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Resumen

Hay un consenso general de que la Ginica manera de parar la pandemia causada por el
coronavirus SARS-CoV-2 es a través del desarrollo de una vacuna eficaz y segura. Varios
paises se han puesto manos a la obra para obtener una vacuna, y ya se han realizado
ensayos preclinicos y clinicos fases I/II que demuestran que algunas de las vacunas
inducen activacion de respuestas inmunes humorales y celulares que se pueden correla-
cionar con proteccién, pero aun no se ha demostrado que los candidatos vacunales
protejan frente al coronavirus. Nuestro grupo de Poxvirus y Vacunas del CNB-CSIC
inicio el desarrollo de una vacuna en enero de 2020 tan pronto como se publica la
secuencia completa (30.000 nucledtidos) del genoma del SARS-CoV-2. En este
articulo se describen los pasos que hemos seguido para desarrollar una vacuna frente
al SARS-CoV-2 utilizando como vehiculo transportador una variante de la vacuna
que se uso para erradicar la viruela, la enfermedad mas mortifera que ha padecido
la humanidad. Hemos desarrollado un candidato vacunal que expresa en el genoma del
virus vaccinia modificado de Ankara (MVA) la proteina completa S (Spike) y demostrado
en células en cultivo y en animales, una serie de propiedades que son importantes en
proteccion, como formacién de oligémeros, localizacion en membrana, alta estabilidad,
capacidad para inducir una amplia gama de respuestas inmunes, humorales con produc-
cion de anticuerpos neutralizantes frente al coronavirus, tipo de respuesta Thl, asi como
activacion de linfocitors T CD4+, CD8+, Tfh, Tregs, y de memoria especificos frente
al SARS-CoV-2. Hemos programado ensayos de eficacia en ratones humanizados y en
macacos, asi como ensayos clinicos fases I/II y III. Una empresa espafiola esta produciendo
el lote GMP de la vacuna que ya hemos patentado.

Abstract

There is a general consensus that the only way to stop the pandemic caused by the
coronavirus SARS-CoV-2 is through the development of an effective and safe vaccine.
Various countries have move forward to develop a vaccine, and currently a number of
preclinical and clinical trials phase I/II revealed that some of the vaccines triggered
activation of humoral and cellular immune responses that could be relevant in protec-
tion against the coronavirus, but it remains yet to demonstrated efficacy in the popula-
tion of any of the vaccines. Our group of Poxvirus and Vaccines at the CNB-CSIC
started with the development of a vaccine immediately after the full genome (30.000
nucleotides) sequence of the SARS-CoV-2 was published in January 10, 2020. In this
article we describe the steps that we have follow up to develop a vaccine candidate
using as a vector (vehicle) an attenuated strain of modified vaccinia virus strain (MVA)
expressing the full-length S (Spike) protein of SARS-CoV-2. We have demonstrated in
cultured cells and in animals (mice) that the vaccine fulfills relevant criteria to be
considered a candidate against COVID-19, like expression of the entire protein at the
cell membrane, formation of oligomers (trimers), high stability and ability to induce
neutralizing antibodies, a type of Thl response and induction of a wide spectrum of
SARS-CoV-2 specific T cells, like CD4+, CD8+, Tfh, Tregs and memory cells. We have
programmed efficacy studies in animals (humanized mice and macaques) and phase I/
IT and III clinical trials. The GMP lot is under production by an Spanish company and
a patent has been presented.
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INICIO DE LA VACUNA MVA-COVID19(S)

Cuando el 10 de enero de 2020 se publicé por cienti-
ficos chinos la secuencia completa del genoma de
alrededor de 30.000 nucledtidos del SARS-CoV-2
(1,2), y después de haber seguido las noticias en
China que indicaban la apariciéon de un nuevo virus,
perteneciente a la familia de los coronavirus, como
el causante de un sindrome agudo respiratorio severo
(SARS), rapidamente consideramos que deberiamos
de dirigir nuestra investigacion al desarrollo de una
vacuna contra este virus. Como el investigador del
laboratorio Juan Garcia Arriaza habia desarrollado
en los afios previos varias vacunas muy prometedoras
frente a otros virus emergentes, como chikungunya,
ébola y zika, fue la persona ideal para desempenar
dicha labor. Mi grupo lleva mds de 30 aios trabajando
en vacunas contra enfermedades emergentes, por
lo que era logico que el laboratorio de Poxvirus y
Vacunas del CNB-CSIC que dirijo se pusiera manos
a la obra. Lo primero fue considerar cual de los
antigenos del nuevo coronavirus podria ser el mejor
para inducir respuestas inmunes protectivas. Debido
a que el SARS-CoV-2 pertenece al género betacoro-
navirus, de los que 7 miembros infectan humanos y
solo tres (SARS-CoV-1, MERS y SARS-CoV-2) son
altamente patogénicos, consideramos que la mejor
opcion era focalizar como antigeno de eleccién a la
proteina S (Spike) que se proyecta desde la membrana
externa del coronavirus y que previamente se la habia
considerado como antigeno inductor de anticuerpos
neutralizantes en otros miembros de la familia (3). La
consideracion fue siapostar por la proteina completa o
bien modificada o utilizar alguna de sus partes, como
los dominios S1, S2 o el de unidn al receptor (RBD).
Pronto se supo que el receptor del SARS-CoV-2 era el
mismo que el del SARS-CoV-1, una proteina llamada
enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE2), y
cuyo dominio de unién en el virus se encuentra locali-
zado en el RBD, dentro de la region S1 (4). Decidimos
apostar por la proteina S completa, la misma que se
produce durante la infeccidn por el SARS-CoV-2.

DISENO DE LA VACUNA

Asi pues, lo primero fue disefiar en enero de 2020
el tipo de vacuna. En el laboratorio trabajamos con
la familia de poxvirus, que son virus con material
genético de ADN (unos 200.000 nucledtidos) amplia-
mente distribuidos en la naturaleza, y uno de sus
miembros ha sido el causante de la enfermedad mas
letal que ha padecido el ser humano, la viruela. Gracias
a la existencia de una vacuna y con un programa de
vacunacién masivo coordinado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), se consiguio erradicar
la viruela, y en 1980 la OMS declar¢ la eliminacién
completa de esta enfermedad en nuestro planeta.
Ello fue posible por la existencia de una vacuna
muy potente basada en un virus vaccinia replicativo
pero atenuado, que con una sola dosis de adminis-
traciéon por escarificaciéon consiguié producir una
inmunidad duradera contra la viruela. Esta vacuna
ha sido mejorada y hoy en dia hay otras vacunas de
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tercera generacion entre las cuales se encuentra la
vacuna atenuada basada en el virus vaccinia modifi-
cado de Ankara, méds conocido como MVA. De hecho
el MVA fue utilizado en la campana de erradicacion
de la viruela en Alemania en unas 120.000 personas,
sin efectos adversos. Las agencias reguladoras, FDA
(Food and Drug Administration) de EE.UU y la EMA
(European Medicinal Agency) han aprobado recien-
temente el uso de MVA como vacuna contra la viruela
(5), en el caso de que esta enfermedad apareciera por
acto bioterrorista. Candidatos vacunales basados
en MVA se estan utilizando en numerosos ensayos
clinicos de fases I/II frente a distintos patdgenos y
otras enfermedades (6, 7). La ventaja fundamental
es su alta atenuacidn, con una replicacion limitada
en células humanas sin producir progenie viral, una
gran seguridad, con la capacidad para incorporar
genes de otros agentes, alta estabilidad y altos niveles
de expresion de las proteinas recombinantes incorpo-
radas en su genoma. Nuestro grupo lleva muchos
aftlos utilizando vectores de poxvirus, particu-
larmente las estirpes MVA y NYVAC (New York
vaccinia virus) como candidatos vacunales frente a
multiples patégenos. De hecho hemos demostrado
con vectores de MVA que expresan antigenos de los
virus emergentes Ebola, chikungunya y zika, que
los candidatos vacunales confieren una alta protec-
cién (entre el 80 y el 100%) en animales inmuni-
zados con dichos vectores (8-13). También confieren
una alta eficacia en modelos animales frente a
malaria y leishmania (14, 15). Esta eficacia se debe
a que durante la inmunizacién con estas vacunas se
produce la activacién de los dos brazos del sistema
inmune, el que produce anticuerpos neutralizantes y
el que genera activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+
que actuan destruyendo a la célula infectada.

Basandonos en la generacion de otros recombinantes
de MVA que habiamos desarrollado en el labora-
torio, decidimos seguir una estrategia semejante,
para lo cual diselamos un vector plasmidico pCyA
que incorporara el gen completo de la proteina S
del SARS-CoV-2, utilizando la secuencia publicada
del genoma del SARS-CoV-2. Se realizé el disefio
y se envid a la empresa GeneArt (Thermo Fisher
Scientific) para que sintetizara el gen S dentro de
nuestro vector. Recibimos a mediados de febrero
de 2020 el vector plasmidico y Juan rdpidamente se
puso manos a la obra para amplificarlo, demostrar
que la secuencia era correcta, y que expresaba el gen
S con un tamano de proteina de 180 kDa. Esto se
hizo en experimentos de infeccién-transfeccion, que
realizamos para generar la vacuna MVA-COVID19.

GENERACION DE LA VACUNA

En los experimentos de infeccion-transfeccion, se
infectan células permisivas para MVA, como las
células DF-1 de pollo, a baja multiplicidad y luego
se transfectan con el plasmido conteniendo el gen S
(pCyA-S). Al cabo de 48-72 horas se inicia el proceso
de seleccion de clones recombinantes. La estrategia
consistié en utilizar un MVA conteniendo el gen
fluorescente GFP, por lo que unicamente las placas

239



236

ANALES RANM

de virus que son seleccionadas son aquellas que son
negativas para GFP pero positivas para el marcador
B-galactosidasa que lleva el plasmido pCyA-S. Este
proceso se repite durante multiples etapas, al menos
4 a 6, hasta seleccionar la placa de virus recombi-
nante definitiva que no expresa ninguno de los
marcadores por un proceso de recombinacion
homéloga, como venimos realizando en el labora-
torio. Asi, y tras mucho esfuerzo, Juan pudo
conseguir entre finales de marzo y principios de
abril la placa de virus correcta. Coincidié que
en una visita a mi laboratorio del CNB-CSIC, el
Ministro de Ciencia e Innovacién, Pedro Duque,
quedara impresionado cuando Juan le enseiié una
placa de seis pocillos indicdndole que ya habiamos
obtenido el candidato vacunal MVA-COVID19(S),
lo que fue muy bien recogido y anunciado por el
Ministro en rueda de prensa, “tuve la vacuna en mis
manos”. También Juan aislé otro candidato vacunal
MVA expresando la proteina S pero conteniendo
3 deleciones en el genoma viral para incrementar
la inmunogenicidad del vector vacunal [al que
llamamos MVA-A-COVID19(S)].

ENSAYOS PRECLINICOS

Habia ahora que demostrar que la vacuna cumplia
con una serie de requisitos, lo que se llevé a cabo en
cultivos celulares. Asi pues, lo primero fue producir
en grandes cantidades los stocks virales en células
DEF-1, para lo que se infectaron placas grandes de
150 mm (5 en el caso del P-2; stock de un extracto
de células infectadas en pase 2) y 30 placas en el caso
del P-3 (stock parcialmente purificado de pase 3). A
continuacion se demostré en células en cultivo, tanto
permisivas (de pollo) como no permisivas (humanas),
que la vacuna produce la proteina S completa, sin
mutaciones, forma oligdmeros (trimeros), estd
glicosilada, se localiza en la membrana de la célula
infectada, y la secuencia del gen S se mantiene
integrada de forma estable en el ADN del MVA
durante multiples pases sucesivos a baja multipli-
cidad de infeccién. Estos experimentos se llevaron a
cabo entre los meses de abril y mayo.

El siguiente paso, entre los meses de mayo y junio,
fue demostrar la inmunogenicidad de la vacuna en
un modelo experimental animal. Elegimos el ratén
C57BL/6 y llevamos a cabo un experimento con
grupos de ratones en el que comparamos el efecto
de la vacuna basada en el MVA expresando S, con y
sin deleciones, administrada en dos dosis separadas
por dos semanas; otro grupo inmunizado con ADN
expresando S, seguido al cabo de dos semanas de
una segunda dosis con MVA-S, con y sin deleciones;
y otro grupo control, infectado con el MVA parental
sin inserto. Al cabo de 10 dias después de la ultima
dosis, se sacrificaron los ratones y se obtuvo sangre
y el bazo para analizar la produccién de anticuerpos
en suero y la respuesta de células T en esplenocitos,
respectivamente. Los resultados obtenidos con el
suero de los distintos ratones son muy prometedores
y demostraron que la vacuna MVA-COVIDI19(S)
produce anticuerpos neutralizantes frente al virus

SARS-CoV-2 y contra seudoparticulas basadas en
lentivirus que contienen la proteina S, con altos
niveles de neutralizacion. También observamos que
en el bazo de los animales se producen células T con
capacidad para reconocer a una célula infectada por el
coronavirus SARS-CoV-2 y destruirla. Observamos la
activacion de células T CD4+, CD8+, células T CD4+
foliculares cooperadoras y CD4+ T reguladoras,
asi como células de memoria, especificas frente al
antigeno S. Todos estos resultados son muy promete-
dores y demuestran que la vacuna produce respuestas
inmunes que se consideran muy importantes en
proteccion (manuscrito enviado a publicacion).

La eficacia de la vacuna la demostraremos en un
modelo de ratéon humanizado que recibiremos a
finales del mes de julio. Este raton expresa el receptor
ACE2 humano lo que le hace susceptible frente a
la infeccién por el SARS-CoV-2. Inmunizaremos
los ratones durante los meses de agosto-septiembre
y en septiembre-octubre los infectaremos con el
SARS-CoV-2 en el centro de investigacion en sanidad
animal (CISA), del Instituto Nacional de Investiga-
ciéon y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), un
centro de alta seguridad con categoria NCB-3. De
forma adicional tenemos programado experimentos
en hamster y un ensayo en macacos para confirmar la
seguridad, inmunogenicidad y eficacia de la vacuna.
En junio se presentd la patente de la vacuna.

ENSAYOS CLINICOS

Para llevar a cabo los ensayos clinicos en humanos
lo primero que hay que hacer es la produccion de la
vacuna en condiciones de buenas practicas (GMP).
Con esa finalidad establecimos una colaboracion con
la empresa gallega CZ Vaccines, a la que transferimos
la vacuna en el mes de junio. Actualmente la empresa
estd desarrollando el plan de produccion para obtener
dosis suficientes, inicialmente para la realizacion de
los ensayos clinicos de fases I/II. Si todo va bien,
se podria iniciar la fase I a finales del afio 2020 y
continuar en 2021 la fase II en el primer trimestre del
afio, y la fase III a partir del verano de 2021. La fase
IIT de eficacia requiere de un numero considerable
de personas sanas pero expuestas al virus, principal-
mente personal sanitario y en lugares de riesgo, como
zonas con rebrotes y residencias de mayores.

DONDE ESTAMOS EN COMPARACION CON OTROS CANDIDATOS
VACUNALES

Aunque el proyecto lo iniciamos con recursos
previos propios, el Ministerio de Ciencia e Innova-
cion, a través del Instituto de Salud Carlos III lanzé
en el mes de marzo una iniciativa con 24 millones
de euros para estudiar como parar y controlar la
pandemia COVID-19. Esta financiacion ha ayudado
a que se hayan financiado mas de 130 proyectos de
investigacion en Espafia, aunque esta cantidad se
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queda reducida si la comparamos con la financia-
cion asignada por otros paises. S6lo en vacunas,
paises como EE.UU, China, Reino Unido, Alemania
y Francia han asignado cientos de millones en
la consecucion de una vacuna, con empresas
anadiendo miles de millones. En esta “carrera” por
la vacuna, los mds avanzados en el mes de julio son
dos vacunas, una producida en Oxford basada en un
adenovirus de chimpancé que expresa la proteina S,
y otra producida por la empresa americana Moderna
que expresa S mediante un ARNm sintético. Ambos
han demostrado en un nimero reducido de personas
y en fases clinicas I/II que la vacuna es segura y que
produce respuestas inmunes, con producciéon de
anticuerpos neutralizantes y activacion de linfocitos
T. Ambas vacunas ya han iniciado la fase III para
demostrar eficacia. Segun la OMS hay mas de 163
candidatos vacunales actualmente en desarrollo, los
cuales utilizan diferentes estrategias, como vacunas
basadas en virus completo atenuado o inactivado, en
otros vectores virales no relacionados, como MVA
o adenovirus, en forma de subunidades (proteina
viral o pseudoparticulas sin material genético) o
basadas en dcidos nucleicos (ARNm y ADN) que han
iniciado o estan a punto de iniciar las fases clinicas.
Cual de estas vacunas llegara a su fase final se verd
en el tiempo de pandemia. De momento no se ha
demostrado con ninguna de las vacunas su eficacia
clinica contra el SARS-CoV-2.

Es indudable que empresas con gran poder
econdémico conseguiran producir la vacuna para
cientos de millones de personas, aunque algunas ya
sefialan capacidad para producir miles de millones
de dosis, a través de consorcios con empresas en
distintos paises. En Europa se ha creado una asocia-
cion de paises, entre ellos Espafna, para obtener
suficientes dosis de la vacuna que demuestre
eficacia, sobre todo para personal expuesto como
son los sanitarios y personas mayores. De todos
modos, en Espafia no podemos permanecer al
margen en el desarrollo de vacunas, pues no
sabemos si las vacunas que van mds avanzadas
serdn las mds eficaces o si tendremos que esperar
la llegada de otras vacunas mas potentes. De hecho
ya hay una serie de grupos en Espana involucrados
en el desarrollo de vacunas que utilizan distintas
aproximaciones. Una limitacion importante es que
no disponemos de macacos en los dos centros de
experimentaciéon animal con nivel de seguridad
NCB-3 en Espafa, CISA en Madrid y CReSA en
Cataluna, lo que dificulta la rapidez con la que se
pueden realizar los experimentos requeridos por
las agencias reguladoras para obtener las aproba-
ciones necesarias para la realizacion de los ensayos
clinicos. La opcidn de ponerse en lista de espera en
otros centros internacionales con macacos, no solo
supone un retraso considerable, si no que dificulta la
progresion de las vacunas en nuestro pais.

Recientemente el gobierno espafol ha lanzado un
plan de choque para avanzar en la Investigacién y
Ciencia, incluyendo 1.056 millones de financia-
cién en varias categorias, como infraestructuras y
mejores facilidades de contratacién y estabilidad del
personal investigador, lo que se agradece en tiempos
de carencias.
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CONSIDERACIONES FINALES

Hay que tener en cuenta que la pandemia COVID-19
sigue extendiéndose en todos los continentes con
practicamente todos los paises afectados, con
una incidencia de infectados a 18 de julio de mas
de 14 millones y mas de 600.000 fallecidos, con
la continua aparicién de rebrotes, lo que exige
medidas de confinamiento y pérdidas econdmicas
enormes.

Indudablemente la vacuna es el remedio mas eficaz
de control, por lo que los paises mas avanzados tienen
el deber y la obligaciéon de contribuir al desarrollo
de medidas de contenciéon de la pandemia. Parece
probable que no habra una sola vacuna, si no varias
que se puedan administrar en distintos paises, al
margen de su riqueza. Por ello, varias organiza-
ciones mundiales, entre ellas GAVI y la Fundacién
Bill y Melinda Gates, estan recaudando fondos para
comprar las vacunas necesarias para administrarlas
en las zonas mas necesitadas y marginadas de nuestro
planeta. A la velocidad que se esta avanzando en el
desarrollo de vacunas (mas de 163 candidatos) y su
valoracion en ensayos preclinicos y clinicos, nos da
la confianza como para decir que si que tendremos
una o varias vacunas eficaces contra el SARS-CoV-2.
El poder de la “perseverancia’, caracteristica de los
cientificos y lema de nuestro laboratorio, servira
para seguir en la senda de la consecucion “si o si”
de la ansiada y deseada vacuna. Con esa finalidad
pondremos todos los medios y energia, con el deseo
de que se produzca una gran apuesta duradera por la
ciencia y la sanidad en Espana.
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