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RESUMEN

En la historia reciente, la pandemia de COVID-19 ha representado uno de
los mayores desafios sanitarios y cientificos a los que se ha enfrentado la
humanidad. Cinco afnos después del inicio de la crisis, resulta necesario
analizar profundamente los acontecimientos vividos, asi como las decisiones
adoptadas, los avances alcanzados y las limitaciones encontradas, para
aprender lo que paso y estar mejor preparados ante futuras epidemias y
pandemias. En este articulo de revision se aborda, desde una perspectiva
historica y experimental, el impacto de las pandemias en la salud, la
respuesta global frente al SARS-CoV-2 y el desarrollo de distintas plataformas
vacunales, con especial atencion a las basadas en vectores virales atenuados
del poxvirus MVA (virus vaccinia modificado de Ankara). Se describen los
resultados obtenidos en modelos preclinicos, la respuesta frente a variantes
emergentes, los efectos neurologicos asociados a la infeccion y la
transferencia tecnoldgica hacia la produccion industrial. También se analiza
la aplicacion de estas plataformas a otros patégenos de gran relevancia,
como VIH, Ebola, Zika, Chikungunya y Mpox, y se discuten los retos
pendientes en la preparacion frente a futuras amenazas sanitarias.

ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has represented one of the greatest health and
scientific challenges faced by humanity in recent history. Five years after
the onset of the crisis, it is essential to conduct an in-depth analysis of
the events experienced, the decisions taken, the advances achieved, and
the limitations encountered, in order to extract lessons applicable to
future epidemics and pandemics. This revision article addresses, from a
historical and experimental perspective, the impact of pandemics on
human health, the global response to SARS-CoV-2, and the development
of different vaccine platforms, with particular emphasis on those based
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on attenuated viral vectors, like the poxvirus MVA. The results obtained in
preclinical models, the response to emerging variants, the neurological
effects associated with infection, and the transfer of technology to
industrial-scale production are described. In addition, the application of
these platforms to other globally relevant pathogens, such as HIV, Ebola,
Zika, Chikungunya, and Mpox, is analyzed, and the remaining challenges
in preparedness for future health threats are discussed.

1. PANDEMIAS Y DIVERSIDAD DE PATOGENOS
HUMANOS

Las enfermedades infecciosas han acompa-
fado a la humanidad desde sus origenes, es-
tableciendo de manera decisiva la evolucion
de las sociedades. La historia recoge muchos
episodios pandémicos que han provocado una
elevada mortalidad y profundas alteraciones
sociales, economicas y demograficas. Entre los
primeros registros que tenemos, se encuentra
la peste Antonina (anos 165-180), a la que si-
guieron la peste negra (1347-1351), viruela
(1520) y otras enfermedades infecciosas que
diezmaron poblaciones enteras (1,2). La vi-
ruela ha provocado una de las mayores tasas
de mortalidad a lo largo de la historia
(https://www.cdc.gov/smallpox/about/his-
tory.html).

Uno de los ejemplos mas dramaticos de
agente infeccioso fue la gripe espanola de
1918, que se estima causo entre 50 y 100 mi-
llones de muertes a nivel mundial (3). Este
evento puso de manifiesto la enorme capaci-
dad destructiva de los virus respiratorios
emergentes y la limitada capacidad de res-
puesta sanitaria de la época. A pesar de los
avances cientificos logrados durante el siglo
XX, las pandemias han seguido apareciendo,
recordandonos de forma recurrente la vulne-
rabilidad de la especie humana frente a los
agentes infecciosos.

La especie humana actlia como hospedadora
de una enorme diversidad de agentes patoge-
nos. Se calcula que existen mas de 1.500 mi-
croorganismos conocidos con capacidad para
infectar al ser humano, como virus, bacterias,
hongos y parasitos. Muchos de estos patogenos
han acompanado a la humanidad durante si-
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glos, mientras que otros han emergido recien-
temente como consecuencia de cambios eco-
logicos, demograficos y sociales.

Hasta bien entrado el siglo XX, lo que cono-
ciamos sobre la biologia de estos agentes era
limitado. No fue hasta el desarrollo de la mi-
crobiologia, la virologia y la inmunologia mo-
dernas cuando se comenzaron a comprender
en profundidad los mecanismos de infeccion,
replicacion y transmision de los patogenos. A
pesar de estos avances, muchas enfermedades
infecciosas contintian teniendo un impacto
significativo en la salud humana.

Ejemplos claros de ello son el virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH), identificado a
comienzos de la década de 1980 con una tasa
de mortalidad de unos 40 millones de personas
fallecidas desde el inicio de la pandemia (4-
6). Esta pandemia impulso el desarrollo de te-
rapias antivirales altamente eficaces, aunque
aun no se dispone de una vacuna preventiva,
y la enfermedad continia causando aproxima-
damente 600.000 muertes anuales en todo el
mundo. De forma similar, la hepatitis C sigue
siendo una causa importante de mortalidad,
estimandose en unas 350.000 a 400.000 per-
sonas que mueren actualmente por complica-
ciones de la infeccion a pesar de la
disponibilidad de tratamientos antivirales cu-
rativos (7). En el caso del virus de la gripe,
hemos padecido a partir del siglo XX varias
pandemias con altas tasas de mortalidad,
como las de 1918, 1957, 1968, 1977 y 2009, y
debemos estar preparados para una potencial
pandemia con efectos que pueden ser devas-
tadores, como la producida por el virus de la
gripe aviar H5N1, que causa gran mortalidad
en aves e infecta también mamiferos, aunque
de momento no se ha extendido a humanos.
Otros virus, como el Dengue, Zika, Chikun-
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gunya o Ebola, infectan cada afo a miles de
personas, especialmente en regiones con sis-
temas sanitarios fragiles. Estos patogenos
ponen de relieve la necesidad de estrategias
globales de vigilancia, prevencion y control.

2. PAT()GENOS EMERGENTES Y AMENAZAS
PANDEMICAS ACTUALES

La Organizacion Mundial de la Salud ha identi-
ficado una serie de patégenos con alto poten-
cial pandémico, considerados prioritarios
desde el punto de vista de la salud publica.
Entre ellos se incluyen virus responsables de
fiebres hemorragicas, diferentes tipos de
gripe, coronavirus, fiebre amarilla, Rift Valley
fever, Ebola, Crimean-Congo, Zika, Chikun-
gunya, Nipah, asi como otros agentes aun no
caracterizados, englobados bajo el concepto
de “enfermedad X”.

La mayoria de estas infecciones tienen un
origen zoondtico, es decir, se transmiten
desde animales al ser humano, a menudo a
través de vectores como insectos o mediante
reservorios animales como murciélagos y roe-
dores. La creciente interaccion entre humanos
y animales, junto con la globalizacion y el
cambio climatico, ha incrementado el riesgo
de aparicion de nuevos patogenos.

Un ejemplo reciente es la aparicion de bro-
tes de enfermedades de origen incierto en dis-
tintas regiones del mundo, algunas de ellas
con elevada mortalidad en periodos muy cor-
tos de tiempo. Estos episodios ponen de ma-
nifiesto la necesidad de estar preparados para
identificar rapidamente el agente causal y
desarrollar estrategias de control eficaces. En
este marco, la Union Europea ha anunciado
para 2026 la convocatoria EU-Vaccine call HO-
RIZON-HLTH-2026-01-DISEASE-04: “Develop-
ment of novel vaccines for viral pathogens
with epidemic potential”, centrada en el des-
arrollo de vacunas frente a virus con alto po-
tencial epidémico, entre los que se incluyen
Junin, Lassa, Andes, Hantaan, Sin Nombre,
Nipah/Hendra, Enterovirus D68 y el virus de la
Encefalitis Equina Venezolana. Ante la ausen-
cia de vacunas aprobadas por las agencias re-
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guladoras frente a estas infecciones viricas, es
esencial que la comunidad cientifica y las em-
presas actuen en la preparacion de nuevas va-
cunas y se implementen ensayos clinicos que
avalen su utilidad en las personas. Conviene
prevenir antes de que el virus se extienda en
la poblacion, como podria ocurrir con el virus
de la gripe H5N1 si se adaptara a humanos pro-
duciendo infecciones con efectos mortales, lo
que podria generar una pandemia de conse-
cuencias impredecibles.

3. LA PANDEMIA DE SARS-COV-2/COVID-19 Y
RESPUESTA INICIAL

En este contexto histérico se inscribe la pan-
demia de COVID-19, causada por el coronavi-
rus, Virus del Sindrome Respiratorio Agudo
Severo (SARS-CoV-2) (8-10). Desde su aparicion
a finales de 2019, el virus se propago rapida-
mente por todos los continentes, infectando a
mas de 700 millones de personas y provocando
hasta finales del ano 2025 unos 7.1 millones de
fallecimientos en todo el mundo, aunque se
consideran estas cifras mucho mas elevadas
por causas directas o indirectas relacionadas
con la infeccion. En Espana, la cifra de muer-
tes asociadas a la COVID-19 se situa en torno a
las 125.000 personas, lo que refleja el impacto
profundo de la pandemia a nivel nacional
(https:/ /www.worldometers.info/coronavirus/).

El 11 de marzo de 2020, la Organizacion
Mundial de la Salud declar6 oficialmente la
enfermedad COVID-19 causada por el SARS-
CoV-2, como una pandemia. En ese momento,
la situacion era de enorme incertidumbre, con
un rapido aumento del nimero de casos y una
falta evidente de herramientas diagnosticas,
antivirales y vacunas especificas.

Desde el inicio, resultd evidente que se con-
taba con grupos de investigacion altamente
capacitados para abordar el problema desde
una perspectiva cientifica. Sin embargo, tam-
bién se hizo patente la necesidad de una in-
tervencion econdémica y estructural inmediata
por parte de los Estados para apoyar estos es-
fuerzos.
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Las primeras prioridades fueron el desarro-
llo de métodos diagndsticos rapidos, la iden-
tificacion de posibles antivirales y, de manera
fundamental, el desarrollo de vacunas efica-
ces. En este contexto, varios grupos de inves-
tigacion comenzamos a trabajar de forma
coordinada, compartiendo informacion, se-
cuencias genéticas y recursos, en un esfuerzo
colectivo sin precedentes. Nuestro grupo de
investigacion se involucré rapidamente en el
desarrollo de una vacuna eficaz contra el co-
ronavirus, debido a la experiencia previa en
desarrollo de vacunas frente a otros virus
emergentes y reemergentes como el VIH, He-
patitis C, Ebola, Zika y Chikungunya (11).

La pandemia de COVID-19 no solo supuso
una crisis sanitaria sin precedentes en la era
moderna, sino que también evidenci6 caren-
cias estructurales en los sistemas de salud, asi
como en la preparacion frente a emergencias
y en los mecanismos de coordinacion interna-
cional. Al mismo tiempo, impuls6 un esfuerzo
cientifico global sin precedentes, acelerando
el desarrollo de vacunas, antivirales y métodos
de diagnostico rapido a una velocidad nunca
antes vista. Tanto la investigacion sobre VIH
como SARS-CoV-2 han aportado importantes
avances en la preparacion y desarrollo de va-
cunas y antivirales con alta especificidad
(4,5).

4. FUNDAMENTACION CIENTIFICA EN EL DI-
SENO VACUNAL FRENTE A SARS-COV-2

Desde un punto de vista viroldgico y estructu-
ral, los coronavirus presentan una morfologia
altamente caracteristica. El SARS-CoV-2 es un
virus con envuelta de naturaleza lipidica, y un
genoma de ARN de aproximadamente 30.000
nucledtidos, que codifica un conjunto limitado
de proteinas estructurales y no estructurales.
Entre estas, la proteina S (Spike), que se pro-
yecta hacia el exterior de la envuelta, desem-
pena un papel esencial, ya que media la union
del virus a través del dominio RBD de la pro-
teina S al receptor celular ACE2 (enzima con-
vertidora de angiotensina 2) y su posterior
entrada en la célula huésped (12).

Lessons learned during the SARS-COV-2 pandemic

I 214 and preparedness of new vaccines...

Mariano Esteban, Jorge Esteban-Jiménez

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

La proteina S se localiza en la superficie del
virus, formando estructuras triméricas que so-
bresalen de la membrana viral. Esta caracte-
ristica la convierte en el principal objetivo del
sistema inmunitario y, por tanto, en el candi-
dato idoneo para el desarrollo de vacunas. La
experiencia previa adquirida durante los bro-
tes de otros coronavirus como el SARS-CoV en
2002 y MERS-CoV en 2012 habia demostrado
que los anticuerpos dirigidos contra la prote-
ina S eran capaces de bloquear la infeccion.
En el caso del SARS-CoV de 2002, la infeccion
afecté a aproximadamente 8.000 personas y
presentd una tasa de mortalidad cercana al
15%. Posteriormente, el MERS-CoV emergio en
2012, con una tasa de mortalidad del 30%, aso-
ciado principalmente a la interaccion entre
humanos y camellos en Arabia Saudi. En ambos
casos, se identifico a la proteina S como el
principal determinante antigénico responsable
de inducir respuestas inmunes protectoras
frente a la infeccion.

Por esta razon, desde el inicio de la pande-
mia de COVID-19, la atencion se centro de
forma casi exclusiva en la proteina S. En
cuanto se publico la secuencia genéomica del
SARS-CoV-2, en enero de 2020, solicitamos la
sintesis del gen codificante de la proteina S a
una empresa, que fue rapidamente distribuido
entre distintos grupos de investigacion. Este
intercambio inmediato de informacion gené-
tica constituyd uno de los aspectos mas posi-
tivos de la respuesta cientifica inicial a la
pandemia.

La estrategia adoptada por nuestro grupo de
investigacion para el desarrollo del vector va-
cunal se baso en el uso del virus vaccinia mo-
dificado de Ankara (MVA). Este virus,
ampliamente utilizado en investigacion vy
como vacuna frente a la viruela, pertenece al
mismo género Orthopoxvirus que el virus de la
viruela humana y simica (Mpox), presentando
un excelente perfil de seguridad, ya que es in-
capaz de replicarse de forma productiva en
células humanas (11).
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El genoma del MVA, compuesto por aproxi-
madamente 200.000 nucledtidos de ADN, per-
mite la insercion de mdultiples genes
heterélogos, unos 25.000 pares de bases, sin
comprometer su estabilidad. En este caso, el
gen codificante de la proteina S del SARS-CoV-
2 fue insertado en una region especifica del
genoma del vector viral (timidina quinasa,
TK), de forma que se expresa como si se tra-
tara de una proteina propia del virus.

Una vez infectadas las células con el vector
recombinante, estas comenzaban a producir
la proteina S, que se localizaba correctamente
en la membrana celular gracias a la presencia
de un dominio transmembrana. La proteina
adoptaba su conformacion trimérica natural,
lo que favorecia una presentacion antigénica
adecuada y una respuesta inmunitaria eficaz.
Al virus recombinante lo llamamos de forma
abreviada MVA-S (13).

Los estudios de expresion en cultivos celu-
lares confirmaron que la produccion de la pro-
teina S era intensa pero transitoria. Para
evaluar la duracion de la expresion se utilizo
un gen reportero, la luciferasa, observandose
que la expresion se mantenia durante aproxi-
madamente 48 horas. Este caracter transitorio
resultaba deseable, ya que evitaba una esti-
mulacion prolongada que pudiera generar
efectos inflamatorios adversos.

A partir de los resultados obtenidos, se plan-
ted la necesidad de seleccionar el candidato
vacunal mas adecuado para dirigir la investi-
gacion hacia fases mas avanzadas de desarro-
llo. Uno de los criterios fundamentales fue la
viabilidad regulatoria. Se considero que resul-
taria mas sencillo obtener la aprobacion de
una vacuna basada en un vector previamente
utilizado en ensayos clinicos en humanos,
frente a una plataforma completamente expe-
rimental.

En este contexto, se opto por el vector MVA-
S, que expresa la proteina S completa repre-
sentado como la opcion mas realista para su
eventual aprobacion. Aunque otras combina-
ciones, como la vacunacion heterologa con
ADN y MVA, inducian respuestas celulares mas
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intensas, se valoro que el perfil del MVA-S era
suficiente para proporcionar proteccion y pre-
sentaba ventajas desde el punto de vista re-
gulatorio.

Durante este periodo, se llevaron a cabo en-
sayos intensivos de inmunogenicidad en rato-
nes entre los meses de abril y junio de 2020.
La vacuna fue presentada publicamente como
una de las candidatas desarrolladas en Espana,
aunque aun se encontraba en fase preclinica.
En junio del 2020, el vector fue transferido a
la empresa Biofabri (CZ Vaccines) para su pro-
duccion bajo condiciones de buenas practicas
de fabricacion (GMP).

5. EVALUACION DE LA EFICACIA VACUNAL EN
MODELO MURINO

Uno de los mayores retos fue la evaluacion de
la inmunogenicidad y eficacia en modelos ani-
males susceptibles al SARS-CoV-2. Los ratones
convencionales no son facilmente infectables
por el virus, por lo que fue necesario disponer
de modelos adaptados transgénicos por expre-
sar el receptor humano ACE2 utilizado por el
SARS-CoV-2 para su infeccion celular. La ob-
tencion de estos animales resultdo compleja
debido a su gran demanda mundial y se retraso
hasta el mes de agosto de 2020.

Priméramente, los ratones convencionales
C57/BL6 fueron inmunizados con distintas for-
mulaciones, incluyendo el vector MVA-S solo,
combinaciones con vacunas de ADN-S y esque-
mas de una o dos dosis. La respuesta humoral
de anticuerpos se evaluoé mediante la recolec-
cion de suero y la realizacion de ensayos ELISA
frente a la proteina S completa y frente al do-
minio RBD. Los resultados mostraron una pro-
duccion robusta de anticuerpos especificos,
tal como se habia previsto. Estos anticuerpos
eran capaces de unirse eficazmente a los an-
tigenos Sy RBD y, lo que es mas relevante, de
neutralizar el virus (13).

Para evaluar la capacidad neutralizante, se
utilizaron pseudovirus y virus vivo SARS-CoV-2
en condiciones controladas. En presencia de
suero procedente de ratones vacunados, la re-
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plicacion viral se veia drasticamente reducida,
hasta el punto de que en muchos casos no se
detectaba virus viable.

De forma paralela, se analizo la respuesta
celular, considerada esencial para una protec-
cion eficaz y duradera. Se observo una activa-
cion significativa de linfocitos T CD4+y CD8+,
capaces de reconocer células infectadas y eli-
minarlas, siendo la poblacion activada mayo-
ritariamente de células de memoria efectoras.
Esta respuesta celular se detecté en todos los
esquemas vacunales evaluados, aunque con
variaciones en su intensidad (13).

Para determinar la eficacia vacunal, se lle-
varon a cabo experimentos de desafio por ino-
culacion intranasal del SARS-CoV-2 en
condiciones de alta bioseguridad BSL-3. Los
animales vacunados con el vector MVA-S admi-
nistrado por ruta intramuscular, que recibie-
ron tanto una como dos dosis del vector,
mostraron una proteccion completa frente a
la pérdida de peso y la mortalidad, mientras
que los animales no vacunados desarrollaron
una infeccién grave que conducia a su falleci-
miento.

El analisis de los tejidos pulmonares con-
firmo estos resultados. En los animales vacu-
nados no se detectaba replicacion viral,
mientras que en los no vacunados se obser-
vaba una infeccion extensa y lesiones pulmo-
nares severas. Una sola dosis proporcionaba
una proteccion significativa, mientras que dos
dosis ofrecian una proteccion completa frente
al dano pulmonar (13).

6. DURACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

Uno de los aspectos fundamentales en el des-
arrollo de cualquier vacuna es la duracion de
la inmunidad inducida. En el caso de las vacu-
nas frente a SARS-CoV-2, esta cuestion era
muy importante debido a la rapida propaga-
cion del virus y a la aparicion continua de nue-
vas variantes. Desde el inicio, se plante¢ la
posibilidad de que fueran necesarias dosis de
refuerzo para mantener una proteccion ade-
cuada a lo largo del tiempo.
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En los estudios realizados en modelos muri-
nos, se evaluo la persistencia de la respuesta
inmunitaria tras la vacunacion inicial (14). Los
animales fueron inmunizados vy, tras un pe-
riodo de varios meses, se procedio a su reva-
cunacion con el objetivo de analizar tanto la
durabilidad de la inmunidad como la posible
aparicion de efectos adversos asociados a
dosis repetidas.

Los resultados mostraron que los animales
que habian sido vacunados mantenian niveles
elevados de anticuerpos neutralizantes, al
menos durante seis meses. Tras la administra-
cion de una dosis de refuerzo, no se observa-
ron efectos adversos significativos, y la
respuesta inmunitaria se veia reforzada de
manera notable. Estos datos indicaban que la
vacuna podia ser administrada de forma repe-
tida sin comprometer la seguridad, un aspecto
clave, ya que existia la posibilidad de llevar a
cabo campanas de vacunacion periodicas. Asi-
mismo, los animales revacunados y posterior-
mente infectados mostraron una proteccion
completa frente a la enfermedad, con lo que
se confirmaba que la inmunidad inducida era
no solo funcional si no duradera. También se
establecio que se conseguia una alta inmuni-
dad tras la vacunacion por la via de mucosas
(15).

7. AMPLIACION DE LOS ESTUDIOS DE EFICA-
CIA A OTROS MODELOS ANIMALES (HAMSTE-
RES Y MACACOS)

Para reforzar los datos obtenidos en modelos
murinos, se realizaron estudios adicionales en
hamsteres, un modelo ampliamente utilizado
para el estudio de la COVID-19 debido a su alta
susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2.
En estos experimentos, los animales recibieron
por ruta intramuscular dos dosis de la vacuna
MVA-S y posteriormente fueron expuestos al
coronavirus por via intranasal (16).

Los resultados mostraron que los hamsteres
vacunados desarrollaban niveles elevados de
anticuerpos neutralizantes. con una reduccion
significativa de la carga viral y una proteccion
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clara frente a las lesiones pulmonares. En los
animales no vacunados, por el contrario, se
detectaban lesiones extensas y una replica-
cion viral elevada.

Ademas, los sueros obtenidos de los hams-
teres vacunados fueron capaces de neutralizar
distintas variantes emergentes del virus, con-
firmando de nuevo la amplitud de la respuesta
inmunitaria inducida por la vacuna (16).

El paso siguiente en la valoracion preclinica
requerida por las agencias reguladoras antes
del uso de la vacuna en humanos, fue la reali-
zacion de estudios en macacos no humanos, ya
que son considerados uno de los modelos mas
cercanos a la infeccién humana (17). La reali-
zacion de estos estudios supuso un desafio
considerable, tanto por la disponibilidad limi-
tada de animales debido a la alta demanda in-
ternacional, complejidad logistica 'y
economica asociada.

Finalmente, gracias a colaboraciones inter-
nacionales consolidadas a lo largo de los anos,
fue posible llevar a cabo los experimentos en
primates no humanos. Los macacos fueron di-
vididos en grupos de vacunados y no vacuna-
dos, siguiendo un esquema de inmunizacion
intramuscular a las 0 y 4 semanas. Posterior-
mente, a las 8 semanas, se procedio al desafio
por infeccion intranasal del SARS-CoV-2.

Los resultados mostraron que los animales
vacunados presentaban una reduccion signifi-
cativa de la replicacion viral en lavados bron-
coalveolares, asi como una disminucion de la
carga viral en el tracto respiratorio. El analisis
histologico de los pulmones reveld que los ma-
cacos vacunados estaban protegidos frente al
dano pulmonar, mientras que los no vacunados
desarrollaban lesiones caracteristicas de la in-
feccion (17).

Un aspecto especialmente relevante fue la
evaluacion de la tormenta de citoquinas, con-
siderada uno de los principales factores res-
ponsables de la gravedad y mortalidad en la
COVID-19. En los macacos no vacunados se de-
tectaron niveles elevados de diversas citoqui-
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nas proinflamatorias, mientras que en los ani-
males vacunados se observo una reduccion sig-
nificativa de estas moléculas, lo que indicaba
un control eficaz de la respuesta inflamatoria
por la vacunacion (17).

8. CONTROL DEL DANO CEREBRAL POR LA
VACUNACION.

Uno de los aspectos que mas preocupaban de
la infeccion por SARS-CoV-2 fue la aparicion de
manifestaciones neuroldgicas en un porcen-
taje significativo de pacientes. Entre los sin-
tomas descritos se incluian la pérdida del
olfato, cefaleas persistentes, deterioro cogni-
tivo, alteraciones motoras, epilepsia y ence-
falopatias.

Con el objetivo de comprender mejor estos
efectos, se llevaron a cabo estudios con mo-
delos murinos, en colaboracion con otros cen-
tros de investigacion. A los animales se les
inmunizo con la vacuna MVA-S y posterior-
mente fueron infectados con el SARS-CoV-2,
estableciéndose distintos grupos experimenta-
les que incluian controles no vacunados, ani-
males vacunados con una dosis y animales
vacunados con dos dosis (18).

El analisis histopatologico del cerebro revelo
en los animales no vacunados, que el virus era
capaz de infectar diversas regiones cerebra-
les. Esta infeccion se asociaba principalmente
a neuronas, observandose la presencia de pro-
teinas virales en distintas areas del cerebro.

En contraste, los animales vacunados mos-
traban una proteccion completa frente a la in-
feccion cerebral (18). En aquellos que habian
recibido dos dosis de la vacuna, no se detec-
taba replicacion viral en ningln area del ce-
rebro, lo que indicaba que la vacunacién no
solo prevenia la enfermedad respiratoria, sino
que también protegia frente a las complica-
ciones neuroldgicas asociadas a la infeccion,
lo que implicaba evitar el desarrollo de COVID-
19 persistente.

Lecciones aprendidas durante la pandemia de
SARS-COV-2 y preparacion de nuevas vacunas...
Mariano Esteban, Jorge Esteban-Jiménez

17.



0

®
9. APARICION DE VARIANTES DEL SARS-COV-2

Desde los primeros meses de la pandemia, se
hizo evidente que el SARS-CoV-2 presentaba
una capacidad considerable de mutacién. A
pesar de contar con un genoma relativamente
grande para un virus ARN, de aproximada-
mente 30.000 nucleotidos, la aparicion de va-
riantes con mutaciones en la proteina S fue
constante.

Este fendmeno de escape a los anticuerpos
neutralizantes (19-21), planteo6 un desafio adi-
cional para el desarrollo de vacunas, ya que
las mutaciones en la proteina S podian afectar
al reconocimiento por los anticuerpos neutra-
lizantes. Conscientes de esta posibilidad, los
estudios preclinicos incluyeron la evaluacion
de la eficacia de los anticuerpos inducidos
frente a distintas variantes del virus (alfa,
beta, delta, 6micron).

Los analisis demostraron que los animales
inmunizados con dos dosis de la vacuna gene-
raban anticuerpos capaces de neutralizar mul-
tiples variantes del SARS-CoV-2, incluidas
aquellas que se fueron imponiendo de forma
sucesiva. En el caso de la variante omicron, se
observo que eran necesarios titulos de anti-
cuerpos mas elevados para lograr una neutra-
lizacion eficaz, sin embargo, la proteccion
seguia siendo significativa.

Estos resultados confirmaron que la plata-
forma vacunal presentaba una cierta capaci-
dad de proteccion cruzada, un aspecto
especialmente relevante en un contexto de
evolucion viral continua. Ademas, se com-
probd que los niveles de anticuerpos se man-
tenian relativamente estables durante al
menos seis meses, incluso frente a variantes
emergentes.

10. OPTIMIZACION DEL VECTOR VACUNAL

Con la aparicion continua de nuevas variantes
del SARS-CoV-2, se considero necesario opti-
mizar el disefo del antigeno vacunal. En este
contexto, desarrollamos una version modifi-
cada de la proteina S, denominada S3P, que in-

Lessons learned during the SARS-COV-2 pandemic

I 21 8 and preparedness of new vaccines...

Mariano Esteban, Jorge Esteban-Jiménez

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

corporaba una serie de mutaciones, inclu-
yendo la introduccion de tres prolinas y muta-
ciones en el dominio de procesamiento de la
proteina S, con el objetivo de estabilizar la
conformacion trimérica de dicha proteina y
activar una mayor capacidad inmune (22).

Esta modificacion permitio aumentar la es-
tabilidad del antigeno y mejorar su expresion.
El nuevo vector, denominado MVA-S3P, mostro
una produccion mas elevada de la proteina S
y una respuesta inmunitaria robusta incluso
con una sola dosis. Ademas, los animales va-
cunados, tanto ratones como hamsteres, con
este vector presentaron una menor pérdida de
peso y una proteccion eficaz frente a la infec-
cion (22-24).

A medida que surgian nuevas variantes de
SARS-CoV-2, se fueron desarrollando vectores
adicionales de MVA para beta, delta y varian-
tes de 6micron, que incorporaban las mutacio-
nes especificas correspondientes a la proteina
S, permitiendo una adaptacion rapida de la
plataforma vacunal (22).

Ademas, con la finalidad de ampliar la ca-
pacidad inmunogénica de la vacuna MVA-S3P
frente a SARS-CoV-2 se disenaron estrategias
de vacunacion basadas en la proteina RBD en
forma trimérica conteniendo mutaciones re-
presentativas de las variantes emergentes
(22). También se incremento6 la amplitud y du-
rabilidad de las respuestas inmunes mediante
estrategias de inmunizacion combinada en
prime/boost de vectores, i.e., ARNm y MVA
(25), NDV y MVA (26), DREP y MVA (27), asi
como proteinas multiméricas de mayor espec-
tro de accion con representacion de dominios
de las proteinas estructurales y accesorias
(28). Estos estudios han servido para definir la
importancia de la combinacion heterologa de
vectores vacunales frente a SARS-CoV-2, natu-
raleza del vector, amplitud inmune frente a
variantes, durabilidad y su correlacion con
proteccion. Otros investigadores han generado
candidatos vacunales de MVA expresando an-
tigenos de SARS-CoV-2 y realizado ensayos pre-
clinicos y clinicos como se describe en la
revision de 2023 (11).
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11. REFLEXIONES SOBRE EL DESARROLLO VA-
CUNAL FRENTE AL SARS-COV-2/COVID-19

El desarrollo de vacunas frente a la COVID-19
no puede considerarse un proceso cerrado. La
aparicion constante de variantes y la persis-
tencia del virus en la poblacion hacen necesa-
rio un esfuerzo continuo de investigacion y
adaptacion. El objetivo Ultimo es la obtencion
de una vacuna universal capaz de inducir una
inmunidad esterilizante y duradera frente a
los coronavirus.

Hasta alcanzar ese objetivo, la experiencia
adquirida durante la pandemia ha demostrado
que el desarrollo de distintas plataformas va-
cunales, la colaboracion internacional y la fle-
xibilidad regulatoria son elementos esenciales
para una respuesta eficaz frente a futuras
amenazas pandémicas.

Las vacunas basadas en ARN mensajero
(ARNm), desarrolladas y administradas du-
rante la pandemia de COVID-19 a millones de
personas de todas las edades, han demostrado
una elevada eficacia frente a la infeccion por
SARS-CoV-2 (29-31). Estas vacunas han su-
puesto la incorporacion de una nueva plata-
forma vacunal caracterizada por su rapida
produccion, asi como por una seguridad y efi-
cacia ampliamente demostradas. Su meca-
nismo de accion se basa en la rapida sintesis
de proteinas que sigue a la entrada en la cé-
lula del ARNm encapsulado en nanoparticulas
lipidicas (LNP) e induccién de una potente res-
puesta inmune humoral y celular, mediante la
activacion de linfocitos B productores de an-
ticuerpos neutralizantes y de linfocitos T
(CD4+ y CD8+), esenciales para la eliminacion
de las células infectadas.

Debido a su facilidad de disefio y produccion,
junto con su elevada capacidad para inducir
respuestas inmunoldgicas tanto de tipo B como
T, las vacunas basadas en ARNm estan siendo
ampliamente exploradas como candidatos va-
cunales frente a otras patologias, incluyendo
distintos tipos de cancer, enfermedades neu-
rodegenerativas y multiples infecciones viri-
cas. Limitaciones de la vacunacion con ARNm
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son el coste, la dificultad para llegar a paises
pobres, requerimiento en la cadena de frio y
reducida durabilidad de la respuesta inmune.
Ademas de las vacunas de ARNm, durante la
pandemia se desarrollaron otras plataformas
vacunales, tales como vectores virales atenua-
dos que expresan antigenos del SARS-CoV-2
(incluyendo adenovirus y poxvirus), proteinas
recombinantes formuladas con adyuvantes,
virus SARS-CoV-2 inactivado, vectores de ADN
y otras estrategias innovadoras. Estas plata-
formas han sido evaluadas mediante numero-
sos ensayos preclinicos y clinicos, lo que ha
permitido demostrar que, si bien muchas de
ellas inducen respuestas inmunes eficaces, en
algunos casos la duracién de dicha proteccion
resulta limitada.

En este contexto, diversos estudios han puesto
de manifiesto que la inmunizacion heterologa,
basada en la combinacion secuencial de dis-
tintas plataformas vacunales (prime-boost he-
terologo), puede mejorar tanto la magnitud
como la durabilidad de la respuesta inmune.
Esta estrategia fue demostrada por nuestro
grupo hace varias décadas (32, 33) siendo una
linea muy activa de investigacion en vacunas.
La eleccion de la estrategia vacunal mas ade-
cuada dependera de la naturaleza del pato-
geno, presentacion antigénica y de las
caracteristicas especificas de la enfermedad,
siendo el objetivo final la eliminacién eficaz
del agente infeccioso.

La pandemia de COVID-19 evidencio de forma
clara que la colaboracion nacional e interna-
cional entre instituciones publicas y privadas
es esencial para el desarrollo rapido y eficaz
de vacunas frente a patogenos emergentes.
Esta cooperacion ha permitido orientar la in-
vestigacion hacia cuestiones clave aun abier-
tas, tales como la posible erradicacion del
SARS-CoV-2, las consecuencias inmunologicas
y clinicas del COVID-19 persistente, la prolon-
gacion de la duracion de la inmunidad protec-
tora, el desarrollo de vacunas frente a todas
las variantes virales, la optimizacion de esque-
mas de vacunacion combinada y la viabilidad
de una vacuna universal esterilizante. Todas
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estas cuestiones estan siendo actualmente
abordadas mediante investigaciones en curso.
El éxito demostrado durante la pandemia en
el desarrollo acelerado de vacunas seguras y
altamente eficaces ha abierto nuevas oportu-
nidades para la industria biotecnoldgica y far-
macéutica. El establecimiento de tecnologias
avanzadas para la deteccion rapida de agentes
patogenos, el analisis funcional de sus geno-
mas, el estudio de su interaccion con la célula
huésped y el desarrollo de estrategias de con-
trol mediante antivirales, incluyendo anticuer-
pos monoclonales y agentes quimicos, ha
impulsado un amplio abanico de aplicaciones
terapéuticas y preventivas.

12. APLICACION VACUNAL DE LA PLATA-
FORMA MVA A OTROS PATOGENOS CON PO-
TENCIAL EPIDEMICO/PANDEMICO

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
considera prioritario el desarrollo de vacunas
profilacticas frente a enfermedades para las
que aun no disponemos de vacunas aprobadas
por las agencias reguladoras. El objetivo es
estar preparados, al menos a nivel preclinico,
para hacer frente a patégenos emergentes y
reemergentes con potencial epidémico y pan-
démico. A continuacion, se describen una serie
de candidatos vacunales que han sido desarro-
llados por nuestro grupo de investigacion en
el CNB-CSIC y han demostrado su capacidad in-
munologica y eficacia a nivel preclinico contra
VIH, Hepatitis C, Chikungunya, Ebola, Zika,
Mpox, basados en la utilizacion de recombi-
nantes del virus vaccinia, estirpe MVA.

En el caso del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), un retrovirus con genoma ARN
de unos 9800 nucleodtidos, y causante del sida,
con mas de 40 millones de fallecimientos
desde su aparicion en 1981 y unas 600.000
muertes anuales, hemos generado vectores de
los poxvirus atenuados (MVAy NYVAC) que ex-
presan distintos antigenos (Env, Gag, Pol, Nef)
de los subtipos B y C del VIH mas prevalentes
a nivel mundial, asi como genes equivalentes
del virus de la inmunodeficiencia de simio.
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Hemos demostrado que estos vectores inducen
una alta respuesta inmune frente al VIH con
activacion de células T CD4+ y CD8+ en ratones
y macacos (34-38). En Espana llevamos a cabo
el primer ensayo clinico en fase | con la va-
cuna MVA-B expresando cuatro antigenos Env-
Gag-Pol-Nef con resultados muy positivos de
inmunogenicidad (39, 40), y posteriormente
también iniciamos otro ensayo clinico fase |
con individuos VIH positivos (41-43), con resul-
tados prometedores. Se ha completado tam-
bién en el Reino Unido otro ensayo clinico
profilactico fase | con la combinacion de vec-
tores en prime/boost de DNA-C/MVA-C y pro-
teina Env con resultados de incremento de la
inmunogenicidad (44). En un posterior ensayo
clinico fase Ib hemos demostrado la importan-
cia de la administracion simultanea de vecto-
res de DNA-C, NYVAC-C y proteina Env en el
grado de inmunogenicidad y durabilidad (45),
asi como también la capacidad de respuesta
inmune de individuos vacunados con MVA-B
tras una posterior inmunizacion 4 anos des-
pués con la misma vacuna (46). Estamos opti-
mizando la expresion de la proteina Env del
VIH con capacidad para inducir anticuerpos
neutralizantes de amplio espectro de accion
contra el VIH y su evaluacioén funcional en ma-
cacos.

En el caso del virus de la hepatitis C (HCV),
un virus ARN de 9600 nucledtidos pertene-
ciente a la familia Flaviviridae (género Hepa-
civirus), causante de hepatitis cronica, cirrosis
y carcinoma hepatocelular, con mas de 50 mi-
llones de personas afectadas, y para el que no
existe vacuna, hemos generado un virus re-
combinante MVA-HCV, que expresa todas las
proteinas estructurales y no estructurales del
HCV de forma estable y que induce respuestas
inmunes amplias frente a HCV en modelos ani-
males (47). Hemos establecido también proto-
colos de inmunizacion heteréloga combinada
de vectores que inducen mayores respuestas
que la vacunacion homologa (48). Aunque se
han desarrollado antivirales muy eficaces
frente a HCV que producen curacion de la en-
fermedad, sin embargo, dicho éxito no se ha
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traducido en la consecucion de una vacuna
aprobada. Asi pues, el objetivo es trasladar
esta investigacion de la vacuna MVA-HCV a la
clinica.

En relacion al virus Chikungunya, pertene-
ciente a la familia Togaviridae (género Alpha-
virus) que se transmite a través de mosquitos
(Aedes aegypti y A. albopictus), con un ge-
noma ARN de unos 11.800 nucleoétidos, y que
produce grandes dolores articulares e incluso
muerte en 0.1% de los infectados con unos
500.000 casos de infeccion en 2025, hemos ge-
nerado un vector de MVA-CHIKV que expresa
todas las proteinas estructurales del virus Chi-
kungunya y demostrado su capacidad protec-
tiva y esterilizante en modelo murino (49, 50).
Estos estudios se han extendido al modelo de
macaco (51, 52) con resultados semejantes al
murino y seria deseable llevar esta vacuna a
fases clinicas. Colaboramos con el grupo de
Peter Liljestrom en el Instituto Karolinska de
Suecia en la combinacion de replicones y MVA
para inducir respuestas inmunes mas durade-
ras. Las dos Unicas vacunas aprobadas se basan
en el virus atenuado y en particulas virales
(VLPs).

En el caso del virus Zika perteneciente a la
familia Flavivirus que se trasmite por picadura
de mosquitos Aedes, produciendo complicacio-
nes neurologicas y graves lesiones en el emba-
razo como microcefalia, aunque con bajas
tasas de mortalidad, pero decenas de miles de
casos anuales, y con un genoma de ARN de
10.794 nucleotidos, hemos generado un can-
didato vacunal de MVA-ZIKV que expresa las
proteinas prM-E en forma de particulas virales
(VLPs) que confieren en modelo murino una
proteccion completa frente al desafio viral
(53, 54). Debido a que no existe una vacuna
aprobada, nuestro objetivo es trasladar esta
investigacion a la clinica.

En relacion al virus Ebola, perteneciente a
la famila Filovirus con un genoma de ARN de
unos 19.000 nucledtidos que produce fiebres
hemorragicas con altas tasas de mortalidad
(entre 40-90%) segun la especie, con mas de
30.000 casos y 15.000 muertes hemos gene-
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rado un vector de MVA-EBOV que expresa los
antigenos GP y VP40 del virus Ebola en forma
de particulas virales VLPs, estirpes Sudan y
Zaire, que en modelo de raton susceptible
protege con una sola dosis en un 80% frente a
la infeccion por la estirpe Zaire (55, 56). Es-
tamos caracterizando la naturaleza de las res-
puestas inmunes que se activan y son
esenciales para el control de la infeccion por
el virus Ebola. Colaboramos con el grupo de
Cesar Munoz-Fontela en Hamburgo que dis-
pone de un animalario BSL-4. Aunque hay dos
estrategias vacunales aprobadas basadas en
vectores virales, nuestro objetivo es estable-
cer un proceso optimo de vacunacion que con-
fiera inmunidad amplia y duradera y poder
transferir estos avances a la clinica.

En relacion al poxvirus de la viruela del
mono (Mpox) causante en 2022 de la epidemia
virica Mpox por el clado Ilb originario de Africa
central, este virus se extendié rapidamente
por transmision de contacto directo entre per-
sonas infectadas. Afecto a Espana en el ano
2022, propagandose ampliamente por Europa,
las Américas, Oceania y otros continentes, con
mas de 100.000 casos en unos 100 paises. Pos-
teriormente en 2024 aparecio una forma in-
fectiva mas virulenta, el Mpox del clado Ib,
surgido también en Africa. La OMS declaré
Emergencia de Salud Publica de Importancia
Internacional (ESPII) en 2022 para el clado IIb
y en 2024 para el nuevo clado Ib. Aunque hay
vacunas aprobadas frente a la viruela humana
que se han usado contra Mpox, estamos traba-
jando como parte del proyecto europeo
H2020-RESILIENCE en la consecucion de vacu-
nas optimizadas con vectores atenuados de
MVA y NYVAC con mayor capacidad inmunogé-
nica y durabilidad que las vacunas actuales
frente a viruela humana y simica, asi como con
proteinas virales que confieren proteccion y
con ARNm con capacidad de control frente a
poxvirus. Gracias a los avances realizados en
la erradicacion de la viruela humana y al des-
arrollo de procedimientos de control con an-
tivirales y vacunas, se ha podido actuar con
rapidez y contener la epidemia de Mpox.
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Hemos demostrado que una combinacion de
proteinas estructurales del virus con capaci-
dad para producir anticuerpos neutralizantes
son capaces de inducir en ratones una res-
puesta inmune protectiva frente a la infeccion
intranasal por el virus vaccinia, estirpe WR
(57). No obstante, hay que estar vigilantes
pues el virus en la naturaleza sigue evolucio-
nando y desarrollando variantes que pueden
llegar a tener un mayor grado de virulencia,
por lo que su seguimiento es esencial para que
esto no ocurra. Ademas, hay que tener en
cuenta que el virus causante de la viruela hu-
mana se caracteriza por multiples alteraciones
en su genoma, que incluyen mutaciones pun-
tuales, inserciones, deleciones, en un con-
texto de mas pérdida que de ganancia de
secuencias, pero aun manteniendo su alta vi-
rulencia, por lo que llevar a cabo la vigilancia
sobre la evolucion y transmision del virus Mpox
en humanos es requisito esencial de investiga-
cion para evitar su extension.

13. CONCLUSIONES Y RETOS PENDIENTES
PARA EVITAR FUTURAS AMENAZAS VIRALES

En relacion a los apartados anteriores, pode-
mos concluir lo siguiente: 1) la vacunacion
continla siendo la mejor estrategia de control
de agentes patogenos; 2) la vacunacion con
ARNm ha revolucionado el campo de las vacu-
nas por su facilidad de produccion y eficacia;
3) las vacunas basadas en recombinantes vira-
les atenuados son muy eficientes para inducir
respuestas inmunes amplias y duraderas; 4)
aunque no se ha conseguido una vacuna eficaz
contra el VIH, estudiando dicho virus hemos
aprendido mucho sobre la generacion de anti-
virales y el modo de accion de las vacunas; 5)
el desarrollo de vacunas frente a virus emer-
gentes con potencial epidémico/pandémico es
una prioridad para estar preparados y actuar
con rapidez tan pronto como aparece un pa-
togeno humano.

Las crisis sanitarias recientes han puesto de
manifiesto que el mundo sigue siendo alta-
mente vulnerable frente a las enfermedades
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infecciosas emergentes. En particular, la pan-
demia provocada por el virus responsable de
la COVID-19 evidencio tanto los avances cien-
tificos logrados en las ultimas décadas como
las debilidades estructurales de muchos siste-
mas sanitarios. A pesar del rapido desarrollo
de vacunas y del progreso en la investigacion
biomédica dentro del campo de la virologia e
inmunologia, la respuesta global mostro des-
igualdades significativas en el acceso a recur-
sos, capacidades de diagnostico 'y
disponibilidad de tratamientos.

Uno de los principales aprendizajes es la ne-
cesidad de fortalecer los sistemas de vigilancia
epidemiologica y de deteccion temprana de
patogenos emergentes. La identificacion ra-
pida de nuevos virus y la capacidad de com-
partir datos de forma transparente vy
coordinada resultan fundamentales para pre-
venir brotes a gran escala. En este contexto,
el papel de instituciones internacionales como
la OMS es clave para coordinar estrategias glo-
bales, establecer protocolos de actuacion y fa-
cilitar la cooperacion cientifica entre paises.

Asimismo, se hace evidente la importancia
de invertir de manera sostenida en investiga-
cion cientifica y desarrollo tecnoldgico. Fruto
de ello es que gracias a los avances producidos
en el estudio de otros agentes pandémicos
como el VIH se pudo actuar con rapidez en la
generacion de vacunas y antivirales frente al
SARS-CoV-2. La creacion de plataformas de va-
cunas mas rapidas, seguras y altamente efica-
ces, el desarrollo de antivirales de amplio
espectro de accion y el fortalecimiento de la
infraestructura de laboratorios son elementos
esenciales para mejorar la preparacion ante
futuras amenazas sanitarias. Estas inversiones
no solo permiten responder con mayor rapidez
a emergencias, sino también reducir el im-
pacto sanitario, social y economico de posibles
pandemias. El disponer de candidatos vacuna-
les frente a distintos patdgenos con potencial
epidémico/pandémico, como se describe a lo
largo de este articulo, debe de ser una priori-
dad que nos permita poder actuar con rapidez
en el caso de la incidencia de un determinado
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virus en la poblacion. Invertir en prevencion
es la forma mas econdémica de actuacion.

Sin embargo, persisten retos importantes
que deben abordarse para lograr una prepara-
cion mas eficaz. Entre ellos destacan la
desigualdad en el acceso a vacunas y trata-
mientos, la fragilidad de algunos sistemas de
salud y la proliferacion de desinformacion du-
rante las crisis sanitarias. A ello se suma la cre-
ciente interaccion entre humanos, animales y
ecosistemas (ONE-HEALTH), que incrementa el
riesgo de aparicion de nuevas zoonosis, lo que
refuerza la necesidad de adoptar enfoques in-
tegrados de salud publica que consideren los
factores ambientales y sociales.

En conclusion, la preparacion frente a futu-
ras amenazas virales requiere un enfoque mul-
tidisciplinar, cooperativo y sostenido en el
tiempo. Solo mediante la combinacién de vi-
gilancia cientifica, cooperacion internacional,
fortalecimiento de los sistemas sanitarios, in-
version en 1+D y una comunicacion publica efi-
caz sera posible reducir la vulnerabilidad
global frente a nuevas pandemias y proteger
de forma mas eficaz la salud de la poblacion
mundial. No podemos obviar a los agentes in-
fecciosos que iran surgiendo y creando gran-
des amenazas a la poblacion global. Asi pues,
para evitar futuras amenazas debemos man-
tener la vigilancia y actuar rapidamente
frente a agentes infecciosos con potencial epi-
démico/pandémico mediante el desarrollo de
vacunas eficaces de control.

Los recientes brotes de enfermedad por
virus del Ebola registrados en Africa Central
durante 2026, atribuidos a la cepa Bundibugyo
y responsables de mas de 200 fallecimientos,
asi como los casos de infeccion por hantavirus
detectados en una embarcacion de recreo,
evidencian la persistente vulnerabilidad de las
poblaciones humanas frente a agentes pato-
genos emergentes y reemergentes. Estos
acontecimientos subrayan la necesidad de una
respuesta rapida y coordinada por parte de las
autoridades sanitarias y de los sistemas de vi-
gilancia epidemioldgica con el fin de contener
la propagacion de enfermedades potencial-
mente letales. En este contexto, resulta im-
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prescindible mantener un estado de alerta y
fortalecer las capacidades de prevencion, de-
teccion y respuesta ante futuras epidemias y
pandemias, cuya aparicion continGia siendo
una posibilidad real en un mundo cada vez
mas interconectado.
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