activo
en los sistemas cardiovascular, inmune y tejido adiposo. La excesiva
activacion del MR estd implicada en varias enfermedades cardiovas-
culares (1,2) y en los dltimos afios, se le ha implicado también en en-
fermedades metabdlicas y en la resistencia a insulina. A nivel vascular,
el MR se expresa en células endoteliales y células musculares lisas y su
activacion da lugar a remodelado vascular, fibrosis y disfuncion endo-
telial, lo cual produce dafio vascular, rigidez vascular e hipertension
arterial (1-3). EI MR también se expresa en células no vasculares pero
en contacto directo con la pared vascular, como las procedentes del sis-
tema inmune y los adipocitos mediando diversos procesos inflamatorios
y metabdlicos (4,5).

El MR es un receptor intracelular que tiene tres dominios:
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un dominio N-terminal que controla la actividad transcripcional del
receptor; el dominio de union al DNA que influye en la union de ele-
mentos especificos de respuesta a la region promotora de los genes
diana del MR y finalmente, el dominio de union al ligando para al-
dosterona. Tras la activacion, el MR se transloca al nddeo y regula la
transcripcion génica y la traduccion de proteinas, mediante la union
en el DNA a elementos de respuesta estimulantes o represores de la
sintesis de hormonas/esteroides (1,2). Ademds, aldosterona produce
efectos no genomicos rdpidos mediados por mecanismos dependientes
e independientes del MR (6) y estudios recientes han puesto en evi-
dencia que la supresion de la expresion de miRNAs dependiente de
MR ocasiona la sobreexpresion vascular de las dianas de dichos miR-
NAs (7). Tanto los efectos gendmicos como los no gendmicos promueven
la produccion de especies reactivas de oxigeno, principalmente por la
enzima NADPH oxidasa, asi como inflamacion y fibrosis, las cuales in-
tervienen en el remodelado y rigidez vascular asi como en la disfuncion
endotelial. Esta revision se centra en la relacion entre la aldosterona,
el receptor mineralocorticoide y el estrés oxidativo asi como en los efec-
tos vasculares de dicha relacion (Figura 1).

Figura 1. Papel del receptor mineralocorticoide en el dafio vascular. A nivel vascular, el receptor mineralocorticoide (MR) se expresa en células endoteliales
y vasculares lisas. También se localiza en adipocitos y células inmunes que pueden rodear o infiltrarse en el vaso. La activacion del MR a través de mecanismos
gendmicos y no genomicos da lugar a la produccion de especies reactivas de oxigeno, que favorecen la disfuncion endotelial, el remodelado, fibrosis y rigidez
vascular asi como inflamacion cronica de bajo grado. Todos estos factores producen dafio vascular que favorecen o contribuyen al desarrollo y/o mantenimiento
de la hipertension arterial y otras enfermedades cardiovasculares. CE: Célula endotelial; CMLV: Célula muscular lisa vascular
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2. PAPEL DEL RECEPTOR MINERALOCORTICOIDE EN LA PRO-

DUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN CELULAS
VASCULARES

Numerosas evidencias demuestran que existe una relacion
entre el MRy la sefializacion redox en células vasculares. En modelos
animales como el obtenido tras la administracion de acetato de deo-
xicorticosterona (DOCA) y sal o de aldosterona y sal, con o sin nefrec-
tomia, se observa un incremento en el estrés oxidativo vascular.

Ademds, tanto en en modelos experimentales como en hu-
manos, los farmacos bloqueantes del MR reducen los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) en pa-
tologias cardiovasculares como la hipertension, obesidad, aterosclerosis
o insuficiencia cardiaca, si bien existen ciertas diferencias entre los di-
versos estudios que bien podrian ser explicadas por una deficiente o
no adecuada medida de dichas ROS, lo cual constituye un importante
desafio en la actualidad (8,9).

En células musculares lisas vasculares (CMLV) (10-15) y cé-
lulas endoteliales (16-21) en cultivo, la exposicion a aldosterona in-
crementa la produccion de ROS. Ademds, la infusion de aldosterona
en roedores incrementa el estrés oxidativo plasmdtico y vascular y el
bloqueo del receptor MR reduce la produccion de ROS en el contexto
de la hipertension, la obesidad y ofras enfermedades cardiovasculares
(21-29). Estudios iniciales identificaron a la enzima NADPH oxidasa
como la responsable de la incrementada produccion de ROS vasculares,
especificamente de anién superéxido (0,), en aorta de ratas con hi-
pertension inducida por mineralocorticoides, excluyendo ofras fuentes
de ROS vasculares (por ejemplo, la eNOS desacoplada, o la xantina
oxidasa) como potenciales contribuyentes (30). De hecho, la NAPDH
oxidasa se considera la principal fuente productora de ROS en res-
puesta a aldosterona y activacion de MR en vasos.

La familia de la NADPH oxidasa o Nox estd compuesta de 7
isoformas que incluyen las Nox1-5 y las Duox1 y 2, varias subunidades
regulatorias (p22phox, p47phox, Noxo1, p67phox, Noxal, p40phox)
y el principal factor de union Rac. La principal funcion catalitica de las
NADPH oxidasas es la generacion de ROS y lo hacen reduciendo el oxi-
geno a 0, siendo NADPH el donador de electrones. Nox2 es la Nox
cldsica que fue inicialmente caracterizada en leucocitos. Asimismo, Nox-
1, Nox-2, Nox-4 y Nox-5 se expresan en el sistema cardiovascular y, es
importante mencionar que Nox5 no se expresa en roedores, lo cual di-
ficulta enormemente su estudio. En relacion con la especie oxidante
que producen cada una de las isoformas, Nox1, Nox2, Nox3 y Nox5
producen 0, mientas que Nox4 y las Duox producen H,0, (31, 32). En
las arterias, las células vasculares poseen Noxs funcionales pero ade-
mds, los macrofagos residentes, los neutrdfilos y las plaquetas también
expresan NADPH oxidasas, particularmente en situaciones patoldgicas,
que pueden contribuir al dafio vascular en diversas patologias (32,
33).
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2.1. Mecanismos implicados en la produccion de especies
reactivas de oxigeno en respuesta a aldosterona y estimu-
lacién del MR

En la actualidad, se conoce que el receptor MR puede producir
varios de sus efectos a través de efectos gendmicos y no gendmicos, y
la produccion de ROS es uno de dichos efectos (Figura 1). Asi, diferentes
estudios han mostrado modulacion de las Nox por aldosterona/MR.
Concretamente, a nivel vascular, la combinacion de aldosterona y sal
produce un aumento en la produccion de 0,” en CMLV a través de la
sobreexpresion de Nox1 sin afectar al mRNA de Nox4, p22phox o
p47phox (11). En células endoteliales de vena umbilical humana, al-
dosterona aumentd la transcripcion de p47phox pero no tuvo efecto
en los transcritos de Nox1, Nox2, Nox4, p22phox, p40phox, o p67phox
(16). Sin embargo, otros estudios mostraron que la incubacion con al-
dosterona durante 24 h incrementd de manera dependiente de la dosis
la expresion del mRNA de Nox4 en dichas células endoteliales humanas
(17). En células endoteliales pulmonares humanas, aldosterona incre-
mentd los niveles de proteina de Nox4 y p22phox asi como la produc-
cion de H,0, (20). De manera similar, en células endoteliales de retina
bovina, aldosterona incrementd la expresion del gen de Nox4 (19) y
otro estudio mostrd que la administracion de aldosterona moduld ex-
clusivamente la expresion del gen de p22phox en células endoteliales
aorticas (21). En estudios in vivo se ha observado que la administracion
de aldosterona mds sal a ratas incrementd la actividad de la NADPH
oxidasa y la expresion de p47phox, gp91phox y p22phox (34). Mds re-
cientemente, Jia y cols (29) encontraron una incrementada expresion
vascular de Nox2 y de nitrotirosina (un marcador de estrés nitrosativo)
después de 3 semanas de infusion de aldosterona en ratones. Todos
estos resultados claramente sugieren un patron de sobre-expresion de
NADPH oxidasa por aldosterona a nivel vascular, lo cual es ademds
apoyado por el hecho de que antagonistas del MR disminuyen la ex-
presion de distintas subunidades de la NAPDH oxidasa (9). Por ejem-
plo, el tratamiento con eplerenona disminuyd la expresion de p22phox,
p47phox y p40phox en un modelo de dieta alta en grasa (21). Ademds,
la eliminacion del MR en distintos tipos de células vasculares especificos
disminuye la expresion de las isoformas de la NADPH oxidasa (am-
pliado mds abajo).

En lo que respecta a la activacion no gendmica rdpida del
MR por aldosterona, se ha sugerido que MR podria estar localizado
cerca de la membrana plasmdtica pero no directamente insertado en
ella. EI MR se localizaria en el lado citosdlico asociado a proteinas de
anclaje que estdn asociadas a la membrana o insertadas en ella como
estriatina o caveolina-1 (6). En esta localizacion, aldosterona podria
interaccionar con receptores con actividad firosina quinasa tales como
el receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor
para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) o el re-
ceptor para el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF1R), asi



como con receptores acoplados a proteinas G (GPCR), tales como el re-
ceptor AT1 de angiotensina Il o el receptor 1 de estrogenos acoplado
a proteinas G (GPER1) (6). La familia Src de proteinas con actividad
tirosin quinasa parece estar implicada en la generacion no gendmica
de ROS inducida por aldosterona (9). Concretamente, en CMLV en cul-
tivo, la generacion de ROS a través de NADPH oxidasa mediada por
los efectos no gendmicos de aldosterona estd aumentada en células de
ratas espontdneamente hipertensas y es dependiente de ¢-Src (10).
También se ha descrito un papel para ¢-Srcy Rac-1 en la activacion de
NADPH oxidasa en células endoteliales, aunque este efecto podria
estar mediado por vias gendmicas ya que se analizaron los efectos de
la incubacion con aldosterona durante tiempos prolongados (18). En
CMLV, la transactivacion de EGFR y PDGFR pero no de IGFR, inducida
por MR y ATT activa ¢-Src que a su vez, facilita la activacion de la
NAPDH oxidasa y la produccion de ROS lo que produce migracion de
CMLV (35).

Ademds de los receptores acoplados a tirosin quinasas, los
GPCR son importantes compaiieros implicados en las acciones no ge-
nomicas de aldosterona. Asi, la interaccion entre el MR y el AT1 se ha
implicado en la produccion de ROS inducida por angiotensina Il en
vasos ya que el bloqueo del MR puede inhibir dicha produccion (22).
Més recientemente, se ha mostrado que el subtipo AT1a es necesario
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para la disfuncion endotelial, remodelado vascular, estrés oxidativo e
inflamacién inducidos por la activacion del MR (27), aunque un efecto
gendmico no puede ser del todo descartado en estos estudios. En mio-
itos cardiacos, la interaccion entre el MR y el AT1 participa en la ge-
neracion de ROS inducida por aldosterona mediada por Nox4 a través
de la quinasa 2 de receptores acoplados a proteinas G (GRK2) proba-
blemente a través de acciones no gendmicas (36), aunque si este me-
canismo dependiente de GRK2 también ocurre en células vasculares
no se conoce. Igualmente, no es conocido el papel del posible nuevo
receptor de aldosterona GPERT (también conocido como GPR30) en
la produccion de ROS inducida por aldosterona en células vasculares y
las evidencias que apoyan esta posibilidad provienen de células car-
diacas (37,38).

Finalmente, es importante destacar que la sefializacion no
gendmica del MR también puede modular los efectos gendmicos (6)
perpetuando asi la generacion de ROS en células vasculares.

2.2. Ruta aldosterona/MR/estrés oxidativo en células endo-
teliales y musculares lisas

Numerosas evidencias experimentales han demostrado un
efecto beneficioso del bloqueo de la ruta aldosterona/MR en el daio
vascular, concretamente en la disfuncion endotelial, remodelado y ri-

Figura 2. Implicacion del receptor mineralocorticoide en el dafio vascular en situaciones patoldgicas. En condiciones patoldgicas como la diabetes tipo 2
(T2DM), la edad, la hipertension arterial o la obesidad, la excesiva produccion de aldosterona y/o activacion del receptor MR en los distintos tipos de celulares
vasculares, en los adipocitos o en células inflamatorias infiltradas, produce la activacion de la enzima NADPH oxidasa y la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Estos mediadores afectan a la funcién de dichos tipos celulares produciendo cambios fenotipicos y la proliferacion y migracién de células
musculares lisas, la excesiva produccion de matriz extracelular y de citoquinas inflamatorias. Estos eventos contribuyen al remodelado y rigidez vascular, la
disfuncion endotelial y al estado inflamatorio caracteristicos de muchas de estas enfermedades.
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gidez vasculares, asi como en el estrés oxidativo (1-3,21,22,39-42).
Por tanto, se ha sugerido que muchos de los efectos beneficiosos de los
antagonistas de MR podrian deberse, al menos en parte, a su habilidad
para disminuir el estrés oxidativo. Esto se apoya también en evidencias
directas que proceden de estudios utilizando modelos de infusion de
aldosterona o mineralocorticoides junto con tratamientos antioxidantes
o por el uso de modelos transgénicos de raton que sobre-expresan o
no expresan el MR.

MR se expresa en células endoteliales de arterias cerebrales
donde produce un aumento en la produccion de 0, en respuesta a ni-
veles cronicamente aumentados de aldosterona (26). Ademds, la ex-
presion del mRNA de p22phox, pero no de gp91phox, se incremento
por aldosterona, siendo este efecto completamente bloqueado en ra-
tones con delecion de MR especificamente en células endoteliales, lo
cwal se acompaid ademds de una mejoria en la funcion endotelial
(21). Sin embargo, en ausencia de estimulos, la sobre-expresion con-
dicional de MR en células endoteliales no es suficiente para incrementar
los niveles locales o sistémicos de estrés oxidativo (43), lo que sugiere
que la sobreexpresion de MR solo no es suficiente para producir un
aumento en la generacion de ROS. Este hallazgo coincide con la idea
de que el MR de las células endoteliales podria ser vasoprotector en
estados fisioldgicos y que dicha proteccion se pierde cuando coexisten
factores de riesgo cardiovascular tales como hipertension u obesidad
o situaciones asociadas a elevados niveles de aldosterona, como se ha
sugerido recientemente (2,44) (Figura 2). En apoyo de esta hipdtesis,
la deficiencia del MR especificamente en células endoteliales previno
el aumento en la expresion de Nox2, Nox4, p22phox y 3-nitrotirosina
inducidos por una dieta tipo westerny esto fue paralelo a una reduccion
en la fibrosis adrtica y la rigidez, asi como con la normalizacion de la
activacion de la eNOS (28). Igualmente, la eliminacion de MR en cé-
lulas endoteliales previno en arterias de resistencia, la disfuncion en-
dotelial asociada a la hiperlipidemia en hembras, pero no en machos,
y esto se asocio a una menor produccion de 0,7 (45).

En lo que respecta a CMLV, aunque los ratones con delecion
especifica de MR en CMLV no muestran cambios en los niveles basales
de ROS, dichos ratones cuando envejecen producen significativamente
menos ROS (7,46). Ademds, tanto los ratones jovenes como los enve-
jecidos que no expresan MR en CMLV muestran una atenuada produc-
cion de ROS inducida por angiotensina Il (46), lo cual podria contribuir
a la menor presion arterial que muestran esos animales y a la mejor
funcion vascular (46). Mds recientemente, una relacion inversa entre
el receptor MR de CMLV y el miR-155 se ha descrito en el envejeci-
miento (7), relacion por la cual este miRNA produciria una represion
del estrés oxidativo asociado a MR de CML, lo cual tendria un efecto
también en la funcion vascular (7). Sin embargo, la fuente de ROS es-
pecifica que seria modulada por el miR-155 es desconocida. El MR de
CML también se ha implicado en la progresion de la insuficiencia car-

Receptor mineralocorticoide extrarrenal. Una posi-
ble nueva diana para combatir el daiio vascular.
Ana M. Briones y Raquel Rodrigues-Diez

diaca post-infarto de miocardio a través de su efecto directo induciendo
estrés oxidativo, que favorece la disfuncion endotelial y una disminu-
cion en la reserva coronaria (47). Asi, en este estudio, los antioxidantes
apocinina y superoxido dismutasa (SOD), mejoraron la relajacion de-
pendiente de endotelio de arterias coronarias de ratones con infarto
de miocardio sin afectar a la relajacion de las arterias de ratones knoc-
kout para MR especificos de CMLV de ratones con infarto ni a las arte-
rias de ratones con infarto tratados con el antagonista del MR
finerenona (47), hallazgos que indican un menor efecto del estrés oxi-
dativo cuando el MR estd ausente en CMLV o después de un bloqueo
general del MR. Todos juntos, estos resultados apuntan a las células
endoteliales y las CMLV como fuentes potenciales de ROS en respuesta
a aldosterona o condiciones patoldgicas que impactan sobre la funcion
vascular (Figura 2).

Respecto al papel del estrés oxidativo en el remodelado y la
rigidez vascular, se ha demostrado que la administracion de una com-
binacion de aldosterona y sal produjo un aumento en la produccion
de 0, e hipertrofia de las CMLV a través de la sobreexpresion de
Nox1 (11). Asimismo, diferentes antioxidantes atenuaron la senescen-
tia inducida por aldosterona de CMLV y la expresion del factor proli-
ferativo Ki-ras2A (48). Ademds, se ha sugerido que aldosterona
aumenta los efectos hipertroficos vasculares de la insulina a través de
rutas mediadas por MR y estrés oxidativo (49). Igualmente, la hiper-
trofia y la fibrosis perivasculares inducidas por aldosterona, se dismi-
nuyeron significativamente por el tratamiento a largo plazo con
espironolactona o antioxidantes (50, 51). Sin embargo, los efectos pro-
fibroticos pero no las acciones hipertroficas de aldosterona en arterias
de resistencia fueron blogueados por el antioxidante tempol (23). Los
mecanismos responsables de estos efectos posiblemente radican en la
capacidad de los ROS producidas por aldosterona para modular diver-
sos genes implicados en el dafio vascular, tales como el factor de cre-
cimiento de plaquetas, las metalotioninas 1y 2 o el factor de
crecimiento del tejido conectivo (52). Ademds, aldosterona incrementd
la expresion de los factores profibroticos fibronectina y el inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI-1) en ratones de fenotipo salvaje
pero no en ratones knockout para Nox1 (53,62) (Figura 2). Finalmente,
el tratamiento con el antioxidante tempol inhibid la expresion de otros
marcadores proinflamatorios y profibroticos tales como osteopontina,
la molécula de adhesion intracelular 1, la molécula de adhesién celular
vascular 1o la expresion del gen de PAI-1 inducidos por la infusion de
aldosterona en ratas (54).

Entre los mecanismos responsables de la disfuncion endote-
lial, generalmente se asume que la inferaccion entre NOy 0, gene-
ralmente procedente de la NADPH oxidasa, da lugar a la formacion
de ONOO- o al desacoplamiento de eNOS, lo cual facilita una dismi-
nucion en la disponibilidad de NO, entre otros mecanismos (revisado
extensamente en 31-33,55,56). En este escenario, la aldosterona pro-



dujo una inhibicion de la produccion de NO en células endoteliales que
fue parcialmente restaurada por la delecion de la subunidad p47phox
utilizando un siRNA (16). Otros potenciales mecanismos responsables
de la disfuncion endotelial inducida por la ruta aldosterona/MR/ROS
incluyen: 1) modificaciones postraduccionales oxidativas de la actividad
de la guanilato ciclasa, que empeora la capacidad de responder de
esta enzima ante el NO (12); 2) disminucion en la expresion de la en-
zima antioxidante Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (57) o 3) modi-
ficaciones oxidativas de los grupos tiol de las cisteinas funcionales
(Cys405) en el receptor B para endotelina (ETBR), por mecanismos
que dependen de la produccion e H,0, de Nox4, que empeoran la ac-
tivacion dependiente de dicho receptor y la consiguiente activacion de
la eNOS lo que disminuye la produccion de NO (20). En este sentido,
la activacion del MR durante la isquemia renal induce activacion de
Racl, que incrementa la produccion de ROS en las CMLY, los cuales di-
funden a las células endoteliales para inducir modificaciones postra-
duccionales en el ETBR que empeora la activacion de la eNOS y
disminuye la produccion de NO, danto lugar a una sostenida vasocons-
triccion y reducida perfusion del rifidn (58). Ademds, la sobreexpresion
especifica en cardiomiocitos del receptor humano MR induce severa
disfuncion endotelial coronaria con disminuida respuesta relajadora
mediada por NO en respuesta a acetilcolina en arterias coronarias,
efectos que fueron prevenidos por un mes de tratamiento con un an-
tagonista del MR, con vitamina E/vitamina C o con un inhibidor de la
NADPH oxidasa (59). Finalmente, también se ha descrito un papel del
canal de sodio epitelial en el efecto de aldosterona incrementando el
estrés oxidativo, la rigidez vascular, la disfuncion endotelial y la fibrosis
(29). Curiosamente, Racl no es solo uno de los componentes de la
NADPH oxidasa, sino que sirve para aumentar la sefializacion del MR
en el rifion (60). Esta ruta Rac1-MR se activa por ROS en cardiomiocitos
(61) y también juega un papel crucial en la produccién de ROS y la
disfuncién cardiaca (62).

3. PAPEL DEL MR COMO PRODUCTOR DE ESTRES OXIDATIVO

EN CELULAS INMUNES

Evidencias cada vez mas abundantes sugieren que aldoste-
rona induce infiltracion vascular de monocitos/macréfagos y células T
en diferentes situaciones patolégicas (24,63,64). EIl MR se expresa en
macrofagos y linfocitos T donde funciona como un importante regula-
dor transcripcional del fenotipo celular y de la funcion y que puede ser
activado incluso con niveles normales o bajos de aldosterona en situa-
ciones patoldgicas (5,65) (Figuras 1y 2).

La relacion entre las células inmunes, el MR y el estrés oxi-
dativo fue demostrada en ratas uninefrectomizadas y tratadas durante
4 semanas con un 1% de NaCl en la dieta junto con aldosterona. En
estas ratas se encontrd una incrementada produccion de H,0, por mo-
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nocitos y linfocitos, una sobreexpresion de la tirosina fosfatasa inducida
por estrés oxidativo y de la Mn-SOD en células periféricas mononudle-
ares y la presencia del marcador de estrés oxidativo 3-nitrotirosina en
células inflamatorias (D4 + invadiendo arterias coronarias intramu-
rales (66). Asimismo, Guzik y cols (67) mostraron que la hipertension
inducida por DOCA/sal y la produccion de 0, asociada en la aorta se
abolieron en ratones deficientes en rag-/- que no poseen linfocitos T
y B. Ademds, una aumentada cantidad de linfocitos T reguladores, que
son supresores de las respuestas inmunes innatas y adaptativas, pre-
vinieron la disfuncion endotelial, el remodelado vascular y el estrés
oxidativo inducidos por aldosterona (25). Mds recientemente, el papel
clave del MR en células inmunes en la generacion de estrés oxidativo
fue demostrada por Sun y cols (68), que mostraron que arterias de ra-
tones knockout para MR especificamente en células T, mostraban menor
produccion de 0,7, lo cual ademds se correlaciond con un menor daiio
de organo diana incluyendo mejor funcion endotelial y menos hiper-
trofia vascular y fibrosis después de la infusion con angiotensina II.

Esto podria ser debido a una menor produccion de células T
productoras de IFN-y en las arterias (68). De hecho, el receptor MR de
las células T facilita la activacion de dichas células modulando la pro-
duccion de citoquinas proinflamatorias tales como IFN-y e IL-6 (69),
las cuales es bien conocido que pueden producir produccion de ROS a
nivel vascular.

Respecto a los macréfagos, se ha demostrado que la estimu-
lacion de macrdfagos con aldosterona induce un fenotipo proinflama-
torio M1 (5). Macréfagos procedentes de ratones que no poseen MR
en células mieloides exhiben un perfil transcripcional de activacion al-
ternativa de un fenotipo M1 hacia un fenotipo M2 mds antiinflamatorio
(70). Esto podria modular la funcion vascular, ya que se ha demostrado
que el inflamasoma NLRP3 en macrafagos media la hipercontradilidad
inducida por aldosterona, la disfuncion endotelial y el remodelado hi-
pertréfico (71), aunque en este estudio la contribucion especifica de
las ROS derivadas de los macrotagos no fue especificamente evaluada.
Curiosamente, un desplazamiento en la polarizacion a un fenotipo M2
en los macréfagos se observo en ratones con delecion especifica del
MR en células endoteliales cuando fueron expuestos a una dieta de
tipo western (28), lo que sugiere un papel del MR endotelial en la fun-
cion de los macrofagos. Al respecto del estrés oxidativo, aldosterona
incrementa la produccion de 0, y la activacion de la NADPH oxidasa
en macréfagos tanto in vivo como in vitro (72) y también la generacion
de ROS mitocondriales (71), que podrian contribuir a la activacion del
inflamasoma en este tipo celular como se ha sugerido previamente
(73). Lo que es mds importante, la disfuncion endotelial y el estrés
oxidativo vascular inducidos por aldosterona estaban disminuidos en
ratones mesfOp/+, los cuales poseen un bajo nimero de
monocitos/macréfagos en la pared vascular (24), lo que sugiere que
la activacion del MR en macréfagos modula el estrés oxidativo vascular.
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Curiosamente, el estrés oxidativo medido en este caso como expresion
génica de las subunidades Nox2 y p22phox se incrementd de manera
similar en el corazon de los ratones control y de ratones con delecion
especifica de MR en macréfagos cuando se expusieron a una combina-
cion del inhibidor de NOS L-NAME y sal, como modelo de hipertension
(74). Asimismo, la deficiencia de MR en macréfagos no influy en el
estado oxidativo en el contexto de la aterosclerosis (75). En conjunto,
estos resultados sugieren una contribucion diferente de las ROS deri-
vadas de MR en distintas situaciones patoldgicas. Otros estudios in vivo
demostraron que la deficiencia de MR en macréfagos imitd los efectos
de los antagonistas del MR y protegio contra el dafio vascular causado
por L-NAME/angiotensina I (70) y que la eliminacion selectiva del MR
en células mieloides limitd la acumulacion de macréfagos, lo cual dio
lugar a menor activacion de las CML e inflamacion vascular inhibiendo
la hiperplasia de la neointima y el remodelado vascular (76). Desgra-
ciadamente, en ambos estudios, de nuevo la contribucion especifica de
los ROS derivados de macréfagos no fue evaluada.

En conjunto, todos estos resultados apuntan a una contribu-
cion clave del MR presente en células inmunes en la produccion de es-
trés oxidativo en el contexto de dafio vascular (Figura 2). Si dicha
contribucion es debida a ROS producidos localmente por células inmu-
nes infiltradas o a través de la liberacion de citoquinas proinflamatorias
que afectarian a las CML o células endoteliales adyacentes para inducir
estrés oxidativo, o ambos mecanismos, es de momento desconocido.

4. PAPEL DEL MR COMO PRODUCTOR DE ESTRES OXIDATIVO

EN TEJIDO ADIPOSO

Otro tejido extrarrenal que expresa el MR es el tejido adiposo
donde el MR estd implicado en procesos esenciales tales como la dife-
renciacion, la autofagia o la secrecion de adipoquinas (4,77). La ex-
presion del MR se incrementa en el tejido adiposo de modelos murinos
de obesidad y en sujetos humanos obesos y, diferentes estudios utili-
zando antagonistas del MR o modelos transgénicos con delecion espe-
cifica del MR en adipocitos, han demostrado un papel clave del MR en
la sefializacion de la insulina y la inflamacién (revisado en 4,77,78).
Estd bien aceptado que el tejido adiposo, particularmente el tejido adi-
poso perivascular, modula la salud vascular y la enfermedad a través
de la liberacion de diversas adipoquinas, que afectan a las propiedades
contrdctiles y relajadoras del vaso, a la proliferacion e hipertrofia de
las CML, a la fibrosis y la inflamacin (79). Entre las muchas sustancias
liberadas, ROS como H,0, parecen tener un papel principal tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Sin embargo, en algunas si-
tuaciones patoldgicas, tales como obesidad o hipertension, citoquinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 o TNF-o, liberadas de este tejido adi-
poso perivascular, daramente afectan al tono vascular (79) debido, al
menos en parte, a un incremento en la generacion de ROS. Asi, en ar-
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terias mesentéricas de animales sanos, las propiedades anticontrdctiles
del tejido adiposo perivascular se pierden después de la incubacion
con aldosterona, propiedades que se restauran con una combinacion
de los antioxidantes SOD y catalasa y con el antagonista del MR eple-
renona, siendo este efecto dependiente de la infiltracion de macréfagos
en el tejido adiposo perivascular (80). Ademds, en la linea celular 3T3-
L1 de adipocitos, el bloqueo del MR reduce la produccion de ROS
(81,82).

Estudios iniciales demostraron que las subunidades de la
NADPH oxidasa p22 y p47phox estaban significativamente aumentadas
en tejido adiposo de ratones obesos ob/ob y db/db comparados con
sus controles delgados y que el tratamiento con eplerenona suprimio
este incremento (81). El aumento en los niveles de ROS observados en
tejido adiposo de estos modelos de obesidad podria ser también debido
a una disminucion en la expresion génica de las enzimas eliminadoras
de ROS catalasa y Cu, Zn-SOD que se encontraban reducidas tanto en
los ratones ob/ob como en los db/db y que también fueron restauradas
por la administracion de eplerenona (81). Otros estudios también de-
mostraron sobreexpresion de enzimas antioxidantes (SOD-1y catalasa)
a nivel vascular tras el bloqueo del MR en obesidad/diabetes (41). Fi-
nalmente, en el tejido adiposo de ratas nefrectomizadas, el estrés oxi-
dativo estaba aumentado y esto se revirtid tras el tratamiento con otro
antagonista del MR, espironolactona (83).

La sobreexpresion condicional del MR en adipocitos murinos
dio lugar a una incrementada produccion de H,0, del tejido adiposo
epididimal probablemente debido a una disminucion en la expresion
del gen de la catalasa y un aumento en la expresion de los niveles de
Nox4 sin cambios en las expresiones de Nox1 o Nox2, hallazgos que
probablemente explican los cambios en la contractilidad vascular en-
contrados en este modelo (84). Curiosamente, ratones knockout para
MR especificos de adipocitos cuando se alimentaron con una dieta alta
en grasa y en sacarosa, mostraron niveles similares del marcador de
estrés oxidativo 8-isoprostano, o de los genes de p22phox, SOD-1 o
catalasa, y ademds, no mostraron diferencias en el peso corporal, peso
de la grasa, tolerancia a la glucosa, sensibilidad a la insulina o infla-
macion (85). Resultados similares han sido publicados recientemente
por Feraco y cols (86) utilizando un modelo de delecion inducible de
MR especifica de adipocitos cuanto se les alimentd con una dieta alta
en grasa (45 %), aunque es importante destacar que en este estudio
el estrés oxidativo no fue evaluado. En este contexto, son necesarios
estudios futuros para identificar la contribucion especifica del MR en
los diferentes tipos celulares incluidos en el tejido adiposo ademds de
los adipocitos, como preadipocitos o macréfagos y su funcion como po-
sibles responsables de la inflamacion, estrés oxidativo y alteraciones
metabélicas dependientes del MR asociadas a la obesidad (Figura 2).
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5. RELEVANCIA CLINICA DE LA RUTA ALDOSTERONA/MR/ES-

TRES OXIDATIVO

Como se ha discutido en las secciones anteriores, existe una
importante cantidad de evidencia prelinica que demuestra que la ruta
aldosterona/MR sefializa a través de estrés oxidativo. Sin embargo,
las evidencias en humanos son menos abundantes. Algunos estudios
clinicos han sugerido que el hiperaldosteronismo estd asociado con
una elevada concentracion de marcadores circulantes de estrés oxida-
tivo. Asi, en pacientes con insuficiencia cardiaca estable y en pacientes
con hipertension, niveles elevados de aldosterona se asociaron con ele-
vados niveles de estrés oxidativo sistémico, inflamacion y recambio de
matriz extracelular (87). En pacientes con insuficiencia cardiaca, el
daiio cardiovascular asociado a la aldosterona y la fibrosis renal esta-
ban asociadas a una produccion de NO disminuida, incrementado estrés
oxidativo y activacion de factores de transcripcion proinflamatorios
como NF-kB (9). A nivel celular, existen también algunas evidencias
que demuestran que aldosterona estimula la produccion de ROS en
humanos. Asi, en células endoteliales humanas, espironolactona inhi-
bio el estrés oxidativo dependiente de Nox e incremento la actividad
de la eNOS (88), indicando un papel del MR en la regulacion de la
produccion de ROS . En pacientes con hiperaldosteronismo y adenomas
adrenales, diversos estudios han mostrado incrementada expresion de
genes y proteinas relacionados con la sefializacion redox como el factor
de transcripcion antioxidante Nrf2, p22phox, la enzima antioxidante
hemooxigenasa-1 o factores de transcripcion proinflamatorios (89-91).

Ademds, en cardiomiocitos humanos, aldosterona empeora
|a funcién mitocondrial que es importante en la regulacion redox (91).
A pesar de las evidencias que sugieren que el hiperaldosteronismo
promueve estrés oxidativo en la enfermedad cardiovascular humana,
los estudios existentes utilizando antagonistas del MR, no han mostrado
una mejoria significativa en marcadores de estrés oxidativo. Asi, Hwang
y cols (92) demostraron que la mejoria en la dilatacion mediada por
flujo (una medida de funcion endotelial) inducida por eplerenona, no
se asociaba con marcadores de estrés oxidativo como los niveles plas-
maticos de F2-isoprostanos, o con la expresion proteica de nitrotirosina
o p47phox en células vasculares endoteliales. En un grupo pequefio
de adultos ancianos con sindrome metabolico, la dilatacion depen-
diente de endotelio mediada por flujo, los niveles de lipoproteinas de
baja densidad oxidadas o los F2-isoprostanos, no mejoraron en res-
puesta al bloqueo del MR, a pesar de observarse una reduccion en la
presion arterial sistdlica de unos 10 mm Hg (93). Ademds, no hubo
efecto del tratamiento durante un mes con eplerenona en el estrés oxi-
dativo (LDL oxidadas) y en la rigidez vascular en adultos ancianos
sanos (94). Sin embargo, Chen y cols (95) demostraron recientemente
que el aumentado estrés oxidativo dependiente de NAPDH oxidasa,
la degradacion oxidativa del cofactor de la eNOS tetrahidrobiopterina,
el desacoplamiento de la eNOS y la reducida generacion de NO, eran
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los responsables de la empeorada capacidad de reparacion endotelial
in vivo de células progenitoras endoteliales tempranas de pacientes
hipertensos con hiperaldosteronimo primario (95). Las razones de estas
discrepancias entre estudios preclinicos y clinicos no son dlaras, pero
podrian incluir la existencia de poblaciones heterogéneas con un pro-
longado periodo de enfermedad, diferencias en las medidas de los
marcadores de estrés oxidativo o la evaluacion de grupos pequefios
de pacientes. Son necesarios, por tanto, estudios clinicos bien contro-
lados para confirmar el papel de las ROS en el daiio cardiovascular
mediado por aldosterona y, en este contexto, son imprescindibles en-
sayos clinicos que determinen los efectos de los antagonistas del MR
en los niveles de ROS especificas, en lugar de marcadores de estrés
oxidativo como LDL oxidadas o F2-2 isoprostanos. En cualquier caso,
no debemos olvidar que los antagonistas del receptor de la aldosterona
son farmacos de probada eficacia, que en la actualidad se usan en pa-
cientes seleccionados con hipertension arterial resistente (96). Ademds,
estos compuestos proporcionan un aumento en la supervivencia en di-
versas circunstancias como la insuficiencia cardiaca y posiblemente,
proporcionan proteccion renal en pacientes con enfermedad renal
cronica, asi como efectos beneficiosos adicionales en ofras patologias
(97). En base a lo presentado en este articulo, es posible hipotetizar
que parte de los efectos beneficiosos de estos compuestos, podrian ser
debidos a sus efectos sobre la sefializacion redox y la mejora del daiio
cardiovascular.

6. CONCLUSIONES

Las evidencias experimentales muestran claramente que el
bloqueo de la ruta aldosterona/MR disminuye el estrés oxidativo vas-
cular y mejora la funcion, estructura y propiedades mecdnicas vascu-
lares alteradas en distintos modelos experimentales. Entre los tipos
celulares vasculares implicados en el daiio vascular asociado a aldos-
terona/MR/estrés oxidativo estdn las células endoteliales y las células
musculares lisas. Sin embargo, evidencias cada vez mds abundantes
sugieren que estos efectos vasculares pueden ser modulados también
por el MR expresado en células inmunes infiliradas, como linfocitos y
macrofagos, y en el tejido adiposo perivascular que rodea al vaso, ¢é-
lulas que podrian liberar ROS que impacten en el endotelio y la pared
vascular. Alternativamente, estas células pueden generar citoquinas
inflamatorias (o adipoquinas) dependientes de MR que actéan de ma-
nera paracrina en los vasos adyacentes para inducir estrés oxidativo
pudiendo dafiar el vaso. Asi, el estrés oxidativo asociado a la activacion
del MR en distintos tipos celulares emerge como una importante ruta
que contribuye a la disfuncion vascular y al dafio asociado a condiciones
de elevados niveles de aldosterona o de activacion del MR. Por ello, es
posible que algunos de los efectos vasoprotectores de los antagonistas
del MR, utilizados en la dlinica, pueden ser debidos a la inhibicion del
daiio vascular producido por el estrés oxidativo.
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7. LISTA DE ABREVIATURAS

AT1: receptor 1 para angiotensina I

CMLV: células musculares lisas vasculares

DOCA: acetato de deoxicorticosterona

ETBR: receptor B para endotelina

GPCR: receptores acoplados a proteinas G

GPER1: receptor 1 de estrogenos acoplado a proteinas G

GRK2: quinasa 2 de receptores acoplados a proteinas G

IGF1R: receptor para el factor de crecimiento similar a insulina 1
MR: receptor mineralocorticoide

Nox: NADPH oxidasa

PDGFR: receptor para el factor decrecimiento derivado de plaquetas
ROS: especies reactivas de oxigeno, del inglés reactive oxygen species
SOD: superoxido dismutasa

T2DM: diabetes mellitus tipo 2
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ORIGINAL

RESUMEN

El incremento de animales de compaiiia y animales productores de alimentos, junto con el importante
gasto sanitario que estos suponen, hacen que el sector del medicamento veterinario esté adquiriendo cada
vez mds peso en Espaiia. Ante esta situacion, se nos plantea la duda de si los propietarios, veterinarios y
especialmente farmacéuticos, estamos correctamente preparados e informados. Tal como se observa en la
recopilacion de leyes sobre venta y distribucion de medicamentos de uso veterinario realizada en este tra-
bajo, actualmente no existe una legislacion que se adecde a las necesidades sanitarias de estos animales

pudiendo observar en su aplicacion intrusiones por parte del veterinario en las funciones legalmente es-

tablecidas y propias del farmacéutico o la venta ilegal de medicamentos veterinarios por parte de esta- Medicamento veferinario

blecimientos sin la debida autorizacion. Por lo que al farmacéutico respecta, la falta de informacion y F“’f”“d?

formacién en este campo se manifiesta en varios aspectos como la falta de atencién farmacéutica o la Leglslgc@p

aceptacion de recetas indebidamente cumplimentadas por el veterinario. Todo ello incrementa el riesgo Prescripcion

de realizar un mal uso de los medicamentos por parte del propietario suponiendo asi un peligro no solo IA\/:]Gt?tj::)rt(:csos

para el propio animal, sino también para las personas como ocurre en el caso concreto de los antibidticos. '

Por tanto, nos encontramos frente a un importante problema de regulacion y falta de informacion entre Kevwiords:

propietarios y profesionales sanitarios, que hace necesaria la realizacion de campaias informativas y la

formacion de farmacéuticos y veterinarios desde los Colegios Oficiales y Universidades. Veterinary drugs
Pharmacy
Legislation
Prescription

ABSTRACT Pets

The veterinary medicinal sector is gaining more and more importance in Spain because of the increasing Antibiofics.

of livestock population and pets, and the significant healthcare costs that they involve. Given this situation,

are the owners, veterinarians and especially pharmacists, properly prepared and informed? As it can be

seen in the compilation of laws about sale and distribution of veterinary medicaments presented in this

work, nowadays there is not a legislation adapted fo the health requirements of these animals. Indeed,

there are some problems in the application of the law such the intrusion of veterinarians in the own and

legally established pharmacist’s functions and the ilegal sale of veterinary drugs by non properly authorized
establishments. Concerning the pharmacist’s role, the lack of information and training in this area, is
manifested in several aspects such a limited ability of pharmaceutical advice and the admission of pres-
criptions improperly filled by the veterinarian. Taken together, it increases the risk of abuse or wrong use
of drugs by the owner, assuming a real danger not only for the animal itself, but also for the people, as in
the case of antibiotics consumption. In conclusion, we are facing a critical problem of law regulation and
lack of knowledge between owners and healthcare professionals. Therefore, it would be necessary that
Universities and Official Colleges carry out information campaigns and organize specific training fo phar-
macists and veterinarians.
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1. INTRODUCCION

El mundo veterinario estd adquiriendo cada vez mds peso
en Espaia. Por un lado, con los animales productores de alimentos,
de los cuales hay registrados alrededor de 767 millones de cabezas
ganaderas, incluyendo aves de corral (1). Y, por ofro lado, el creciente
nomero de animales de compaiia, unos 13 millones, aunque si tene-
mos en cuenta fodos aquellos que no estdn registrados, se estima que
nos movemos en forno a los 20 millones de mascotas (2). Esto quiere
decir que, en al menos el 40 % de hogares en Espaiia, hay un animal
domeéstico que convive estrechamente con el ser humano.

Ademds del creciente ndmero de animales, nos encontramos
frente a un aumento en los cuidados que el propietario proporciona y
en el gasto por animal, entre los que se encuentran los cuidados sani-
tarios. En fotal, en Espaiia se invierten mds de 590 millones de euros
en medicamentos veterinarios.

Ante esta situacion, es evidente que es necesario un control.
Por ello nos disponemos a analizar si el marco legal actual es suficiente
para realizarlo y si los profesionales implicados (farmacéuticos y ve-
terinarios) estamos suficientemente informados y preparados. También
estudiaremos los problemas que aparecen en la aplicacion de la nor-
mativa existente.

2. MARCO LEGAL

El papel del farmacéutico en la venta y distribucion de me-
dicamentos destinados a la salud humana estd perfectamente regulado
y establecido. Las distintas materias que se cursan a lo largo del plan
de estudios del Grado en Farmacia, se encuentran mayoritariamente
centradas en salud humana y solo muy colateralmente se hace relacion
a la venta y distribucion de medicamentos destinados a animales.

Sin embargo, el papel del Farmacéutico en la venta y distri-
bucién de medicamentos veterinarios (MV) no siempre es daro. Las
competencias comunes con ofros profesionales sanitarios (especial-
mente veterinarios), el hecho de que algunos de los animales recep-
tores de medicacion vayan a ser fuente de alimentos humanos, el que
no existan (o sean muy minoritarias) oficinas de farmacia (OF) espe-
cificas para medicamentos veterinarios y que la venta y distribucion se
puedan realizar por diferentes vias, suponen entre otros, los motivos
por los que resulta necesario situarnos en contexto y profundizar en el
lugar que ocupa el farmacéutico en el sector del medicamento de uso
veterinario.

Por otra parte, no resulta fdcil encontrar la legislacion que
regula la posesion, venta y distribucion de los MV: la normativa euro-
pea se ha adaptado a las regulaciones de cada estado miembro de la
UEy, en Espaiiq, la transferencia de competencias en materia de sani-
dad ha supuesto marcos reguladores diferentes para cada Comunidad
Auténoma (CA.).

Ademds, el sector del MV se caracteriza por determinadas
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particularidades. Asi, los medicamentos destinados a los animales pro-
ductores de alimentos de consumo humano solo podrdn autorizarse
en condiciones que garanticen la inocuidad de estos alimentos para el
consumidor en lo que respecta a la posible existencia de residuos de
tales medicamentos.

Finalmente, a esta situacion hay que afiadir las continuas
actualizaciones que implican modificaciones en legislaciones vigentes.
Este panorama ha supuesto que el trabajo que presento haya tenido
que comenzar con una infensiva bisqueda de legislacion a diferentes
niveles: Union Europea (3,4), Espaiia (5-7) y Comunidades Autnomas
(8-12), actualizando las escasas publicaciones existentes sobre el tema
(13).

En el capitulo 3, se expone la legislacion europea, su adap-
tacion en el Estado Espaiiol y las diferencias entre dos Comunidades
Auténomas (CC.AA.) limitrofes que se han tomado como ejemplo: La
Rioja y el Pais Vasco. En el capitulo 4 se comenta la situacion concreta
que se encuentra a la hora de aplicar la normativa legal en la CA. de
La Rioja.

De la normativa vigente se extrae la definicion de conceptos
y terminologia aplicable que resulta necesaria establecer antes de
abordar con rigor este fema.

2.1. Definiciones

2.1.a Medicamento veterinario
Se define como MV toda sustancia o combinacion de sustan-

tias que se presente como poseedora de propiedades curativas o pre-
ventivas con respecto a las enfermedades animales, o que pueda
administrarse al animal con el fin de restablecer, corregir o modificar
sus funciones fisioldgicas ejerciendo una accion farmacoldgica, inmu-
nologica o metabolica, o de establecer un diagnéstico dlinico veterinario
(3-7).

Los MV legalmente reconocidos en Espaiia son los siguientes:

a) Las especialidades farmacéuticas de uso veterinario.

b) Los medicamentos prefabricados de uso veterinario.

¢) Las premezclas medicamentosas y los productos intermedios ela-

borados con las mismas con destino a piensos.

d) Las formulas magistrales destinadas a los animales.

e) Los preparados o formulas oficinales.

) Las autovacunas de uso veterinario.

2.1.b. Receta veterinaria
Se entiende por receta veterinaria el documento normalizado
por el cual los facultativos legalmente capacitados prescriben la medi-
cacion para su dispensacion por los centros autorizados (5-7). Estas re-
cetas deberdn cumplir con los requisitos que se establecen de acuerdo
con el apartado 4 del articulo 85 de la Ley 25/1990, expuesto en el
punto 3.5 de este trabajo (Figura 1).
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Figura 1. Ejemplo de receta veterinaria llegada a la Farmacia

2.1.c. Tiempo de espera

Periodo de tiempo necesario entre la Gltima administracion
del medicamento veterinario a un animal y la obtencion de productos
alimenticios de dicho animal, a fin de proteger la salud poblica, ga-
rantizando que dichos productos alimenticios no confengan residuos
en cantidades que superen los limites mdximos de residuos de sustan-
cias activas fijados de conformidad con el Reglamento (CEE) ndmero
2377/1990 del Conseijo, de 26 de junio de 1990, por el que se establece
un procedimiento comunitario de fijacion de los limites mdximos de
residuos de los medicamentos veterinarios en alimentos de origen ani-
mal (3,4).

2.1.d. Pienso medicamentoso
Todo pienso que lleva incorporado una premezcla medicamentosa (5-
7).

3. LEGISLACION ACTUAL

Como se ha explicado anteriormente, mediante la recopila-
cion de la normativa vigente a diferentes niveles (europea, nacional y
autondmica), nos disponemos a dar respuesta a algunas de las pre-
guntas que surgen asiduamente a la hora de afrontar el tema de los
MV. Entre estas preguntas se encuentra el tema central de este trabajo:
establecer el papel del farmacéutico en la venta y distribucion de estos
medicamentos.

3.1. Sobre prescripcion: équé medicamentos necesitan pres-
cripcion?
La legislacion europea (3,4) se completa con la espafiola (5-
7) al establecer los MV que deben prescribirse para su dispensacion:
a) Medicamentos de administracion directa por el veterinario. En
los que se incluyen gases medicinales y medicamentos inmunol6-
gicos.
b) Medicamentos cuyo suministro o utilizacion estdn sujetos a res-
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tricciones oficiales como las de los convenios de las Naciones Unidas
contra el trdfico ilicito de sustancias estupefacientes y psicotropas.
¢) Los destinados a tratamientos o procesos patolégicos que requie-
ran un diagndstico preciso previo o que interfieran en acciones diag-
ndsticas posteriores.

d) Medicamentos destinados a animales productores de alimentos
exceptuando aquellas sustancias que no entrafian ningin riesgo
directo o indirecto, incluso si se administra incorrectamente, para
los animales tratados, las personas que lo administran, las personas
que consumen sus productos o el medio ambiente.

e) Prescripcion excepcional por vacio terapéutico, incluidos prepa-
rados oficiales, formulas magistrales y autovacunas.

f) Medicamentos de uso humano para uso animal.

Se establece que sea el veterinario quien deba llevar un re-
gistro que contenga la fecha de examen de los animales, la identifica-
cion del propietario, el nimero de animales tratados, el diagnostico,
los medicamentos prescritos, las dosis administradas, la duracion del
tratamiento y los tiempos de espera recomendados. Toda esta infor-
macion deberd guardarla durante al menos cinco aios (7).

3.2. Sobre dispensacion: équién puede dispensar los MV y
donde?

La legislacion espaiiola (5-7) nombra como Gnicos centros
dispensadores de MV a las OF. Adn asi, las entidades o agrupaciones
ganaderas y los establecimientos comerciales detallistas también po-
drdn dispensar MV siempre que tengan la debida autorizacion y que
estén bajo el control de sus respectivos servicios farmacéuticos.

Al'igual que en medicamentos de uso humano, el papel de
los almacenes distribuidores serd Gnicamente el abastecer de estos me-
dicamentos a los centros dispensadores.

3.2.a. Oficinas de farmacia

Las OF ademds de poder dispensar los MV, serdn los Gnicos
centros autorizados en la elaboracion y dispensacion de formulaciones
magistrales y preparados oficinales.

En caso de desabastecimiento de un MV y siempre que se ob-
tenga la conformidad del interesado, solo el farmacéutico/a podrd re-
alizar una sustitucion por ofro con la misma composicion, forma
farmacéutica, via de administracion y dosificacion. De esta posibilidad
quedan excluidos los medicamentos inmunoldgicos y aquellos que de-
termine el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion de acuerdo
con el de Sanidad y Consumo por su biodisponibilidad y estrecho mar-
gen terapéutico.

En caso de urgencia o lejania de una OF, también podrdn
ponerse a disposicion botiquines de urgencia para la dispensacion de
MV, pero deberd estar vinculado con un establecimiento autorizado
dispensador de estos medicamentos (5-12).

n




3.2.b. Entidades o agrupaciones ganaderas

Segun el articulo 85 del Real Decreto de 1995 (5), las enti-
dades o agrupaciones ganaderas interesadas en la dispensacion de MV
deberdn disponer de locales acondicionados para su almacenamiento,
deberdn llevar a cabo un programa zoosanitario aprobado por la Co-
munidad Autonoma correspondiente y deberdn estar bajo la supervi-
sion de un servicio farmacéutico y un servicio veterinario.

Otro de los requisitos que deben cumplir este tipo de enti-
dades es la dispensacion exclusiva a los miembros que formen dicha
agrupacion. Por tanto, el dmbito de actuacion podrd ser tan amplio
como el que abarquen las explotaciones ganaderas, pero se requerirdn
tantos servicios farmacéuticos como centros de dispensacion y tantos
servicios veterinarios como sean necesarios para la realizacion de vi-
sitas periodicas a las explotaciones.

3.2.c. Establecimientos comerciales detallistas

Los establecimientos comerciales detallistas también podrdn
dispensar MV (incluidos los piensos medicamentosos) a clinicas veteri-
narias, entidades ganaderas y propietarios de animales domésticos.
Esta dispensacion deberd realizarla el farmacéutico o bajo su supervi-
sion (5-7).

En la legislacion del Pais Vasco se especifica que, durante las
franjas horarias en las que el farmacéutico no estuviera presente, se
actuard segin el plan de trabajo establecido por el farmacéutico res-
ponsable a quien el Colegio Oficial de Farmacéuticos denomina “Far-
macéutico Garante”, cuyo papel se desarrolla mds adelante (9,10).
Esta figura también estd presente en La Rioja, aunque no se especifique
en la legislacion.

Por otro lado, los MV destinados a peces de acuario, pdjaros
de casas particulares, palomas mensajeras, animales de terrario, pe-
quefios roedores, hurones y conejos utilizados Gnicamente como ani-
males de compaiiia, que no contengan sustancias que exijan un control
veterinario y que no requieran prescripcion veterinaria, también po-
drdn comercializarse en establecimientos minoristas autorizados (co-
minmente llamados “tiendas de animales” o “pajarerias”). Esto
supone que los establecimientos tienen que ser aptos para el almace-
namiento de este tipo de medicamentos y llevar un control documental
de las dispensaciones (5).

3.3. Sobre documentacion y requisitos necesarios para po-
sesion y fransferencia de medicamentos veterinarios

3.3.a. Autorizacion y registro
Para tener y comercializar MV con propiedades anabolizan-
tes, antiinfecciosas, antiparasitarias, antiinflamatorias, hormonales o
psic6tropas se necesita autorizacion. En La Rioja (11,12), aquellos cen-
tros que dispongan esa autorizacion, deben estar presentes en el Re-
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gistro Oficial de Centros Relacionados con los Medicamentos Veterina-
rios. Una vez que tengan la autorizacion, deberd guardarse un registro
de los movimientos de estos medicamentos durante cinco afios (7).
Los propietarios o responsables de animales productores de
alimentos también deben justificar la adquisicion, posesion y adminis-
tracion de MV a dichos animales. Para ello deberdn guardar la copia
de la receta durante los cinco aios siguientes a su administracion, in-
cluso cuando el animal sea sacrificado durante ese periodo (5-8).

3.3.b. Requisitos de los almacenes de distribucion

Los almacenes mayoristas de distribucion deben reunir cier-

tos requisitos, entre los que se encuentran (5-8):

a) Condiciones de locales e instalaciones que permitan asegurar el
mantenimiento de la calidad de los MV.
b) Instalaciones diferenciadas para estupefacientes y psicotropos y
para medicamentos de uso humano.
¢) Presencia de personal técnico cualificado (Director Técnico Far-
macéutico)

3.3.c. Requisitos de agrupaciones ganaderas y estableci-
mientos detallistas
La legislacion del Pais Vasco (9,10) y de La Rioja (11,12)

coinciden en que las entidades o agrupaciones ganaderas y los esta-
blecimientos comerciales detallistas deben reunir, para su autorizacion,
los siguientes requisitos:

a) Condiciones de locales e instalaciones que permitan asegurar el

mantenimiento de la calidad de los MV.

b) Posesion de un servicio veterinario y un servicio farmacéutico.

¢) Diferenciacion de la zona de atencion al usuario y el almacén.

d) Almacenamiento de estupefacientes, psictropos y otras sustan-

cias sometidas a control especial, bajo la responsabilidad y custodia

del técnico farmacéutico.

e) Posesion de un archivo en el que consten los documentos y re-

gistros obligatorios (recetas, fransacciones realizadas, efc.)

El farmacéutico responsable o farmacéutico garante podrd

hacerse cargo también de otros servicios farmacéuticos (hasta un md-
ximo de cuatro como se especifica en la legislacion del Pais Vasco (9))
siempre que demuestre el cumplimiento de sus funciones y obligacio-
nes, valordndose su disponibilidad, residencia y volimenes de dispen-
saciones del Centro.

3.4. Sobre entidades oficiales de control y autorizacion:
équién controla y avtoriza?

Una vez que el centro demuestre tener personal técnicamente
capacitado y el local y equipos adecuados para la conservacion y ma-
nipulacion de MV, podrdn acceder a solicitar una autorizacion de dis-
pensacion.
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Generalmente, esta autorizacion la otorgard de manera ex-
presa y justificada, la Direccion General de Sanidad de la Produccion
Agraria del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (en La
Rioja, la Conseijeria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural (12)
y en el Pais Vasco, el Departamento de Agricultura, Pesca y Politica
Alimentaria (10)), de acuerdo con la Direccion General de Farmacia y
Productos Sanitarios del Ministerio de Sanidad y Consumo (5).

3.4.a. Autorizacion de los laboratorios preparadores de MV
Para que un laboratorio pueda fabricar MV o cualquiera de
los procesos que ello implica como el envasado, el acondicionamiento
y la presentacion de venta, debe solicitar una autorizacion que le serd
dada por la Direccion General de Sanidad de la Produccion Agraria
del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, de acuerdo con la
Direccion General de Farmacia y Productos Sanitarios del Ministerio
de Sanidad y Consumo. Una vez autorizado, el Ministerio de Agricul-
tura, Pesca y Alimentacion, lo hard piblico en el Boletin Oficial del Es-
tado (BOE).

Para su autorizacion, el laboratorio deberd disponer de un
director técnico, un responsable de fabricacion y un responsable de
control de calidad. Estos Gltimos, bajo la autoridad del director técnico.

En la solicitud, ademds de lo mencionado anteriormente, se
deberd detallar los MV y las formas farmacéuticas que pretenda fabri-
car.

3.4.b. Oficinas de farmacia y almacenes de distribucion

Tanto en La Rioja como en el Pais Vasco, las OF y almacenes
de distribucion farmacéutica de uso humano que ya estén autorizados
por sus respectivas Consejerias de Salud, quedan exceptuados de soli-
citar su inclusion en el Registro Oficial de Centros relacionados con los
MV (9-12).

Sin embargo, deberdn comunicar a las respectivas Conseje-
rias de Salud su intencion de dispensar o distribuir este tipo de medi-
camentos. Esta serd la encargada de remitir la informacion, de manera
anual, a la Consejeria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural
que corresponda, quien otorgard dicha autorizacion tras verificar que
los datos expuestos en la solicitud y las condiciones del establecimiento
sean correctos.

3.4.c. Entidades o agrupaciones ganaderas

Una vez que la agrupacion ganadera demuestre cumplir con
los requisitos mencionados anteriormente y que dispongan de la pre-
sencia de al menos un veterinario, por un lado, y por el otro, un far-
macéutico al frente del servicio farmacéutico, podrd pedir la
autorizacion de dispensacion de MV a las Consejerias de Agricultura,
Ganaderia y Pesca.

Una vez autorizado, solo podrdn distribuir MV a los miem-
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bros que compongan dicha agrupacion.

Actualmente, La Rioja no dispone de ninguna agrupacion
ganadera mientras que en el Pais Vasco se encuentra la entidad ABERE,
situada en Vitoria (14).

3.4.d. Establecimientos comerciales detallistas

Lo mismo ocurre en el caso de los establecimientos detallis-
tas. Una vez que entreguen la documentacion pertinente en la que de-
muestren tener espacios que cumplan con las condiciones para el
almacenamiento y dispensacion de MV y la contratacion de un servicio
farmacéutico que asegure esas condiciones y el correcto cumplimiento
del servicio de dispensacion, podrdn solicitar la autorizacion a las Con-
sejerias de Agricultura, Ganaderia y Pesca.

En este momento, La Rioja cuenta con seis establecimientos
comerciales detallistas autorizados (cuatro de ellos en Logrofio) mien-
tras que el Pais Vasco cuenta con 21 (solo uno situado en Vitoria) (14).

3.5. Sobre recetas

Las recetas de MV estardn formadas por una parte original
destinada al centro dispensador y dos copias: una para el propietario
o responsable de los animales y otra para el veterinario que efectia
la prescripcion. No podrdn superar el tratamiento en mds de un mes.
En este documento debe aparecer (5-8) (Figura 1):

a) Datos del prescriptor: Nombre y dos apellidos, direccion com-
pleta, provincia del Colegio al que pertenece, nimero de colegiado
y NIF

b) Datos del propietario o responsable de los animales: nombre y
apellidos, direccion y, si es el caso, el Cadigo de Registro de la ex-
plotacion ganadera.

¢) Medicamento: denominacion legible, forma farmacéutica, pre-
sentacion y nimero de ejemplares a dispensar en el caso de que
existan varias.

d) Tiempo de espera en los animales productores de alimento con
destino al consumo humano, aunque sea nulo.

e) Animal: especie y ndmero.

f) Frases: “Vdlido solo para un medicamento” y “Caduca a los diez
dias”. Se pueden encontrar al reverso de la receta.

g) Firma y rdbrica del prescriptor y fecha de prescripcion.

Las instrucciones sobre el uso o la administracion del medi-
camento podrdn figurar en la receta o en la copia destinada al pro-
pietario o responsable.

Sin embargo, guias publicadas por el Consejo General de
Colegios Oficiales de Farmacéuticos especifican que todos estos apar-
tados deberdn estar en las recetas destinadas a animales productores
de alimentos de consumo humano mientras que en el caso de animales
domésticos, para que la receta sea vdlida y pueda ser dispensado el
medicamento, deben tener como minimo los datos relativos al pres-




criptor (nombre y dos apellidos, firma, direccion completa, ndmero de
colegiado y provincia de colegiacion), datos relativos a la prescripcion
(denominacion del medicamento, forma farmacéutica y ndmero de en-
vases) y la fecha de prescripcion (15).

El centro dispensador y el veterinario que prescribe deberdn
conservar las recetas durante al menos cinco afios mientras que la copia
destinada al propietario serd retenida también por este hasta pasados
los seis meses después de realizar el tratamiento y el tiempo de espera
que figura en ella (5-8).

3.6. Sobre formulas magistrales y preparados oficinales

La formulacion magistral, tanto en humanos como en ani-
males, estd experimentando una mayor demanda en los Gltimos afios.

En el caso de la veterinaria, algunas de las causas son:

a) La presencia de lagunas terapéuticas (“medicamentos huérfa-
nos”, uso de dosis diferentes a las disponibles, elaboracion de me-
dicamentos con principios activos que no se comercializan
combinados, etc.).

b) La adaptacion del medicamento a las necesidades del animal.
¢) La preparacion de medicamentos de escasa estabilidad como es
el caso del permanganato potdsico (uso en descontaminacion de
peceras), con una caducidad de siete dias.

Este recurso forma parte de lo que la normativa veterinaria
define como “prescripcion excepcional por vacio terapéutico” o “pres-
cripcion en cascada”. Por lo tanto, para que el veterinario pueda pres-
cribir una formula, el medicamento que se quiere preparar no debe
estar disponible en el mercado ya que la normativa legal establece
que la formulacion magistral debe ser el Gltimo recurso terapéutico en
el caso de los animales.

La orden veterinaria para la elaboracion de una formula
magistral o de un preparado o formula oficinal se extenderd en el mo-
delo de receta normalizado, pero en ella el veterinario tendrd que in-
cluir la composicion tanto cuantitativa y como cualitativa, el proceso
morboso que se pretende tratar y especie animal a la que se destina y
la cantidad que debe elaborarse (16).

Como se ha indicado, la formula magistral solo puede ser

preparada por un farmacéutico o bajo su supervision y dispensada en
las OF

3.7. Sobre envases

La legislacion (3-8) indica la conveniencia, tanto para au-
mentar la informacion del usuario como para mejorar la proteccion
de los consumidores en el caso de los animales productores de alimen-
tos, reforzar las disposiciones relativas al etiquetado y a los prospectos
de los medicamentos veterinarios.

Para ello deberdn llevar un minimo de caracteres legibles
(Figura 2):

a) Denominacion del medicamento.
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b) Composicion cualitativa y cuantitativa en principios activos por
dosis.
¢) Nomero de lote.
d) Ndmero de la autorizacién de comercializacion.
e) Nombre o la razén social y el domicilio o la sede social del itular
de la autorizacion de comercializacion y, en su caso, del fabricante.
f) Especies animales a las que esté destinado, modo y via de admi-
nistracion.
g) Tiempo de espera, aunque sea nulo en caso de animales pro-
ductores.
h) Fecha de caducidad.
i) Precauciones de conservacion, si las hay.
i) Precauciones especiales que hayan de tomarse al eliminar los
medicamentos sin usar y los productos de desecho derivados de los
medicamentos, si los hay.
k) Frase “para uso veterinario”
[) Simbolos en el dngulo superior derecho:
- Dispensacion con receta veterinaria.
- Dispensacion con receta de estupefacientes.
- Dispensacion de psicotropos anexo Il del RD 2829/1977.
- Dispensacion de psicotropos anexo | del RD 2829/1977.
- Conservacion en el frigorifico.
- Conservacion en congelacion.
m) Igualmente deberdn figurar las siguientes siglas segin caso:
- AV junto con “Administracion exclusiva por el veterinario”,
cuando el medicamento tenga que ser administrado exclu-
sivamente por el veterinario.
- En todos los casos, deberd figurar la leyenda: “Uso veteri-
nario”.
- En el caso particular de las premezclas medicamentosas
deberd figurar la leyenda: “Premezclas medicamentosas
para piensos”.

3.8. Sobre el papel del veterinario
Las funciones de Técnicos Veterinarios son (5-8):
a) Garantizar el cumplimiento de los programas zoosanitarios.
b) Prescripcion de los medicamentos.
¢) Supervision de los tratamientos y del cumplimiento de los tiempos
de espera.
d) Supervisién del servicio veterinario de establecimientos comer-
ciales detallistas y agrupaciones ganaderas.
e) Custodiar las recetas veterinarias dispensadas, debiendo conser-
varlas a disposicion de las autoridades durante al menos cinco afios.
Ademds, el clinico veterinario estd autorizado para adquirir
y administrar MV a animales bajo su directa direccion y control, en
casos de urgencia o lejania de otros centros dispensadores, o en el caso
que asi lo requiera el medicamento administrado (botiquin de urgen-
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Figura 2. Ejemplo de envase de MV donde se indican elementos como: 1. Animales a los que estd destinado, 2. Necesidad de receta, 3. Tiempo de espera.

cia), siempre que nada de ello implique actividad comercial.

Al hacer uso de su botiquin, el veterinario deberd:

a) Suministrar al propietario solo la cantidad minima necesaria

para realizar el tratamiento de urgencia.

b) Extender la receta con destino al propietario tal y como se ha

explicado anteriormente.

¢) Justificar ante el centro dispensador dicha dispensacion en el

plazo de dos meses.

En el caso de animales productores de alimentos de consumo

humano, el veterinario serd el responsable de las posibles reacciones
adversas y de los efectos residuales no previstos.

3.9. Sobre el papel del farmacéutico
La legislacion fija las funciones de los Técnicos Farmacéuticos
como (5-8):

a) Garantizar el cumplimiento la legislacion sobre dispensacion de
MV.
b) Asegurar el correcto almacenamiento de los medicamentos y ga-
rantizar su legitimidad de origen.
¢) Verificar las condiciones sanitarias de transporte, de entrada y
salida de medicamentos.
d) Vigilar, controlar y custodiar las recetas veterinarias dispensadas,
debiendo conservarlas a disposicion de las autoridades durante al
menos cinco afos.
e) Supervisar el cumplimento de la legislacion especial sobre estu-
pefacientes y psicotropos y exigir la adopcion de las medidas ade-
cuadas.
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f) Colaborar en los programas zoosanitarios que requieran de sus
servicios profesionales.

g) Elaboracién o supervision de la elaboracion de formulas magis-
trales o preparados oficinales.

Tampoco debemos olvidar la importancia de la atencion far-
macéutica incluso en el dmbito veterinario.

Para ser responsable del servicio farmacéutico de un esta-
blecimiento comercial detallista o de una agrupacion ganadera, el far-
macéutico deberd estar colegiado y no ser titular de OF. Una vez que
cumpla con estos requisitos, su presencia y actuacion profesional deberd
garantizar el correcto cumplimiento de las funciones que tiene legal-
mente encomendadas.

En el Pais Vasco, la presencia fisica del farmacéutico garante
estard fijada por el Director de Ordenacion Sanitaria con la conformi-
dad del Consejero de Sanidad, teniendo en cuenta el volumen de ac-
tividad y los medicamento dispensados (9-10). En La Rioja no existe
normativa especifica.

El responsable del servicio farmacéutico realizard un plan de tra-
bajo en el que especifique:

a) Calendario y horario previsible de presencia semanal.

b) Nimero de establecimientos de los que sea responsable y su ubi-
cacion fisica.*

¢) Procedimientos de trabaijo.

*El farmacéutico no podrd ser responsable de mds de cuatro esta-
blecimientos en el Pais Vasco mientras que en La Rioja, no se es-
pecifica.




4. APLICACION DE LA LEGISLACION VIGENTE EN LAS COMU-
NIDADES AUTONOMAS: SITUACION EN LA C.A. DE LA RIOJA
Con el fin de contrastar y completar la informacion obtenida
de la legislacion europea, espaiola y las autondmicas y conocer su
aplicacion real, se realizaron visitas a varias de las diferentes enfidades
implicadas en la venta y distribucion de MV en la C.A de La Rioja.

4.1. Aimacenes de distribucion mayoristas

COFARES es una de las cooperativas de distribucion farma-
céutica mds importante de Espaia.

El almacén, situado en Logrofio, al que se realizd la visita
solicito la autorizacion conjunta de almacenamiento y distribucion de
medicamentos de uso humano y veterinario a la Consejeria de Sanidad
de La Rioja y, una vez concedido, ha estado distribuyendo estos medi-
camentos exclusivamente a las OF de esta comunidad.

Dispone de una zona especifica, separada de los medicamen-
tos de uso humano, para el almacenamiento de los medicamentos de
uso veferinario. También sefalan que, actualmente, estdn desarro-

Figura 3. Campaiia publicitaria Veterinaria COFARES.

llando una Division especifica de MV de la cual ya comienza a llegar
informacién a las farmacias (Figura 3).

Debido a la implantacion en Europa del cddigo BIDI o data-
matrix en los envases de los medicamentos con el fin de evitar falsifi-
caciones (Figura 4), ha sido inevitable hablar sobre el uso de este
codigo en los MV. Senalan que los medicamentos de uso veterinario
no estdn obligados a llevar el BIDI, por eso, los pocos que lo llevan no
estdn cargados en el repertorio y cuando se leen, dan error. Actual-
mente, en COFARES tienen alrededor de 250 referencias de MV.

4.2, Oficina de Farmacia

Basdndome en las prdcticas tuteladas realizadas durante seis
meses en una farmacia tipo de Logrofio, se han podido observar ciertos
detalles sobre la dispensacion de MV.

Durante el afio 2018/19, han llegado a la farmacia al menos
41 recetas veterinarias, representadas en la siguiente tabla (Tabla 1).

A pesar de que el nimero de recetas veterinarias que llegan
a las farmacias dependen mucho de su ubicacion y de la cercania que
haya con clinicas veterinarias, el nimero de recetas veterinarias que
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reciben los farmacéuti-
cos es muy reducido en
comparacion con el ng-
mero tofal de recetas de
medicamentos de uso

humaro. Figura 4. Cadigo BIDI incorporado en el envase

En este cas0, de yn medicamento
cabe destacar que 21 de

las 41 recetas veterinarias recibidas son o contienen antibidticos.
También, llama la atencién la variedad de estructura e in-
formacién que contienen dichas recetas (Anexo). Algunas de ellas, con
muy escasa informacion; solo el nombre del medicamento, sello y firma
del veterinario prescriptor cuando deberia incluir ademds la dosis,
forma farmacéutica, fecha de prescripcion, direccion del veterinario y,
en la mayoria de los casos, la frase “prescripcion excepcional” al tra-
tarse de la dispensacion de un medicamento de uso humano con el fin
de tratar a un animal por vacio terapéutico.
Tabla 1. Prescripciones recibidas desde el 3 de Enero de 2018 hasta

el 10 de Enero del 2019 en la Farmacia Tipo de Logrofio

Rec':‘:tas Farmaco Accion farmacoldgica
9 Metronidazol 250 mg Antibidtico y antiparasitario
5 Amﬂxmlg%aé%cgig I?[Evulamco Antibidtico
5 Fenobarbital 100 mg Anticonvulsivante
3 Dexametasona/Tobramicinalmg/ Corticoide + antibidtico

mL+3 mg/mL (conjuntivitis)
y) Tramadol 50 mg Analgésico opidceo
? Atropina 10 mg/mL Antagonista HZ (acidez)
1 Famotidina 10 mg Midridtico (tlcera corneal)
1 Gentamicina b mg/g Antibictico
1 Doxiciclina 100 mg Antibictico
1 Meloxicam 1,5 mg/mL Antiinflamatorio
1 Blastoestimulina 1 mg/g Cicatﬁ?;ﬂgtsﬁgfidas]
1 Espiramicina Antibidtico
1 Meglumina antimoniato 300 mg/mL | Antiparasitario (Leishmania)
1 Ciclosporina 25 mg Inmunosupresor
1 Diazepam 5 mg Antiepiléptico
1 Prednisona 10 mg Antiinflamatorio
1 Metoclopramida 1 mg/mL Antiemético
1 Doxiciclina 100 mg Antibiotico
1 Oxitetraciclina 1 mg/g Antibidtico (conjuntivitis)
|
1 Lorazepam 1 mg Ansiolitico
1 Ketoconazol Antiftingico
1 Bromuro de potasio Anticonvulsivante
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Por otra parte, comparando una de las farmacias de Vitoria
con esta situada en Logrofio, durante el mismo periodo de tiempo han
recibido aproximadamente 48 recetas veterinarias (12 de ellas, for-
mulas magistrales destinadas a animales domésticos), es decir, han
llegado 1,5 veces mds recetas veterinarias. Asi pues, la frecuencia con
la que llegan recetas veterinarias a la farmacia de Logrofio es menor.
Uno de los motivos a los que se puede deber es al mayor ndmero de
mascotas que hay en el Pais Vasco. Solo en perros, se registraron
320.000 en el afio 2016 (17) mientras que, en ese mismo aio, en La
Rioja se registraron 55.917 (18). Hay que mencionar que, de las recetas
veterinarias recibidas en la farmacia de Vitoria, el 20 % eran formulas
magistrales destinadas a animales domésticos.

Ademds de medicamentos con receta, en la OF se dispensan
otros medicamentos cuya prescripcion no es obligatoria por lo que es
dificil realizar una estimacion total de la dispensacion de medicamentos
que irdn destinados a animales. Ademads, los duefios de mascotas tam-
bién consiguen la mayoria de los medicamentos a través del veterinario
a pesar de que la venta con fines comerciales por parte de este estd
prohibida por ley. Sin embargo, estas personas se encontrardn con la
aplicacion de un 21 % de IVA en las clinicas veterinarias mientras que
en los establecimientos comerciales detallistas y OF se aplica el 10%
a los MV, considerados productos sanitarios (19).

Esta aplicacion de IVA la desconocen muchos usuarios ya que
los propietarios de mascotas estdn totalmente acostumbrados a obtener
los MV en las clinicas veterinarias. Tampoco ayuda la escasez de far-
macias que ofrecen productos dirigidos a mascotas por lo que, son
pocos los usuarios que cuentan con este canal para obtener los MV.

Sin embargo, el aumento de animales de compaiiia plantea
a las farmacias la opcion de crear una seccion especifica de veterinaria
que atraeria a ellas un nuevo sector de la poblacién (20).

El tema no supone nada nuevo ya que en el afio 2014 se
abrié en Madrid la primera farmacia especializada en veterinaria, pero
su fitular, la farmacéutica Esther Guerrero Martin, confiesa en varias
entrevistas (21) que su apertura no fue nada fdcil ya que hay un gran
desconocimiento sobre esta especialidad farmacéutica, incluso dentro
de los propios ministerios.

4.3.Clinica veterinaria

También se pudo sacar conclusiones muy interesantes tras
preguntar acerca de la prescripcion y dispensacion de MV a un veteri-
nario.

En general, los veterinarios son reticentes a hacer recetas
porque prefieren ser ellos los que dispensen los medicamentos. Sin
embargo, no debemos olvidar que la legislacion deja claro que los ve-
terinarios no pueden dispensar MV con fines comerciales y que esta
prdctica supone a los propietarios de animales pagar mds debido a la
aplicacion de un 21% de IVA (19).

Papel del farmacéutico en la venta y distribucion
de medicamentos veterinarios

Raquel Hidalgo Sanz

Aun asi, es tan frecuente esta prdctica, que a los duefios de
animales domeésticos les parece normal adquirir los medicamentos por
esta via y desconocen la opcion de comprarlos a través de las OF o los
establecimientos comerciales detallistas.

Por otra parte, una vez que el veterinario se decide a com-
pletar una receta, no es raro que desconozca o que, aun conociéndolos,
no escriba todos los datos obligatorios que deben figurar en ella. Pero,
a pesar de ello, estas recetas se siguen aceptando en las OF y en los
establecimientos comerciales detallistas.

Esto se debe al gran desconocimiento de la legislacion que
hay por parte de veterinarios y farmacéuticos y que, al tratarse de re-
cetas privadas, la revision de datos de estos documentos en las farma-
cias no es tan exhaustiva y es poco habitual su reclamacion.

La conclusion de esta visita fue la necesidad de realizar cam-
paiias informativas por parte de los Colegios Oficiales destinadas a los
profesionales implicados y a los propietarios de animales.

4.4.Establecimiento comercial detallista

Otra de las visitas que se realizo fue a un establecimiento
comercial detallista, con el fin de ver cudl es la funcion de un farma-
céutico garante.

Para ser farmacéutico garante es necesario estar colegiado
y no ser titular de OF. Una vez que cumples esos requisitos, el siguiente
paso es firmar un plan de trabajo con el propietario del establecimiento
en el que figuren aspectos como: calendario y horario previsible de
presencia semanal, nimero de establecimientos de los que sea res-
ponsable el farmacéutico y su ubicacion fisica, y procedimientos de tra-
bajo.

En este caso concreto, la farmacéutica iba una vez al mes
para comprobar el registro de temperaturas tanto del establecimiento
como del frigorifico, realizar un control de entrada y salida de MV que
incluye contrastar el ndmero de medicamentos que se han dispensado
en ese mes con el nimero de recetas recibidas, comprobar las caduci-
dades, asegurar un plan de actuacion en el uso racional de medica-
mentos y, aunque con menos frecuencia, confirmar la retirada o
inmovilizacion de lotes que comunique la Agencia Espaiiola de Medi-
camentos y Productos Sanitarios o AEMPS (dltima retirada: 13 de mayo
de 2019 (22), o la incorporacion de otros nuevos (23).

Aqui también se hablé del desconocimiento que hay tanto
de los propietarios de animales como entre los profesionales y se ma-
nifestd una preocupacion por la falta de regulacion ya que se comer-
cializan muchos MV sin la debida autorizacion: veterinarios que usan
los medicamentos de su “botiquin de urgencia” con fines comer-
ciales, establecimientos comerciales que venden piensos medica-
mentosos sin autorizacion, tiendas de animales que dispensan
medicamentos que necesitan prescripcion, efc.

Generalmente, la frecuencia con la que llegan recetas vete-




rinarias a este tipo de establecimientos es considerablemente mayor
que en las OF

Debido a las continuas actualizaciones en estos Gltimos afios
sobre la regulacion del uso de medicamentos en ganaderia, tanto ve-
terinarios prescriptores como los centros dispensadores tienen especial
cwidado en que las recetas destinadas a estos animales estén debida-
mente cumplimentadas, sin embargo, no es asi con las prescripciones
para animales domésticos. En estos casos, las recetas que llegan al es-
tablecimiento pocas veces tienen los datos minimos necesarios. Otras
veces, hacen un uso erroneo de la frase “prescripcion excepcional” des-
tinada a los casos en los que hay un vacio terapéutico y hay que recurrir
a medicamentos de uso humano o a formulacion magistral y cuando
hay que ponerla (en la mayoria de las recetas que llegan a las OF),
no lo hacen (Figura 1).

Otro de los temas que se abordaron en la visita fue el uso
indebido de la medicacion de uso humano para el tratamiento de ani-
males. A pesar de ser el mismo principio activo, la forma farmacéutica
y la informacion que viene en el prospecto no es la misma. Por ejemplo,
entre las numerosas recetas de antibidticos que llegaron a la farmacia
en la que hice las prdcticas tuteladas, muchas de ellas eran de metro-
nidazol. En este caso, el veterinario deberia haber recetado el medi-
camento veterinario existente con ese principio activo (Metrobactin®)
ya que el comprimido estd preparado para partirlo en funcion de la
dosis que haya que dar, ya sea segin el peso o la especie de la mascota,
y en el prospecto, viene la informacion relevante al uso de este medi-
camento en animales (Figura 5).

Figura 5. Comparacion de una caja de metronidazol de uso animal con otra
de uso humano, nimero y forma de los comprimidos que contienen

5. OTRAS CONSIDERACIONES

5.1. Venta online

La posibilidad de vender medicamentos de uso veterinario
por internet en Espaiia es relativamente reciente. De hecho, la ley que
lo regula entrd en vigor en el afio 2016 (24).

En ella se considera centros dispensadores de este tipo de
medicamentos tanto a OF legalmente autorizadas para la venta a dis-
tancia de medicamentos de uso humano sin receta, como a estableci-
mientos detallistas. Un ejemplo de estos establecimientos autorizados
de venta a distancia de medicamentos veterinarios no sujetos a pres-
cripcion es el situado en Logroio, “Unomds, Nutricion y salud animal”
(www.unomasweb.com) (14).
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Solo se podrdn dispensar por este medio aquellos MV que
no necesiten prescripcion. Por lo tanto, queda prohibida la venta online
de formulas magistrales, preparados oficinales, MV no autorizados por
la AEMPS, autovacunas de uso veterinario y los medicamentos sujetos
a prescripcion veferinaria.

Si un centro estd interesado en la venta de MV por internet
deberd notificarlo directamente a la Consejeria de Sanidad correspon-
diente de cada Comunidad Auténoma, que se encargard de inspeccio-
nar y revisar las ventas por este medio.

Una vez autorizado, la OF o el establecimiento detallista ela-
borard un sitio web que deberd contener como minimo: datos de con-
tacto y un enlace al sitio web de la autoridad competente, el nombre
del titular y el ndmero de colegiado del farmacéutico, direccion fisica
del centro dispensador, horarios y precios y tiempo estimado para la
entrega de los medicamentos. También deberdn afiadir a la pdgina
web el enlace y el logo del Ministerio de Agricultura ya que es la au-
toridad competente que va a coordinarse con la AEMPS y la Consejeria
de Sanidad en este asunto.

Al'igual que en los sitios web de venta de medicamentos de
uso humano, es necesario la existencia de un logo de identificacion
que asegure la venta legal de los MV (similar al logo Distalfarma, Fi-
gura 6) sin embargo a dia de hoy, este todavia no estd disponible.

A pesar de que la venta sea a distancia, la actuacion profe-
sional del farmacéutico
es requisito inexcusable
para la dispensacion al
publico de medicamentos
a través de sitios web. Ya
sea en OF o en estableci-
mientos detallistas. Y Figura 6. Logo Distalfarma.
serd deber del farmacéutico valorar la pertinencia o no de la dispen-
sacion y proporcionar asistencia, a través de servicios de farmacovigi-
lancia y seguimiento terapéutico (15).

5.2. Caso particular de los antibiéticos

En veterinaria, los antibioticos se emplean para el trato-
miento de animales infectados y como profilaxis para prevenir infec-
ciones (especialmente en el manejo de un alto ndmero de animales
en espacios reducidos), pero también se han usado con la finalidad de
promover el crecimiento y engorde de los animales. Desde el afio 2006,
esta prdctica estd prohibida en la Unién Europea (UE), sin embargo,
sigue siendo legal en Asia, Africa, Oceania y en todo el continente ame-
ricano.

Este uso indebido de los antibicticos contribuye de manera
importante a la aparicion de bacterias multirresistentes con las que
podemos entrar en contacto fdcilmente a través de alimentos y agua
contaminadas o mediante contacto directo con heces de animales (ani-
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Figura 7. Logo PRAN

Figura 8. Logo Programa Reduce (cunicultura)

males de compaiiia, abono, etc.).

Como respuesta al abuso de antibidticos tanto en humanos
como en animales productores de alimentos, en 2014 la AEMPS cre6
en Espafia un Plan estratégico para reducir el riesgo de seleccion y di-
seminacion de la resistencia a los antibiéticos (PRAN) (Figura 7), en
concreto, el Programa Reduce, enfocado al uso de antibidticos en avi-
cultura, cunicultura y ganado bovino (Figura 8).

Hay que fener en cuenta que ademds de los ganaderos, los
duefios de mascotas también son grupos de riesgo por la adquisicion
o relacion con las infecciones bacterianas ya que el uso de antibiticos
en animales de compaiia no se encuentra tan controlado.

Por tanto, es fundamental el trabajo conjunto de veterinarios
y farmacéuticos para mejorar las herramientas disponibles para ob-
tener datos de consumo de antibidticos por especies animales y conse-
guir reducir al mdximo el uso indebido de estos medicamentos y su
diseminacion en el medio ambiente, con el fin de ralentizar lo mds
posible el avance de la resistencia a antibidticos en el mundo (25-27).

5.3. Consideraciones adicionales
La necesidad de controlar el uso de MV por su influencia en
la sanidad humana es una realidad. Asi, muchos antimicrobianos uti-
lizados en animales destinados a la produccion de alimentos son idén-
ticos o estdn estrechamente relacionados con los utilizados en el ser
humano. El uso de estos antimicrobianos en animales destinados a la
produccion de alimentos puede llevar a la seccion y propagacion entre
ellos de bacterias resistentes a los antibidticos, que después pueden
transmitirse al ser humano a través de los alimentos y de otras vias.
Por ello, para mitigar las consecuencias que para la salud
humana tiene el uso de antimicrobianos de importancia médica en
animales destinados a la produccion de alimentos, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (28) realiza cada cinco afios una serie de
directrices en las que se hacen recomendaciones y declaraciones sobre
prdcticas optimas basadas en evidencias.
- Recomendacion |: reduccion general del uso de todas las clases
de antimicrobianos de importancia médica en los animales desti-
nados a la produccion de alimentos. Categoria de recomendacion:
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Firme.

- Recomendacion I1: restriccion completa del uso de todas las clases
de antimicrobianos de importancia médica para estimular el creci-
miento de los animales destinados a la produccion de alimentos ya
que, como se ha dicho anteriormente, esta prdctica todavia se sigue
haciendo en Asia, Africa, Oceania y América. Categoria de reco-
mendacion: Firme.

- Recomendacion Ill: restriccion completa del uso de todas las clases
de antimicrobianos de importancia médica con el fin de prevenir
enfermedades infecciosas que todavia no han sido diagnosticadas
clinicamente en los animales destinados a la produccion de alimen-
tos. Categoria de recomendacion: Firme.

- Recomendacion IV: restriccion del uso de antimicrobianos de im-
portancia critica y de maxima prioridad para la medicina humana
para profilaxis y tratamiento de animales destinados a la produc-
cion de alimentos. Categoria de recomendacion: Condicional.

A pesar de que estas recomendaciones propuestas por la OMS
se refieren a animales productores de alimentos, también se deberia
plantear la regulacion del uso de antibicticos en el resto de animales.

Estudios recientes en Reino Unido hablan sobre el elevado
porcentaje de consultas de perros y gatos en las que se prescribieron
y/o administraron antibicticos. Y en EE.UU., revelaron que tan solo un
17 % de los casos en los que se prescribid antibidticos eran infecciones
confirmadas (26)

Por tanto, estos datos junto con el importante aumento de
animales domésticos, hace necesaria también la elaboracion de guias
para el correcto uso de antibidticos en este tipo de animales.

6. CONCLUSIONES

Como se ha podido observar, la legislacion que regula hoy
en dia el proceso de venta y distribucion de medicamentos de uso ve-
terinario no estd lo suficientemente clara ni a nivel europeo, ni al es-
tatal ni al autondmico. El hecho de que, en Espaiia, este tema lo dirijan
de manera conjunta dos ministerios diferentes (Ministerio de Agricul-
tura, Pesca y Alimentacion y Ministerio de Sanidad y Consumo), no
siempre bien coordinados, también dificulta la resolucion de problemas




y toma de decisiones en determinadas ocasiones.

Hemos visto que tampoco se respetan las funciones propias
y legalmente establecidas de los profesionales implicados en este pro-
ceso. Tanto es asi, que es frecuente encontrar cierto intrusismo por parte
de los veterinarios en aspectos que la legislacion atribuye a los farma-
céuticos como puede ser la venta de medicamentos con fines comer-
ciales.

Por ofra parte, la falta de informacion desde los Ministerios
hacia los propietarios de animales y de formacion desde Colegios y
Universidades hacia farmacéuticos y veterinarios acerca de este tema,
complica la situacion de manera importante ya que, el riesgo de usar
de manera incorrecta los MV es muy alto.

Para solucionar este problema en continuo crecimiento, se
hace inevitable la necesidad de una revision de la legislacion y de la
realizacion de campaiias formativas e informativas sobre la venta y
distribucion de medicamentos de uso veterinario.

Por tanto, este trabajo supone una llamada de atencion a
los estamentos legislativos para que coordinen y clarifiquen sus nor-
mativas, a las respectivas Facultades para que incluyan este tema en
la formacion de sus futuros egresados, y a los Colegios Oficiales de Ve-
terinarios y Farmacéuticos sobre la necesidad de realizar campaiias
formativas e informativas. También resulta necesario realizar inspec-
ciones mds frecuentes y exhaustivas para garantizar el cumplimiento
de la legislacion.

De esta manera podremos contribuir de manera muy positiva
en uno de los objetivos de la Agenda para el Desarrollo Sostenible del
2030, la salud y bienestar no solo de los animales, sino también en el
de las personas. Porque, como bien dice el lema de los veterinarios:
la salud de los animales es la salud del pueblo (Higia pecoris, salus
populi). Y en esto, los farmacéuticos tenemos un papel muy impor-
tante.
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8. ANEXO
A las farmacias llegan una gran variedad de recetas de me-
dicamentos veterinarios:
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Incluso, aun tratdndose del mismo medicamento, de-
pendiendo de la receta, la caducidad del documento es diferente:
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