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Resumen 

El  virus de  la hepatitis C  (HCV)  es un  virus hepatotrópico  transmitido por  la  sangre que 

pertenece a la familia Flaviviridae y es el agente etiológico de la hepatitis C, la principal causa de 

cirrosis hepática y carcinoma hepatocelular. Tras la infección, la mayoría (75%) de los individuos 

desarrollará una infección crónica, mientras que solo una minoría (25%) podrá eliminar el virus 

de  forma  espontánea.  Los  parámetros  que  correlacionan  con  protección  aún  no  están  bien 

definidos y, a pesar de la alta efectividad de los nuevos antivirales de acción directa, que pueden 

llegar a curar a más del 95% de las personas infectadas, la infección por el HCV sigue siendo un 

problema de salud pública importante y no existe una vacuna disponible. 

Durante  los  últimos  30  años  de  investigación  del  HCV,  varias  aproximaciones  vacunales 

contra el HCV se han desarrollado y probado en ensayos preclínicos y clínicos. Entre ellos, se ha 

descrito un candidato vacunal contra el HCV basado en la cepa altamente atenuada de vaccinia 

MVA (Virus Vaccinia Modificado de Ankara), llamado MVA‐HCV, que generó respuestas amplias 

y  polifuncionales  de  células  T  CD8+  específicas  frente  al  HCV  en  ratones  inmunizados.  Sin 

embargo, se necesitan vacunas más eficientes y optimizadas frente al HCV. 

En  el  presente  trabajo  se  exploraron  varias  estrategias  vacunales  para  mejorar  la 

inmunogenicidad  del  candidato  vacunal  MVA‐HCV.  Por  un  lado,  se  generaron  dos  nuevos 

candidatos vacunales basados en MVA  con el objetivo de mejorar  la  respuesta del  interferón 

(IFN) tipo  I  inducida por MVA‐HCV. El primero, MVA‐HCV ΔC6L, contiene una deleción del gen 

C6L del virus vaccinia, que es un inhibidor de IFN tipo I. El segundo, MVA‐HCVmut, contiene una 

mutación puntual de aminoácido en la proteína NS3, que elimina su actividad inmunosupresora 

de IFN. Ambos candidatos vacunales se generaron con éxito y fueron inmunogénicos en ratones 

inmunizados,  aunque  ninguno  de  ellos mejoró  significativamente  las  respuestas  inmunitarias 

contra el HCV, en comparación con MVA‐HCV. 

Además, se generaron cuatro nuevos candidatos vacunales basados en replicones de ADN 

llamados DREP y dos nuevos candidatos vacunales basados en proteínas E2 recombinantes, que 

se caracterizaron in vitro e in vivo en combinación con MVA‐HCV. Con el régimen DREP/MVA, se 

obtuvieron  respuestas  inmunes  celulares  específicas  frente  al  HCV  potentes,  amplias, 

polifuncionales y duraderas, mientras que con el régimen E2/E2 se obtuvieron niveles altos de 

anticuerpos contra  la proteína E2 del HCV en ratones  inmunizados. Con el régimen MVA/E2 se 

consiguió  un  balance  de  ambas  respuestas.  Estos  hallazgos  revelan  que  la  combinación  de 

nuevas vacunas basadas en DREP y proteína E2 con MVA‐HCV son formas efectivas de potenciar 

las  respuestas  inmunes  humoral  y  celular  frente  al HCV,  estableciendo  estrategias  vacunales 

prometedoras contra la hepatitis C.   
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Abstract 

Hepatitis  C  virus  (HCV)  is  a  blood‐borne  hepatotropic  virus  that  belongs  to  the  family 

Flaviviridae  and  is  the  etiological  agent  of  hepatitis  C,  the major  cause  of  liver  cirrhosis  and 

hepatocellular carcinoma. Upon infection, the majority (75%) of individuals will develop chronic 

infection while only a minority (25%) will be able to spontaneously clear the virus. The correlates 

of protection  are  still not well defined,  and despite  the high  efficacy of  the  newly  approved 

direct‐acting antivirals, which can cure more than 95% of people, HCV  infection still remains a 

major public health and there is no a vaccine available.  

During the last 30 years of HCV research, several approaches of vaccines against HCV have 

been developed and tested in preclinical and clinical trials. Among them, it has been described a 

HCV  vaccine  candidate  based  on  the  highly  attenuated  vaccinia  virus  strain MVA  (Modified 

Vaccinia Virus Ankara), termed MVA‐HCV, which elicited broad and polyfunctional HCV‐specific 

CD8+ T  cell  responses,  in  immunized mice.  However, more  efficient  and  optimized  vaccines 

against HCV are needed. 

In  this work,  several vaccine  strategies were explored  to enhance  the  immunogenicity of 

the MVA‐HCV vaccine  candidate. On  the one hand,  two new MVA‐based vaccines  candidates 

were generated with the aim of improving the type I interferon (IFN) response elicited by MVA‐

HCV. The first one, MVA‐HCV ΔC6L, contains a deletion of the vaccinia virus C6L gene, which is a 

type I IFN inhibitor. The second one, MVA‐HCVmut, contains a point aminoacid mutation in NS3 

protein  that  abolishes  its  immunosuppressive  IFN  activity.  Both  vaccine  candidates  were 

successfully  generated  and  were  immunogenic  in  immunized mice,  although  none  of  them 

significantly improved the immune responses against HCV, in comparison to MVA‐HCV.  

In addition, four novel DREP‐based replicon vaccine candidates and two novel E2 protein‐

based vaccine candidates were generated and characterized in vitro and in vivo in combination 

with  MVA‐HCV.  With  DREP/MVA  regimen,  potent,  broad,  polyfunctional  and  durable  HCV‐

specific T cellular  immune responses were elicited, while high  levels of antibodies against HCV 

E2  protein were  obtained with  E2/E2  vaccination  in  immunized mice.  The MVA/E2  regimen 

induced a balance of both responses. These findings reveal that the combination of novel DREP‐

based HCV and E2 protein vaccines with MVA‐HCV are effective ways  to potenciate  the HCV‐

specific T cellular and humoral  immune responses against HCV, establishing promising vaccine 

strategies against hepatitis C. 
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 1. INTRODUCCIÓN

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Hepatitis C 

Desde el siglo VIII a.C. y a  lo  largo de  la historia el ser humano se ha referido en miles de 

ocasiones a una enfermedad que produce  ictericia en humanos, pero  los agentes causantes de 

la misma  se  desconocían.  Finalmente,  en  el  año  1963  se descubrió  el  virus  de  la hepatitis B 

(HBV),  y  en  1973  el  virus  de  la  hepatitis A  (HAV)  y,  desde  entonces,  los  científicos  pudieron 

detectar ambos virus y diagnosticar  las hepatitis causadas por ellos  [1]. Sin embargo, en 1974 

Prince y colaboradores, del Centro de Sangre de Nueva York, describieron  la presencia de otro 

agente  infeccioso que causaba hepatitis muchos años después de una transfusión sanguínea y 

que no era ni el HAV ni el HBV y que era el agente causante de la mayoría de las hepatitis post‐

transfusión  (71%  de  los  casos)  [2].  Poco  después,  Feinstone  y  colaboradores  describieron  un 

agente infeccioso similar [3], que desde entonces empezó a llamarse “virus de la hepatitis no A‐

no B”  [4–8].  Entre  1978  y  1984  se  desarrollaron unos  30  análisis diferentes  para detectar  el 

agente  causante  de  las  hepatitis  no  A‐no  B,  pero  ninguno  era  suficientemente  sensible, 

específico  ni  reproducible  [8].  Finalmente,  en  1989  el  grupo  del  Dr. Michael  Houghton,  en 

Canadá, identificó mediante clonaje molecular el virus de la hepatitis C (HCV; del inglés Hepatitis 

C virus) como el agente causal de dicha enfermedad [9]. 

1.1.1. Enfermedad 

La hepatitis C es la enfermedad causada por el HCV, un virus que infecta exclusivamente a 

humanos  y  chimpancés.  En  2015 más  de  71 millones  de  personas  en  el mundo  vivían  con 

hepatitis C crónica, con 400.000 muertes anuales debidas a enfermedades relacionadas con  la 

infección por el HCV [10]. El HCV es el principal causante de cirrosis hepática y hepatocarcinoma, 

las  causas  más  frecuentes  de  trasplante  hepático  en  América,  Europa  y  Japón  [11].  La 

transmisión del HCV es por  contacto directo  con  sangre  contaminada, aunque  también  se ha 

descrito que en menor medida puede haber contagio de madre a hijo y por relaciones sexuales 

sin protección  [12–14]. Antes de conocerse el agente etiológico de  la enfermedad, el virus  se 

dispersaba  a  una  gran  velocidad  entre  la  población  debido  a  la  reutilización  de  agujas mal 

esterilizadas  y a  las  transfusiones  sanguíneas que  se  realizaban  sin  chequear  la presencia del 

virus.  Cuando  estos  controles  se  establecieron  a  principios  de  los  años  90  y  las  condiciones 

higiénicas en hospitales mejoraron,  se pudo  reducir  considerablemente el número de nuevas 

infecciones diarias. Sin embargo, actualmente,  la enfermedad es un problema de salud global 

que es particularmente prevalente en países en vías de desarrollo debido a la falta de recursos y 
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en  países  desarrollados  entre  la  población  de  consumidores  de  drogas  de  administración 

intravenosa, los cuales están aumentando en número durante los últimos años [15].  

Tras  la  infección  por  el  HCV,  la  enfermedad  puede  cursar  de  2  formas  distintas 

dependiendo del  fondo genético,  la  raza  y el  sexo  [16–18]. Por un  lado, en el 20‐30% de  los 

casos el paciente resuelve la infección espontáneamente, normalmente durante  los primeros 6 

meses  de  infección,  periodo  durante  el  cual  se  padecen  síntomas  de  enfermedad  leves  e 

inespecíficos. Por otro lado, en alrededor del 70% de los casos, tras esta fase aguda de infección, 

el virus finalmente vence al sistema inmune y la enfermedad progresa hacia un estadío crónico. 

El diagnóstico de esta etapa se basa en la presencia del virus en sangre durante más de 6 meses 

[19]. El resultado de esta etapa crónica es altamente variable, ya que puede englobar desde una 

ausencia  total  de  enfermedad  hepática  hasta  una  severa  inflamación  en  el  hígado  que  en 

algunos casos derivará a cirrosis hepática y hepatocarcinoma [20,21]. La gravedad de esta etapa 

crónica es muy variable entre individuos y normalmente tarda décadas en manifestarse. Algunos 

factores que aumentan la gravedad de la enfermedad son la coinfección del HCV con el virus de 

la  inmunodeficiencia  humana  (HIV),  la  obesidad,  el  alcoholismo  y  la  enfermedad  renal  o  la 

fibrosis hepática [22], mientras que algunos factores asociados con la resolución espontánea de 

la enfermedad son  la raza  (en blancos es más probable que en negros)  [23],  la edad (jóvenes) 

[24], el género  (mujeres sobre hombres)  [25],  los polimorfismos de  interleuquina 28B  (IL‐28B) 

[26–29],  los  niveles  de  IL‐12  [30,31]  y  algunos  alelos  del  sistema  del  antígeno  leucocitario 

humano (HLA) de clase I y II [32,33]. 

1.1.2. Virus de la hepatitis C 

El HCV es un virus envuelto de entre 40 y 60 nm de diámetro que pertenece a  la  familia 

Flaviviridae, género Hepacivirus (Figura 1A). Su genoma de 9600 nucleótidos está en forma de 

ARN de cadena sencilla y polaridad positiva, y se compone de 2 regiones no codificantes en los 

extremos  5´  y  3´,  implicadas  en  la  replicación  y  traducción  del  virus,  y  una  gran  región 

codificante central que da  lugar a una poliproteína de 3000 aminoácidos. Esta poliproteína es 

traducida y posteriormente procesada por proteasas celulares y virales. Comenzando desde el 

extremo N‐terminal, las proteasas celulares procesan la poliproteína viral liberando las proteínas 

Core,  E1,  E2  y  p7.  A  continuación,  se  libera  la  proteína  NS2  que  es  una  autoproteasa  y 

finalmente  la  proteína  NS3  junto  a  su  cofactor  NS4a  terminan  de  procesar  la  poliproteína 

generando  las  proteínas NS4b, NS5a  y NS5b  [22,34]  (Figura  1B).  La  superficie  del  virus  está 

constituida por una envoltura lipídica donde se encuentran las glicoproteínas E1 y E2, que están 

encargadas de  los primeros pasos del  ciclo  infectivo del HCV. Debajo de  la bicapa  lipídica  se 

encuentra  la nucleocápsida viral  formada por  la proteína Core, y dentro de ésta  se  localiza el 
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genoma del virus. Las funciones más destacadas de las diferentes proteínas estructurales (Core, 

E1, E2 y p7) y no estructurales  (NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a y NS5b) del HCV se  indican en  la 

Tabla 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Virus de la hepatitis C. (A) Criomicroscopía electrónica del HCV. Imágenes de partículas 

virales del HCV a un aumento de 78,000X y representativas de 3 tamaños  (50–60, 61–70 y >71 

nm).  Obtenidas  por  Catanese  y  colaboradores  [35].  (B)  Esquema  del  genoma  del  HCV  y  del 

procesamiento  de  la  poliproteína  viral.  Se  indica  el  genoma  de  ARN  del  HCV,  así  como  el 

procesamiento  de  la  poliproteína  en  las  diferentes  proteínas  estructurales  y  no  estructurales 

maduras. Las flechas rectas presentes entre las proteínas Core, E1, E2, p7 y NS2 indican el corte 

por proteasas celulares. Las flechas curvas indican los cortes realizados por NS2 (flecha continua) 

y NS3 (flechas discontinuas). NC: No codificante. Adaptado de [36]. 

 

Proteína  Funciones más destacadas 

Core  Unión al ARN y formación de la nucleocápsida viral. 

E1  Glicoproteína, chaperona de E2. 

E2  Glicoproteína, unión a receptores celulares, se asocia con E1. Principal diana 
de anticuerpos. 

p7  Canal iónico, viroporina involucrada en la formación del virus. 

NS2  Autoproteasa, componente de la proteasa NS2‐NS3. 

NS3 
Dominio  N‐terminal  con  actividad  proteasa.  Dominio  C‐terminal  NTPasa  y 
helicasa. Potente inhibidor de la respuesta de interferón (IFN). 

NS4a  Cofactor de NS3. 

NS4b  Forma estructuras de membrana. 

NS5a  Fosfoproteína. Proteína de unión al ARN. 

NS5b  ARN polimerasa dependiente de ARN. 

Tabla 1. Proteínas del HCV y sus funciones más importantes. Adaptado de [12,22,37]. 

 

El  ciclo  de  replicación  del  virus  ocurre  principalmente  en  el  citoplasma  de  las  células 

hepáticas, y el ensamblaje y la liberación de las partículas virales se llevan a cabo a través de los 

ARN del HCV (9600 nucleótidos)

bCore E1 E2 
p7

NS2 NS3
NS4a

NS4 NS5b NS5a

Región estructural Región no estructural

Traducción y maduración

A 

B 
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mecanismos secretores de lipoproteínas [4,38]. También se ha descrito la presencia del HCV en 

otras  células,  como  células mononucleares  de  sangre  periférica  (PBMCs),  células  dendríticas 

(DCs)  o  células  del  sistema  nervioso  central  [39–42].  El  virus  utiliza  diferentes  receptores 

celulares para entrar en la célula, entre ellos el CD81, el receptor secuestrador de clase B y tipo 

I,  las claudinas de tipo  I y  las ocludinas [43,44]. En sangre, el HCV se asocia a  lipoproteínas de 

baja y muy baja densidad adoptando formas lipovirales cuyos receptores respectivos también se 

encuentran en los hepatocitos [45,46]. 

A diferencia del HIV, el HCV no se integra en el genoma humano, y a diferencia del HBV, el 

HCV  no  forma  minicromosomas  virales  que  establezcan  una  infección  persistente  [47].  Sin 

embargo, el HCV es bastante eficiente estableciendo una  infección crónica, evadiendo de una 

manera muy efectiva al sistema inmune [48,49].  

El HCV es capaz de causar enfermedad crónica en aproximadamente el 70% de los casos sin 

que el sistema  inmune pueda contrarrestarlo [4]. Además, su replicación es  llevada a cabo por 

una ARN polimerasa dependiente de ARN (proteína NS5b) que carece de actividad correctora de 

errores de lectura, y que genera en promedio 1 mutación por cada ciclo de replicación, lo que la 

convierte en una de las ARN polimerasas virales con mayor tasa de mutación (10‐4 sustituciones 

por ronda de replicación) [50], y es la responsable de la elevada variabilidad del HCV (10 veces 

más  variable  que  el  HIV)  [20,51–53].  Debido  a  esto,  podemos  encontrar  hasta  7  genotipos 

distintos del HCV (1‐7), con unas diferencias en la secuencia de nucleótidos del genoma de hasta 

el 30%. Asimismo, dentro de cada genotipo existen varios subtipos (por ejemplo, el genotipo 1 

incluye los subtipos 1a y 1b) y una gran variedad de aislados (hasta 67 en total) que difieren en 

un  15%  entre  ellos.  La  distribución  de  los  genotipos  no  es  homogénea,  ya  que  algunos  son 

epidémicos  (como el 1a, 2a, 2b y 3a), mientras que otros  son endémicos y  su distribución  se 

encuentra  limitada  a  ciertas  regiones,  como  por  ejemplo  el  genotipo  5  que  se  encuentra 

principalmente en Sudáfrica (Figura 2). El genotipo más común es el 1, responsable del 46.2% de 

los  casos  de  hepatitis  C,  seguido  del  genotipo  3  (30.2%)  [18].  Toda  esta  elevada  variabilidad 

genómica, sumado a su alta capacidad de  replicación con una producción de 1012 viriones por 

día  [54],  hace  que  el  HCV  se  encuentre  dentro  de  su  huésped  como  una  población  muy 

heterogénea de genomas muy relacionados entre sí, con una homología superior al 98%, y que 

se denominan cuasiespecies [55–57].  

La  variabilidad  genética  del HCV  no  es  equitativa  a  lo  largo  de  su  genoma,  sino  que  se 

concentra principalmente en 3 regiones altamente variables denominadas HVR1, HVR2 y HVR3 

(del inglés, Highly Variable Region) y que se localizan en el gen que codifica la proteína E2 de la 

envoltura  [58].  Esta  variabilidad  tiene  importantes  consecuencias  en  el  curso de  la  infección, 

siendo mayor en la fase aguda donde el virus se replica con una alta tasa, duplicando su número 
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cada día y generando una población altamente heterogénea que facilita el escape del virus ante 

la presión del sistema inmune tanto celular como humoral, lo que conlleva el establecimiento de 

una  infección crónica donde  las células T presentan un  fenotipo exhausto y el virus es menos 

variable [59,60]. Una respuesta inmune celular o humoral débil, dirigida contra pocos epítopos, 

o  con  células  defectuosas  en  su  capacidad  de  proliferación  o  secreción  de  citoquinas 

probablemente conducirá a la fase crónica de la enfermedad [61–63]. Por tanto, la inducción y/o 

mantenimiento  de  células  T  específicas  o  anticuerpos  frente  al  virus  podría  representar  un 

enfoque terapéutico prometedor.  

 

Figura  2.  Distribución  y  prevalencia  del  HCV. Mapa mundial  indicando  la  distribución  de  los 

genotipos 1‐6 del HCV junto a la prevalencia en los distintos países. Adaptado de [64]. 

 

1.1.3. Tratamiento antiviral 

  Tras más de 30 años de estudios y esfuerzos por entender el HCV y la enfermedad causada 

por éste, se han aprobado finalmente medicamentos antivirales altamente efectivos que curan 

más del 95% de  las  infecciones. Previo al desarrollo de  los mismos,  la terapia estándar para el 

tratamiento de la hepatitis C era la combinación de interferón alfa (IFN‐α) pegilado y ribavirina, 

pero no eran del todo efectivos y su administración conllevaba graves efectos secundarios [65]. 

Sin embargo, desde el año 2011 se han  ido aprobando diferentes tipos de fármacos antivirales 

que combaten muy efectivamente la infección por el HCV tras 8‐12 semanas de tratamiento por 

vía oral, consiguiéndose niveles  indetectables de ARN viral  tras el  tratamiento. Además, estos 

medicamentos funcionan en personas con cirrosis hepática avanzada y con daño renal, siendo 

bien tolerados y sin apenas efectos secundarios [66,67]. Por otro  lado, el tratamiento antiviral 
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reduce las tasas de morbilidad y mortalidad debidas a las secuelas de la infección, mejorando así 

la calidad de vida de los pacientes curados [68–70]. 

Estos medicamentos antivirales incluyen principalmente inhibidores de la proteasa NS3/4a, 

de  la  fosfoproteína  NS5a  y  de  la  polimerasa  NS5b,  y  se  administran  mediante  diferentes 

combinaciones dependiendo de  la  situación de  cada paciente  y del genotipo  con el que está 

infectado.  Los  distintos  genotipos  presentan  diferencias  en  patogénesis  y,  por  tanto,  en  la 

respuesta  frente a  la  terapia antiviral  [37], aunque  los antivirales más  recientes ya  tienen un 

espectro pangenotípico, siendo efectivos frente a todos los genotipos del HCV [66].  

Tras la prometedora oleada de estos nuevos antivirales de acción directa y su alta eficacia 

en pacientes en distintos estadios de la infección, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha 

propuesto el año 2030 como  fecha para  reducir en un 90%  las nuevas  infecciones por el HCV 

[71].  Sin  embargo,  los  tratamientos  antivirales  no  siempre  funcionan  y  están  lejos  de  ser  la 

solución definitiva al HCV por varios motivos. La primera razón es que no curan al 100% de  las 

personas  infectadas,  existiendo  pacientes  donde  surgen  virus  mutantes  resistentes  a  los 

diferentes antivirales y que en un futuro podrían representar  las cepas virales más prevalentes 

[72,73]. La segunda razón es que  la  infección por el HCV es silenciosa y no presenta síntomas, 

por  lo  que  sólo  se  diagnostican  el  50%  de  las  personas  infectadas,  y  en  muchos  casos  el 

diagnóstico y tratamiento ocurre cuando ya hay un gran daño hepático y severas complicaciones 

derivadas de la infección crónica [74]. A esto se suma que los grupos de personas de alto riesgo 

(población en países subdesarrollados y usuarios de drogas por vía  intravenosa) normalmente 

no  acuden  al  médico,  continuando  infectando  a  otras  personas  y  contribuyendo  a  la 

propagación de la infección. Tercero, el tratamiento con estos antivirales es costoso, y solo una 

pequeña proporción de  las personas  infectadas  tienen  acceso  al mismo,  siendo  imposible en 

países en vías de desarrollo donde hay una alta prevalencia del HCV [75]. Cuarto, los antivirales 

no protegen  frente a reinfecciones por el HCV, especialmente comunes en personas que usan 

drogas inyectables [76]. Quinto, la eliminación del virus no significa que no haya riesgo de sufrir 

cáncer hepático, siendo el HCV una de las principales causas de trasplantes de hígado [77]. Por 

último,  estos  tratamientos  no  son  aptos  para  niños menores  de  12  años  y  en  la  población 

pediátrica hay más de 11 millones de personas infectadas por el HCV [66,78].  

Por  tanto,  el HCV  está  lejos  de  ser  erradicado,  y  su  prevalencia  y  contagio  lejos  de  ser 

controlados. En la historia de la humanidad, ninguna enfermedad infecciosa ha sido curada con 

tratamiento antiviral, mientras que esto  sí ha  sido posible  con una vacuna. De esta  forma,  la 

única  solución  para  erradicar  el  problema  de  salud  mundial  que  representa  el  HCV  es  el 

desarrollo de una vacuna profiláctica o terapéutica efectiva. 
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1.1.4. Vacunas  

En un 30% de  las personas  infectadas por el HCV el sistema  inmune es capaz de vencer  la 

infección y eliminar el virus del organismo [20], demostrándose, por tanto, que la generación de 

una vacuna contra el HCV capaz de estimular el sistema inmune y de controlar la infección viral 

sería una aproximación totalmente factible. Estudios en chimpancés y humanos han mostrado 

claras evidencias de una respuesta inmune protectora frente al virus tras una segunda infección 

o tras  la administración de distintos candidatos vacunales [79–81]. Además, se ha demostrado 

que  tras  resolver  una  primera  infección  por  el  HCV  hay  más  probabilidades  de  vencer 

subsecuentes  infecciones [81–86]. Sin embargo, pese a  los grandes esfuerzos realizados y a  los 

numerosos ensayos preclínicos y clínicos  llevados a cabo, aún no se ha conseguido una vacuna 

efectiva contra el HCV. 

Actualmente, se sabe que una vacuna  frente al HCV debe generar una potente respuesta 

inmune celular,  tanto de células T CD4+ como CD8+, ya que chimpancés que habían eliminado 

satisfactoriamente una primera infección con el HCV fueron incapaces de controlar una segunda 

infección tras la depleción de ambos tipos celulares, a diferencia de aquellos chimpancés en los 

que no hubo depleción  [87,88]. Además,  la pérdida de avidez por el antígeno por parte de  las 

células T CD4+ dio  lugar a un defecto en mantener una alta magnitud de células T CD8+, por  lo 

que ambas poblaciones deben estar presentes y ser funcionales. 

Una de las principales dificultades a las que se enfrenta el sistema inmune cuando combate 

el HCV es su elevada variabilidad genética. Por  lo  tanto,  la  respuesta  inmune celular debe ser 

amplia, es decir, estar dirigida frente a varias proteínas del HCV para evitar el escape mutacional 

por parte del virus, y reconocer diferentes genotipos, para que sea una respuesta universal [53]. 

En  individuos que  resolvieron  la  infección se encontraron células T CD4+  reactivas  frente a 14 

epítopos  distintos  del  HCV  [89]  y  en  chimpancés  que  también  resolvieron  la  infección  se 

encontraron células T CD8+ que reconocían hasta 9 epítopos distintos [90]. 

Adicionalmente,  una  vacuna  eficaz  debe  generar  una  respuesta  inmune  celular 

polifuncional, es decir, que tanto  las células T CD4+ como  las CD8+ sean capaces de secretar al 

mismo tiempo varias citoquinas, sobre todo IFN‐γ, IL‐2 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF‐

α)  [53,81,85],  y  de  tener  una  alta  capacidad  proliferativa  y  de  degranulación  (liberación  de 

granzimas  y  perforina)  [53].  De  hecho,  una  respuesta  inmune  celular  débil,  poco  amplia  y 

disfuncional es una marca distintiva de infecciones crónicas [91–93].  

Por último, para que una vacuna  frente al HCV pueda proteger de  futuras  infecciones,  la 

respuesta  inmune debe ser capaz de generar células de memoria [87], siendo un marcador de 
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pronóstico  de  resolución  espontánea  la  presencia  temprana  de  células  T  CD8+  que  expresen 

altos niveles de CD127 [94,95]. 

Las típicas vacunas antivirales, como  la del HBV, se basan en  la generación de anticuerpos 

que proveen inmunidad frente a reinfecciones [20]. Sin embargo, el papel de los anticuerpos en 

la eliminación del HCV es objeto de controversia. Por un lado, se ha descrito que chimpancés y 

humanos son capaces de eliminar el virus sin la presencia de anticuerpos detectables en sangre 

[96,97], y pacientes con deficiencia de anticuerpos (hipogammaglobulinemia) también pudieron 

eliminar  el  virus  [98].  Sin  embargo,  algunos  estudios  avalan  la  importancia  de  la  respuesta 

inmune  humoral  en  la  infección  frente  al  HCV,  habiéndose  detectado  y  aislado  anticuerpos 

neutralizantes, principalmente frente a la proteína E2, en pacientes que resolvieron la infección 

[99–102]. 

Por  otro  lado,  la  respuesta  inmune  innata  también  parece  jugar  un  papel  clave  en  la 

respuesta  antiviral  frente  al  HCV.  De  hecho,  varias  proteínas  del  HCV  tienen  una  potente 

actividad  inhibitoria del sistema  inmune  innato, en particular  la proteína NS3,  la cual bloquea 

muy eficientemente la respuesta del IFN y la función de las células NK (del inglés, Natural Killer) 

[49,103,104]. Las células NK son especialmente abundantes en el hígado y posiblemente juegan 

un papel fundamental en el resultado de la infección. Se ha descrito que la presencia de células 

NK que expresan el marcador de activación NKp30 correlaciona con protección, sugiriendo que 

la  activación  de  las  células  NK  y  la  citotoxicidad  que  éstas  ejercen  sobre  los  hepatocitos 

infectados  producen  la  liberación  de  antígenos  del  HCV  al medio  que  llegan  a  los  ganglios 

linfáticos donde se presentarán a  las DCs  [22,105]. Las DCs, por su parte, son consideradas el 

principal nexo entre  la  inmunidad  innata y  la adaptativa. Sin embargo,  la  respuesta  innata es 

más difícil de incluir en las vacunas, ya que es inespecífica, pero puede potenciarse con el uso de 

adyuvantes o moléculas estimuladoras del sistema inmune innato. 

En  resumen,  para  que  una  vacuna  frente  al  HCV  sea  eficaz  debe  activar  los  distintos 

componentes del sistema inmune descritos anteriormente, obteniéndose así un efecto sinérgico 

entre ellos. Además, debe ser barata, estable, fácil de fabricar, transportar, almacenar y efectiva 

a largo plazo para que sea capaz de prevenir las reinfecciones. 

Las principales limitaciones que existen en el desarrollo de vacunas frente al HCV son: 

1.    Alta  diversidad  genómica:  Dificulta  el  diseño  de  una  vacuna  universal  frente  a  los 

diferentes genotipos del HCV [20,106]. 

2. Carencia de un modelo animal y un sistema de cultivo in vitro apropiados: El HCV solo 

infecta  a humanos  y  chimpancés. Gran parte del  conocimiento que  tenemos hoy  en día 

sobre  el  HCV  y  la  infección  por  este  virus  procede  de  experimentos  realizados  en 

chimpancés.  Sin  embargo,  hoy  en  día  la  experimentación  con  ellos  está  prohibida  por 
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razones éticas [107]. Aunque se han desarrollado varios modelos de  infección  in vitro e  in 

vivo  (sobre  todo  en  modelos  de  ratones  humanizados),  todos  presentan  importantes 

limitaciones  que  dificultan  el  estudio  del  ciclo  de  replicación  del HCV  y  de  la  respuesta 

inmune natural frente al mismo [21]. Además, es éticamente difícil la obtención de biopsias 

de hígados en pacientes, pues es una técnica muy invasiva y poco práctica que ha sido poco 

a poco sustituida por otras técnicas menos invasivas [20,22]. 

3. Dificultades en encontrar pacientes y programas de diagnóstico adecuados: Existe una 

gran dificultad para encontrar y estudiar pacientes en estadios  tempranos de  la  infección 

dada  la asintomatología de  la enfermedad durante  las primeras décadas de  infección. Por 

otro  lado, hay dificultad para  establecer programas de diagnóstico  efectivos debido  a  la 

existencia  de  “grupos  de  alto  riesgo  invisibles”,  que  son  generalmente  personas 

drogadictas, que no  suelen  acudir  al médico. Un  estudio  reciente  afirma que de  toda  la 

población  infectada por el HCV en países desarrollados, solo el 34% de  los pacientes son 

relativamente fáciles de diagnosticar y seguir durante el curso de la infección [108,109]. 

4. Falta de  conocimiento de  los parámetros del  sistema  inmune que  correlacionan  con 

protección y gran complejidad de la respuesta inmune frente al HCV: Todavía no se sabe 

con precisión qué parámetros exactos previenen a unas personas de la infección crónica y a 

otras no [15,110].  

5. Falta de conocimiento y de una estructura cristalográfica completa de la proteína E2: La 

glicoproteína E2 de la envoltura del HCV es una proteína transmembrana de tipo I que está 

considerada  la  principal  diana  de  anticuerpos  y,  por  tanto,  ha  sido  el  foco  de  grandes 

esfuerzos  para  diseñar  una  vacuna  profiláctica  frente  al  HCV  [102,111].  Keck  y 

colaboradores describieron por primera vez  la presencia de 3 dominios  inmunogénicos en 

E2,  similares a  los dominios estructurales de otras glicoproteínas de  flavivirus  [112–114]. 

Estos  dominios,  designados  A,  B  y  C,  fueron  determinados  basándose  en  la  unión  de 

anticuerpos monoclonales  aislados  de  humanos,  y  posteriormente  se  expandieron  para 

incluir los dominios antigénicos D y E [115,116]. Además, en esta proteína se encuentran las 

regiones  hipervariables  HVR1,  HVR2  y  HVR3,  donde  HVR1  (que  comprende  desde  los 

residuos 384 a 409 [117]) es el motivo  inmunodominante frente al cual surgen  la mayoría 

de las mutaciones de escape durante el curso de la infección [99,111,118,119]. Además de 

la  gran  variabilidad  dentro  de  esta  región,  también  hay  un  alto  grado  de  flexibilidad 

estructural  dentro  de  la  proteína,  que  produce  la  generación  de  un  elevado  número  de 

anticuerpos no neutralizantes [120]. Por último, E2 presenta una cara no neutralizante y se 

oculta bajo una capa de glicanos y lipoproteínas de sangre (sobre todo la apolipoproteína E) 
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que la hacen  inaccesible a anticuerpos. Igualmente, el virus puede transmitirse de célula a 

célula sin pasar por el medio extracelular [16], pasando desapercibido para los anticuerpos. 

  La  información estructural de  la proteína E2 del HCV y de sus  regiones antigénicas de 

interés aún queda por dilucidar. Hasta el momento, solo hay descritas 2 estructuras de alta 

resolución [121,122], que se obtuvieron a partir de la cristalización de la proteína truncada 

tanto  en  el  extremo  N‐  como  C‐terminal.  Por  tanto,  aunque  estas  estructuras  han 

proporcionado  información  valiosa,  en  realidad  representan  una  proteína  E2  que  está 

parcialmente  glicosilada,  que  ha  sido  truncada  en  ambos  extremos  y  con  importantes 

modificaciones en  su  región HVR2, que es necesaria para el  correcto plegamiento de E2 

[123]. Además, estos datos estructurales no incluyen la proteína E1. E2 requiere de E1 para 

su  correcto  plegamiento  [16,124],  y  viceversa,  aunque  algunos  estudios  sugieren  que  el 

ectodominio de E2 podría comportarse como una unidad con plegamiento  independiente 

[125].  E1  es  otra  glicoproteína de membrana de  tipo  I  cuya  expresión, procesamiento  y 

plegamiento ocurren a la par de E2 [126–129]. La función y estructura de E1 tampoco están 

bien definidas [130], aunque se sabe que tiene un papel importante en la fusión viral [131–

133] y es antigénica  [134,135]. Los modelos actuales muestran que E1 es una chaperona 

que ayuda en el plegamiento y en  la funcionalidad de E2 [126,136], presentándose ambas 

en membrana como heterodímeros o  trímeros de heterodímeros  [137,138] y asociados a 

complejos lipoproteicos [35,139,140]. Todo esto dificulta el diseño de vacunas dirigidas a la 

formación de anticuerpos  frente a zonas conservadas de E2 o de antivirales que eviten  la 

entrada del virus en la célula. 

6.  Falta  de  financiación:  Debido  al  desarrollo  de  los  nuevos  antivirales,  muchas 

fundaciones,  gobiernos  y  entidades  públicas  y  privadas  no  consideran  necesaria  la 

continuidad de  la  investigación en hepatitis C, por  lo que se han hecho graves recortes en 

financiación. Por ejemplo,  las muertes producidas por el HCV superan a  las del HIV desde 

hace décadas, pero  la  financiación  conjunta para hepatitis B  y C  es menos del 5% de  la 

financiación dedicada al HIV/SIDA [15,20]. Además, solo una pequeña parte de este dinero 

está dedicado a estudios inmunológicos, lo que dificulta la generación de vacunas frente al 

virus [20]. 

 

Aunque  hasta  la  fecha  se  hayan  evaluado  en  fase  clínica  múltiples  candidatos  y 

combinaciones vacunales frente al HCV con fines profilácticos y/o terapéuticos, solo unos pocos 

de  ellos  han  progresado  a  fase  II  (Figura  3).  En  ellos  se  han  seguido  principalmente  dos 

estrategias:  la primera de ellas  consiste en estimular  la generación de una  respuesta  inmune 

celular frente a las proteínas no estructurales del HCV. Dentro de ésta, destaca un ensayo clínico 
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profiláctico de  fase  II  (número de referencia: NCT01436357) que  finalizó en agosto del 2018 y 

donde  se  evaluó  la  vacunación  con  una  primera  dosis  (prime)  con  un  vector  adenoviral  que 

expresa las proteínas NS3, NS4 y NS5 del genotipo 1b del HCV (AdCh3NSmut1), seguida de una 

segunda dosis  (boost)  con un  vector poxviral Virus Vaccinia Modificado de Ankara  (MVA, del 

inglés Modified  Vaccinia  Virus  Ankara)  que  expresa  las mismas  proteínas  (MVA‐NSmut).  Los 

resultados de este ensayo clínico proporcionarán la primera prueba de la eficacia de esta vacuna 

contra  la exposición al HCV en  situación  real, ya que  se está  realizando en personas con alto 

riesgo  de  contraer  el  virus.  Sin  embargo,  este  régimen  (AdCh3NSmut1/MVA‐NSmut)  que 

demostró  previamente  ser  altamente  inmunogénico  en  voluntarios  sanos  [141]  no  funcionó 

como vacuna  terapéutica ya que no  se pudo  revertir el  fenotipo exhausto de  las células T en 

pacientes con hepatitis C crónica (ensayo NCT01296451) [142]. 

Otro vector basado en MVA que ha sido evaluado en fase II es el TG4040, que consiste en 

un  MVA  que  codifica  las  proteínas  NS3,  NS4  y  NS5b  del  genotipo  1b  del  HCV  (ensayo 

NCT01055821). Los resultados mostraron que un 64.2% de los pacientes vacunados con TG4040 

generaron  una  respuesta  inmune  celular  específica  frente  al  HCV  y  alcanzaron  respuesta 

virológica  temprana  completa,  es  decir,  una  caída  de  la  carga  viral  a  un  nivel  indetectable, 

respecto a aquellos que sólo recibieron tratamiento antiviral (45.9%) [143]. 

ChronVac‐C® es un vector de ADN que expresa las proteínas NS3 y NS4a del genotipo 1a del 

HCV y que no generó diferencias en  individuos vacunados y no vacunados al administrarlo en 

dos dosis. 

 

La  segunda  estrategia utilizada está  centrada  en  la  estimulación de  la  respuesta  inmune 

humoral, generando anticuerpos  frente a  las proteínas estructurales del HCV. Dentro de ésta, 

destaca  el  ensayo  clínico  de  fase  I  en  el  que  se  vacunaron  voluntarios  sanos  con  las 

glicoproteínas purificadas E1  y E2 del  genotipo 1a del HCV  junto al adyuvante MF59  (ensayo 

NCT00500747). Con  esta  estrategia  se han detectado  anticuerpos neutralizantes  y  de  amplio 

espectro  (reactivos  frente  a  distintos  genotipos  del  HCV)  pero  una  débil  respuesta  inmune 

celular de células T CD4+ específicas frente a las glicoproteínas [144–148]. 

Otros candidatos vacunales dirigidos a generar respuesta humoral que han avanzado hasta 

fase  II  son  IC41  [149],  un  multiepítopo  sintético  que  no  mostró  efectividad  en  pacientes 

crónicos,  y  GI‐5005,  una  proteína  de  fusión  Core‐NS3,  que mejoró  en  un  10%  la  respuesta 

virológica sostenida en pacientes vacunados, es decir, carga viral no detectable seis meses tras 

el tratamiento [150]. 
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Figura  3.  Ensayos  clínicos  de  candidados  vacunales  frente  al HCV. Diagrama  de  los  distintos 

ensayos  clínicos de  fase  I y  II  realizados hasta  la  fecha y que emplean diferentes  candidatos y 

estrategias vacunales frente al HCV. 

 
 

Dado que aún no existe una vacuna eficaz para prevenir y/o controlar  la  infección por el 

HCV,  y  tras  haberse  probado  diferentes  estrategias  con  vacunas  de  ADN,  vectores  virales, 

péptidos  y proteínas  recombinantes,  así  como  inmunoterapia  (Figura  3),  se necesitan nuevas 

estrategias  que  combinen  respuestas  inmunes  celular  (CD4+  y  CD8+)  y  humoral  (anticuerpos) 

dirigidas frente a varias proteínas del virus y efectivas frente a varios genotipos del HCV. 

Dentro de los diferentes vectores vacunales más prometedores, destacan aquellos basados 

en Poxvirus. 

   

AdCh3NSmut / Ad6NSmut

Fase I 

Fase II AdCh3NSmut / MVA‐NSmut 
TG4040

Fase III 

Ad6NSmut / AdCh3NSmut 

AdCh3NSmut/MVA‐NSmut
TG4040

GI‐5005 
GI‐5005 

E1E2‐MF59 

IC41 + Poly‐L‐arginine

IC41 + Poly‐L‐arginine

APROBADA 
AdCh3NSmut / Ad6NSmut 

 

Terapeútica 
Profiláctica 
Profiláctica en personas de 
alto riesgo 

T2S‐918 / InnoVac‐C 

C35‐44 

Vacuna 
personalizada con 
péptidos E1, E2, 
NS3 y NS5A 

Células dendríticas 
cargadas con 

péptidos del HCV

Core + ISCOMATRIX 

Ad6NSmut / MVA‐NSmut

V‐5 

CHRONVAC‐C

CHRONVAC‐C

MVA‐NSmut 
 

CIGB‐230 

E1+ alum
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1.2. Poxvirus 

La  familia Poxviridae  incluye virus cuyo genoma es ADN de doble cadena, de entre 130 y 

360  kpb  y  que  replican  en  el  citoplasma  de  las  células  que  infectan  [151,152].  La  familia 

Poxviridae  se  divide  en  2  subfamilias:  Chordopoxvirinae  y  Entomopoxvirinae.  Dentro  de  la 

subfamilia Chordopoxvirinae, en el género Orthopoxvirus, se encuentra el virus Vaccinia (VACV), 

considerado el virus prototípico de la familia Poxviridae [153]. 

1.2.1. Características genómicas del VACV 

El VACV contiene un genoma de ADN de doble cadena, superenrollado, de unos 200 kpb 

[154–156]. En las zonas codificantes próximas a los extremos 5´ y 3´ del genoma se encuentran 

genes no esenciales implicados en la interacción virus‐huésped, siendo ésta la zona más variable 

entre  las  diferentes  cepas  de  virus  [157–159].  Además,  los  extremos  5´  y  3´  contienen 

repeticiones  en  tándem  que  forman  una  horquilla  cerrada  covalentemente  [155].  En  la  zona 

central del genoma se encuentra una gran región altamente conservada que contiene genes que 

codifican proteínas con funciones esenciales en el ciclo viral [157–159].  

La nomenclatura utilizada para nombrar los distintos genes del VACV se basa en la digestión 

de su genoma por la enzima HindIII, que da lugar a varios fragmentos de diferente tamaño. Cada 

gen se nombra con una letra dependiendo de en qué fragmento se encuentra tras la digestión, 

seguido  de  un  número  según  en  qué  posición  se  localiza  dicho  gen  en  ese  fragmento,  y 

finalmente se añade la letra L o R según la dirección de su transcripción: izquierda (L) o derecha 

(R) [159].  

1.2.2. Estructura, morfología y ciclo infectivo 

El VACV tiene unas dimensiones aproximadas de 360 x 270 x 250 nm y una forma de ladrillo  

[160]. Durante su ciclo infectivo, que ocurre íntegramente en el citoplasma de distintos tipos de 

células, se pueden distinguir 2 tipos de virus: virión maduro intracelular (MV, del inglés Mature 

virion) y virión con envuelta extracelular (EV, del inglés Enveloped virion) [152,161] (Figura 4). El 

MV presenta una capa exterior de 8 nm adyacente a  la membrana  lipídica, mientras que el EV 

presenta además una membrana extra procedente de  la  red del  trans‐Golgi  celular donde  se 

encuentran proteínas virales y celulares ausentes en el MV [153,161]. Alrededor del núcleo del 

virión se encuentra una estructura porosa de 18 nm de grosor y que da acceso al core, donde se 

localizan  las proteínas virales estructurales, el ADN y  las enzimas asociadas al mismo. Entre  la 

capa  exterior  y  el  core  se  encuentran  2  cuerpos  laterales  de  material  heterogéneo 

[160,162,163]. El MV es altamente estable y posiblemente está  implicado en  la  infección entre 
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distintos hospedadores, mientras que el EV es menos estable y está  implicado en  la  infección 

dentro del mismo hospedador [164].  

Se  han  descrito  también  otras  partículas  intermediarias,  como  el  virión  envuelto 

intracelular (IEV, del  inglés  Intracellular enveloped virion), que es un MV que ha adquirido una 

envuelta adicional en su paso por el aparato de Golgi, y el virión envuelto asociado a  la célula 

(CEV, del inglés Cell‐associated enveloped virion), que es un IEV preparado para su liberación al 

medio  extracelular  como  EV  o  preparado  para  infectar  células  adyacentes  mediante  la 

polimerización  de  colas  de  actina  en  forma  de  CEV  [152].  La morfología  del MV  con mayor 

resolución ha sido definida por criomicroscopía electrónica y difracción de rayos X [160]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura de las partículas  infectivas de Poxvirus.  Izquierda: Estructura y tamaño del 

virión maduro  (MV)  intracelular y del virión envuelto  (EV) extracelular del VACV. Adaptado de 

©ViralZone  2016,  Swiss  Institute  of  Bioinformatics.  Derecha:  Secciones  de  criomicroscopía 

electrónica  (arriba)  y  representación  volumétrica  (abajo)  de  un  MV  del  VACV  utilizando 

reconstrucción tomográfica [160]. 

 

El ciclo viral completo del VACV se puede dividir en 4 fases (Figura 5): 

1. Entrada: La entrada del virus puede ser por fusión directa con la membrana plasmática o 

por macropinocitosis [164]. En el proceso de fusión participan 11‐12 proteínas virales que 

forman  el  complejo  de  entrada  por  fusión,  ayudadas  por  otras  proteínas  asociadas  a 

membrana tanto virales como celulares [153,164]. Además, el virus puede transmitirse de 

célula a célula sin pasar por el medio extracelular, a través de colas de actina. 

2. Desensamblaje: Una vez dentro de  la célula, si el virus entró por  fusión, se procede al 

transporte del mismo mediado por microtúbulos hacia unas estructuras llamadas factorías 

virales  [165], donde  se  llevará a  cabo el desensamblaje que  comienza  con  la pérdida de 

lípidos  y  proteínas  del  virión  [166].  En  el  caso  de  que  la  entrada  viral  fuera  por 

macropinocitosis, el virus es liberado de los endosomas acidificados previo a su transporte 

hacia las factorías virales [164]. 
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3.  Expresión  génica  y  replicación  del  genoma:  Los  genes del  virus  se  agrupan  según  su 

momento de expresión en genes tempranos,  intermedios o tardíos [159,167–169],  lo cual 

depende de  los  factores de  transcripción virales y del  tipo de promotor de  cada gen.  La 

transcripción temprana incluye la mitad del genoma y se inicia por las proteínas y factores 

de transcripción que venían  incorporados en el core del virus y conlleva  la expresión de  la 

maquinaria para  la  transcripción  intermedia y  la expresión de proteínas  implicadas en  la 

modulación de la respuesta antiviral [153]. Durante la fase intermedia ocurre la replicación 

del  genoma  en  las  factorías  virales  [154,154]  y  la expresión de  factores de  transcripción 

para la fase tardía, en la cual se sintetizan las proteínas estructurales, factores de virulencia 

y enzimas que serán incorporadas en los nuevos viriones [170,171]. 

4. Formación de progenie viral: En esta etapa se forman los viriones MV y EV a partir de los 

viriones  inmaduros.  El  core  se  condensa  y  se  forman  los MVs,  que  se  acumulan  en  el 

citoplasma  hasta  que  la  célula  es  lisada  y  se  liberan  en  forma  de  MVs.  Un  pequeño 

porcentaje de MVs son transportados hasta el trans‐Golgi, donde se convierten en  IEVs al 

ser  rodeados  por  una  segunda  membrana  y  a  continuación  son  transportados  por 

microtúbulos  a  la membrana  plasmática  con  la  que  se  fusionan  y  se  liberan  al medio 

extracelular en forma de EV o se propagan mediante colas de actina a células adyacentes 

[153,172,173]. 

 

El VACV es especialmente  relevante en el  campo de  las vacunas, ya que  se utilizó  como 

vacuna contra  la viruela,  la primera y única enfermedad  infecciosa humana que ha podido ser 

erradicada a través de un programa de vacunación. Como consecuencia, el VACV es el virus más 

estudiado de  la familia Poxviridae, siendo además el primer virus animal en ser visualizado por 

microscopía electrónica, en ser crecido en células de cultivo y en ser purificado [159]. Debido a 

características  tales  como  su  flexibilidad genómica que  le permite acomodar hasta 25 kpb de 

ADN  exógeno  sin  afectar  su  viabilidad,  su  estabilidad  y  facilidad  de  producción  así  como  su 

inmunogenicidad, el VACV ha sido utilizado como candidato vacunal idóneo contra multitud de 

enfermedades infecciosas, habiéndose evaluado en numerosas ocasiones en ensayos clínicos, y 

con varias vacunas licenciadas en veterinaria basadas en el mismo [174,175]. 

Dentro del VACV, destaca la cepa atenuada denominada MVA. 
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Figura 5. Ciclo  infectivo del VACV. En el esquema se muestra el ciclo completo de infección del 

VACV, que se encuentra dividido en: entrada  (1), desensamblaje  (2), transcripción y replicación 

(3), y morfogénesis y salida de la progenie viral (4). En la figura se muestran los viriones maduros 

(MV)  y  los  viriones  extracelulares  (EV).  RE:  Retículo  endoplásmico.  Adaptado  de ©ViralZone 

2016, Swiss Institute of Bioinformatics. 
 

1.2.3. Virus Vaccinia Modificado de Ankara (MVA) 

El MVA deriva del VACV  corioalantoide de Ankara, una  cepa  turca de vacuna  frente a  la 

viruela, tras más de 570 pases en fibroblastos embrionarios de pollo [176]. Como consecuencia 

de  estos  pases,  el  MVA  perdió  grandes  fragmentos  de  su  genoma  (alrededor  de  30  kpb), 

convirtiéndose en un virus altamente atenuado en células de mamífero al perder su capacidad 

replicativa en ellas [177–179].  

El MVA ha sido utilizado como vector vacunal en numerosos ensayos preclínicos y clínicos 

frente a diferentes enfermedades, ya que posee una serie de características que lo hacen idóneo 

como candidato vacunal [175,178,180]: 

1. Seguridad: Tras varios ensayos de fase I en humanos se ha comprobado que es un vector 

seguro ya que no replica en células de mamífero y puede ser utilizado sin que esto conlleve 

reacciones  secundarias.  De  hecho,  el  MVA  fue  inoculado  en  120.000  personas 
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inmunosuprimidas  entre  los  años  1968‐1980  en  Alemania  durante  el  programa  de 

vacunación frente a la viruela sin describirse ningún efecto adverso [176,181]. 

2. Estabilidad: El MVA es altamente estable genéticamente y permite  introducir grandes 

fragmentos (hasta 25 kpb) de genes exógenos como antígenos de interés [182]. Además, es 

capaz de expresar altos niveles de estas proteínas heterólogas. 

3. Generación y producción: Es  fácil de manipular, producir, almacenar,  transportar, y es 

estable con el paso del tiempo. 

4.  Inmunogenicidad:  Es muy  inmunogénico e  induce  respuestas  inmunes potentes  tanto 

celulares  como  humorales  frente  al  propio  vector  y  frente  a  los  genes  de  interés 

introducidos en su genoma. 

El  presente  trabajo  se  centra  en  la  aplicación  de  distintas  estrategias  vacunales  con  el 

objetivo de  intentar aumentar  la  inmunogenicidad  inducida por un candidato vacunal frente al 

HCV basado en el MVA (denominado MVA‐HCV), el cual fue previamente descrito [183]. 

1.2.3.1. MVA‐HCV 

El  virus  recombinante  MVA‐HCV  fue  generado  previamente  en  el  laboratorio  como 

candidato vacunal frente a hepatitis C [183]. A diferencia de otras vacunas frente al HCV, MVA‐

HCV fue diseñado para expresar tanto las proteínas estructurales como no estructurales del HCV 

(genotipo 1a, cepa H77), y por ello contiene insertado en el locus de la timidina quinasa (TK) del 

MVA los genes que codifican para las proteínas Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a y 

los primeros 201 aminoácidos de  la proteína NS5b. Al no haberse  incluido más del 70% de  la 

proteína NS5b (la ARN polimerasa viral) ni  las regiones no codificantes de  los extremos 5´ y 3´, 

MVA‐HCV tiene un perfil totalmente seguro que no permite la formación del HCV completo. 

En células  infectadas, MVA‐HCV procesa y expresa eficientemente todos  los antígenos del 

HCV  (Figura 6),  formando agregados membranosos en el citoplasma de  las mismas. Debido a 

que  las  proteínas  del HCV  son  inmunosupresoras,  en macrófagos  humanos  (células  THP‐1)  y 

células dendríticas derivadas de monocitos  (moDCs)  infectadas  con MVA‐HCV  la expresión de 

genes  relacionados  con  la  respuesta  inmune  innata  disminuye  en  comparación  con  células 

infectadas con la cepa salvaje del virus MVA (MVA‐WT) [183]. 
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Figura  6.  Expresión de  proteínas  del HCV  en una  célula  infectada  con MVA‐HCV.  Imagen de 

microscopía confocal de una célula HeLa humana infectada con MVA‐HCV. En rojo se muestra la 

β‐actina, en azul el núcleo y en verde las proteínas del HCV detectadas empleando un anticuerpo 

policlonal humano procedente de un paciente infectado por HCV. 

 

Cuando MVA‐HCV es inoculado en ratones en régimen homólogo (MVA‐HCV/MVA‐HCV) se 

genera una respuesta inmune de células T CD8+ citotóxica y polifuncional (produciendo IFN‐γ, IL‐

2 y TNF‐α y expresando CD107a), dirigida principalmente frente a  las proteínas p7+NS2 y NS3. 

Esta respuesta se logra potenciar y diversificar empleando un régimen heterólogo que combina 

vectores de ADN que codifican las proteínas virales Core, E1, E2 y NS3 en una primera dosis con 

MVA‐HCV en una segunda dosis, obteniéndose así respuestas de células T CD4+ dirigidas frente a 

las proteínas E1, E2 y Core y células T CD8+ frente a p7+NS2 y NS3 [183]. 

 

El  presente  trabajo  se  centra  en  el  desarrollo  y  caracterización  de  nuevas  vacunas  y 

estrategias  vacunales  frente  al HCV  que  permitan  aumentar  y  expandir  la  respuesta  inmune 

inducida por MVA‐HCV, ya que, aunque MVA‐HCV es inmunogénico, no se ha descrito respuesta 

inmune humoral generada por el mismo y  la respuesta T CD4+ detectada es de baja magnitud 

(menos del 0.5% de las células T CD4+ producen citoquinas frente al HCV). 
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1.3.  Estrategias  para  aumentar  la  inmunogenicidad  de 

candidatos vacunales basados en el MVA 

A  pesar  de  que  en  múltiples  estudios  se  ha  demostrado  que  el  MVA  es  altamente 

inmunogénico, existen diversas estrategias dirigidas a mejorar y optimizar  la respuesta  inmune 

producida por  los  recombinantes de MVA  [184].  Estas  estrategias  se pueden  clasificar  en  los 

siguientes 3 grupos: 

1.3.1. Optimización del vector MVA 

Este grupo de estrategias engloba  todas aquellas aproximaciones dirigidas a modificar el 

genoma  del  MVA  para  hacerlo  más  inmunogénico.  Incluye  la  deleción  de  genes 

inmunomoduladores  presentes  aún  en  el  genoma  de  MVA  y/o  la  inserción  de  moléculas 

inmunoestimuladoras, así como el uso de promotores que favorezcan altos niveles de expresión 

del antígeno heterólogo durante todo el ciclo de replicación viral.  

1.3.2. Optimización del antígeno heterólogo expresado por el MVA 

 En este grupo se encuentran todas las mejoras que puedan realizarse a nivel de expresión, 

transcripción  y/o  traducción de  los  genes  exógenos;  así  como  la optimización de  los mismos 

para  la obtención de  la respuesta  inmune deseada.  Incluye  la optimización del procesamiento, 

secreción,  localización, solubilidad, estructura cuaternaria y mejora de  la actividad biológica de 

las proteínas heterólogas expresadas. 

1.3.3. Mejora del protocolo de vacunación y combinación con otras vacunas 

 Por lo general, para que una vacuna sea eficaz se necesita más de una inmunización de la 

misma. Este proceso se denomina protocolo prime/boost, siendo  la primera dosis denominada 

prime  y  las  sucesivas  dosis  posteriores  son  denominadas  boost  (o  dosis  de  recuerdo). 

Tradicionalmente,  las  vacunas  se  han  administrado  varias  veces  a  lo  largo  de  un  periodo 

determinado  de  tiempo,  por  ejemplo,  la  vacuna  triple  vírica  (frente  a  difteria,  tétanos  y  tos 

ferina) es administrada hasta 5 veces en los primeros 6 años de vida [185]. Cuando una misma 

vacuna  se  administra  varias  veces,  se  denomina  protocolo  homólogo  de  inmunización.  La 

combinación  de  2  o más  vacunas  de  diferente  naturaleza  (basadas  en  distintas  plataformas, 

como  vectores  de ADN,  proteínas  o  vectores  recombinantes)  pero  que  expresan  los mismos 

antígenos  o  antígenos  relacionados,  se  denomina  protocolo  heterólogo  de  inmunización,  y 

generalmente  induce respuestas  inmunes superiores en magnitud y calidad a  las  inducidas por 

el protocolo homólogo [186,187]. Numerosos estudios demuestran que la vacunación con MVA 
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es especialmente efectiva cuando se aplica como boost tras otro candidato vacunal de distinta 

naturaleza  al  MVA.  Algunos  ejemplos  de  candidatos  vacunales  que  se  han  probado  en 

combinación con MVA son vectores de ADN, proteínas recombinantes y otros vectores virales 

como  los  adenovirus  [183,188–190].  Además,  también  se  han  realizado  numerosos  estudios 

combinando  MVA  con  otros  elementos  (ya  sean  inmunógenos  o  moléculas  adyuvantes) 

demostrando  su  efecto  sinérgico  y  positivo.  Algunos  ejemplos  de  esto  son  la  inoculación 

conjunta de MVA con proteína o MVA con adyuvantes de distinta naturaleza [191,192]. 

En  el  presente  trabajo  se  han  desarrollado  y  estudiado  algunas  de  las  estrategias 

mencionadas anteriormente con el objetivo de obtener potentes respuestas inmunes celulares y 

humorales frente al HCV: 

1‐ Optimización del vector MVA:  Se  llevó a  cabo  la deleción del gen C6L del MVA en el 

genoma del vector MVA‐HCV. Este gen codifica para una proteína que  inhibe  la respuesta 

del  IFN  tipo  I  y  que  no  es  esencial  para  la  replicación  del  virus.  Estudios  previos  han 

demostrado  que  la  deleción  del  gen  C6L  del  genoma  de  un  candidato  vacunal  frente  al 

HIV/SIDA, llamado MVA‐B, indujo una mayor magnitud de respuestas celulares específicas, 

tanto de células T CD4+ como CD8+ [193,194]. 

2‐  Optimización  del  antígeno  heterólogo  expresado  por  el MVA:  Dado  que MVA‐HCV 

expresa  casi  todas  las  proteínas  del  HCV  y  que muchas  de  éstas  tienen  una  actividad 

inmunosupresora,  en  el  presente  trabajo  se  llevó  a  cabo  la  generación  de  un  nuevo 

candidato  vacunal  frente  al  HCV,  llamado  MVA‐HCVmut,  que  contiene  una  mutación 

puntual en  la proteína NS3 del HCV, que actúa  como un potente  inhibidor del  IFN  tipo  I 

[195,196]. Esta sola mutación, que consiste en un cambio de Serina a Alanina en la posición 

139  (S139A) ha sido descrita como suficiente para eliminar  la actividad catalítica de NS3, 

incluyendo su efecto inhibitorio sobre el IFN [197]. 

3‐ Mejora del protocolo de vacunación y combinación con otras vacunas: En el presente 

trabajo se han generado 2 nuevos candidatos vacunales frente al HCV para combinarlos con 

MVA‐HCV  en  protocolos  de  inmunización  prime/boost.  Uno  de  ellos  está  basado  en  la 

plataforma de replicones DREP (del inglés, DNA‐launched self‐amplifying RNA replicon) y el 

otro consiste en nuevas variantes de proteína E2 purificada.  

Los  replicones  DREP  son  plásmidos  desnudos  de  ADN  basados  en  el  genoma  de  los 

alfavirus. La peculiaridad que presentan es que, una vez que se transfectan en las células, se 

producirán  nuevas  copias  de  ARN  del  plásmido,  convirtiéndolo  en  una  molécula  ARN 

recombinante  autoamplificante  o  replicón  [198].  Esto  es  debido  a  que  codifican  una 

replicasa del  virus del bosque  Semliki  (SFV) que  amplifica el  replicón de ARN  generando 

moléculas  de  ARN  de  doble  cadena  que,  además,  estimularán  varios  receptores  de 
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reconocimiento de patrones celulares (PRR) [199]. La estimulación de  los PRRs produce  la 

inducción  de  IFN  tipo  I  y  desencadena  una  potente  apoptosis  que,  en  el  caso  de  una 

vacuna, tiene un efecto adjuvante [200,201]. Además, se ha descrito que los vectores DREP 

pueden optimizarse con la adición de un potenciador de la traducción o enhancer colocado 

en  la misma  pauta  de  lectura  aguas  arriba  de  los  antígenos  heterólogos.  Este  enhancer 

proporciona  una  expresión  aumentada  del  antígeno  y  una  mejora  de  las  respuestas 

inmunes  humorales  específicas  frente  al mismo  [202,203].  Por  lo  tanto,  debido  a  todas 

estas  características,  los  replicones DREP expresan altos niveles de genes heterólogos de 

manera transitoria e inducen mayores respuestas inmunes específicas frente al antígeno in 

vivo que las vacunas de ADN convencionales [198,204–207], siendo un vector atractivo para 

el desarrollo de vacunas [208].  

El segundo candidato vacunal fue generado durante la estancia en el grupo colaborador 

del Profesor Rogier Sanders, en el Centro Médico Académico de Ámsterdam  (Holanda), y 

consiste en 2 versiones diferentes de  la proteína E2 del HCV  (genotipo 1a, aislado H77). 

Ambas proteínas  son  solubles y  se  secretan al medio extracelular al  carecer del dominio 

transmembrana  (TMD,  del  inglés  Transmembrane  domain)  junto  con  la  región  externa 

próxima  a  la  membrana  (MPER,  del  inglés  Membrane‐proximal  external  region)  y  se 

diferencian en que una de ellas (E2 ΔMPER CL, del inglés Cystein low) carece de 8 cisteínas 

que han sido sustituidas por alaninas, mientras que la otra no (E2 ΔMPER), lo cual hace que 

se presente en forma de oligómeros de bajo peso molecular.  

 

La presente tesis persigue caracterizar inmunológicamente, tanto in vitro como in vivo, los 

diferentes candidatos vacunales generados frente al HCV, genotipo 1a, cepa H77, con el fin de 

obtener respuestas inmunes específicas frente al HCV que sean potentes en magnitud, amplias, 

polifuncionales  y  duraderas.  Por  un  lado,  la  respuesta  inmune  celular  se  estudiará  en 

esplenocitos obtenidos de los bazos de ratones inmunizados tanto durante la fase adaptativa, es 

decir, en el pico de respuesta que ocurre alrededor de 10 días tras la vacunación, como durante 

la fase de memoria, es decir, tras la fase de contracción de la respuesta inmune, y analizada 53 

días  después  de  la  última  inmunización.  La  calidad  de  la  respuesta  inducida  se  evaluará 

mediante  el  análisis  de  la magnitud,  amplitud  y  polifuncionalidad  junto  con  la  presencia  de 

células con fenotipo de memoria específicas frente al HCV. Por otro  lado,  la respuesta  inmune 

humoral  se  evaluará  determinando  los  niveles  de  anticuerpos  frente  al HCV  presentes  en  el 

suero  de  los  ratones  vacunados,  y  posteriormente  se  analizará  la  reactividad  cruzada  de  los 

mismos frente a otros genotipos del HCV y la distribución de los isotipos IgG1, IgG2c e IgG3. 
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 2. OBJETIVOS

 
2. OBJETIVOS 

La presente tesis tiene como objetivo desarrollar candidatos vacunales contra el virus de la 

hepatitis  C  (HCV)  y  establecer  protocolos  óptimos  de  vacunación,  aplicando  diferentes 

estrategias para obtener potentes  respuestas  inmunes  celulares  (T CD4+ y CD8+) y humorales 

frente al HCV, tomando como base el candidato vacunal MVA‐HCV previamente generado en el 

laboratorio. 

Para ello, se proponen los siguientes objetivos: 

1) Diseño, generación y caracterización  in vitro e  in vivo de un  candidato vacunal MVA‐

HCV que contenga la deleción del gen C6L del MVA (MVA‐HCV ΔC6L). 

2) Diseño, generación y caracterización  in vitro e  in vivo de un  candidato vacunal MVA‐

HCV que contenga una mutación en la proteína NS3 del HCV (MVA‐HCVmut). 

3) Diseño, generación y caracterización  in vitro e  in vivo de nuevos candidatos vacunales 

basados en  replicones DREP  (DREP‐HCV  y DREP‐e‐HCV) para  combinar en protocolos 

prime/boost con MVA‐HCV.  

4) Diseño, generación y caracterización  in vitro e  in vivo de nuevos candidatos vacunales 

de  naturaleza  proteica  (E2  ΔMPER  y  E2  CL  ΔMPER)  para  combinar  en  protocolos 

prime/boost con MVA‐HCV.    
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Materiales 

3.1.1. Células 

En el presente trabajo se han utilizado las siguientes células: 

‐ DF‐1: Fibroblastos inmortalizados de pollo (ATCC® CRL‐12203™). 

‐ CEF: Cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de pollo (Gallus gallus) obtenidos a 

partir de embriones tras 11 días de incubación (MSD, Salamanca). 

‐ HEK‐293T: Células embrionarias humanas de riñón inmortalizadas (ATCC® CRL‐3216™). 

‐ HEK‐293F: Células embrionarias humanas de riñón inmortalizadas derivadas de HEK‐293T;  

crecimiento en suspensión (Gibco). 

‐ THP‐1:  Células  monocíticas  humanas  procedentes  de  un  paciente  con  leucemia 

monocítica (ATCC® TIB‐202™).  

‐ moDCs: Células dendríticas humanas derivadas de monocitos obtenidas a partir de sangre 

de donantes sanos. 

‐ esplenocitos  de  ratón:  Células  primarias  obtenidas  a  partir  de  los  bazos  de  ratones 

inmunizados. 

3.1.2. Medios de cultivo 

Para  las  células  DF‐1,  CEF  y  HEK‐293T  se  utilizó  el  medio  esencial  mínimo  de  Eagle 

modificado por Dulbecco  (DMEM)  (Gibco) complementado con aminoácidos no esenciales (1X, 

Sigma) y L‐Glutamina (2 mM, Merck) y con 10% de suero fetal de ternera (FCS) (Gibco). 

Para THP‐1, moDCs y  los esplenocitos de ratón se utilizó el medio Roswell Park Memorial 

Institute  (RPMI‐1640)  (Gibco)  complementado  con  HEPES  pH  7.4  (10  mM,  Merck),  β‐

mercaptoetanol (10 µM, Sigma), L‐glutamina (2 mM, Merck) y 10% FCS. 

Para las células HEK‐293F se usó el medio de expresión FreeStyle™ (Life Technologies). 

El  medio  Opti‐MEM  (Gibco)  se  utilizó  como  medio  de  cultivo  transitorio  durante  las 

transfecciones con plásmidos. 

El medio  de  infección  consistió  en DMEM‐2%  FCS  y  se  añadió  tras  el  periodo  inicial  de 

adsorción del virus durante 1 hora en DMEM sin suero y posterior retirada del mismo. El medio 

de infección sólido se utilizó para seleccionar las placas de los virus recombinantes y consistió en 

una proporción 1:1 de DMEM 2X‐4% FCS y agarosa 1.9% (Conda) previamente fundida. 

Todas las células fueron mantenidas en un incubador humidificado a 37ºC y 5% de CO2. 
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3.1.3. Bacterias 

Las cepas bacterianas utilizadas para  las  transformaciones y crecimiento de  los plásmidos 

fueron  electrocompetentes  DH10B  de  Escherichia  coli  (New  England  Biolabs)  y 

quimiocompetentes DH5α de Escherichia coli (CNB). Las bacterias se cultivaron en medio Luria‐

Bertani  (LB)  (CNB)  [209]  o  Terrific  Broth  (TB)  (VWR)  en  presencia  de  ampicilina  (100  µg/ml, 

Merck) o kanamicina (100 µg/ml, Merck). 

3.1.4. Virus 

Todos  los  VACV  recombinantes  utilizados  en  este  trabajo  derivan  del  virus  vaccinia 

modificado de Ankara o modified vaccinia virus Ankara (MVA) cedido por el Dr. Gerd Sutter del 

Instituto  de  Virología Molecular  de Múnich  (Alemania).  Los  diferentes  antígenos  heterólogos 

fueron insertados en el locus TK viral (gen J2R) y se encuentran bajo el control del promotor viral 

sintético temprano/tardío  (pE/L). En  la Tabla 2 se muestran  los distintos virus MVA generados 

en este estudio. Además de estos virus MVA,  también  se utilizó el virus Sendai, cepa Cantell, 

cedido por la Dra. Dolores Rodríguez (CNB). 

Virus  Antígeno insertado 
Gen 

delecionado 
Referencia 

MVA‐WT  ‐  ‐  [176] 

MVA‐PS‐GFP 
Proteína verde fluorescente 
(GFP) (Aquorea victoria) 

J2R  [210] 

MVA‐HCV 
Genes del HCV, genotipo 1a, 

cepa H77 
J2R  [183] 

MVA‐HCV ΔC6L 
Genes del HCV, genotipo 1a, 

cepa H77 
J2R, C6L  [211] 

MVA‐HCVmut 

Genes del HCV, genotipo 1a, 
cepa H77 con NS3 mutada 
(S139A) y péptidos 2A entre 

NS3, NS4a, NS4b, NS5a y NS5b 

J2R  ‐ 

Tabla 2. VACV recombinantes utilizados en este estudio.  

 

3.1.5. Plásmidos 

‐ Plásmidos de transferencia empleados para generar los virus MVA recombinantes  

La  estrategia  seguida  para  generar  los  diferentes  virus MVA  recombinantes  se  basa  en 

procesos de  recombinación homóloga que ocurren dentro de  la  célula  entre un plásmido de 

transferencia y el genoma viral. Para que ocurra este proceso,  los plásmidos de  transferencia 

deben contener diferentes elementos dependiendo de si van a dirigir la inserción de antígenos o 

la deleción de genes en el MVA. 

En el caso de plásmidos que van a dirigir la inserción de antígenos, contienen (Figura 7): 
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 Regiones  flanqueantes  a  la  zona  de  inserción  deseada:  Son  secuencias  que  incluyen  las 

regiones  izquierda  (L) y derecha  (R) del gen TK de MVA y que se va a sustituir por nuestro 

antígeno de  interés y  las  cuales  conducirán  los  fenómenos de  recombinación dentro de  la 

célula. 

 Antígenos de  interés: Se encuentran entre  las regiones flanqueantes L y R. De esta manera, 

como consecuencia de  la recombinación,  los antígenos de  interés  junto a un gen marcador 

de selección se insertarán en el genoma viral. 

 Gen marcador de  selección  en  cultivo  celular:  Se  encuentra  adyacente  a  los  antígenos de 

interés, dentro de las regiones flanqueantes. Entre los antígenos de interés y el gen marcador 

se encuentra repetida otra zona de recombinación (región flanqueante L) que dará lugar a la 

posterior  eliminación  del  gen  marcador,  produciéndose  así  virus  recombinantes  que 

contienen únicamente el antígeno de interés. En este trabajo se utilizó el gen marcador LacZ 

(β‐galactosidasa) para  seleccionar en cultivo celular  los virus  recombinantes  intermediarios 

que forman placas de lisis azules.  

 Gen de selección en cultivo bacteriano: Para clonar y crecer los plásmidos, éstos contienen el 

gen de  resistencia a ampicilina  (β‐Lactamasa) para  seleccionar  las bacterias  transformadas 

con el mismo. 

A continuación, se muestra un esquema de  los diferentes elementos contenidos en estos 

plásmidos: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema representativo de los plásmidos de transferencia pCyA‐HCV y pCyA‐HCVmut. 

Dentro de  los  antígenos  del HCV  clonados  se  incluyeron  los  genes  del HCV  desde  Core  hasta 

NS5b. L: izquierda; R: derecha. 

 

Los plásmidos utilizados en este trabajo para generar virus MVA recombinantes fueron:  

 ‐ pCyA‐HCV: Vector empleado para generar el virus MVA‐HCV. Los antígenos de interés son 

el  genoma  casi  completo  del  HCV  (Core,  E1,  E2,  p7,  NS2,  NS3,  NS4a,  NS4b,  NS5a  y  NS5b; 

Región flanqueante L

Región flanqueante L

LacZ

Genes del HCV  

Región flanqueante R  pCyA‐HCV 
o 

pCyA‐HCVmut 

Ampicilina 
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genotipo 1a, cepa H77), exceptuando  la parte C‐terminal de  la proteína NS5b y  las regiones no 

codificantes de los extremos. Las regiones flanqueantes son los extremos del locus TK del MVA, 

donde se dirigirá la inserción. Este plásmido fue generado y descrito previamente [183]. 

‐  pCyA‐HCVmut: Vector  empleado  para  generar  el  virus MVA‐HCVmut.  Los  antígenos  de 

interés son el genoma casi completo del HCV  (Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a y 

NS5b;  genotipo  1a,  cepa  H77),  exceptuando  la  parte  C‐terminal  de  la  proteína  NS5b  y  las 

regiones no codificantes de los extremos. Este plásmido es similar al pCyA‐HCV con la excepción 

de que  la proteína NS3 del HCV contiene una mutación puntual  (S139A) y  las proteínas NS4a, 

NS4b, NS5a y NS5b contienen en su región N‐terminal una secuencia de péptidos autocatalíticos 

llamados péptidos 2A, que proceden de distintos virus de la familia de los Picornavirus (Tabla 3).  

 

Péptido 
2A 

Secuencia  Procedencia 
Localización en 
pCyA‐HCVmut 

Eficiencia 
de ruptura 

[212] 

P2A  ATNFSLLKQAGDVEENPGP 
Porcine 

teschovirus‐1 
Entre NS3‐NS4a  100% 

T2A  EGRGSLLTCGDVEENPGP 
Thosea asigna 

virus 
Entre NS4a‐NS4b  90‐97% 

E2A  QCTNYALLKLAGDVESNPGP 
Equine rhinitis A 

virus 
Entre NS4b‐NS5a 
y NS5a‐NS5b 

99‐100% 

Tabla  3.  Secuencias  peptídicas  de  los  diferentes  péptidos  2A.  La  autocatálisis  ocurre  entre  los 

aminoácidos G y P del extremo C‐terminal del mismo. 

 
 

Además, en el extremo N‐terminal de estos péptidos se añadió la secuencia G‐S‐G para 

aumentar  la eficiencia de  la autocatálisis,  la cual ocurre antes del último aminoácido  (Prolina) 

[212]. De esta forma,  los péptidos 2A producen una escisión estequiométrica de  las diferentes 

proteínas  codificadas  [213]  (Figura  8).  Para  generar  este  plásmido,  se mandó  a  sintetizar  a 

GeneArt  (Invitrogen)  la  secuencia GSG‐P2A‐NS4a mientras que el  resto de  los péptidos 2A  se 

introdujeron  con  los  oligonucleótidos  utilizados  para  generar  el  vector  usando  la  estrategia 

Gibson Assembly (ver oligonucleótidos en Tabla 5). 
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Figura  8.  Traducción  mediada  por  péptidos  2A.  Sistema  de  expresión  policistrónica  para  la 

coexpresión heteróloga de 2 o más proteínas  situadas en  tándem bajo un mismo promotor  y 

marco de lectura. Se incluye una secuencia peptídica 2A viral entre las secuencias codificantes de 

Proteína 1 y Proteína 2 para inducir la "omisión de ribosoma" durante la traducción que conduce 

a  la  liberación  cotraduccional  de  las  2  proteínas  con  una  relación  estequiométrica  de  1:1. 

Adaptado de [213]. 

 

En el  caso de plásmidos que  van  a dirigir  la delecion de  genes del MVA, en el presente 

trabajo  se utilizó el plásmido pGEM‐RG‐ΔC6L, empleado para generar el virus MVA‐HCV  ΔC6L 

(Figura 9). Dirige la deleción del gen C6L del MVA (MVA019L) por recombinación homóloga. Este 

plásmido  contiene  2  flancos  derechos  y  uno  izquierdo  del  gen  C6L  y  los  genes marcadores 

dsRed2 y  rsGFP, que nos permitirán  seleccionar virus  intermediarios Red2/GFP positivos, que 

serán eliminados posteriormente por recombinación homóloga para obtener finalmente el virus 

recombinante deseado. Este plásmido fue generado y descrito previamente [193]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.   Esquema representativo del plásmido de transferencia pGEM‐RG‐ΔC6L. L:  izquierda; 

R: derecha. 

 

‐  Plásmidos pcDNA 

El plásmido pcDNA3.0(+) (Invitrogen) es un plásmido de expresión en células de mamíferos 

que  contiene  resistencia  a  ampicilina  y  kanamicina  y  un  sitio  de  clonación múltiple  tras  un 

promotor de citomegalovirus  (CMV). A partir de éste,  se generó el plásmido pcDNA‐NS3, que 

expresa la proteína NS3 del HCV, genotipo 1a, aislado H77, previamente descrito en [183]. Para 
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este  estudio  se  generó  el  plásmido  pcDNA‐NS3mut,  que  contiene  la mutación  S139A  en  la 

proteína  NS3.  Todos  estos  plásmidos  fueron  empleados  en  experimentos  in  vitro  y  en  las 

inmunizaciones en ratones.  

‐ Plásmidos DREP 

Los plásmidos DREP y DREP‐e fueron cedidos por los Drs. Peter Liljeström y Karl Ljungberg 

del  Instituto  Karolinska  de  Estocolmo  (Suecia).  A  partir  de  los  mismos,  se  generaron  los 

siguientes plásmidos DREP que expresan genes del HCV de genotipo 1a, cepa H77 (Tabla 4): 

 

Plásmido DREP  Inserto del HCV 

DREP‐C‐E1‐E2  Genes Core, E1 y E2 del HCV 

DREP‐e‐C‐E1‐E2 
Genes Core, E1 y E2 del HCV  

Contiene un enhancer (e) translacional previo a los genes del HCV

DREP‐p7‐NS2‐NS3  Genes p7, NS2 y NS3 del HCV 

DREP‐e‐p7‐NS2‐NS3 
Genes p7, NS2 y NS3 del HCV  

Contiene un enhancer (e) translacional previo a los genes del HCV
Tabla 4. Plásmidos DREP generados en este estudio. 

 

Los plásmidos DREP contienen los siguientes elementos (Figura 10): 

 Gen de selección en cultivo bacteriano: Para clonar y crecer los plásmidos, éstos contienen el 

gen de resistencia a kanamicina para seleccionar las bacterias transformadas con el mismo. 

 Antígenos de  interés: Expresados bajo un promotor subgenómico  (SP) 26S del SFV. En este 

estudio se clonaron los genes del HCV descritos anteriormente (Tabla 4). 

 Replicasa: Es una proteína del grupo de virus Alfavirus, expresada bajo un promotor de CMV. 

 Potenciador de  la traducción o enhancer (e): Los plásmidos denominados DREP‐e contienen 

la secuencia de un enhancer, previamente descrito como un potenciador de la expresión de 

la proteína y de  la respuesta humoral [202,203]. Consiste en  los primeros 103 aminoácidos 

de la cápsida del SFV seguidos de un péptido autocatalítico F2A (perteneciente al virus de la 

fiebre aftosa). La secuencia completa del mismo se coloca aguas arriba y en la misma pauta 

de  lectura  que  la  proteína  de  interés  (en  este  caso,  Core  o  p7),  y  es  la  siguiente:  5´‐

NYIPTQTFYGRRWRPRPAARPWPLQATPVAPVVNFDLLKLAGDVESNG‐3´. 

 

 

 

 

 



 

63 

 

 3. MATERIALES Y MÉTODOS

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  10.  Esquema  representativo  de  los  plásmidos DREP. Dentro de  los  antígenos del HCV 

clonados se incluyeron los genes Core‐E1‐E2 o p7‐NS2‐NS3. 

 

‐ Plásmidos empleados para  la caracterización y purificación de proteínas  recombinantes E2 

del HCV 

Se trata de plásmidos de expresión en células de mamífero denominados pPPI4, descritos 

previamente por Binley y colaboradores [214]. Los plásmidos utilizados para expresar diferentes 

variantes de  la proteína  soluble E2 del HCV  fueron generados y  cedidos por  los Drs. Kwinten 

Sliepen y Rogier Sanders del Centro Médico Académico de Ámsterdam (Holanda) y contienen los 

siguientes elementos: 

 Gen de selección en cultivo bacteriano: Para clonar y crecer los plásmidos, éstos contienen el 

gen de resistencia a ampicilina. 

 Proteínas E2 del HCV, genotipo 1a, cepa H77: Estas proteínas recombinantes contienen en el 

extremo C‐terminal una secuencia conectora o linker que une la proteína E2 con la secuencia 

de Strep‐TagII  (W‐S‐H‐P‐Q‐F‐E‐K). Dichas proteínas E2 recombinantes generadas carecen de 

la  región MPER, que  consiste  en una  zona  altamente hidrofóbica que  fue  eliminada de  la 

secuencia para evitar la formación de micelas en el sobrenadante de células transfectadas.  

‐ Otros plásmidos 

Para analizar  la  capacidad  inhibitoria del  IFN por parte de  la proteína NS3 del HCV y del 

mutante de NS3 (S139A) generado se utilizaron los siguientes plásmidos cedidos por el Dr. Pablo 

Gastaminza  (CNB):  pLucTER  (pIFN‐β‐Luc),  plásmido  con  el  gen marcador  de  la  luciferasa  de 

luciérnaga  (Photinus  pyralis)  controlado  por  la  región  promotora  completa  del  gen  de  IFN‐β 

[215]; y pRL‐null, plásmido de expresión del gen  reportero de  la  luciferasa de Renilla  (Renilla 
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reniformis) conducido por el promotor mínimo TATA box (Promega). Este segundo plásmido fue 

utilizado como control para normalizar la eficiencia de transfección. 

Para  estudiar  la  reactividad  cruzada  de  los  anticuerpos  presentes  en  sueros  de  ratones 

inmunizados,  se  utilizaron  diferentes  plásmidos  de  expresión  en  mamíferos  (pCMV)  que 

codifican  las proteínas Core‐E1‐E2 de  los genotipos 1a, 2a, 3a, 4a, 5 y 6 del HCV, y que fueron 

cedidos por el Dr. Pablo Gastaminza (CNB).  

3.1.6. Ratones 

Todos  los  ratones utilizados  en  este  trabajo  fueron hembras de  la  cepa C57BL/6JOlaHsd 

(Envigo), de entre 6‐8 semanas de edad al inicio del experimento. 

La utilización de animales en el presente trabajo se llevó a cabo de acuerdo al Real Decreto 

RD53/2013  y  los  procedimientos  de  trabajo  han  sido  aprobados  por  el  comité  de  ética  de 

experimentación  animal  del  Centro Nacional  de Biotecnología  (CNB‐CSIC)  y  la  Comunidad  de 

Madrid (número de proyecto: PROEX 331/14).  

3.2. Reactivos 

3.2.1. Oligonucleótidos 

En la siguiente tabla se muestran los distintos oligonucleótidos utilizados para procesos de 

clonación,  secuenciación  y  generación  de  virus  recombinantes,  así  como  los  usados  en  la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar contaminación con micoplasma. 

Oligonucleótido  Secuencia (5´→3´) 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar y secuenciar genes del HCV en MVA 

TK‐L  TGATTAGTTTGATGCGATTC 

TK‐R                    TGTCCTTGATACGGCAG 

Core‐F  ATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACC 

Core‐R  GGCTGAAGCGGGCACAGTCAGGC 

Coreint1‐R  CGAGGTTGCGACCGCTCGGAAGTCTTCC 

E1‐F  CTGGACGACGCAAGACTGCAATTGTTC 

E1‐R  CGCGTCGACGCCGGCAAATAGCAGCAGC 

E1new‐F  TACCAAGTGCGCAATTCCTCGGGGC 

E2‐F  GAAACCCACGTCACCGGGGGAAGTGCCGG 

E2‐R  CGCCTCCGCTTGGGATATGAGTAACATC 

E2int‐F  TACACCATATTCAAAGTCAGGATGTACG 

NS2‐F  GACACGGAGGTGGCCGCGTCGTGTGGC 

NS2int‐F  CTCAACGTCCGGGGGGGGCGCGATGCCG 

NS3‐F  GCGCCCATCACGGCGTACGCCCAGC 

NS3‐R  CGTGACGACCTCCAGGTCGGCCGACATGC 

NS3int1‐F  GTGGACCAAGACCTTGTGGGCTGGCCCG 

NS3int2‐F  TGGGCATCGGCACTGTCCTTGACCAAGC 

NS3int3‐F  AATTTTGGGAGGGCGTCTTTACGGGC 

NS4b‐F  TTCAAGCAGAAGGCCCTCGGCCTCCTGC 
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NS4bint‐F  ATTTCATCAGTGGGATACAATACTTGGC 

NS5‐F  TCCCGGGGGAACCATGTTTCCCCCACGC 

NS5int1‐F  GGTTCCTGGCTAAGGGACATCTGGG 

NS5int2‐F  CCAACCATGACTCCCCTGACGCCGAGC 

NS5int3‐R  GGCTTTTTCCACGTCTCTACTAGCGGGGGG 

NS5int4‐F  TTTGACAGACTGCAAGTTCTGGACAGCC 

NS5int5‐R  CAGTTGTGGCATGAGCTTGGCTTTCAGCC 

Oligonucleótidos utilizados para clonar y secuenciar genes del HCV en vectores DREP 

DREP‐univ‐F  CCGCTTTCGAACCTAGGAGCTTAATTCG 

DREP‐univ‐R  CCGCGGGATCGACTAGTGAACTCGAGTTCCC 

DREP‐ye‐R  GCCATCCGAGTGGACGTGCGTC 

DREP‐e‐Rev  GGGCCCAGGGTTGGACTCGACGTCTCCC 

DREP‐CE2‐F  GTTCACTAGTCGATCCCGCGGATGAGCACGAATCCTAAACC 

DREP‐e‐CE2‐F  GAGTCCAACCCTGGGCCCAGCACGAATCCTAAACC 

DREP‐CE2‐R  GCTCCTAGGTTCGAAAGCGGTCACGCCTCCGCTTGGG 

DREP‐p7NS3‐F  GTTCACTAGTCGATCCCGCGGATGGCTTTGGAGAACCTCG 

DREP‐e‐p7NS3‐F  GAGTCCAACCCTGGGCCCGCTTTGGAGAACC 

DREP‐p7NS3‐R  GCTCCTAGGTTCGAAAGCGGTCACGTGACGACCTCCAGGTCG 

Oligonucleótidos utilizados para mutar NS3 

pcDNA3‐NS3Mut‐F  CTACTTGAAAGGCTCCGCGGGGGGTCCGCTG 

pcDNA3‐NS3Mut‐R  CAGCGGACCCCCCGCGGAGCCTTTCAAGTAG 

Oligonucleótidos utilizados para clonar y secuenciar genes del HCVmuta 

GB‐pCyA‐R  GCGCGCCTTGTCTAGATTCTCCCGGGTAGCTAGTTAATTA 

GB‐NS5b‐F 
TACGCTTTGTTGAAACTCGCTGGCGATGTTGAAAGTAACCCCGGTCCTTC
AATGTCTTATTCCTGG 

GB‐E/L‐Core  TCTAGACAAGGCGCGCCAAAAATTGAAATTTTATT 

GB‐NS2‐R  GCGTACGCCGTGATGGGCGCCAGCAACCTCCACCCCTTGG 

GB‐NS4b‐F 
GTCTGCTAACATGCGGTGACGTCGAGGAGAATCCTGGACCTTCTCAGCA
CTTACCGTACATCG 

GB‐NS4b‐R 
CGAGTTTCAACAAAGCGTAGTTAGTACATTGGCCGGAGCCGCATGGAGT
GGTACACTCC 

GB‐NS5a‐F 
CGCTTTGTTGAAACTCGCTGGCGATGTTGAAAGTAACCCCGGTCCTTCCG
GTTCCTGGCTAAGG 

GB‐NS5a‐R 
GTTTCAACAAAGCGTAGTTAGTACATTGGCCGGAGCCGCAGCACACGAC
ATCTTCCGTGTCG 

GB‐NS3‐F  AAGGGGTGGAGGTTGCTGGCGCCCATCACGGCGTACG 

GB‐NS4a‐R 
TCACCGCATGTTAGCAGACTTCCTCTGCCCTCGCCGGAGCCGCACTCTTCC
ATCTCGTCG 

NS3toGP2A‐NS4a‐F  GGTCGTCACGGGCAGCGGCGCCACCAAC 

pcDNA3toGP2A‐
NS4a‐R 

GCCGTTACTAGTGGATCCTCAGCACTCTTCCATCTCGTCGA 

pcDNA3‐F  GGATCCACTAGTAACGGCCGCC 

pcDNA3‐R  GGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTGG 

pcDNAtoNS3‐F  TTGGTACCGAGCTCGGATCCATGGCGCCCATCACGG 

GP2AtoNS3‐R  TGGCGCCGCTGCCCGTGACGACCTCCAGGTCGGC 

Oligonucleótidos utilizados para confirmar la deleción del gen C6L 

RFC6L‐AatII‐F  CTCGTCGACGTCCGACCAATCTGGGC 

LFC6L‐BamHI‐R   GTTGTTGGATCCATTGGTAGATGACG 

Oligonucleótidos utilizados para comprobar contaminación con micoplasma 

MycA  GGCGAARGGGTGAGTAACACG 
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MycB  CGGATAACGCTTGCGACCTATG 

Oligonucleótidos utilizados para la realización de RT‐PCRs 

IFN‐β sentido  GATTCATCTAGCACTGGCTGG 

IFN‐β antisentido  CTTCAGGTAATGCAGAATCC 

IFIT1 sentido  TTGCCTGGATGTATTACCAC 

IFIT1 antisentido  GCTTCTTGCAAATGTTCTCC 

IFIT2 sentido  ACAAGGCCATCCACCACTTTAT 

IFIT2 antisentido  CCCAGCAATTCAGGTGTTAACA 

TNF‐α sentido  CACCACTTCGAAACCTGGGA 

TNF‐α antisentido  CACTTCACTGTGCAGGCCAC 

HPRT sentido  GAACGTCTTGCTCGAGATGTG 

HPRT antisentido  CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT 
Tabla  5.  Oligonucleótidos  utilizados  en  este  trabajo.  a  En  este  apartado  sólo  se  muestran 

aquellos  oligonucleótidos  distintos  y  adicionales  al  apartado  “Oligonucleótidos  utilizados  para 

amplificar y secuenciar genes del HCV en MVA”. 

 

3.2.2. Péptidos y proteínas comerciales 

Los péptidos del HCV utilizados para  la estimulación de  los esplenocitos en  los ensayos ex 

vivo son del genotipo 1a, cepa H77, y fueron obtenidos de BEI Resources (Instituto Nacional de 

Alergia  y  Enfermedades  Infecciosas,  Institutos  Nacionales  de  Salud,  Estados  Unidos).  Los 

péptidos tienen una longitud de entre 15 y 18 aminoácidos y una región de solapamiento con el 

péptido siguiente de 11 aminoácidos, cubriendo todas las regiones antigénicas de las proteínas 

del  HCV  incluidas  en  los  vectores  utilizados  en  este  estudio.  Cada  péptido  se  resuspendió 

siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante  y  fueron  agrupados  por  proteínas:  Core  (28 

péptidos),  E1  (29  péptidos),  E2  (56  péptidos),  p7  (8  péptidos),  NS2  (32  péptidos),  NS3  (98 

péptidos), NS4 formado por NS4a (7 péptidos) más NS4b (40 péptidos), y NS5 formado por NS5a 

(71  péptidos)  más  NS5b  (91  péptidos).  Todos  los  grupos  de  péptidos  se  dejaron  a  una 

concentración final de 1 mg/ml. 

La  proteína  E2  utilizada  en  los  ensayos  por  inmunoabsorción  ligado  a  enzimas  (ELISA) 

corresponde  también al genotipo 1a, cepa H77. Fue adquirida en Sino Biological y se utilizó a 

una concentración de 2 μg/ml. 

3.2.3. Anticuerpos 

Los anticuerpos utilizados en este estudio se resumen en la siguiente tabla: 

Anticuerpo  Características  Procedencia 
Anticuerpos primarios 

Conejo α WR 
Anticuerpo policlonal frente a las proteínas de 

la cepa Western Reserve (WR) del VACV 
Centro Nacional de 

Biotecnología 

Conejo α E3 
Anticuerpo policlonal frente a la proteína de  

28 kDa (E3) del VACV 

Cedido por el Dr. B. 
Jacobs y el Dr. B. 

Moss 
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Humano α HCV 
Anticuerpo policlonal frente a todas las 

proteínas del HCV 

Cedido por el Dr. 
Rafael Fernández 

Muñoz 

Ratón α Core 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

Core del HCV, genotipo 1a 
ThermoFisher 
Scientific 

Humano α E2 AP33 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína  

E2 del HCV 
Cedido por el Dr. 
Rogier Sanders 

Humano α E2 AT12‐009 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína  

E2 del HCV 
[216] 

Humano α E2 AT12‐011 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína  

E2 del HCV 
[216] 

Ratón α E2 H84.26 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína  

E2 del HCV 
Cedido por el Dr. 
Rogier Sanders 

Humano α CD81.LeL 
Anticuerpo monoclonal quimérico fusionado a 
una parte (LeL, del inglés, large extracelular 

loop) del receptor celular CD81  

Cedido por el Dr. 
Rogier Sanders 

Ratón α E1 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína  

E1 del HCV, genotipo 1a 
Abcam 

Cabra α E2 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína  

E2 del HCV, genotipo 1a 
Abcam 

Ratón α NS3 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

NS3 del HCV, genotipo 1a 
Santa Cruz 

Ratón α NS5a 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

NS5a del HCV, genotipo 1a 
Abcam 

Ratón α β‐actina 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

celular β‐actina  
Cell Signalling 

Conejo α P‐PKR 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

PKR fosforilada en Treonina 446 
Abcam 

Ratón α PKR 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

PKR 
Santa Cruz 

Ratón α P‐eIF2α 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

eIF2α fosforilada en Serina 52 
ThermoFisher 
Scientific 

Ratón α eIF2α 
Anticuerpo monoclonal frente a la proteína 

eIF2α 
Santa Cruz 

Ratón α StrepTag  
Anticuerpo monoclonal frente a la secuencia 

de aminoácidos NWSHPQFEK de la 
estreptavidina 

Gen Script 

Cabra α IgG de ratón 
Anticuerpo policlonal frente a  

IgG total de ratón 
Southern 

Biotechnology 

Cabra α IgG1 de ratón  
Anticuerpo policlonal frente  
al subtipo IgG1 de ratón 

Southern 
Biotechnology 

Cabra α IgG2a de ratón  
Anticuerpo policlonal frente  
al subtipo IgG2a de ratón 

Southern 
Biotechnology 

Cabra α IgG2c de ratón  
Anticuerpo policlonal frente  
al subtipo IgG2c de ratón 

Invitrogen 

Cabra α IgG3 de ratón 
Anticuerpo policlonal frente  
al subtipo IgG3 de ratón 

Southern 
Biotechnology 

Anticuerpos secundarios 

Cabra α IgG de ratón‐
HRP 

Anticuerpo policlonal frente a IgG de ratón 
conjugado con peroxidasa 

Merck 

Ratón α IgG de cabra‐ Anticuerpo policlonal frente a IgG de cabra  Merck 
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HRP  conjugado con peroxidasa 

Cabra α IgG de conejo‐
HRP 

Anticuerpo policlonal frente a IgG de conejo 
conjugado con peroxidasa 

Merck 

Cabra α IgG de humano‐
HRP 

Anticuerpo policlonal frente a IgG de humano 
conjugado con peroxidasa 

Merck 

Anticuerpos conjugados (citometría de flujo) 

Hámster α CD3e ratón‐
PE‐CF594 

Anticuerpo monoclonal frente a CD3 
conjugado con PE‐CF594, clon 145‐2C11 

BD Biosciences 

Rata α CD4 de ratón‐
APC‐Cy7 

Anticuerpo monoclonal frente a CD4 
conjugado con aloficocianina‐Cy7, clon GK1.5 

BD Biosciences 

Rata α CD8a de ratón‐
V500 

Anticuerpo monoclonal frente a CD8 
conjugado con V500, clon 53‐6.7 

BD Biosciences 

Rata α CD62L de ratón‐
Alexa700 

Anticuerpo monoclonal frente a CD62L 
conjugado con Alexa Fluor 700, clon MEL‐14 

BD Biosciences 

Rata α CD127 de ratón‐
PerCPCy5.5 

Anticuerpo monoclonal frente a CD127 
conjugado con PerCPCianina5.5, clon A7R34 

BD Biosciences 

Rata α IL‐2 de ratón‐
APC 

Anticuerpo monoclonal frente a IL‐2 
conjugado con aloficocianina, clon JES6‐5H4 

BD Biosciences 

Rata α IFN‐γ de ratón‐
PECy7 

Anticuerpo monoclonal frente a IFN‐γ 
conjugado con ficoeritrina‐cianina 7,  

clon XMG1.2 
BD Biosciences 

Rata α TNF‐ de ratón‐
PE 

Anticuerpo monoclonal frente a TNF‐ 
conjugado con ficoeritrina, clon MP6‐XT22 

eBioscience 

Rata α CD107a de 
ratón‐FITC 

Anticuerpo monoclonal frente a CD107 
conjugado con isotiocianato de fluoresceína, 

clon 1D4B 
BD Biosciences 

Hámster α CD11c de 
ratón‐FITC 

Anticuerpo monoclonal frente a CD11c 
conjugado con isotiocianato de fluoresceína, 

clon HL3 
BD Biosciences 

Rata α Ly6G de ratón‐PE 
Anticuerpo monoclonal frente a Ly6G 
conjugado con ficoeritrina, clon 1A8 

BD Biosciences 

Rata α CD11b de ratón‐
PECy7 

Anticuerpo monoclonal frente a CD11b 
conjugado con ficoeritrina‐cianina 7,  

clon M1/10 
BioLegend 

Rata α F4/80 de ratón‐
APC 

Anticuerpo monoclonal frente a F4/80 
conjugado con aloficocianina, clon BM8 

eBioscience 

Rata α CD19 de ratón‐
APC‐Cy7 

Anticuerpo monoclonal frente a CD19 
conjugado con aloficocianina‐Cy7, clon ID3 

BD Biosciences 

Estreptavidina‐eFluor 
450 

Fluorocromo eFluor 450 conjugado con 
estreptavidina que se une a anticuerpos 

primarios biotinilados 
eBiosciences 

Rata α CD45 de ratón‐
Violeta brillante 570 

Anticuerpo monoclonal frente a CD45 
conjugado con Violeta brillante 570,  

clon 30F11 
BioLegend 

Rata α CD4 de ratón‐PE 
Anticuerpo monoclonal frente a CD4 
conjugado con ficoeritrina, clon GK1.5 

Beckman Coulter 

Rata α CD8a de ratón‐
PECy7 

Anticuerpo monoclonal frente a CD8 
conjugado con ficoeritrina‐cianina 7,  

clon 53‐6.7 
BioLegend 

Rata α NKP46 de ratón‐ Anticuerpo monoclonal frente a NKP46  BioLegend 
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APC  conjugado con aloficocianina, clon 29A1.4 

Rata α CD3 de ratón‐
APC‐Cy7 

Anticuerpo monoclonal frente a CD3 
conjugado con aloficocianina‐Cy7, clon 17A2 

BioLegend 

Rata α CD16/CD32 de 
ratón (Fc block) 

Anticuerpo monoclonal frente a CD16 y CD32,  
clon 2.46 

BD Biosciences 

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo. 

 

3.2.4. Tampones 

En el presente trabajo se han utilizado los siguientes tampones: 

‐ PBS (1X): NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, NA2PO4 8 mM y KH2PO4 1.5 mM. 

‐ PBS‐staining: PBS 1X, BSA 0.5%, FCS 1%, azida sódica 0.0065% y EDTA 2 mM. 

‐ Tampón IB: PBS 1X, FCS 2% y EDTA 2mM.  

‐ Tampón de carga de ADN: Xylen‐cyanol 0.25%, glicerol 30% y azul de bromofenol 0.25%. 

‐ Tampón Proteinasa K: Tris‐HCl 50 mM pH 8, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM y SDS 1%. 

‐ Tampón  de  carga  (Laemmli  1X):  Tris‐HCl  50  mM  pH  6.8,  SDS  2%,  glicerol  10%,  2‐

mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0.012%. 

‐ Tampón de electroforesis para SDS‐PAGE: Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1%. 

‐ Tampón de transferencia para SDS‐PAGE: Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%, pH 

8.3. 

‐ TBE: Tris‐Borato 90 mM pH 8.3 y EDTA 2 mM. 

‐ TBS: Tris Base 0.5 M pH 8.4 y NaCl 9%. 

‐ BXT: Tris‐HCl 100 mM pH 8, 150 mM NaCl, 1mM EDTA y 50 mM biotina.  

‐ Tampón W: Tris‐HCl 100 mM pH 8, 150 mM NaCl y 1mM EDTA. 

‐ Tampón RBS: Tris‐HCl 10 mM pH 7.8, NaCl 10 mM y MgCl2 1.5 mM. 

3.3. Métodos 

3.3.1. Técnicas de manipulación de ADN 

Las  técnicas  de  manipulación  de  ADN  empleadas  se  han  llevado  a  cabo  según  la 

metodología descrita en el libro Molecular cloning: a laboratory manual [209]. 

3.3.1.1. Purificación de ácidos nucleicos 

‐ Purificación de ADN plasmídico a partir de un cultivo de bacterias 

Para  la extracción del ADN plasmídico de un cultivo de bacterias, éstas fueron crecidas en 

LB o TB (en el caso de los replicones DREP) y posteriormente se extrajo el ADN mediante los kits 

Plasmid  mini/maxi/endo‐free  mega  (Qiagen),  siguiendo  el  protocolo  recomendado  por  el 

fabricante. 
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‐ Purificación de ADN genómico de células infectadas en cultivo 

Esta técnica se utilizó para obtener el ADN viral y celular y comprobar la pureza de los virus 

recombinantes.  Para  ello,  las  células  infectadas  se  recogieron  cuando  se  observó  efecto 

citopático y se centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos (min) a 

temperatura ambiente. El sobrenadante se retiró, el precipitado se resuspendió en Tris‐HCl 50 

mM pH 8 y se añadió proteinasa K  (200 µg/ml, Roche) en su  tampón correspondiente. Tras 1 

hora de  incubación a 55ºC, se añadió RNAsa A  (40 µg/ml, PanReac AppliChem) y se  incubó 30 

min a 37ºC. A continuación, se añadió NaCl saturado y se mezcló invirtiendo el tubo. Después se 

centrifugó a 13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y el sobrenadante se mezcló 

con isopropanol en una proporción 1:0.7 para precipitar el ADN. La mezcla se centrifugó a 13000 

rpm  durante  10  min  a  temperatura  ambiente  y  el  precipitado  se  lavó  con  etanol  al  75%, 

centrifugándose de nuevo a 13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, el 

sobrenadante  se  retiró  cuidadosamente  y  se  dejó  secar  el  ADN  precipitado  a  temperatura 

ambiente tras lo cual se resuspendió en agua destilada estéril.  

‐ Purificación de fragmentos de ADN 

La purificación de ADN procedente de geles de agarosa o reacciones de PCR se llevó a cabo 

con el kit Wizard® Genomic DNA purification Kit (Promega) siguiendo  las recomendaciones del 

fabricante. 

‐ Purificación de ARN 

La purificación de ARN de los cultivos celulares para realizar RT‐PCRs se llevó a cabo usando 

el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La purificación de 

ARN  de  los  cultivos  celulares  para  realizar  microarrays  se  llevó  a  cabo  usando  TRIzol® 

(ThermoFisher Scientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

La concentración de ADN, ARN y de proteína purificada se midió en todos los casos usando 

NanoDrop  (ThermoFisher  Scientific).  En  el  caso  de  proteína,  se  tuvo  siempre  en  cuenta  el 

coeficiente de extinción de la misma. 

3.3.1.2. Geles de Agarosa 

Para visualizar los distintos fragmentos de ADN se utilizó la técnica de electroforesis en gel 

de agarosa al 1% (Conda), utilizando 1% SYBR Safe (Invitrogen) como agente intercalante. 

3.3.1.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La técnica PCR se utilizó para amplificar fragmentos de ADN para su posterior clonación o 

para  la  comprobación  de  la  inserción/deleción  de  genes  en  el  genoma  del MVA  o  en  ADN 

plásmídico. La polimerasa utilizada fue  la Phusion® High Fidelity  (NewEngland Biolabs) con sus 
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correspondientes  tampones  y  reactivos  y  siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante.  La 

cantidad de ADN molde fue 10 ng, los oligonucleótidos se añadieron a una concentración de 0.4 

µM  por  reacción  y  los  desoxinucleótidos  trifosfato  a  0.2 mM  (Roche  Diagnostics  GmbH).  La 

temperatura  empleada  para  el  anillamiento  se  eligió  en  función  de  los  oligonucleótidos  y  el 

tiempo  de  extensión  empleado  dependió  de  la  longitud  del  fragmento  a  amplificar.  Las 

reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador VeritiTM 96‐well (Applied Biosystems). 

3.3.1.4. Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT‐PCR) 

Para llevar a cabo las RT‐PCRs se utilizó 1 μg de ARN total de células infectadas y se llevó a 

cabo  su  conversión  a  ADNc  (RT)  con  el  kit  Reserve  Transcription  (Qiagen)  siguiendo  las 

recomendaciones  del  fabricante.  A  continuación,  se  llevó  a  cabo  una  PCR  en  condiciones 

estándar  utilizando  SYBR Green  (Applied Biosystems)  y  los  correspondientes oligonucleótidos 

sobre una placa de 96 pocillos (M96) (MicroAmp Optical, Applied Biosystems) en el aparato de 

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). 

3.3.1.5. Clonación y generación de plásmidos 

Todos  los  procesos  de  clonación  se  llevaron  a  cabo  con  la  técnica  y  el  kit  de  Gibson® 

Assembly  (NewEngland  Biolabs)  siguiendo  las  instrucciones  recomendadas  por  el  fabricante. 

Resumidamente,  tanto  el  vector  como  el  inserto  fueron  amplificados  por  PCR  utilizando 

oligonucleótidos  solapantes  (alrededor  de  20  pb).  A  continuación,  se  comprobaron  las 

amplificaciones  en  un  gel  de  agarosa  y,  en  caso  de  ser  correctas,  se  procedió  a  incubar  el 

producto de PCR con la enzima DpnI (NewEngland Biolabs) durante 1 hora a 37ºC. Después, se 

purificó  el  ADN  amplificado  y  digerido  y  se  resuspendió  en  agua  destilada  estéril.  Una  vez 

medida la concentración de ADN del vector y del inserto, se continuó con la reacción de Gibson® 

durante  1  hora  a  50ºC.  Finalmente,  bacterias  electrocompetentes DH10B  de  Escherichia  coli 

fueron transformadas, crecidas durante 1 hora en LB sin antibiótico, añadidas en placas de Petri 

con  LB‐Agar  con  el  antibiótico  correspondiente  e  incubadas  durante  la  noche  a  37ºC. Al  día 

siguiente,  se  seleccionaron  varias  colonias  y  se  comprobó  si  eran positivas  o no mediante  la 

extracción de su ADN plasmídico siguiendo el protocolo mencionado anteriormente  (apartado 

3.3.1.1) y posterior PCR. 

3.3.1.6. Transfección transitoria de células en cultivo 

Para  transfectar  células  en  cultivo  y  comprobar  la  correcta  expresión  de  las  proteínas 

codificadas por los plásmidos, células HEK‐293T fueron cultivadas hasta un 65% de confluencia, y 

se  transfectaron  con  el  plásmido  correspondiente  utilizando  el  reactivo  PEIMax  (1  μg/μl, 
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Polysciences) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La mezcla ADN‐PEIMax fue añadida 

al medio DMEM‐10% FCS en el que se habían sembrado las células previamente. 

Para transfectar células en cultivo posteriormente a la infección con virus MVA, células DF‐1 

se cultivaron hasta un 80‐90% de confluencia en placas p60, se infectaron con virus MVA y tras 1 

hora de adsorción  se  transfectaron  con 15 µg del plásmido de  transferencia  correspondiente 

utilizando  Lipofectamina  2000  (Invitrogen)  siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante.  A 

continuación,  las  células  se  incubaron  durante  5  horas  en  medio  Opti‐MEM  sin  suero,  y 

posteriormente se lavaron con Opti‐MEM dos veces y se añadió medio de infección. 

3.3.1.7. Microarrays 

El ensayo de microarrays  se  realizó  sobre  células moDCs  infectadas  con  virus MVA.  Tras 

obtener  las moDCs (apartado 3.3.4.1), éstas fueron  infectadas a una multiplicidad de  infección 

(MDI) de 1 unidad formadora de placa (UFP)/célula con los virus correspondientes. Tras 6 horas, 

las células se recogieron, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 4ºC y el ARN se extrajo 

usando TRIzol. 

Posteriormente,  los microarrays  fueron  realizados  por  el  servicio  de  genómica  del  CNB 

utilizando  arrays  de  Agilent  de  1  color  4x44K  (G2519F_026652,  Agilent  Technologies)  y 

partiendo de una cantidad de ARN de 4.5 μg. Una vez hibridados, los arrays fueron escaneados 

con una  resolución de 3 mm con el escáner de Agilent  (G2565BA, Agilent Technologies), y  las 

imágenes  fueron analizadas con el programa de Agilent. El  fondo obtenido  fue corregido y  las 

muestras  fueron  normalizadas  utilizando  LIMMA,  como  se  describe  en  [217,218].  Una  vez 

obtenidos los resultados de expresión génica, éstos fueron analizados mediante la herramienta 

online FIESTA VIEWER (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA/index.php), proporcionada por 

el CNB y utilizando como parámetros de filtro FDR (del inglés, False Discovery Rate) Prod <0.05 

(para el análisis de  los distintos virus  frente al Mock) y p value  Limma <0.5  (para  la  tabla de 

comparación  entre  virus MVA‐HCV  y MVA‐HCV  ΔC6L).  En  ambos  casos  se  cribó  también  por 

niveles  de  expresión  (fold  change)  ≥2  ó  ≤‐2.  Los  métodos  de  esta  técnica  están  escritos 

detalladamente en [211]. 

3.3.2. Técnicas de manipulación de proteínas 

3.3.2.1. Determinación de la cantidad total de proteína de extractos de células  

Para  estimar  la  cantidad  de  proteína  total  presente  en  extractos  de  células  HEK‐293T 

transfectadas  con  los  distintos  plásmidos  que  expresan  diferentes  proteínas  del  HCV,  se 

recogieron  las  células  a  36  horas  post‐transfección  y  se  lavaron  2  veces  con  PBS  1X  frío.  A 

continuación, se procedió a lisarlas utilizando el tampón RBS (60 x 106 cells/ml) durante 15 min 
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en hielo. Posteriormente, se añadió NP‐40 (Merck) al 5%, diluido en RBS, y se volvió a dejar 15 

min en hielo. Después,  los extractos  se  centrifugaron a 2000  rpm durante 10 min a 4ºC  y  se 

obtuvo el  sobrenadante donde  se encuentran  las proteínas, que  se  transfirió a un eppendorf 

nuevo. A continuación, se realizó una última centrifugación a 10000 rpm durante 10 min a 4ºC y 

se obtuvo el sobrenadante. Por último, se procedió a cuantificar  la cantidad  total de proteína 

utilizando el kit de BCA (ThermoFisher Scientific) siguiendo  las  instrucciones del fabricante. Los 

extractos de proteína se almacenaron a ‐70ºC. 

3.3.2.2.  Análisis  de  proteínas  mediante  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  con 

dodecilsulfato sódico (SDS‐PAGE) e inmunodetección en membrana (Western blot) 

Las muestras de células  infectadas o transfectadas fueron recogidas, centrifugadas a 3000 

rpm durante 5 min a temperatura ambiente y el precipitado fue resuspendido en Laemmli 1X‐β‐

mercaptoetanol. A continuación, las muestras fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 8 o 

10 % en presencia de dodecilsulfato  sódico  (SDS) y  fueron  separadas mediante electroforesis 

monodimensional  (100  V,  90 min  aproximadamente,  temperatura  ambiente)  en  condiciones 

desnaturalizantes  (calentándolas  previamente  a  90ºC  durante  10  min),  según  el  protocolo 

descrito en el libro de Molecular cloning: a laboratory manual [209]. 

En  el  caso  de  las  células  transfectadas  con  los  plásmidos  codificantes  para  las  distintas 

proteínas E2 solubles generadas, se recogieron los sobrenadantes y se centrifugaron a 1500 rpm 

durante 5 min a 4ºC para separarlos de las células que pudieran estar presentes. A continuación, 

se  realizaron ensayos de  inmunodetección en membrana o Western blot  (WB) en condiciones 

desnaturalizantes  reductoras  (añadiendo  a  las  muestras  ditiotreitol  (DTT)  (ThermoFisher 

Scientific) y calentándolas a 90ºC durante 10 min) o desnaturalizantes no reductoras (sin DTT) y 

se cargaron en geles comerciales  (4‐12% Tris‐Glycine NOVEX®,  Invitrogen). A continuación,  las 

proteínas presentes en las muestras fueron separadas por electroforesis monodimensional (200 

V, 30 min aproximadamente, 4ºC). 

Una vez  terminada  la electroforesis,  los geles SDS‐PAGE se  transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa  (GE Healthcare)  siguiendo el protocolo de  sistema húmedo  recomendado por el 

fabricante  (Mini  Trans‐Blot®  Cell,  Bio‐Rad)  y  con  el  tampón  de  transferencia  anteriormente 

descrito en el apartado 3.2.4. El gel y la membrana de nitrocelulosa, previamente hidratada, se 

colocaron  entre  dos  papeles  Whattman‐3MM®  (GE  Healthcare)  también  hidratados.  La 

transferencia  se  realizó  a  una  intensidad  de  corriente  de  100  V  durante  50  min.  Una  vez 

acabada,  se  comprobó  la  presencia  de  proteínas  tiñendo  la  membrana  con  el  colorante 

reversible Rojo Ponceau (Sigma). 
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A continuación, la membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con 5% de leche desnatada en 

polvo  disuelta  en  TBS/PBS‐Tween‐20  0.05%  (Sigma)  durante  1  hora  en  agitación  suave  a 

temperatura  ambiente.  Después,  se  añadió  el  anticuerpo  primario  diluido  en  el  medio  de 

bloqueo y se dejó hasta el día siguiente en agitación a 4ºC. Al día siguiente,  las membranas se 

lavaron 2 veces con TBS/PBS‐Tween‐20 0.05% y se  incubaron durante 1 hora con el anticuerpo 

secundario (diluido en el medio de bloqueo) en agitación a temperatura ambiente. Después, las 

membranas  se  lavaron  4  veces  con  TBS/PBS‐Tween‐20  0.05%  y  se  revelaron  con  el  sistema 

luminol ECL® (Amersham), exponiendo una película autoradiográfica Carestream Kodak BioMax 

XAR (Kodak) o directamente en el aparato ChemiDoc™ Imaging System (Bio‐Rad).  

Los  geles  realizados  con proteínas purificadas  fueron observados  tras  la  tinción  con  azul 

Coomassie del gel. 

3.3.2.3. Análisis de proteínas en geles nativos 

Para  comprobar  la  formación  de  complejos  proteicos  por  parte  de  las  proteínas  E2 

diseñadas  y  producidas,  se  llevaron  a  cabo  geles  nativos  (4‐12%  Bis  Tris  Gel  NuPagetm, 

Invitrogen). Para ello,  los sobrenadantes de  las células  transfectadas durante 48 horas con  los 

distintos plásmidos  se  cargaron  en  geles nativos previa mezcla  con Ácido Morfolino Propano 

Sulfónico  (MOPS)  (Merck). La electroforesis se realizó utilizando tampones de Ánodo y Cátodo 

(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante y el WB se llevó a cabo tal y como se 

ha descrito en el apartado anterior.  

Los  geles  nativos  realizados  con  proteínas  purificadas  fueron  teñidos  utilizando  el  kit 

Colloidal Blue Staining (Life Technologies). 

3.3.2.4. Producción, purificación y cromatografía por exclusión de tamaño (SEC) de proteínas  

Una  vez  seleccionadas  las  proteínas  solubles  E2  con  las  características  deseadas,  se 

procedió a su producción a gran escala para purificarlas y separarlas en  fracciones de distinto 

tamaño. Para ello, 0.8‐1.2 x 106 células HEK‐293F/ml se transfectaron con PEImax y 300 µg de 

plásmido  correspondiente  y  se dejaron  creciendo  en  agitación  a 125  rpm  en un  incubador  a 

37ºC y 8% de CO2 en medio FreeStyle durante 6 días. Transcurrido este tiempo, se procedió a 

obtener  los sobrenadantes que contienen  la proteína soluble producida mediante el protocolo 

descrito previamente en  [219]. Resumidamente,  los  sobrenadantes  fueron  centrifugados para 

separarlos  de  las  células  y  posteriormente  se  filtraron  (filtros  Steritops  de  0.22 µm  de  poro; 

Millipore)  aplicando  vacío  y  manteniendo  en  todo  momento  la  temperatura  a  4ºC.  A 

continuación, a los sobrenadantes filtrados se le añadieron 50 ml de tampón W 10X (tampón de 

lavado)  y  2 ml  de  Biolock  (Iba)  y  se  incubaron  en  hielo  durante  15 min.  Posteriormente,  se 
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añadieron  a  columnas  Strep‐Tactin®  XT  (Iba)  previamente  tratadas  siguiendo  las 

recomendaciones del fabricante. Los sobrenadantes se pasaron dejando gotear a una velocidad 

media de 0.5‐1 ml/min y a 4ºC hasta que todo el sobrenadante pasó por  la columna. Debido a 

que estas columnas tienen afinidad específica para StrepTagII,  las proteínas de  interés quedan 

retenidas por las mismas y el resto de elementos del sobrenadante atraviesan la columna y son 

posteriormente  desechados.  A  continuación,  las  columnas  fueron  lavadas  varias  veces  con 

tampón W 1X y se procedió a eluir  la proteína con 12 ml del  tampón BXT  (Iba). Las columnas 

fueron  regeneradas  siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante  y  las  proteínas  fueron 

concentradas usando columnas Vivaspin6 10 kDa (Sartorius) manteniéndolas en el tampón final 

20 mM Tris‐HCl pH 8, 150 mM NaCl. 

A continuación, se realizó  la técnica de cromatografía  líquida de  la proteína rápida  (FPLC) 

(columna SuperdexTM200 10/300 GL, Gelifesciences; máquina NGC Chromatography system, Bio‐

Rad) utilizando la proteína concentrada que se separó en diferentes fracciones según su tamaño 

y  que  fueron  congeladas  a  ‐70ºC  en  20 mM  Tris‐HCl  pH  8,  150 mM NaCl  para  su  posterior 

utilización. 

3.3.2.5. Dispersión dinámica de luz (DLS) 

Para  la  caracterización  del  tamaño  de  las  fracciones  de  las  proteínas  solubles  E2 

seleccionadas  para  las  inmunizaciones  en  ratones,  se  utilizó  la  técnica  DLS  con  el  aparato 

Dynapro Nanostar (Wyatt Technologies) con 10 adquisiciones cada 5 segundos. Para ello, 2.5 µg 

de cada fracción se colocaron en cubetas para medir el tamaño de las partículas por DLS, y cada 

medición  se  tomó  por  duplicado.  El  radio  hidrodinámico  se  calculó  utilizando  el  programa 

Dynamics Analysis, asumiendo modelo esférico, tal y como se describe en [219]. 

3.3.3. Técnicas de manipulación de virus 

3.3.3.1. Infecciones virales 

Todos  los  virus  fueron mantenidos a  ‐80ºC  y descongelados a 37ºC en baño previo a  su 

utilización. Una vez descongelados, se agitaron con vórtex y se sonicaron con un programa de 3 

ciclos de 10 segundos de sonicación y 10 segundos de pausa (Sonicador Misonix Incorporated S‐

3000, Cole‐Parmer). Tras la sonicación, se agitaron con vórtex de nuevo y se procedió a preparar 

el inóculo de virus con la MDI deseada. Las infecciones se llevaron a cabo durante 1 hora (hora 

de  adsorción  del  virus)  a  37ºC,  tras  la  cual  el  inóculo  fue  retirado  y  se  añadió  el medio  de 

infección en el cual se mantendrán las células el tiempo de infección deseado. 
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3.3.3.2. Generación de VACV recombinantes 

En  el  presente  trabajo  se  generaron  2  VACV  recombinantes,  uno  de  inserción  (MVA‐

HCVmut) y otro de deleción (MVA‐HCV ΔC6L). La generación de ambos virus se realizó en células 

DF‐1. 

Para  la  generación  de  MVA‐HCVmut,  se  utilizó  MVA‐PS‐GFP  como  virus  parental, 

previamente descrito [210], el cual expresa  la proteína GFP desde el  locus TK,  lo cual facilita  la 

generación  de  recombinantes  a  partir  del  mismo,  puesto  que  las  distintas  placas  de  lisis 

generadas  por  los  virus  recombinantes  intermediarios  pueden  visualizarse  fácilmente  por  la 

presencia/ausencia  de  fluorescencia.  La monocapa  de  células  DF‐1  cultivadas  en  placas  p60 

(Nunc) al 80‐90% de confluencia fue infectada a una MDI de 0.01 UFP/célula con el virus MVA‐

PS‐GFP. Tras 1 hora de infección, se retiró el inóculo, se lavó 2 veces con Opti‐MEM y se añadió 

el medio  de  transfección,  que  contiene Opti‐MEM,  15  µl  de  lipofectamina  2000  y  15  µg  del 

plásmido de  transferencia pCyA‐HCVmut, previa  incubación  de  los mismos durante  20 min  a 

temperatura ambiente para  la  formación de  los  complejos ADN‐liposomas.  Las  células  fueron 

incubadas con el medio de transfección durante 5 horas, posteriormente se lavaron 2 veces con 

Opti‐MEM  y  se mantuvieron  en medio  de  infección  DMEM‐2%  FCS.  Tras  3  días,  cuando  se 

observó efecto citopático, se recogieron las células, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min 

a temperatura ambiente y se resuspendieron en 500 µl de DMEM sin suero. A continuación, las 

células fueron congeladas (a ‐70ºC) y descongeladas (a 37ºC) 3 veces agitando con vórtex entre 

cada ciclo de congelación‐descongelación con el fin de lisarlas y liberar el virus al sobrenadante, 

el cual fue obtenido tras centrifugar 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Después, 

el virus  fue sonicado y agitado con vórtex y se utilizó para  infectar monocapas confluentes de 

células crecidas en placas de 6 pocillos (M6) (Nunc) a diferentes diluciones seriadas (desde 10‐1 a 

10‐6) en DMEM sin suero. Tras 1 hora de infección, se retiró el inóculo y se sustituyó por 3 ml de 

medio de  infección  sólido  consistente en una mezcla de Agarosa 1.9%  (previamente  fundida) 

con medio DMEM‐2X‐4% FCS en una proporción 1:1. Tras 48 horas de infección, se añadió 1 ml 

de la mezcla 1:1 de Agarosa 1.9%‐DMEM‐2X‐4% FCS y 1.2 mg/ml del sustrato X‐Gal (Merck) para 

visualizar  las  placas  de  lisis  producidas  por  los  virus  que  hubieran  incorporado  el  inserto  de 

interés  junto  al  gen  LacZ.  Tras 24 horas,  se  seleccionaron  las placas que habían desarrollado 

color  azul  y  que  estuvieran  más  aisladas  de  otras  placas  de  lisis  que  contuvieran  GFP 

(procedente  del  virus  parental).  Las  placas  de  lisis  seleccionadas  fueron  obtenidas  con  una 

pipeta Pasteur de vidrio de 150 mm (Deltalab) y se añadieron a 500 µl de DMEM sin suero. Tras 

3  ciclos de  congelación‐agitación  con  vórtex‐descongelación  y  sonicación, estas placas  fueron 

utilizadas como inóculo para infectar monocapas de células confluentes en placas de 24 pocillos 
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(M24)  (Nunc) en medio de  infección.  Estas  infecciones  se mantuvieron hasta que  se observó 

efecto citopático, momento en el que se recogieron, como se ha descrito anteriormente, y se 

volvieron  a  utilizar  como  inóculo  para  infectar  nuevas monocapas  de  células  confluentes  en 

placas M24. Una vez observado efecto citopático, estas células fueron recogidas y  lisadas para 

análisis por WB y PCR. Para WB  se utilizó el anticuerpo policlonal  frente al HCV previamente 

descrito en Tabla 6, y para PCR  se utilizaron  los oligonucleótidos TK‐L y TK‐R, que amplifican 

todo el genoma del HCV insertado en el locus TK del MVA. Una vez confirmada la expresión y la 

pureza de las distintas placas, se seleccionó una de ellas y se utilizó como inóculo para infectar 

monocapas  de  células  confluentes  en  placas M6  a  diluciones  desde  10‐1  a  10‐6.  Todo  este 

proceso se llevó a cabo 3 veces seleccionando placas azules, y otras 3 veces más seleccionando 

placas sin color (ni azul, ni GFP), aislando y purificando el virus final deseado, el cual ha perdido 

por recombinación homóloga el gen marcador LacZ. 

Para  la generación de MVA‐HCV ΔC6L, se partió del virus MVA‐HCV previamente descrito 

[183].  El  proceso  de  generación  de  este  virus  recombinante  de  deleción  es  similar  al  de 

inserción, pero usando el plásmido de transferencia pGEM‐RG‐ΔC6L que dirigirá la deleción del 

gen C6L.  Inicialmente se generarán virus  intermediarios que se seleccionarán por su expresión 

de GFP y Red2, que posteriormente se perderán por un nuevo proceso de recombinación dando 

lugar  a  los  virus  recombinantes  finales.  Las  células  infectadas  con  las  distintas  placas  se 

recogieron  y  utilizaron  para  purificar  ADN  genómico  y  llevar  a  cabo  una  PCR  con  los 

oligonucleótidos  indicados en  la Tabla 5 y comprobar  la ausencia del gen C6L y  la pureza de  la 

placa.  También  se  analizaron por WB para  comprobar que  los  virus mantenían  y  expresaban 

correctamente las proteínas del HCV. 

En el presente trabajo se distinguen 3 tipos de stocks virales. El stock inicial o P1, consiste 

en el virus recombinante generado, el cual procede de monocapas de células  infectadas con  la 

placa final y recogidas tras observar efecto citopático. Una vez comprobado por WB la expresión 

de los antígenos del HCV insertados y la pureza del virus recombinante por PCR, se utilizó para 

generar el stock de trabajo o P2. Para ello, se infectaron a una MDI de 0.05 UFP/célula 5 placas 

p150  (Nunc)  de  células  CEF  confluentes,  las  cuales  se  recogieron  cuando  se  observó  efecto 

citopático. El  stock P2  fue utilizado en  todos  los experimentos de  caracterización del  virus  in 

vitro. Por último, para los ensayos in vivo, se generó el stock purificado o P3 a partir del stock P2 

(ver a continuación en el apartado de purificación de virus).  

3.3.3.3. Caracterización de VACV recombinantes  

‐ Titulación de virus 
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Para  la  titulación  de  los  virus  se  han  empleado  las  técnicas  previamente  descritas  en 

Preparation of Cell Cultures and Vaccinia Virus Stocks [220].  

La titulación de  los virus MVA se realizó en células DF‐1 confluentes sembradas en placas 

M6.  Se  realizaron  diluciones  seriadas  de  los  virus  en  DMEM  sin  suero  y  se  añadieron  a  la 

monocapa  de  células  por  duplicado.  Tras  30‐35  horas  de  infección,  las monocapas  celulares 

fueron fijadas con metanol:acetona en proporción 1:1 durante 3 min. A continuación, se realizó 

un  inmunomarcaje para detectar  y  contabilizar  las placas de  lisis  formadas por  los  virus.  Los 

anticuerpos utilizados para el inmunomarcaje fueron Conejo α WR como anticuerpo primario y 

Cabra  α Conejo‐HRP  como anticuerpo  secundario, ambos diluidos 1/1000 en PBS 1X‐3%FCS e 

incubados  sobre  la  monocapa  celular  durante  1‐2  horas.  Tras  incubar  con  el  anticuerpo 

secundario y  lavar  la monocapa, se añadió 1 mg/ml de DAB  (Merck), NiSO4 3% y peróxido de 

hidrógeno 30% (Merck) en PBS para revelar las placas y cuantificarlas. Tras contar las placas de 

lisis, el título se refirió como UFP/ml. 

‐ Cinética de crecimiento viral 

Para evaluar la capacidad de replicación de los distintos VACV recombinantes y analizar si la 

inserción de los antígenos del HCV o la deleción del gen C6L afecta a la capacidad de replicación 

de los mismos, monocapas de células fueron infectadas a una MDI de 0.01 UFP/célula con cada 

virus.  Tras  1  hora  de  adsorción,  se  retiró  el  inóculo  y  se  añadió  a  la monocapa medio  de 

infección DMEM‐2% FCS. A continuación,  las células fueron recogidas a distintos tiempos post‐

infección  (0,  24,  48  y  72  horas),  sometidas  a  3  ciclos  de  congelación‐agitación  con  vórtex‐

descongelación y mantenidas a ‐70ºC hasta su titulación. Por último, los virus fueron sonicados y 

titulados utilizando el procedimiento descrito en el apartado anterior. 

‐ Purificación de virus 

Para los ensayos in vivo se utilizaron stocks de virus purificado (stock P3) según el método 

descrito  inicialmente por  Joklik  [221]  y modificado por Esteban  [222]. Brevemente, 30 placas 

p150 de células CEF confluentes se infectaron a una MDI de 0.01 UFP/célula con el stock P2. Una 

vez se observó efecto citopático, las células se recogieron y se centrifugaron a 1500 rpm durante 

5 min a 4ºC y el precipitado se lavó con PBS y fue resuspendido en tampón Tris‐HCl 10 mM pH 9. 

A continuación,  las células  infectadas  fueron  lisadas mediante 3 ciclos de sonicación‐agitación 

con vórtex‐centrifugación para liberar las partículas virales al sobrenadante, el cual se centrifugó 

durante 1 hora a 20000 rpm a 4º en rotor SW28 (Beckman) sobre un colchón de sacarosa al 36% 

en Tris‐HCl 10 mM pH 9. El precipitado obtenido se resuspendió en Tris‐HCl 10 mM pH 9 y se 

centrifugó sobre otro colchón de sacarosa en las mismas condiciones. Por último, el precipitado 

obtenido en esta segunda centrifugación fue resuspendido en Tris‐HCl 10 mM pH 9, alicuotado y 

congelado a ‐70ºC hasta su utilización. 
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Los  virus  purificados  se  titularon  por  duplicado  y  se  comprobó  la  ausencia  de 

contaminación  por  bacterias  (placas  de  agar  LB),  hongos  (placas  de  agar  sangre,  Oxoid)  y 

micoplasma  (a  través  de  una  PCR  específica  para micoplasma).  Todos  los  stocks  P3  fueron 

comprobados por PCR y WB previamente a su utilización en los ensayos in vivo. 

3.3.4. Técnicas inmunológicas in vitro 

3.3.4.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) mediante Ficoll 

Para obtener  las moDCs, bolsas de sangre periférica de pacientes sanos  fueron obtenidas 

del centro de Transfusión de  la Comunidad de Madrid. La sangre se mezcló en una proporción 

1:3  con  Ficoll  (Ficoll  Paque  Plus,  GE  Healthcare)  y  a  continuación  se  centrifugó  a  2100  rpm 

durante 20 min a 18‐26ºC sin freno. Después, se extrajeron con una pipeta  los PBMCs, que se 

localizan  formando una  capa  entre  la  fase de plasma  (la más  superficial)  y  el  Ficoll. Una  vez 

obtenidos  los  PBMCs,  se  lavaron  2  veces  con  PBS  1X  atemperado  centrifugando  a  1700  rpm 

durante  10  min  a  temperatura  ambiente.  A  continuación,  se  procedió  al  aislamiento  de 

monocitos  usando  el  kit Dynabeads® UntouchedTM Human Monocytes  (Invitrogen)  y  el  imán 

Dynal (Invitrogen) siguiendo  las recomendaciones del fabricante. Cuando  los monocitos fueron 

aislados, se resuspendieron en medio de diferenciación (RPMI‐10%FCS, IL‐4 0.1 mg/ml y factor 

estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM‐CSF) 0.1 mg/ml) y se mantuvieron 7 

días en el incubador a 37ºC, 5% CO2. Al séptimo día, se recogieron las moDCs, se contaron y se 

prepararon para su posterior infección. 

3.3.4.2. Ensayo para determinar la inhibición o inducción celular de IFN 

Este ensayo se realizó para comprobar que  la proteína NS3mut (mutación puntual S139A) 

codificada por el plásmido pcDNA‐NS3mut es inactiva y, por tanto, no inhibe la respuesta del IFN 

en  células  transfectadas  con  el mismo.  Primero,  células HEK‐293T  crecidas  hasta  un  60%  de 

confluencia  fueron  transfectadas  con  lipofectamina  utilizando  distintas  concentraciones  de 

pcDNA‐NS3 o pcDNA‐NS3mut, completando hasta 600 ng con pcDNA3.0(+), y 30 ng de pRL‐null + 

100 ng de pLucTER por pocillo. Tras 24 horas de transfección, las células fueron infectadas con el 

virus Sendai  (previa titulación del mismo para establecer  la dilución  idónea para  inducir  IFN‐β) 

incubándose durante 24 horas más. Por último, se procedió a medir las unidades relativas de luz 

(URL)  de  los  lisados  celulares  con  el  kit Dual‐Glo®  Luciferase  Assay  (Promega),  siguiendo  las 

instrucciones del  fabricante y utilizando el buffer de  lisado pasivo 1X  (Promega). La  lectura de 

renilla  y  luciferasa  se  llevó  a  cabo  con  el  aparato Orion  II Microplate  Luminometer  (Titertek 

Berthold), y en el análisis se relativizaron las unidades obtenidas de luciferasa con las de renilla 

para normalizar la eficiencia de transfección. 
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3.3.4.3. Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

En el presente trabajo se realizaron 2 tipos de ELISAs: 

‐ Determinación de los niveles de anticuerpos en los sueros de ratones inmunizados 

Se utilizaron placas de 96 pocillos (MaxiSorp, ThermoFisher Scientific) que se cubrieron con 

2 µg/ml de la proteína HCV E2 (Sino Biological) o con 50 µg/ml de proteína total (medida con el 

Kit BCA) en el caso de extractos de células HEK‐293T transfectadas con  los distintos plásmidos 

que  codifican  proteínas  Core‐E1‐E2  de  diferentes  genotipos  del  HCV  y  se  incubaron  a  4ºC 

durante la noche. Al día siguiente, las placas se lavaron 3 veces con PBS 1X‐Tween20 0.05% y se 

bloquearon con PBS 1X‐leche 5% durante 2 horas a  temperatura ambiente. Transcurrido este 

tiempo, se añadieron diluciones seriadas de  los sueros de  los ratones  inmunizados en PBS 1X‐

Tween20  0.01%‐leche  1%  y  se  incubaron  las  placas  durante  1  hora  y  30 min  a  temperatura 

ambiente. A continuación, las placas fueron lavadas 3 veces y se añadió el anticuerpo secundario 

Cabra  α  ratón‐HRP  diluido  1:1000  en  PBS  1X‐Tween20  0.01%‐leche  1%  durante  1  hora  a 

temperatura  ambiente.  Por  último,  se  lavaron  las  placas  y  se  revelaron  utilizando  TMB  (Life 

Technologies).  La  reacción  colorimétrica  se paró  con H2SO4 1M  y  la medición de  la densidad 

óptica se realizó a 450 nm en el aparato Ez Read 400 (Biochron). 

‐ Caracterización de las distintas proteínas recombinantes E2 producidas 

En  este  caso,  se  utilizó  la  técnica  de  ELISA  para  estudiar  las  distintas  afinidades  de  las 

proteínas HCV E2 producidas en este  estudio  frente  a distintos  anticuerpos. En primer  lugar, 

células  HEK‐293T  fueron  transfectadas  con  5  µg  de  los  distintos  plásmidos  siguiendo  el 

procedimiento descrito en el apartado 3.3.1.6. Tras 48 horas de transfección, los sobrenadantes 

fueron recogidos y mantenidos en hielo hasta a su utilización. El día previo al ELISA, placas de 96 

pocillos  (96‐Well  Half  Area Microplates, MICROLON™  Greiner  Bio‐One)  fueron  cubiertas  con 

lectina de Galanthus Nivalis (GNL) (Vector Laboratories) a una concentración de 20 μg/ml. Al día 

siguiente,  las  placas  se  lavaron  con  TBS  y  se  bloquearon  con  caseína  2%  (ThermoFisher 

Scientific)  durante  30  min  a  temperatura  ambiente.  A  continuación,  las  placas  se  lavaron 

nuevamente  y  se  añadió  100  µl  de  los  distintos  sobrenadantes,  que  se  incubaron  durante  2 

horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las placas se lavaron 2 veces con TBS y 

se añadieron  los siguientes anticuerpos primarios diluidos en 2% caseína: StrepTagII: 1 µg/ml, 

AT12‐009:  3  µg/ml,  AT12‐011:  3  µg/ml,  AP33:  0.5  µg/ml,  HC84.26:  10  µg/ml  y  CD81‐LeL:  3 

µg/ml). Tras 2 horas de  incubación a temperatura ambiente,  las placas se  lavaron 3 veces con 

TBS y se añadieron los distintos anticuerpos secundarios (cabra α IgG de ratón o humano‐HRP) 

incubándose durante 1 hora a  temperatura ambiente. Por último,  las placas  fueron  lavadas 4 

veces con TBS 1X‐Tween20 0.05%, 1 vez con TBS 1X y se revelaron de la misma manera que en el 
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apartado  anterior.  En  el  caso de  las  fracciones de proteína purificada,  las placas de  ELISA  se 

cubrieron con la proteína a una concentración de 1 µg/ml.  

3.3.4.4. Análisis de respuesta innata in vitro 

Para estudiar  la capacidad de  los distintos VACV recombinantes de estimular  la expresión 

de genes relacionados con la respuesta inmune innata, células THP‐1 diferenciadas a macrófagos 

con 0.1 μg/ml de forbol‐12‐miristato‐13‐acetato (PMA) (Merck) y moDCs procedentes de sangre 

de donantes sanos fueron infectadas a una MDI de 5 UFP/célula para THP‐1 y 0.3 o 1 UFP/célula 

en el caso de moDCs. Tras 6 horas de infección, las células fueron recogidas, se centrifugaron a 

1500 rpm durante 5 min a 4ºC y se procedió a extraer su ARN siguiendo el protocolo descrito 

previamente  en  el  apartado  3.3.1.1  de  técnicas  de  purificación  de  ácidos  nucleicos.  A 

continuación,  se  realizaron  diferentes  RT‐PCRs  utilizando  los  oligonucleótidos  descritos  en  la 

Tabla  5,  para  determinar  los  niveles  de  IFN‐β,  de  los  genes  inducidos  por  interferón  con 

repeticiones tetratricopéptido 1 y 2 (IFIT1,  IFIT2) y de TNF‐α. Para el análisis de  los resultados, 

los  valores  obtenidos  fueron  relativizados  al  valor  del  gen  endógeno  hipoxantina 

fosforribosiltransferasa  (HPRT) y al valor de  las células  sin  infectar correspondiente para cada 

muestra y se representan como unidades arbitrarias (U.A.). 

3.3.5. Técnicas inmunológicas in vivo 

3.3.5.1. Protocolos de inmunización 

Para  los  ensayos  de  análisis  de  poblaciones  celulares  en  respuesta  inmune  innata  y  los 

ensayos  de  reclutamiento,  se  utilizaron  5  ratones  por  grupo.  Para  los  ensayos  de  respuesta 

inmune  adaptativa  y  de  memoria,  se  utilizaron  8  ó  10  ratones  por  grupo,  que  fueron 

inmunizados dos veces  (protocolo prime/boost)  con un  intervalo de 2  semanas. A  los 10 días 

post‐boost,  la  mitad  de  los  ratones  de  cada  grupo  fueron  sacrificados  y  los  bazos  fueron 

extraídos y procesados con el fin de estudiar la respuesta inmune adaptativa celular y humoral. 

Los  ratones  restantes  se mantuvieron  vivos  hasta  53  días  después  del  boost,  cuando  fueron 

sacrificados y los bazos fueron extraídos y procesados con el fin de estudiar la respuesta inmune 

de memoria celular y humoral. 

Todas  las  inmunizaciones se realizaron en PBS  libre de endotoxina  (Gibco). La  inoculación 

de VACV recombinantes se realizó por vía intraperitoneal (i.p.) y se utilizó una jeringa de 1 ml y 

25G (BD Tuberculin), inoculándose 1 x 107 UFP de virus en 200 µl de PBS. Las inmunizaciones de 

los vectores DREP se realizaron intramuscularmente (i.m.) en los tríceps de ambas patas traseras 

con una jeringa de insulina BD Micro‐Fine (30G) x 8 mm (BD Biosciences) inoculándose un total 

de 100 µg de ADN (diluido en PBS, volumen final de 100 µl) por ratón dividido en 50 µl/pata. Las 
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inmunizaciones de proteína se hicieron por vía i.m. con 10 µg de proteína por ratón en un total 

de  50  µl  de  PBS  con  adyuvante,  el  cual  contenía  ODN  1826  (Invivogen),  2%  Alhydrogel 

(Invivogen)  y  una  cantidad  equivalente  (1:1)  de  Sigma  adjuvant  Oil  (Merck).  El método  de 

eutanasia utilizado fue en cámara de CO2. 

3.3.5.2. Análisis de poblaciones celulares en respuesta inmune innata 

Para  estudiar  las  poblaciones  celulares  del  sistema  inmune  que migran  hacia  la  cavidad 

peritoneal del ratón tras  la  inoculación de  los diferentes virus, se  inocularon 1 x 107 UFP/ratón 

por  vía  i.p.  Tras 6, 24  y 48 horas,  los  animales  fueron  sacrificados  y  se  les  realizó un  lavado 

peritoneal  inyectando  6  ml  de  PBS  1X‐2%  FCS  con  una  aguja  de  25G  (BD  Tuberculin)  y 

masajeando la cavidad peritoneal durante unos segundos. A continuación, se recogió el exudado 

peritoneal con jeringa y aguja de 21G (BD Microlance 3) y se anotó el volumen recuperado. 

Los  lavados peritoneales  fueron procesados  individualmente. Primero,  se  centrifugaron a 

1500  rpm durante 5 min  a 4ºC  y el precipitado de  células  se  resuspendió en 500 µl de PBS‐

staining. Las células  se contaron, anotando el número de células viables en cada muestra y a 

continuación, se repartieron 200 µl y 200 µl en 2 pocillos de una placa M96 (Nunc) de fondo en 

“V” y se lavaron una vez más con PBS‐staining. Después, se añadió Fc Block a una dilución 1:250 

en PBS‐staining para  bloquear  los  receptores  Fc  y  se  incubó  15 min  a  4ºC  en oscuridad.  Las 

células se lavaron de nuevo y se procedió a incubarlas con 50 µl de los anticuerpos marcadores 

de  superficie  específicos  correspondientes  (ver  Tabla  6)  diluidos  según  el  lote  de  cada 

anticuerpo, durante 20 min a 4ºC en oscuridad. Por último, las muestras fueron lavadas 2 veces 

y resuspendidas en 200 µl de PBS‐staining para ser posteriormente analizadas por citometría de 

flujo utilizando un citómetro Gallios (Beckman Coulter).  

Para  el  análisis  de  las  diferentes  poblaciones  celulares  se  tuvo  en  cuenta  los mililitros 

recuperados de los lavados peritoneales para extrapolar y calcular el número total de cada tipo 

celular presente en el exudado. Los resultados de citometría se analizaron usando el programa 

FlowJo  (versión 8.8.7). La estrategia de análisis  se  llevó a cabo  seleccionando  inicialmente  las 

células  positivas  para  CD45  y  posteriormente  se  seleccionó  cada  una  de  las  poblaciones 

utilizando la combinación de marcadores descrita en la siguiente tabla: 
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Población celular  Marcador 

Células dendríticas  CD11c+, MHC‐II+ 

Neutrófilos  CD11b+ Ly6G+ 

Macrófagos  F4/80+ CD11b+ 

Monocitos  F4/80 inter. CD11b inter. 

Células B  CD19+ CD11b+ 

Células T CD8  CD3+ CD4‐CD8+ 

Células T CD4  CD3+ CD4+ CD8‐ 

Células Natural Killer  NKP46+ CD3‐ 

Células Natural Killer T  NKP46+ CD3+ 

 

Tabla  7. Marcadores  utilizados  para  la  detección  de  diferentes  poblaciones  celulares  en  los 

lavados peritoneales de ratones  inmunizados.  Inter: la población seleccionada presenta niveles 

intermedios del marcador. +: presencia de marcador, ‐: ausencia de marcador. 

 

3.3.5.3. Análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo en la respuesta adaptativa y 

de memoria 

Para el estudio de  la respuesta celular específica  frente al HCV generada por  los distintos 

protocolos de inmunización que incluyen vectores DREP, MVA recombinantes o proteínas E2, se 

inmunizaron  8  ó  10  ratones  por  grupo  y  se  sacrificaron  10  y  53  días  después  de  la  última 

inmunización, tal y como se describe en el apartado 3.3.5.1. Tras el sacrificio, los bazos de cada 

ratón  fueron  extraídos  y  procesados para obtener  los  esplenocitos  totales  de  cada  grupo  de 

inmunización  siguiendo  el  protocolo  descrito  en  [194,223].  Estos  esplenocitos  fueron 

resuspendidos  en  medio  RPMI‐10%  FCS‐1X  monensina  (ThermoFisher  Scientific)‐1  µl/ml 

brefeldina  A  (BFA)  (Protein  Transport  Inhibitor  BD  GolgiPlug,  BD  Biosciences)‐1:300  CD107a‐

FITC.  Se  añadieron  4  x  106 células en  pocillos  de M96  de  fondo  en  “V”  y  fueron  incubadas 

durante 6 horas en presencia de 1 µg/ml de los péptidos solapantes del HCV. Como control, los 

esplenocitos  se estimularon  con 2 µl/ml de  LAC  (del  inglés,  Leukocyte Activation Cocktail, BD 

Biosciences)  y  1X Monensina.  Tras  6  horas  de  estimulación,  los  esplenocitos  se  lavaron  con 

tampón IB y se  incubaron con Violet Dye (0.5 µl/ml, Invitrogen) durante 20 min en oscuridad a 

4ºC para evaluar la viabilidad celular. A continuación, se realizaron 2 lavados con tampón IB y se 

procedió  a  incubar  los  esplenocitos  durante  20  min  en  oscuridad  a  4ºC  con  50  µl  de  los 

anticuerpos  primarios  de  superficie  mostrados  en  la  Tabla  6  y  diluidos  según  el  lote. 

Posteriormente,  los esplenocitos  fueron  lavados 2 veces y se añadió Cytofix/Cytoperm  (100 µl 

por pocillo, BD Biosciences) durante 20 min en oscuridad a 4ºC para  fijar  y permeabilizar  las 

células, que se dejaron posteriormente toda  la noche a 4ºC en oscuridad en tampón  IB. Al día 

siguiente, se hizo un lavado con Permwash 1X (BD Biosciences) y se añadieron 25 µl de Fc Block 
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diluido 1:100 en Permwash 1X durante 5 min a 4ºC en oscuridad. A continuación, sobre los 25 µl 

de  Fc Block  se  añadieron  25 µl de  los  anticuerpos necesarios para  el marcaje  intracelular de 

citoquinas  (ICS)  (Tabla  6)  a  diferentes  diluciones  en  Permwash  1X  según  el  lote  de  cada 

anticuerpo,  incubándose  20 min  a  4ºC  en oscuridad.  Por  último,  se  realizaron  2  lavados  con 

Permwash 1X y  las células se resuspendieron en 200 µl de tampón  IB para ser posteriormente 

analizadas  por  citometría  de  flujo  en  un  citómetro Gallios  (Beckman  Coulter)  y mediante  el 

programa  FlowJo,  seleccionando  los  linfocitos  vivos que  expresan CD3  en  su  superficie, CD4, 

CD8, CD127 o CD62L, y que secretan las diferentes citoquinas (IFN‐γ, TNF‐α e IL‐2) o expresan el 

marcador de degranulación CD107a. 

3.3.5.4. Análisis de la respuesta inmune humoral 

La respuesta inmune humoral se determinó en los sueros de los ratones inmunizados. Para 

la  obtención  de  los  sueros,  se  recogió  la  sangre  de  los  animales  después  de  su  sacrificio 

mediante  inyección  intracardiaca.  En  algunos  experimentos,  a  aquellos  ratones  que  se 

mantuvieron vivos hasta 53 días después de la segunda inmunización, se les extrajo a día 10 tras 

la  segunda  inmunización  una  pequeña  muestra  de  sangre  con  pinchazo  submandibular 

utilizando  una  lanceta  de  4  mm  (Bioseb).  Una  vez  obtenida  la  sangre,  las  muestras  se 

mantuvieron a 37ºC durante 1 hora y  se guardaron a 4ºC hasta el día  siguiente. Después,  se 

centrifugaron a 3600 rpm durante 20 min a 4ºC y se obtuvo el suero que se guardó a ‐20ºC hasta 

su  utilización. Diluciones  seriadas  de  cada  suero  (o  grupos  de  sueros)  fueron  utilizadas  para 

medir  los  niveles  de  anticuerpos  frente  a  E2 mediante  ELISA,  tal  y  como  se  describe  en  el 

apartado 3.3.4.3. 

3.3.6. Análisis estadístico 

El  análisis  estadístico  entre 2  grupos distintos  se  realizó mediante  T de  Student  (test no 

paramétrico, pareado). La  significancia estadística de  la comparación entre 2 grupos de datos 

obtenidos en ELISA se determinó utilizando el método de Holm‐Sidak, con alfa=5%. El análisis 

estadístico de los datos para determinar la significancia de las diferencias encontradas entre más 

de 2 grupos  se  realizó mediante el  test de análisis de  la varianza  (ANOVA), que en el caso de 

experimentos de reclutamiento fue ANOVA de 2 vías (tiempo+virus) y de una vía en el caso de 

ELISAs  (protocolo  de  inmunización);  en  ambos  casos  se  transformaron  los  valores  a  escala 

logarítmica.  Para  el  análisis  estadístico  de  los  datos  de  citometría  de  flujo  utilizamos  una 

aproximación que corrige la respuesta obtenida en el grupo control de estimulación (RPMI) y al 

mismo tiempo permite el cálculo de intervalos de confianza y valores de p. Este método ha sido 
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descrito  previamente  [223,224].  Los  valores  p  se  representan  con  asteriscos  siguiendo  el 

siguiente código: *, p< 0.05; **, p< 0.005; ***, p< 0.001.   
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4.1. Diseño, generación y caracterización in vitro e in vivo de un candidato 

vacunal MVA‐HCV que contenga  la deleción del gen C6L del MVA  (MVA‐

HCV ΔC6L) 

En el laboratorio hemos descrito previamente la generación de un candidato vacunal frente 

a hepatitis C, denominado MVA‐HCV, basado en el vector poxviral MVA que expresa de forma 

constitutiva  el  genoma  casi  completo  del  genotipo  1a  del  HCV,  y  que  indujo  una  respuesta 

inmune amplia, polifuncional y duradera  frente al HCV, mediada principalmente por  células T 

CD8+  [183].  Sin  embargo,  aunque  MVA‐HCV  es  inmunogénico,  nuevas  vacunas  optimizadas 

basadas  en  MVA‐HCV  son  deseables.  Existen  diversas  estrategias  para  potenciar  la 

inmunogenicidad  de  los  vectores  poxvirales  [184].  Una  de  ellas  es  la  deleción  de  genes 

inmunosupresores que aún se encuentran presentes en el genoma del MVA, como el gen C6L, 

que codifica un inhibidor de IFN‐β [193,225]. Se ha descrito anteriormente que la eliminación de 

este  gen  en  un  candidato  vacunal  para  HIV‐1  basado  en MVA,  produjo  un  aumento  de  la 

expresión de IFN‐β y de genes inducibles por IFN tipo 1 en células inmunes en cultivo e indujo un 

aumento  de  la  respuesta  inmune  específica  frente  a HIV‐1,  tanto  celular  como  humoral,  en 

ratones inmunizados [193,194]. Por tanto, dada la importancia del IFN en la respuesta antiviral 

frente al HCV y con el fin de aumentar la magnitud de la respuesta inmune específica frente al 

mismo,  el  primer  objetivo  de  este  trabajo  fue  la  generación  y  caracterización  in  vitro  de  un 

nuevo  candidato  vacunal,  MVA‐HCV  ΔC6L,  que  carece  del  gen  C6L,  y  el  estudio  de  su 

inmunogenicidad  in  vivo  en  ratones  inmunizados  mediante  protocolos  homólogos  de 

inmunización prime/boost en comparación con la vacuna parental MVA‐HCV.  

Los resultados del presente apartado han sido publicados [211] y se adjuntan en los anexos 

de esta tesis. 

 

4.1.1. Generación del virus recombinante de deleción MVA‐HCV ΔC6L 

Para estudiar si el gen C6L del VACV puede influir en la inmunogenicidad generada frente a 

los antígenos del HCV presentes en MVA‐HCV, se procedió a la deleción del mismo en el genoma 

de MVA‐HCV,  generándose  el  virus  recombinante MVA‐HCV  ΔC6L  (Figura  11),  tal  y  como  se 

describe en Materiales y Métodos. 
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Figura 11. Esquema del genoma del virus MVA‐HCV ΔC6L. Al  igual que en MVA‐HCV,  los genes 

del genotipo 1a del HCV, aislado H77, se encuentran insertados en el locus TK (gen J2R) del virus 

MVA, bajo el promotor sintético temprano/tardío (pE/L). Las diferentes regiones del genoma del 

MVA se muestran en mayúsculas. El gen C6L delecionado se indica en color magenta. Además de 

este gen, MVA presenta varios genes delecionados o fragmentados que  le confieren el fenotipo 

atenuado, mostrándose como rectángulos negros debajo del esquema del genoma. TK‐L, flanco 

izquierdo del gen TK; TK‐R, flanco derecho del gen TK. 

 

La correcta generación y pureza del virus recombinante de deleción MVA‐HCV ΔC6L fueron 

confirmadas por PCR  (Figura 12A)  tras amplificar el ADN obtenido de células DF‐1 sin  infectar 

(mock)  o  infectadas  a  una MDI  de  5  UFP/célula  con MVA‐WT, MVA‐HCV  y MVA‐HCV  ΔC6L 

utilizando oligonucleótidos que hibridan en las zonas flanqueantes del gen C6L o del locus TK del 

MVA (locus de inserción de los genes del HCV) y que están descritos en la Tabla 5 de Materiales 

y Métodos.  Posteriormente,  para  confirmar  la  correcta  expresión  y  el  procesamiento  de  las 

proteínas del HCV, se obtuvieron extractos de células DF‐1 sin  infectar (mock) o  infectadas con 

MVA‐WT, MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L a una MDI de 5 UFP/célula y se analizó la expresión de las 

proteínas del HCV mediante WB. Tal y como se muestra en la Figura 12B, el virus MVA‐HCV ΔC6L 

expresa y procesa correctamente todas las proteínas del HCV. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Figura 12. Deleción del gen C6L y correcta expresión de las proteínas del HCV por parte del virus 

MVA‐HCV ΔC6L. Células DF‐1 se infectaron con los distintos virus a una MDI de 5 UFP/célula y se 
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recogieron tras 24 horas post‐infección (hpi) para extraer su ADN o procesar para WB. (A) Análisis 

de PCR. Los oligonucleótidos utilizados hibridan en las regiones flanqueantes del gen C6L y el gen 

TK (locus de inserción de los genes del HCV) y se utilizaron para confirmar la correcta generación 

del virus MVA‐HCV  ΔC6L.  (B) Expresión por WB de  las proteínas del HCV en MVA‐HCV  ΔC6L y 

MVA‐HCV. 

 

4.1.2. El gen C6L del MVA no es esencial para el crecimiento de MVA‐HCV 

Se ha descrito previamente que MVA‐HCV y MVA‐WT crecen de manera similar en cultivo 

celular  [183].  Para  confirmar  si  la  deleción  del  gen  C6L  del MVA  no  afecta  a  la  capacidad 

replicativa  de  MVA‐HCV,  se  infectaron  células  DF‐1  con  MVA‐HCV  o  MVA‐HCV  ΔC6L  y  se 

recogieron a distintos tiempos post‐infección para comparar sus cinéticas de crecimiento. Tal y 

como se muestra en la Figura 13, ambos virus replican de manera similar, por lo que la deleción 

de C6L no afecta a la capacidad infectiva del virus ni a su replicación en condiciones permisivas, 

demostrando que la proteína C6 del MVA no es esencial para la replicación de MVA‐HCV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  13.  Cinéticas  de  crecimiento  de  MVA‐HCV  ΔC6L  y  MVA‐HCV.  Células  DF‐1  fueron 

infectadas con ambos virus a una MDI de 0.01 UFP/célula. A 0, 24, 48 y 72 hpi se recogieron las 

células y los títulos virales en los lisados celulares se determinaron mediante inmunomarcaje de 

placa  con  anticuerpos  anti‐VACV.  (A)  Curvas  de  crecimiento de  ambos  virus.  Se  representa  la 

media  y  desviación  estándar  de  2  experimentos  independientes.  UFP:  Unidad  formadora  de 

placa. (B) Ejemplo de inmunomarcaje en células crecidas en pocillos de placa M6 e infectadas con 

las diluciones 10‐5 y 10‐6 de ambos virus y fijadas a 48 hpi.  

 

4.1.3. MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L disminuyen  la expresión de genes  involucrados en 

la inmunidad innata  

Se  ha  descrito  previamente  que  en  células  infectadas  con  MVA‐HCV  se  produce  una 

reducción de  la expresión de varios genes  implicados en  la  inmunidad  innata, principalmente 

genes de  la ruta del IFN, en comparación con células  infectadas con MVA‐WT [183]. Por tanto, 

para examinar si la deleción del gen C6L del MVA, que codifica para un inhibidor de IFN tipo 1, 
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puede afectar a la respuesta inmune innata inducida por MVA‐HCV produciendo un aumento de 

la producción de IFN y de genes regulados por IFN, se infectaron macrófagos THP‐1 (Figura 14A) 

y células moDCs (Figura 14B) humanas con MVA‐WT, MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L a una MDI de 

5 ó 0.3  y 1 UFP/célula,  respectivamente. A  las 6 horas post‐infección,  se extrajo el ARN  y  se 

analizó mediante RT‐PCR a tiempo real la expresión de IFN‐β, de genes inducidos por IFN (IFIT1 e 

IFIT2)  y  de  la  citoquina  proinflamatoria  TNF‐α.  Los  resultados  obtenidos  muestran  que,  en 

comparación con MVA‐WT,  los virus MVA  recombinantes que expresan  las proteínas del HCV 

disminuyen de manera similar la expresión de los genes de IFN‐β, IFIT1, IFIT2 y TNF‐α en ambos 

tipos  celulares,  sin  encontrarse  diferencias  estadísticamente  significativas  entre MVA‐HCV  y 

MVA‐HCV ΔC6L. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

Figura 14. Expresión de genes relacionados con la respuesta inmune innata en células humanas 

infectadas  con MVA‐HCV  o MVA‐HCV  ΔC6L.  Células  THP‐1  (A)  y moDCs  (B)  humanas  fueron 

dejadas sin infectar (mock) o infectadas con MVA‐WT, MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L a una MDI de 

5 UFP/célula (A) y 0.3 ó 1 UFP/célula (B) durante 6 horas. Los niveles de expresión de ARNm de 

los  distintos  genes  estudiados  (IFN‐β,  IFIT1,  IFIT2  y  TNF‐α)  se  analizaron  por  RT‐PCR  y  se 

relativizaron con el gen endógeno HPRT, no  influido por  la  infección. U.A: Unidades arbitrarias. 

Los valores de p  indican diferencias  significativas al  comparar MVA‐HCV y MVA‐HCV  ΔC6L  con 

MVA‐WT (* p <0.05, ** p <0.005). Se representa  la media y  la desviación estándar de muestras 

por duplicado de un experimento  representativo de 2 ensayos  independientes. Los valores del 

mock fueron restados a su correspondiente muestra para relativizar.    

 

4.1.4. Un análisis de microarrays revela que MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L producen una 

severa reducción en la expresión de diferentes genes celulares 

Con el objetivo de estudiar el  impacto que produce  la expresión de  los genes del HCV por 

parte de  los virus MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L en  la expresión de genes celulares, se realizó un 

análisis de microarrays en moDCs humanas obtenidas de 3 donantes distintos e  infectadas con 

los  diferentes  virus  a  una MDI  de  1  UFP/célula  durante  6  horas.  Tras  el  análisis  realizado 
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utilizando como parámetros de filtro FDR y un valor de p < 0.05, con diferencias de expresión ≥ 2 

ó  ≤  −2,  los  resultados  mostraron  que  17  genes  celulares  experimentaron  un  aumento 

significativo de sus niveles de expresión debido a  la  infección por MVA‐WT, MVA‐HCV y MVA‐

HCV  ΔC6L,  mientras  que  sólo  se  observó  disminución  en  los  niveles  de  expresión  en 

comparación  con  células  sin  infectar  para  un  solo  gen  (TFEB)  (Figura  15A).  Los  genes  cuyos 

niveles de expresión se ven aumentados como consecuencia de  la  infección se agrupan en  las 

siguientes categorías: genes relacionados con la respuesta de IFN (OASL, ZC3HAV1, IFN‐β1, IFIT1, 

IFIT2  e  IFIT3),  genes  involucrados  en  apoptosis  (PMAIP1)  e  histonas  (HIST1H4D,  HIST1H4F, 

HIST1H4H, HIST1H4J, HIST1H4K, y HIST2H4B). Además, el aumento de  los niveles de expresión 

de estos genes inducidos por la infección con MVA‐WT fue mayor que el inducido por los virus 

MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L (Figura 15A). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Análisis de microarrays en moDCs infectadas con los distintos virus a una MDI de 1 

UFP/célula  durante  6  horas.  (A)  Los  genes  celulares  expresados  diferencialmente  fueron 

evaluados mediante  la  forma no paramétrica de algoritmo RankProd disponible como paquete 

RankProd en el Bioconductor. Los  resultados  representan  la media obtenida de 3 donantes de 

sangre independientes. (B) Validación del análisis de microarrays mediante RT‐PCR a tiempo real 

de  3  genes  representativos:  IFN‐β,  IFIT1  e  IFIT2.  U.A:  Unidades  arbitrarias.  Los  valores  de  p 
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indican  diferencias  significativas  comparando MVA‐HCV  y MVA‐HCV  ΔC6L  con MVA‐WT  (*  p 

<0.05, ** p <0.005, *** p <0.001).  

 

Para validar  los datos obtenidos en  los microarrays, se utilizó el mismo ADNc para realizar 

PCR cuantitativa a tiempo real de 3 genes celulares representativos (IFN‐β, IFIT1 e IFIT2) (Figura 

15B), confirmándose el efecto  inhibidor de  las proteínas del HCV sobre  la expresión de dichos 

genes, en comparación con MVA‐WT y las no diferencias entre MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L. 

 

4.1.5.  MVA‐HCV  y  MVA‐HCV  ΔC6L  producen  un  reclutamiento  celular  diferente  a 

MVA‐WT en la cavidad peritoneal de ratones infectados 

Tal  y  como  se ha descrito en  la  introducción,  la  respuesta  celular  innata  juega un papel 

importante en  la  infección por el HCV. Además, en el apartado  anterior  se determinó que  la 

infección  por MVA‐HCV  y MVA‐HCV  ΔC6L modula  la  expresión  de  diferentes  genes  celulares 

involucrados  en  respuesta  a  IFN.  Por  tanto,  a  continuación,  se  procedió  a  estudiar  in  vivo  el 

reclutamiento de distintas poblaciones celulares, principalmente relacionadas con  la respuesta 

innata, en la cavidad peritoneal de ratones inoculados con los distintos virus. Para ello, 5 ratones 

C57BL/6 por grupo fueron inoculados i.p. con los diferentes virus (1 x 107 UFP/ratón), y tras 6, 24 

y 48 hpi se realizaron lavados peritoneales para obtener  las células que habían migrado al sitio 

de  infección.  Dichas  células  fueron marcadas,  analizadas mediante  citometría  de  flujo  y  los 

resultados obtenidos son representados como el número absoluto de las diferentes poblaciones 

de células inmunes (Figura 16).  

Los resultados mostraron que tras la inoculación con los diferentes virus se produjo un gran 

reclutamiento de  células  inmunitarias  al  sitio de  infección  (aproximadamente 107  células).  La 

mayoría  de  los macrófagos  abandonaron  la  cavidad  peritoneal  tras  24  hpi, mientras  que  las 

células DCs, NKs, NKTs y neutrófilos fueron altamente  reclutados a  las 24 y 48 hpi en  ratones 

infectados con MVA‐WT, MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L en comparación con aquellos  inoculados 

con PBS. Sin embargo, a 24 hpi la magnitud del reclutamiento de células DCs, NKs, NKTs, T CD4+ 

y CD8+  fue menor en ratones  inoculados con MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L en comparación con 

MVA‐WT, una vez más debido probablemente al efecto inhibitorio que presentan los genes del 

HCV sobre el sistema inmune. 
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Figura 16. Reclutamiento de células  inmunes a  la cavidad peritoneal de ratones  inmunizados. 

Cinco ratones C57BL/6 por grupo fueron inoculados i.p. con MVA‐WT, MVA‐HCV, MVA‐HCV ΔC6L 

o PBS y a 6, 24 y 48 hpi  (primera, segunda y tercera barra de cada grupo, respectivamente) se 

procedió  a  hacer  lavados  peritoneales  para  estudiar  el  reclutamiento  de  células  al  sitio  de 

inoculación en cada ratón individual. En el eje Y se muestra el logaritmo del número absoluto de 

las células analizadas por citometría.  

 

La comparación entre MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L demostró un comportamiento similar de 

ambos  virus,  aunque  observamos  diferencias  en  el  reclutamiento  de  neutrófilos  respecto  al 

tiempo ya que mientras que en MVA‐HCV ΔC6L el número de neutrófilos se mantiene constante 

en los 3 tiempos analizados, en el caso de MVA‐HCV varía, con una disminución a 48 hpi. 

4.1.6. MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L  inducen una  respuesta  inmune celular adaptativa 

específica frente al HCV 

Para definir si la deleción en el genoma de MVA‐HCV del gen C6L del MVA, que codifica un 

inhibidor de  IFN‐β, pudiera tener un  impacto  in vivo en  la respuesta  inmune adaptativa contra 

los antígenos del HCV, primero analizamos la respuesta de las células T específicas frente al HCV 

generada por MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L en ratones inmunizados con 2 inoculaciones de cada 

vector  viral  (protocolo  homólogo  de  inmunización  prime/boost)  (Figura  17).  Por  tanto,  se 

inmunizaron 8 ratones C57BL/6 por grupo con  los virus MVA‐WT, MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L, 

tal y como se describe en Materiales y Métodos y la mitad de ellos (n=4) se sacrificaron el día 10 

después  del  boost  para  medir  mediante  ICS  la  respuesta  inmune  adaptativa  de  células  T 

específicas frente al HCV. Los esplenocitos de cada grupo de inmunización se estimularon ex vivo 

con un panel de grupos de péptidos que cubren la poliproteína completa de la cepa H77 del HCV 
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(genotipo  1a)  y,  tras  6  horas  de  estimulación,  las  células  se  marcaron  con  anticuerpos 

específicos para identificar poblaciones de células T (CD4+ y CD8+) y células respondedoras (que 

expresan CD107a en  la superficie de  las células T como un marcador  indirecto de citotoxicidad 

y/o que producen las citoquinas IFN‐γ, TNF‐α e IL‐2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Esquema del protocolo de  inmunización utilizado. Se  inocularon 8 ratones C57BL/6 

por grupo a 0 y 15 días (prime/boost) con los diferentes candidatos vacunales indicados. A 10 días 

tras el boost (día 25) se sacrificaron la mitad de los ratones (n=4) para obtener sus bazos y sangre 

y estudiar la respuesta inmune celular y humoral adaptativa frente al HCV, respectivamente. A 53 

días tras el boost (día 68), el resto de ratones (n=4) se sacrificaron y se obtuvieron los bazos y la 

sangre  para  estudiar  la  respuesta  inmune  celular  y  humoral  de  memoria  frente  al  HCV, 

respectivamente. UFP: Unidades formadoras de placa; i.p: intraperitoneal. 

 

Los resultados mostraron que la respuesta inmune frente al HCV generada por MVA‐HCV y 

MVA‐HCV ΔC6L fue principalmente mediada por células T CD8+ (determinadas como la suma de 

células  productoras  de  IFN‐γ,  TNF‐α  y/o  IL‐2,  y/o  expresando  el marcador  de  desgranulación 

CD107a) específicas frente a los distintos péptidos del HCV (Core + E1 + E2 + p7‐NS2 + NS3 + NS4 

+ NS5). Esta respuesta fue alta y similar en ratones inmunizados con MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L 

(Figura 18A). No se encontraron células T CD4+ específicas frente al HCV.  

El análisis del perfil de esta  respuesta  inmune de  células T CD8+ mostró que  fue dirigida 

preferentemente  contra  las proteínas p7 + NS2 y, en menor medida,  frente a NS3 en ambos 

grupos  de  inmunización  (Figura  18B).  MVA‐HCV  indujo  respuestas  frente  a  p7  +  NS2 

significativamente  más  altas  que  MVA‐HCV  ΔC6L,  mientras  que  MVA‐HCV  ΔC6L  indujo 

respuestas frente a NS3 significativamente mayores que MVA‐HCV (Figura 18B). La calidad de la 

respuesta  inmune  de  las  células  T  CD8+  se  analizó  midiendo  el  patrón  de  producción  de 

citoquinas  (IFN‐γ,  TNF‐α  y/o  IL‐2)  más  su  potencial  citotóxico  (desgranulación  basada 

indirectamente en  la expresión de CD107a). Como se muestra en  la Figura 18C  las respuestas 

generadas  por MVA‐HCV  y MVA‐HCV  ΔC6L  fueron  similares  y  altamente  polifuncionales,  con 

Grupos (n=8 ratones/grupo) 
1) MVA‐HCV ΔC6L / MVA‐HCV ΔC6L  
2) MVA‐HCV / MVA‐HCV 
3) MVA‐WT / MVA‐WT 

Días 0 15 25 68 

Prime: MVA: 1x10
7
UFP, i.p. Boost: MVA: 1x10

7
UFP, i.p. 

Sacrificio n=4/grupo 
‐ Respuesta celular T 
‐ Respuesta humoral  

Sacrificio n=4/grupo
‐ Respuesta celular T 
‐ Respuesta humoral 

Fase Adaptativa Fase Memoria 
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alrededor del 60%  y el 5% de las células T CD8+ teniendo 3 (CD107a + IFN‐γ + TNF‐α y IFN‐γ + IL‐

2 + TNF‐α) y 4 funciones (CD107a + IFN‐γ + IL‐2 + TNF‐α), respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados.  Esplenocitos  de  ratones  inmunizados  (n=4)  se  obtuvieron  10  días  después  del 

boost, y las respuestas inmunes de células T CD4+ y CD8+ específicas frente a grupos de péptidos 

del HCV se analizaron por ICS, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los valores de p 

indican diferencias significativas al comparar MVA‐HCV/MVA‐HCV con MVA‐HCV ΔC6L/MVA‐HCV 

ΔC6L  (***, p <0.001).  (A) Magnitud  total de  la  respuesta  inmune adaptativa de  células T CD8+ 

específicas frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T 

específicas  frente a  todos  los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ 

y/o TNF‐α y/o IL‐2. (B) Amplitud de  la respuesta  inmune adaptativa de células T CD8+ mostrada 

como el porcentaje de  células específicas  frente  a Core, E1, E2, p7+NS2, NS3, NS4 o NS5 que 

expresan  CD107a  y/o  que  producen  IFN‐γ  y/o  TNF‐α  y/o  IL‐2.  (C)  Polifuncionalidad  de  la 

respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ dirigidas contra todos los antígenos del HCV. Las 

respuestas se dividen en función de  la producción combinada de CD107a,  IFN‐γ, TNF‐α y/o  IL‐2 

por  los  distintos  grupos  de  inmunización,  y  se  agrupan  teniendo  en  cuenta  el  número  de 

funciones (una, dos, tres, o cuatro, diagramas de círculos).  
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4.1.7. MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L inducen niveles similares de anticuerpos frente a la 

proteína E2 del HCV 

A continuación, se analizó la respuesta inmune humoral inducida por MVA‐HCV y MVA‐HCV 

ΔC6L, cuantificando, mediante ELISA, los niveles totales de anticuerpos IgG frente a la proteína 

E2 del HCV  (cepa H77) en  sueros obtenidos de  ratones  individuales 10 y 53 días después del 

boost  (Figura  17). Ambos  grupos de  inmunización generaron niveles  similares de anticuerpos 

contra  E2,  aunque  la  respuesta  humoral  inducida  no  fue muy  elevada,  y  sólo  se  detectaron 

anticuerpos 10 días después del boost (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. Respuesta humoral específica frente a  la proteína E2 del HCV. Obtenida a partir de 

sueros de ratones inmunizados (n=3) tras 10 días después del boost. Los sueros de cada ratón se 

trataron por  individual  a una dilución 1/50 para medir  los  anticuerpos  anti‐E2 por  ELISA. DO: 

densidad óptica. 

 

4.1.8. MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L inducen una respuesta inmune celular de memoria 

específica frente al HCV 

Para  estudiar  las  respuestas  inmunes de memoria de  células  T  específicas  frente  al HCV 

inducidas  por  MVA‐HCV  y  MVA‐HCV  ΔC6L,  4  ratones  de  cada  grupo  de  inmunización  se 

sacrificaron 53 días después del boost y se estimuló ex vivo cada grupo de esplenocitos con un 

panel  de  grupos  de  péptidos  del HCV,  de manera  similar  al  protocolo  de  respuesta  inmune 

adaptativa descrito anteriormente y en Materiales y Métodos. 

La magnitud de  la  respuesta  inmune  celular de memoria específica  frente al HCV  fue, al 

igual  que  en  la  fase  adaptativa, mediada  principalmente  por  células  T  CD8+,  sin  encontrarse 

respuesta celular mediada por células T CD4+ (Figura 20A).  
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Figura 20. Respuesta inmune de memoria de células T CD8+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados.  Esplenocitos  de  ratones  inmunizados  (n=4)  se  obtuvieron  53  días  después  del 

boost, y las respuestas inmunes de células T CD4+ y CD8+ específicas frente a grupos de péptidos 

del HCV se analizaron por ICS, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los valores de p 

indican diferencias significativas al comparar MVA‐HCV/MVA‐HCV con MVA‐HCV ΔC6L/MVA‐HCV 

ΔC6L (***, p <0.001). (A) Magnitud total de  la respuesta  inmune de memoria de células T CD8+ 

específicas frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T 

específicas  frente a  todos  los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ 

y/o TNF‐α y/o IL‐2. (B) Amplitud de la respuesta inmune de memoria de células T CD8+ mostrada 

como el porcentaje de  células específicas  frente  a Core, E1, E2, p7+NS2, NS3, NS4 o NS5 que 

expresan  CD107a  y/o  que  producen  IFN‐γ  y/o  TNF‐α  y/o  IL‐2.  (C)  Polifuncionalidad  de  la 

respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ dirigidas frente a todos los antígenos del HCV. Las 

respuestas se dividen en función de  la producción combinada de CD107a,  IFN‐γ, TNF‐α y/o  IL‐2 

por  los  distintos  grupos  de  inmunización,  y  se  agrupan  teniendo  en  cuenta  el  número  de 

funciones (una, dos, tres, o cuatro, diagramas de círculos).  

 

Esta  respuesta  celular T CD8+  fue  alta  y  similar  en  ratones  inmunizados  con MVA‐HCV  y 

MVA‐HCV  ΔC6L  (Figura 20A), y dirigida principalmente contra  las proteínas p7 + NS2, y  luego 

frente  a  NS3  (Figura  20B).  Al  igual  que  en  la  fase  adaptativa, MVA‐HCV  indujo  respuestas 

inmunes de células T CD8+ específicas frente a p7 + NS2 significativamente más altas que MVA‐

HCV ΔC6L, y lo contrario ocurrió con la respuesta específica frente a NS3 (Figura 20B). 
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El análisis de la calidad de la respuesta inmune celular de memoria mostró que MVA‐HCV y 

MVA‐HCV  ΔC6L  generaron  células  T  CD8+  específicas  frente  al  HCV  que  son  altamente 

polifuncionales, con alrededor del 65% y 23% de las células con 3 y 4 funciones, respectivamente 

(Figura 20C, diagrama de círculos). Las células que producen CD107a +  IFN‐γ + TNF‐α +  IL‐2 y 

CD107a + IFN‐γ + TNF‐α fueron las células más abundantes en ambos grupos (Figura 20C, gráfica 

de barras). 

 

4.1.9. MVA‐HCV  y MVA‐HCV  ΔC6L  inducen  niveles  similares  de  células  T  CD8+  con 

fenotipo efector de memoria específicas frente al HCV 

Por  último,  53  días  después  del  boost  se  examinó  el  fenotipo  de  las  células  T  CD8+  de 

memoria  específicas  frente  a  todas  las  proteínas  del  HCV  al  medir  la  expresión  de  los 

marcadores  de  superficie  CD127  y  CD62L,  que  permiten  la  definición  de  diferentes 

subpoblaciones de  células de memoria:  células  T de memoria  central  (TCM, CD127+/CD62L+), 

células T de memoria efectora (TEM, CD127+/CD62L−), y células T efectoras (TE, CD127−/CD62L−) 

(Figura 21). Los  resultados mostraron que  las  inmunizaciones con MVA‐HCV y MVA‐HCV ΔC6L 

generaron  un  alto  porcentaje  de  células  T  CD8+  de  memoria  específicas  frente  al  HCV, 

principalmente  del  fenotipo  TEM,  y  de magnitud  similar  en  ambos  grupos  de  inmunización 

(Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Perfil  fenotípico de  la  respuesta  inmune de células T CD8+ de memoria específicas 

frente al HCV en ratones inmunizados. Esplenocitos de ratones inmunizados (n=4) se obtuvieron 

53 días después del boost y las respuestas inmunes de células T CD8+ específicas frente a grupos 

de péptidos del HCV se analizaron por ICS, tal y como se describe en Materiales y Métodos. El eje 

Y  indica  el  porcentaje  de  células  T  de memoria  central  (TCM;  CD127+,  CD62L+),  células  T  de 

memoria  efectora  (TEM;  CD127+,  CD62L‐)  y  células  T  efectoras  (TE;  CD127‐,  CD62L‐)  CD8+ 

específicas frente a todos  los grupos de péptidos del HCV y que expresan CD107a y/o IFN‐γ y/o 

TNF‐α y/o IL‐2 (respuesta total). 
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4.2. Diseño, generación y caracterización in vitro e in vivo de un candidato 

vacunal MVA‐HCV que contenga una mutación en la proteína NS3 del HCV 

(MVA‐HCVmut). 

El  genoma  del  HCV  codifica  proteínas  que  tienen  un  papel  fundamental  en  el  ciclo  de 

replicación del  virus, pero que  también  son potentes  inhibidores de  la  respuesta  inmune del 

hospedador  [226,227].  Un  ejemplo  de  estas  proteínas  inhibidoras  es  la  proteína  NS3,  una 

proteína multifuncional con un dominio serín‐proteasa ubicado en el extremo N‐terminal y un 

dominio nucleósido trifosfatasa (NTPasa)/ARN helicasa ubicado en  la parte C‐terminal [228]. El 

papel funcional de NS3 en el ciclo de replicación del HCV es terminar de procesar, gracias a su 

actividad proteasa, la parte final de la poliproteína del HCV (desde NS3 a NS5), pero a su vez es 

capaz  de  inhibir  la  respuesta  del  IFN‐β  al  unirse  y  proteolizar  las  proteínas  de  señalización 

antiviral mitocondrial MAVS  (del  inglés Mitochondrial  antiviral‐signaling  protein),  y  TRIF  (del 

inglés, TIR‐domain‐containing adapter‐inducing  interferon‐β) modificando su  localización y por 

tanto suprimiendo la inducción de IFN tipo I [195,196]. 

Como  se  ha  mencionado  en  la  introducción,  una  estrategia  para  aumentar  la 

inmunogenicidad  de  los  candidatos  vacunales  basados  en  el  MVA  es  la  optimización  del 

antígeno heterólogo que expresan. En este caso, MVA‐HCV expresa varias proteínas del HCV con 

actividad  inmunosupresora.  Por  tanto,  dada  la  importancia  del  IFN  en  la  respuesta  antiviral 

frente al HCV en el presente apartado se propuso la modificación de la proteína NS3, una de las 

proteínas con mayor actividad inhibitoria de la respuesta inmune mediada por IFN tipo I, con el 

fin de aumentar la respuesta inmune específica frente al HCV inducida por MVA‐HCV. Para ello, 

se  generó  un  nuevo  candidato  vacunal, MVA‐HCVmut,  que  contiene  una mutación  puntual 

(S139A) en el dominio catalítico de NS3, para hacerla  inactiva y, por  tanto, evitar su actividad 

inmunosupresora,  y  se estudió  su  inmunogenicidad  in  vivo en  ratones  inmunizados mediante 

protocolos  homólogos  de  inmunización  prime/boost  en  comparación  con  la  vacuna  parental 

MVA‐HCV. 

4.2.1. La mutación puntual S139A en NS3 es suficiente para  revertir  la  inhibición de 

IFN‐β en células transfectadas 

Previo  a  la  generación  del  virus MVA‐HCVmut,  se  procedió  a  confirmar  los  resultados 

descritos  previamente  en  la  bibliografía,  que  afirman  que  una  sola mutación  en  el  dominio 

catalítico de NS3 (cambio de la Serina en la posición 139 por Alanina, S139A) es suficiente para 

suprimir su actividad proteasa y su inhibición de IFN‐β [197]. Para ello, se utilizó un plásmido de 
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expresión en células de mamíferos que expresa  la proteína NS3 del HCV, pcDNA‐NS3, sobre el 

cual  se  procedió  a  introducir  por mutagénesis  dirigida  dicha mutación  S139A,  utilizando  los 

oligonucleótidos  descritos  en  la  Tabla  5  de Materiales  y Métodos,  para  generar  el  plásmido 

pcDNA‐NS3mut. Cabe destacar que esta mutación no  tiene efecto en  la actividad helicasa de 

NS3, y ha sido previamente descrita en la bibliografía como una aproximación adecuada para la 

generación de vacunas frente al HCV [197]. Los resultados mostraron que cuando células HEK‐

293T fueron transfectadas con pcDNA‐NS3mut e  infectadas a  las 24 h post‐transfección con el 

virus  Sendai,  utilizado  como  agente  inductor  de  IFN‐β,  se  rescata  la  producción  de  IFN‐β  de 

forma  significativa,  sin  alcanzar  los  niveles  observados  en  las  células  sin  transfectar  y 

estimuladas  con  el  virus  Sendai, mientras  que  en  la  transfección  con  pcDNA‐NS3  ocurre  una 

inhibición significativa de IFN‐β, confirmando los resultados previamente descritos [197] (Figura 

22). 

 

 

Figura  22.  Expresión  de  IFN‐β  en  células  HEK‐293T  transfectadas  con  pcDNA‐NS3  o  pcDNA‐

NS3mut. Reversión de  la  inhibición de  IFN‐β por parte del pcDNA que codifica  la proteína NS3 

con  la mutación  S139A  (pcDNA‐NS3mut)  en  comparación  con  el  que  expresa  la  proteína NS3 

salvaje (pcDNA‐NS3). En el eje X se representan  las distintas cantidades en nanogramos (ng) de 

los plásmidos utilizados. La cantidad total transfectada fue, en todos los casos, de 730 ng, de los 

cuales  100  ng  son  del  plásmido  pLucTer,  30  ng  del  plásmido  Renilla  pRL‐null  y  diferentes 

cantidades  de  los  plásmidos  pcDNA‐NS3  o  pcDNA‐NS3mut  (mostradas  en  la  gráfica),  siempre 

completando  hasta  600  ng  con  pcDNA  vacío.	Los  datos  fueron  analizados  relativizando  las 
unidades medidas de Renilla  con  las de  Luciferasa. U.A: unidades  arbitrarias.  Se muestran  las 

medias  y  desviaciones  estándar  de  2  experimentos.  Los  valores  de  p  indican  diferencias 

significativas al comparar pcDNA‐NS3 con pcDNA‐NS3mut (***, p <0.001). 
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4.2.2. Generación del virus recombinante MVA‐HCVmut 

Una vez confirmado que la mutación S139A inhibe la función inmunosupresora de NS3, se 

procedió a generar el nuevo  virus  recombinante MVA‐HCVmut, que  contiene dicha mutación 

(Figura 23). Para ello, se diseñó un inserto del HCV ligeramente distinto al de MVA‐HCV, ya que 

al suprimir la actividad catalítica de NS3, la poliproteína del HCV quedaría sin procesar entre NS3 

y NS5, pues es precisamente NS3 la encargada de proteolizar esta parte final de la poliproteína. 

Para evitar esto, se insertaron pequeñas secuencias de péptidos virales autocatalíticos entre las 

proteínas NS3 y NS4a, NS4a y NS4b, NS4b y NS5a, y NS5a y NS5b. Estos péptidos, que proceden 

de distintos virus, se denominan “péptidos 2A” (Tabla 3 de Materiales y Métodos) y permiten la 

expresión individual de múltiples proteínas colocadas en un solo marco de lectura debido a que 

provocan  una  ruptura  en  la  cadena  peptídica  que  nace  del  ribosoma,  en  concreto  entre  los 

aminoácidos prolina  (P) y glicina  (G), asegurando una  traducción estequiométrica de  todas  las 

proteínas presentes entre las secuencias de péptidos 2A [212,213,229]. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23. Esquema del genoma del virus MVA‐HCVmut. Al igual que en MVA‐HCV, los genes del 

HCV del genotipo 1a, aislado H77,  se encuentran  insertados en el  locus TK  (gen  J2R) del virus 

MVA, bajo el promotor sintético  temprano/tardío  (pE/L). MVA‐HCVmut presenta una mutación 

puntual en NS3 (S139A) y distintas secuencias de péptidos 2A colocados entre las proteínas NS3 y 

NS4a, NS4a y NS4b, NS4b y NS5a, y NS5a y NS5b. Las diferentes regiones del genoma del MVA se 

muestran en mayúsculas. Debajo del genoma se muestran como rectángulos negros los genes del 

MVA  delecionados  o  fragmentados  como  consecuencia  de  sus  pases  en  cultivo.  TK‐L,  flanco 

izquierdo del gen TK; TK‐R, flanco derecho del gen TK. Los péptidos 2A se señalan en color azul: 

P2A: péptido procedente del  teschovirus porcino‐1; T2A: péptido procedente del  virus Thosea 

asigna y E2A: péptido procedente del virus de la rinitis equina A. 

 

De esta forma, se procedió a la generación del virus MVA‐HCVmut mediante la inserción del 

genoma casi completo del genotipo 1a del HCV, en el locus TK del virus parental MVA‐GFP, tal y 

como se describe en Materiales y Métodos. El inserto contiene los genes Core, E1, E2, p7, NS2, 

NS3 mutado (mutación S139A), NS4a, NS4b, NS5a y parte de NS5b. Entre NS3 y NS4a se insertó 

un péptido 2A P2A, entre NS4a y NS4b el péptido T2A, y entre NS4b y NS5a y entre NS5a y NS5b 
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el  péptido  E2A  (Figura  23).  La  correcta  generación  y  la  pureza  del  virus  recombinante MVA‐

HCVmut fueron confirmadas por PCR (Figura 24A) tras amplificar el ADN obtenido de células DF‐

1  sin  infectar  (Mock) e  infectadas a una MDI de 5 UFP/célula con el virus parental MVA‐GFP, 

MVA‐HCV  y MVA‐HCVmut utilizando oligonucleótidos que hibridan en  las  zonas  flanqueantes 

del locus TK del MVA (locus de inserción de los genes del HCV) y que están descritos en la Tabla 

5  de  Materiales  y Métodos.  La  inserción  de  los  genes  del  HCV  también  se  comprobó  por 

secuenciación. Posteriormente, para confirmar  la correcta expresión y el procesamiento de  las 

proteínas del HCV en MVA‐HCVmut, se obtuvieron extractos de células DF‐1 sin infectar (Mock) 

o infectadas con MVA‐GFP, MVA‐HCV y MVA‐HCVmut a una MDI de 5 UFP/célula y se analizaron 

por WB. Tal y como se muestra en la Figura 24B, el virus MVA‐HCVmut expresa correctamente 

las proteínas estructurales Core, E1 y E2 del HCV, de  forma similar a MVA‐HCV. Sin embargo, 

procesa  con menor efectividad  las proteínas no estructurales en  comparación  con MVA‐HCV, 

observándose bandas de mayor peso molecular en los WB de NS3 y NS5a, que indicarían que la 

parte no estructural de la poliproteína no se procesa completamente (Figura 24B). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura  24. Comprobación de  la  correcta presencia  y  expresión  de  las  proteínas del HCV por 

parte del virus MVA‐HCVmut. Células DF‐1 se  infectaron con  los distintos virus a una MDI de 5 

UFP/célula y se recogieron tras 24 hpi para extraer su ADN o preparar extracto para WB. (A) PCR 

con  oligonucleótidos  que  hibridan  en  las  regiones  flanqueantes  a  la  zona  de  inserción  de  los 

genes del HCV  (gen TK del MVA) y que  se utilizaron para confirmar  la correcta generación del 

virus MVA‐HCVmut. (B) Expresión por WB de las proteínas del HCV presentes en MVA‐HCVmut y 

MVA‐HCV. 
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4.2.3. La mutación S139A en NS3, presente en MVA‐HCVmut, no afecta al crecimiento 

de MVA‐HCV 

Se ha descrito previamente que MVA‐HCV y MVA‐WT crecen de manera similar en cultivo 

celular  [183]. Para confirmar que  la presencia del nuevo  inserto del HCV en MVA‐HCVmut no 

afecta a su capacidad replicativa, se infectaron células DF‐1 con MVA‐HCV y MVA‐HCVmut (y el 

virus parental MVA‐GFP como control) y se recogieron a distintos tiempos post‐infección para 

comparar  sus  cinéticas de  crecimiento. A  continuación,  se  titularon  los virus presentes en  los 

extractos  celulares.  Tal  y  como  se muestra  en  la  Figura  25,  ambos  virus  replican  de manera 

similar, por  lo que el nuevo  inserto del HCV no afecta a  la capacidad de  replicación de MVA‐

HCVmut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  25.  Cinéticas  de  crecimiento  de  MVA‐GFP,  MVA‐HCV  y  MVA‐HCVmut.  Células  DF‐1 

fueron  infectadas con  los diferentes virus a una MDI de 0.01 UFP/célula. A 0, 24, 48 y 72 hpi se 

recogieron  las  células  y  los  títulos  virales  en  los  lisados  celulares  se  determinaron mediante 

inmunomarcaje de placa con anticuerpos anti‐VACV.  (A) Curvas de crecimiento de  los distintos 

virus.  Se  representa  la media  y  desviación  estándar  de  2  experimentos  independientes. UFP: 

Unidad  formadora de placa.  (B) Ejemplo de  inmunomarcaje  en  células  crecidas  en pocillos de 

placa M6 e infectadas con las diluciones 10‐5 y 10‐6 de cada virus y fijadas a 48 hpi.  

 

4.2.4. MVA‐HCVmut  incrementa  los  niveles  de  expresión  de  IFN‐β  en  macrófagos 

infectados, en comparación con MVA‐HCV 

Se  ha  descrito  previamente  que  en  células  infectadas  con  MVA‐HCV  se  produce  una 

reducción de  la expresión de varios genes  implicados en  la  inmunidad  innata, principalmente 

genes de  la ruta del  IFN, en comparación con células  infectadas con MVA‐WT [183] y que esta 

inhibición sigue presente a pesar de la deleción del gen C6L del MVA, tal y como se ha descrito 

en  el  apartado  anterior.  El  virus  recombinante  MVA‐HCVmut  se  diseñó  con  el  objetivo  de 

aumentar  los  niveles  de  expresión  de  IFN‐β,  en  comparación  con  el  MVA‐HCV.  Para 
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comprobarlo,  se  infectaron  células  humanas  THP‐1  (macrófagos)  con MVA‐GFP, MVA‐HCV  y 

MVA‐HCVmut  a  una MDI  de  5 UFP/célula  y  a  las  6  y  24  hpi  se  extrajo  el  ARN  y  se  analizó 

mediante RT‐PCR a tiempo real la expresión de IFN‐β, y de los genes inducidos por IFN (IFIT1 e 

IFIT2)  (Figura 26). Los  resultados obtenidos muestran que MVA‐HCVmut, en comparación con 

MVA‐HCV, produce un aumento significativo de la expresión de IFN‐β, tanto a 6 como a 24 hpi, 

pero  este  aumento  no  se  observa  en  los  niveles  de  IFIT1  ni  IFIT2.  Además,  los  niveles  de 

expresión  de  IFN‐β,  IFIT1  e  IFIT2  inducidos  por  MVA‐HCVmut  no  consiguieron  alcanzar  la 

inducción generada por MVA‐GFP,  indicando que a pesar de que  la mutación en NS3 aumenta 

los niveles de IFN‐β, aún se observa una inhibición de los genes de la ruta del IFN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Expresión de genes  relacionados con  la  respuesta  inmune  innata en  células THP‐1 

humanas infectadas con MVA‐HCV y MVA‐HCVmut. Células THP‐1 fueron no infectadas (Mock) o 

infectadas con MVA‐GFP, MVA‐HCV y MVA‐HCVmut a una MDI de 5 UFP/célula durante 6 y 24 

horas. Los niveles de expresión de ARNm de cada gen se analizaron por RT‐PCR y se relativizaron 

frente a su respectivo gen endógeno HPRT, no influido por la infección, y se restaron a los niveles 

obtenidos en el Mock. U.A: Unidades arbitrarias. Los valores de p indican diferencias significativas 

al  comparar MVA‐HCV  y MVA‐HCVmut  (*  p  <0.05,  **  p  <0.005).  Se  representa  la  media  y 

desviación estándar de muestras por duplicado de un experimento, y son  representativas de 2 

experimentos independientes.   

 

4.2.5.  MVA‐HCV  y  MVA‐HCVmut  inducen  una  similar  respuesta  inmune  celular 

adaptativa específica frente al HCV 

Para comprobar  si el aumento de  IFN‐β  inducido por MVA‐HCVmut en células  infectadas 

podría  correlacionarse  in  vivo  con un  aumento en  la  respuesta  inmune  adaptativa  contra  los 

antígenos del HCV, primero analizamos  la  respuesta de  las células T específicas  frente al HCV 

generada por MVA‐HCV y MVA‐HCVmut en  ratones  inmunizados con 2  inoculaciones de cada 
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vector  viral  (protocolo  homólogo  de  inmunización  prime/boost)  (Figura  27).  Para  ello  se 

inmunizaron 10 ratones C57BL/6 por grupo (MVA‐WT, MVA‐HCV y MVA‐HCVmut), tal y como se 

describe en Materiales y Métodos, y la mitad de ellos (n=5) se sacrificaron el día 10 después del 

boost para medir por ICS la respuesta inmune adaptativa de células T específicas frente al HCV. 

Los esplenocitos de cada grupo de inmunización se estimularon ex vivo con un panel de grupos 

de péptidos que cubren  la secuencia completa de  la cepa H77 del HCV  (genotipo 1a) y,  tras 6 

horas  de  estimulación,  las  células  se  marcaron  con  anticuerpos  específicos  para  identificar 

poblaciones  de  células  T  (CD4+  y CD8+)  y  células  respondedoras  (que  expresan CD107a  en  la 

superficie de  las células T como un marcador  indirecto de  citotoxicidad y/o que producen  las 

citoquinas IFN‐γ, TNF‐α e IL‐2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Esquema del protocolo de inmunización utilizado. Se inocularon 10 ratones C57BL/6 

por grupo a 0 y 15 días (prime/boost) con los diferentes candidatos vacunales indicados. A 10 días 

tras el boost (día 25) se sacrificaron la mitad de los ratones (n=5) para obtener sus bazos y sangre 

y estudiar la respuesta inmune celular y humoral adaptativa frente al HCV, respectivamente. A 53 

días tras el boost (día 68), el resto de ratones (n=5) se sacrificaron y se obtuvieron los bazos y la 

sangre  para  estudiar  la  respuesta  inmune  celular  y  humoral  de  memoria  frente  al  HCV, 

respectivamente. UFP: Unidades formadoras de placa; i.p: intraperitoneal. 

 

Los resultados mostraron que la respuesta inmune frente al HCV generada por MVA‐HCV y 

MVA‐HCVmut fue mediada principalmente por células T CD8+  (determinadas como  la suma de 

células  productoras  de  IFN‐γ,  TNF‐α  y/o  IL‐2,  y/o  expresando  el marcador  de  desgranulación 

CD107a) específicas frente a  los distintos péptidos del HCV (Core + E1 + E2 + p7 + NS2 + NS3 + 

NS4  + NS5).  Esta  respuesta  fue  alta  y  similar  en  ratones  inmunizados  con MVA‐HCV  y MVA‐

HCVmut (Figura 28A). No se observaron células T CD4+ específicas frente al HCV. El análisis del 

perfil  de  esta  respuesta  inmune  de  células  T  CD8+ mostró  que  fue  dirigida  preferentemente 

contra  la proteína NS2  y,  en menor medida,  frente  a NS3 en  ambos  grupos de  inmunización 

(Figura 28B). Mientras que MVA‐HCVmut generó una respuesta significativamente mayor frente 

a  NS2  que MVA‐HCV,  lo  contrario  ocurrió  con  la  respuesta  inmune  específica  frente  a  NS3 

(Figura  28B).  La  calidad de  la  respuesta  inmune de  las  células T CD8+  se  analizó midiendo el 
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patrón  de  producción  de  citoquinas  (IFN‐γ,  TNF‐α  y/o  IL‐2)  más  su  potencial  citotóxico 

(expresión de CD107a como marcador de desgranulación). Como se muestra en  la Figura 28C, 

las  respuestas  generadas  por  MVA‐HCV  y  MVA‐HCVmut  fueron  similares  y  altamente 

polifuncionales, con células productoras triples (CD107a + IFN‐γ + TNF‐α) y cuádruples (CD107a 

+ IFN‐γ + TNF‐α + IL‐2), pero sin diferencias significativas debido a la mutación de NS3 ni al peor 

procesamiento de  las proteínas no estructurales del HCV en MVA‐HCVmut, salvo en  las triples 

productoras, donde MVA‐HCVmut si aumenta significativamente respecto a MVA‐HCV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados.  Esplenocitos  de  ratones  inmunizados  (n=5)  se  obtuvieron  10  días  después  del 

boost, y las respuestas inmunes de células T CD4+ y CD8+ específicas frente a grupos de péptidos 

del HCV se analizaron por ICS, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los valores de p 

indican  diferencias  significativas  al  comparar  MVA‐HCV/MVA‐HCV  con  MVA‐HCVmut/MVA‐

HCVmut (***, p <0.001).  (A) Magnitud total de la respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ 

específicas frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T 

específicas  frente a  todos  los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ 

y/o TNF‐α y/o IL‐2. (B) Amplitud de  la respuesta  inmune adaptativa de células T CD8+ mostrada 

como el porcentaje de  células específicas  frente a Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4 o NS5 que 

expresan  CD107a  y/o  que  producen  IFN‐γ  y/o  TNF‐α  y/o  IL‐2.  (C)  Polifuncionalidad  de  la 

respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ dirigidas contra todos los antígenos del HCV. Las 

respuestas se dividen en función de  la producción combinada de CD107a,  IFN‐γ, TNF‐α y/o  IL‐2 

por  los  distintos  grupos  de  inmunización,  y  se  agrupan  teniendo  en  cuenta  el  número  de 

funciones (una, dos, tres, o cuatro, diagramas de círculos).  
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4.2.6. MVA‐HCV y MVA‐HCVmut  inducen niveles similares de anticuerpos frente a  la 

proteína E2 del HCV 

A  continuación,  se  analizó  la  respuesta  inmune humoral  inducida por MVA‐HCV  y MVA‐

HCVmut, cuantificando, mediante ELISA, los niveles totales de anticuerpos IgG contra la proteína 

E2 del HCV  (cepa H77) en  sueros obtenidos de  ratones  individuales 10 y 53 días después del 

boost  (Figura  27). Ambos grupos de  inmunización generaron niveles  similares de anticuerpos 

contra E2 en  la  fase adaptativa, aunque  la  respuesta humoral  inducida no  fue muy elevada, y 

sólo se detectaron anticuerpos 10 días después del boost (Figura 29). 

 

Figura 29. Respuesta humoral específica frente a  la proteína E2 del HCV. Obtenida a partir de 

sueros de ratones inmunizados (n=5) tras 10 días después del boost. Los 5 sueros de cada grupo 

fueron mezclados y diluidos seriadamente 1:2 para medir  los niveles totales de anticuerpos  IgG 

anti‐E2 por ELISA. DO: densidad óptica.  

 

4.2.7. MVA‐HCV y MVA‐HCVmut inducen semejantes respuestas inmunes celulares de 

memoria específicas frente al HCV 

Para  estudiar  las  respuestas  inmunes de memoria de  células  T  específicas  frente  al HCV 

inducidas  por  MVA‐HCV  y  MVA‐HCVmut,  5  ratones  de  cada  grupo  de  inmunización  se 

sacrificaron 53 días después del boost y se estimuló ex vivo cada grupo de esplenocitos con un 

panel  de  grupos  de  péptidos  del HCV,  de manera  similar  al  protocolo  de  respuesta  inmune 

adaptativa descrito anteriormente y en Materiales y Métodos. 

La magnitud de  la  respuesta  inmune  celular de memoria específica  frente al HCV  fue, al 

igual  que  en  la  fase  adaptativa, mediada  principalmente  por  células  T  CD8+,  sin  encontrarse 

respuesta celular mediada por células T CD4+ (Figura 30A). Esta respuesta celular T CD8+ fue alta 

y  similar  en  ratones  inmunizados  con  MVA‐HCV  y  MVA‐HCVmut  (Figura  30A),  y  dirigida 

principalmente  frente  a  NS2,  seguida  de  NS3,  encontrándose  diferencias  significativas  entre 
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ambos grupos en las células respondedoras frente a NS3, que fueron significativamente mayores 

en MVA‐HCV que en MVA‐HCVmut (Figura 30B), al igual que en la fase adaptativa.  

El análisis de la calidad de la respuesta inmune celular de memoria mostró que MVA‐HCV y 

MVA‐HCVmut  generaron  células  T  CD8+  específicas  frente  al  HCV  que  son  altamente 

polifuncionales, con alrededor del 65% y 25% de las células con 3 y 4 funciones, respectivamente 

(Figura  30C,  diagrama  de  círculos),  pero  sin  diferencias  significativas  entre  ambos  virus.  Las 

células que producen CD107a + IFN‐γ + TNF‐α + IL‐2 y CD107a + IFN‐γ + TNF‐α fueron las células 

más abundantes en ambos grupos (Figura 30C, gráfica de barras). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Respuesta inmune de memoria de células T CD8+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados.  Esplenocitos  de  ratones  inmunizados  (n=5)  se  obtuvieron  10  días  después  del 

boost, y las respuestas inmunes de células T CD4+ y CD8+ específicas frente a grupos de péptidos 

del HCV se analizaron por ICS, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los valores de p 

indican  diferencias  significativas  al  comparar  MVA‐HCV/MVA‐HCV  con  MVA‐HCVmut/MVA‐

HCVmut  (***, p <0.001).    (A) Magnitud  total de  la  respuesta  inmune de memoria de células T 

CD8+ específicas  frente al HCV. En el eje Y  se muestra el porcentaje medido como  la  suma de 

células T específicas frente a todos los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen 

IFN‐γ  y/o TNF‐α  y/o  IL‐2.  (B) Amplitud de  la  respuesta  inmune de memoria de  células T CD8+ 

mostrada como el porcentaje de células específicas  frente a Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4 o 

NS5 que expresan CD107a y/o que producen IFN‐γ y/o TNF‐α y/o IL‐2. (C) Polifuncionalidad de la 

respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ dirigidas frente a todos los antígenos del HCV. Las 
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respuestas se dividen en función de  la producción combinada de CD107a,  IFN‐γ, TNF‐α y/o  IL‐2 

por  los  distintos  grupos  de  inmunización,  y  se  agrupan  teniendo  en  cuenta  el  número  de 

funciones (una, dos, tres, o cuatro, diagramas de círculos). 

  

4.2.8.  MVA‐HCV  y  MVA‐HCVmut  inducen  células  T  CD8+  con  fenotipo  efector  de 

memoria específicas frente al HCV 

Finalmente,  53  días  después  del  boost  se  examinó  el  fenotipo  de  las  células  T  CD8+  de 

memoria específicas frente al HCV mediante el análisis de los marcadores de superficie CD127 y 

CD62L, que permiten la definición de las diferentes subpoblaciones de células de memoria, tal y 

como  se  indicó  en  el  apartado  de  resultados  anterior.  Los  resultados  mostraron  que  las 

inmunizaciones  con  MVA‐HCV  y  MVA‐HCVmut  generaron  un  alto  porcentaje  de  células  de 

memoria  T  CD8+  específicas  frente  al HCV,  principalmente  del  fenotipo  TEM,  y  de magnitud 

similar en ambos grupos de inmunización (Figura 31). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Perfil  fenotípico de  la  respuesta  inmune de células T CD8+ de memoria específicas 

frente al HCV en ratones inmunizados. Esplenocitos de ratones inmunizados (n=5) se obtuvieron 

53 días después del boost y las respuestas inmunes de células T CD8+ específicas frente a grupos 

de péptidos del HCV se analizaron por ICS, tal y como se describe en Materiales y Métodos. El eje 

Y  indica  el  porcentaje  de  células  T  de memoria  central  (TCM;  CD127+,  CD62L+),  células  T  de 

memoria  efectora  (TEM;  CD127+,  CD62L‐)  y  células  T  efectoras  (TE;  CD127‐,  CD62L‐)  CD8+ 

específicas frente a todos  los grupos de péptidos del HCV y que expresan CD107a y/o IFN‐γ y/o 

TNF‐α y/o IL‐2 (respuesta total). 
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4.3.  Diseño,  generación  y  caracterización  in  vitro  e  in  vivo  de  nuevos 

candidatos vacunales basados en  replicones DREP  (DREP‐HCV y DREP‐e‐

HCV) para combinar en protocolos prime/boost con MVA‐HCV. 

Tal y como  se ha descrito en  la  introducción,  los  replicones DREP  son plásmidos de ADN 

desnudo autoreplicativos que expresan por un lado la replicasa del SFV y por otro lado antígenos 

de interés frente a los cuales se quiere generar una respuesta inmune, que será potenciada por 

el  mecanismo  de  apoptosis  que  desencadena  la  actividad  de  la  replicasa.  Varios  estudios 

preclínicos en modelos animales han demostrado que el uso de la plataforma DREP como prime 

seguido  por  un  boost  de MVA  induce  potentes  respuestas  inmunitarias  específicas  frente  a 

varias enfermedades infecciosas, como aquellas causadas por el virus Chikungunya [230–232], el 

virus Ébola [233] y el HIV‐1 [205,206]. Sin embargo, no se han desarrollado vacunas basadas en 

DREP dirigidas frente al HCV. A través de  la colaboración con el  laboratorio del Profesor Peter 

Liljeström del  Instituto Karolinska de Estocolmo  (Suecia),  con el que venimos participando en 

varios proyectos de  la Unión Europea desde hace unos 20 años y siendo el  laboratorio que ha 

desarrollado  la  tecnología de expresión de  genes mediante  vectores  autoreplicativos de ADN 

(DREP) y de ARN  (RREP), decidimos utilizar dicha tecnología para generar vectores replicativos 

de ADN expresando antígenos del HCV.  

Los  objetivos  del  presente  apartado  fueron  generar  y  caracterizar  in  vitro  nuevos 

candidatos vacunales frente al HCV basados en vectores DREP expresando genes estructurales y 

no estructurales del HCV y estudiar su  inmunogenicidad  in vivo en protocolos de  inmunización 

prime/boost  heterólogos  en  combinación  con  el  candidato  vacunal MVA‐HCV,  con  el  fin  de 

aumentar la magnitud y amplitud de la respuesta inmune específica frente al HCV. 

Los  resultados  del  presente  apartado  han  sido  publicados  recientemente  [234]  y  se 

adjuntan en los anexos de esta tesis. 

 

4.3.1. Generación  de  nuevas  vacunas  frente  al HCV  basadas  en  vectores DREP  que 

expresan antígenos del HCV 

Los  vectores  DREP  generados  en  este  estudio  se  dividieron  en  2  grupos:  i)  DREP‐HCV, 

consistente en la mezcla de 2 plásmidos DREP, uno que expresa las proteínas estructurales Core, 

E1 y E2 (llamado DREP‐C‐E1‐E2) y otro que expresa  las proteínas p7, NS2 y NS3 (DREP‐p7‐NS2‐

NS3) y ii) DREP‐e‐HCV, consistente en la mezcla de 2 plásmidos DREP que expresan los mismos 

antígenos  del  HCV  que  el  grupo  anterior  (DREP‐e‐C‐E1‐E2  y  DREP‐e‐p7‐NS2‐NS3),  pero  que 
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contienen además un elemento enhancer (e) o potenciador de la traducción situado en la parte 

N‐terminal de  los antígenos del HCV, en  la misma pauta de  lectura  (Figura 32). Se ha descrito 

previamente que  este  enhancer  aumenta  la  expresión de  los  genes  situados  aguas  abajo del 

mismo y aumenta la respuesta inmune humoral específica frente a dichos antígenos [202,203]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Esquema de los 4 nuevos candidatos vacunales frente al HCV basados en plásmidos 

DREP. Los distintos plásmidos expresan los genes Core‐E1‐E2 o p7‐NS2‐NS3 del HCV. DREP‐C‐E1‐

E2 y DREP‐p7‐NS2‐NS3 se mezclaron para formar el candidato vacunal DREP‐HCV, mientras que 

DREP‐e‐C‐E1‐E2  y DREP‐e‐p7‐NS2‐NS3  se mezclaron para  formar  el  candidato  vacunal DREP‐e‐

HCV. CMV: Promotor de citomegalovirus. SP: promotor subgenómico de alfavirus. e: enhancer. 

 

La correcta generación de  los 4 vectores DREP fue confirmada por PCR (Figura 33A) y por 

secuenciación. Para confirmar que  los vectores DREP expresaban y procesaban correctamente 

las proteínas del HCV que codifican, se transfectaron células HEK‐293T con 5 µg totales de DREP‐

HCV (DREP‐C‐E1‐E2 + DREP‐p7‐NS2‐NS3) y DREP‐e‐HCV (DREP‐e‐C‐E1‐E2 + DREP‐e‐p7‐NS2‐NS3), 

tal y como se describe en Materiales y Métodos, y los extractos celulares se analizaron por WB 

tras 48 horas post‐transfección para detectar las proteínas Core, E1, E2 y NS3 (Figura 33B). Los 

resultados muestran que los candidatos vacunales DREP‐HCV y DREP‐e‐HCV expresan y procesan 

eficientemente  los  antígenos  del HCV,  con  las  poliproteínas  Core‐E1‐E2  y  p7‐NS2‐NS3  siendo 

procesadas  correctamente  dando  lugar  a  las  correspondientes  proteínas  estructurales  y  no 

estructurales maduras. Además, la presencia del enhancer en los vectores DREP‐e‐HCV produjo 

un aumento de los niveles de expresión de Core, E1, E2 y NS3 en comparación con DREP‐HCV. 

   

Coree 

e NS3

E2

NS2

E1

p7 NS3

E2

NS2

Core E1 DREP‐C‐E1‐E2 

DREP‐p7‐NS2‐NS3 

SP

DREP‐e‐C‐E1‐E2 

DREP‐e‐p7‐NS2‐NS3 

DREP‐HCV 

DREP‐e‐HCV 

CMV 

CMV 

CMV 

CMV 

SP

SP

SP

p7 

Replicasa 

Replicasa 

Replicasa 

Replicasa 



 

114 
 

3000 bp 

2000 bp 

6000 bp 

A  B

Core‐E1‐E2
p7‐NS2‐NS3 75 kDa

50 kDa

37 kDa

15 kDa

75 kDa

50 kDa

E2 

Core

E1 

NS3 
β‐actina

 

 
 
 
 
 

 
 

 

Figura 33. Comprobación de  la presencia de  los genes y  la expresión de  las proteínas del HCV 

por parte de los plásmidos DREP. (A) Análisis de PCR de los distintos plásmidos DREP utilizando 

oligonucleótidos  que  hibridan  en  las  zonas  adyacentes  al  inserto  del  HCV.  (B)  Expresión  de 

proteínas  del HCV  en  células  HEK‐293T  sin  transfectar  (Mock)  o  transfectadas  con DREP‐HCV 

(mezcla de DREP‐C‐E1‐E2 + DREP‐p7‐NS2‐NS3), DREP‐e‐HCV (mezcla de DREP‐e‐C‐E1‐E2 + DREP‐

e‐p7‐NS2‐NS3) o DREP‐Ø y DREP‐e‐Ø vacíos, a 48 horas post‐transfección. 

 

4.3.2. Inducción in vitro por parte de los vectores DREP de proteínas relacionadas con 

apoptosis 

Una de las ventajas de las vacunas basadas en vectores DREP frente a los plásmidos de ADN 

convencionales  es  que  promueven  apoptosis  celular,  lo  cual  tiene  un  efecto  adyuvante, 

aumentando  la respuesta  inmune frente a  los antígenos que codifican. Esta apoptosis es causa 

directa de  la acción de  la  replicasa de alfavirus presente en  los vectores DREP,  la cual genera 

intermediarios de ARN de doble cadena [235–237]. Por tanto, para confirmar que  la  inducción 

de apoptosis debida a la presencia de la replicasa en los vectores DREP no está influenciada por 

la presencia o  ausencia de  los  antígenos del HCV ni del  enhancer,  se procedió  a estudiar  los 

niveles de expresión y fosforilación de las proteínas PKR y eIF2α, relacionadas con la apoptosis e 

involucradas en la acción del IFN [238,239]. Para ello, células HEK‐293T no transfectadas (Mock) 

o transfectadas durante 4, 24 y 34 horas con  los vectores DREP‐Ø, DREP‐p7‐NS2‐NS3, DREP‐e‐

p7‐NS2‐NS3 y el plásmido nmCas, que no expresa la replicasa pero tiene un tamaño similar al de 

los plásmidos DREP y que se usó como control negativo  (Figura 34). Los resultados mostraron 

que  los 3 vectores DREP  indujeron altos niveles de PKR fosforilada en comparación con células 

transfectadas  con  nmCas  o  células  sin  transfectar,  sin  diferencias  observables  debido  a  la 

presencia de  los antígenos del HCV o del enhancer  (Figura 34A, panel  superior). Además,  los 

vectores DREP también indujeron mayores niveles de eIF2α fosforilada que los correspondientes 

controles  (Figura  34A,  panel  inferior  y  34B),  con  una  mayor  proporción  de  eIF2α 
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fosforilada/eIF2α  total  (Figura  34B).    Estos  resultados  confirman  que  la  sola  presencia  de  la 

replicasa  en  los  distintos  vectores DREP  es  capaz  de  promover  una  potente  inducción  de  la 

apoptosis y demuestran que dicha inducción no se ve alterada por la presencia de los antígenos 

del HCV ni del enhancer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  34.  Inducción  in  vitro  de  proteínas  relacionadas  con  la  apoptosis  por  parte  de  los 

vectores DREP. Células HEK‐293T  se dejaron  sin  transfectar  (Mock) o  se  transfectaron  con  los 

vectores DREP‐Ø, DREP‐p7‐NS2‐NS3 o DREP‐e‐p7‐NS2‐NS3. El plásmido nmCas, que no contiene 

el gen de la replicasa de alfavirus, se utilizó como control negativo. A las 4, 24 y 34 horas después 

de  la  transfección,  las  células  se  recogieron  y  se  prepararon  para WB.  (A)  Detección  de  la 

presencia de  las proteínas  PKR  y  eIF2α  totales  y  fosforiladas.  Se utilizaron  anticuerpos  anti‐β‐

actina  y  anti‐histona  H3  como  controles  de  carga.  (B)  Cuantificación  de  la  proporción  eIF2α 

fosforilada/eIF2α  total.  Se  analizaron  las  bandas  de  WB  de  eIF2α  fosforilada  y  eIF2α  total 

representadas en el panel  inferior del panel A utilizando el programa  informático  Image Lab. La 

línea punteada representa el nivel umbral de los controles. U.A. Unidades arbitrarias.  

 

4.3.3. La inmunización con DREP‐HCV y DREP‐e‐HCV seguida de MVA‐HCV induce una 

respuesta  inmune  celular  adaptativa  específica  frente  al  HCV  potente,  amplia  y 

polifuncional 

Ha  sido  ampliamente  descrito  que  el  uso  en  modelos  animales  de  un  protocolo  de 

inmunización  prime/boost  heterólogo  DREP/MVA  induce  una  mayor  respuesta  inmune 

específica  frente  a  varias  enfermedades  infecciosas  que  las  combinaciones  homólogas 

DREP/DREP  ó MVA/MVA  [205,206,230,231,233].  Por  lo  tanto,  con  el  objetivo  de mejorar  las 

respuestas  inmunes  específicas  frente  a  los  antígenos  del  HCV  generadas  por  el  candidato 

vacunal  MVA‐HCV  y  descritas  anteriormente  [183,211]  y  en  los  apartados  anteriores  de 
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Resultados, y para evaluar si el enhancer puede aumentar  las mismas, se  inmunizaron ratones 

con un régimen heterólogo prime/boost que incluye los vectores DREP‐HCV o DREP‐e‐HCV como 

prime  seguidos  de  un  boost  de  MVA‐HCV  (DREP‐HCV/MVA‐HCV  y  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV, 

respectivamente)  y  se  compararon  los  resultados  obtenidos  con  aquellos  de  ratones 

inmunizados  con  el  régimen  homólogo MVA‐HCV/MVA‐HCV  (Figura  35).  Como  controles  se 

utilizaron  los  grupos  DREP‐Ø/MVA‐WT  y MVA‐WT/MVA‐WT.  A  10  días  después  del  boost  la 

mitad  de  los  ratones  (n=5)  se  sacrificaron para medir  las  respuestas  inmunes  adaptativas de 

células T CD4+ y CD8+ específicas frente al HCV mediante ICS, como se ha descrito en Materiales 

y Métodos y en los apartados anteriores de Resultados.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Esquema del protocolo de inmunización utilizado. Se inocularon 10 ratones C57BL/6 

por grupo a 0 y 15 días (prime/boost) con los diferentes candidatos vacunales indicados. A 10 días 

tras el boost (día 25) se sacrificaron la mitad de los ratones (n=5) para obtener sus bazos y sangre 

y  estudiar  la  respuesta  inmune  celular  y  humoral  adaptativa  frente  al HCV,  respectivamente. 

Además, se sangraron de  la mejilla el resto de ratones  (n=5) para estudiar  la respuesta  inmune 

humoral. A 53 días tras el boost (día 68), el resto de ratones (n=5) se sacrificaron y se obtuvieron 

los bazos y  la sangre para estudiar  la respuesta  inmune celular y humoral de memoria frente al 

HCV,  respectivamente.  UFP:  Unidades  formadoras  de  placa;  i.m:  intramuscular;  i.p: 

intraperitoneal. 

 

La magnitud total de  la respuesta  inmune adaptativa de células T CD4+ y CD8+ específicas 

frente al HCV fue significativamente más potente en ratones inmunizados con DREP‐HCV/MVA‐

HCV  y  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  que  en  ratones  que  recibieron MVA‐HCV/MVA‐HCV,  tanto  en 

células T CD4+ como CD8+ (7.8 y 4 veces de incremento, respectivamente) (Figura 36A). En todos 

los grupos inmunizados con vacunas frente al HCV, la respuesta fue mediada principalmente por 

células T CD8+, alcanzándose niveles especialmente altos en aquellos ratones  inmunizados con 

DREP‐HCV/MVA‐HCV  y  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV,  donde  alrededor  del  60‐70%  de  las  células  T 

CD8+ son específicas  frente al HCV  (Figura 36A, panel derecho). El régimen DREP‐e‐HCV/MVA‐

Grupos (n=10 ratones/grupo) 

1) DREP‐HCV / MVA‐HCV 
2) DREP‐e‐HCV / MVA‐HCV 
3) MVA‐HCV / MVA‐HCV 
4) DREP‐Φ / MVA‐WT 
5) MVA‐WT / MVA‐WT 

Días  0  15 25 68 
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HCV generó respuestas de células T CD8+ específicas frente al HCV significativamente más altas 

que  DREP‐HCV/MVA‐HCV,  demostrándose  por  primera  vez  el  efecto  positivo  del  uso  del 

enhancer en la mejora de la respuesta inmune celular (Figura 36A, panel derecho).  

En  cuanto  a  la  amplitud  de  la  respuesta  obtenida,  la  mayoría  de  las  células  T  CD4+ 

específicas frente al HCV en ambos grupos DREP/MVA‐HCV se dirigieron preferentemente frente 

a las proteínas E1 y E2 del HCV y, en menor medida, hacia NS3 y NS5, mientras que éstas fueron 

menores y se dirigieron principalmente contra NS5 en el grupo de inmunización MVA‐HCV/MVA‐

HCV. DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  indujo una mayor respuesta de células T CD4+ específicas frente a 

E1  que  DREP‐HCV/MVA‐HCV, mientras  que  DREP‐HCV/MVA‐HCV  indujo  más  células  T  CD4+ 

específicas frente a E2 que DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV (Figura 36B, panel izquierdo). Con respecto a 

la  respuesta  inmune  de  células  T  CD8+  específicas  frente  al  HCV,  en  todos  los  grupos 

inmunizados con las vacunas, las respuestas se dirigieron principalmente contra NS2, seguido de 

NS3, siendo DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV el grupo que indujo una magnitud significativamente mayor 

frente  a  ambos  antígenos  en  comparación  con DREP‐HCV/ MVA‐HCV  y MVA‐HCV/MVA‐HCV, 

siendo este último el que produjo los niveles más bajos (Figura 36B, panel derecho). 

Por  último,  dado  que  una  disfunción  en  la  producción  de  citoquinas  y  en  el  potencial 

citotóxico por parte de las células T se ha asociado con fallo en controlar la infección por el HCV 

[53], se procedió a evaluar la calidad de la respuesta inmune celular mediada por células T CD4+ 

y CD8+ específicas frente al HCV analizando el perfil de citoquinas producidas (IFN‐γ, TNF‐α y/o 

IL‐2) y/o su potencial citotóxico (CD107a) (Figura 36C). Las respuestas inmunes de células T CD4+ 

específicas  frente  al  HCV  fueron  similares  y  altamente  polifuncionales  en  los  animales 

inmunizados  con  DREP‐HCV/MVA‐HCV  y  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV,  teniendo  la mayoría  de  las 

células T CD4+ 4 funciones (CD107a + IFN‐γ + TNF‐α + IL‐2) (Figura 36C, panel  izquierdo). MVA‐

HCV/MVA‐HCV  indujo  un  perfil  polifuncional  similar,  pero  las  magnitudes  de  todas  las 

poblaciones celulares activadas fueron significativamente más bajas. Por otro lado, la respuesta 

inmune  celular mediada  por  células  T  CD8+  específicas  frente  al HCV  también  fue  altamente 

polifuncional,  con una producción mayoritaria de CD107a  +  IFN‐γ  +  TNF‐α  +  IL‐2;  seguida de 

CD107a + IFN‐γ + TNF‐α, CD107a + IFN‐γ y CD107a en todos los grupos inmunizados con vacunas 

contra el HCV, siendo en todos los casos el grupo de inmunización DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV el que 

indujo la mayor magnitud (Figura 36C, panel derecho). 
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Figura 36. Respuesta  inmune adaptativa de células T CD4+ y CD8+ específicas frente al HCV en 

ratones inmunizados. Esplenocitos de ratones inmunizados (n=5) se obtuvieron 10 días después 

del  boost,  y  las  respuestas  inmunes  de  células  T  CD4+  y  CD8+  específicas  frente  a  grupos  de 

péptidos del genotipo 1a del HCV se analizaron por  ICS, tal y como se describe en Materiales y 

Métodos.  Los  valores  de  p  indican  diferencias  significativas  al  comparar DREP‐HCV/MVA‐HCV, 

DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV y MVA‐HCV/MVA‐HCV (*, p <0.05; ***, p <0.001).  (A) Magnitud total de 

la  respuesta  inmune  adaptativa  de  células  T  CD4+  (panel  izquierdo)  y  T  CD8+  (panel  derecho) 

específicas frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T 

específicas  frente a  todos  los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ 

y/o  TNF‐α  y/o  IL‐2.  (B)  Amplitud  de  la  respuesta  inmune  adaptativa  de  células  T  CD4+  (panel 

izquierdo) y T CD8+ (panel derecho) mostrada como el porcentaje de células específicas frente a 

Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4 o NS5 que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ y/o TNF‐α 
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y/o  IL‐2.  (C)  Polifuncionalidad  de  la  respuesta  inmune  adaptativa  de  células  T  CD4+  (panel 

izquierdo) y T CD8+ (panel derecho) dirigidas frente a todos los antígenos del HCV. Las respuestas 

se  dividen  en  función  de  la  producción  combinada  de  CD107a,  IFN‐γ,  TNF‐α  y/o  IL‐2  por  los 

distintos grupos de inmunización, y se agrupan teniendo en cuenta el número de funciones (una, 

dos, tres, o cuatro, diagramas de círculos).  

 

4.3.4. La inmunización combinada con DREP‐HCV ó DREP‐e‐HCV seguida de MVA‐HCV 

induce mayores  niveles  de  anticuerpos  frente  a  la  proteína  E2  del HCV  que MVA‐

HCV/MVA‐HCV 

A continuación, se procedió a estudiar la respuesta humoral frente al HCV inducida por los 

diferentes  grupos  de  inmunización  midiendo  por  ELISA,  en  grupos  de  sueros  combinados 

obtenidos de ratones a 10 y 53 días tras el boost, los niveles totales de anticuerpos IgG frente a 

la proteína E2 del HCV  (Figura 37). Los  resultados mostraron que  los grupos  inmunizados con 

vacunas  frente  al HCV  indujeron  anticuerpos  frente  a  E2,  aunque  los  niveles  no  fueron muy 

elevados, y sólo se detectaron anticuerpos a 10 días después del boost.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Respuesta humoral específica  frente a  la proteína E2 del HCV. Obtenida a partir de 

sueros de ratones  inmunizados  (n=10) tras 10 días después del boost. DO: densidad óptica.  (A) 

Los 10 sueros de cada grupo fueron mezclados y diluidos seriadamente 1:2 para medir los niveles 

totales de anticuerpos  IgG anti‐E2 por ELISA. Los valores de p vienen  indicados como asteriscos 

del  color  del  correspondiente  grupo  en  comparación  con  el  grupo MVA‐HCV/MVA‐HCV  (*,  p 

<0.05). (B) Los sueros de cada ratón se trataron por individual a una dilución 1/50 para medir los 

anticuerpos anti‐E2 de diferentes isotipos (IgG1, IgG2c y IgG3) por ELISA.  
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Se observó que las inmunizaciones heterólogas DREP/MVA‐HCV generaron mayores niveles 

de anticuerpos en  comparación  con MVA‐HCV/MVA‐HCV, y  sin diferencias  significativas entre 

DREP‐HCV/MVA‐HCV y DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  (Figura 37A). El análisis de  los distintos  isotipos 

de IgG (IgG1, IgG2c o IgG3), aunque permite observar los distintos isotipos en algunos ratones, 

no  permitió  concluir  si  la  respuesta  es  Th1  o  Th2  debido  a  los  bajos  niveles  de  anticuerpos 

obtenidos (Figura 37B). 

 

4.3.5. La inmunización con DREP‐HCV y DREP‐e‐HCV seguida de MVA‐HCV induce una 

respuesta  inmune  celular  de memoria  específica  frente  al  HCV  potente,  amplia  y 

polifuncional 

A continuación, a 53 días después del boost se analizó la respuesta inmune de memoria de 

células  T CD4+  y CD8+ específicas  frente  al HCV  inducidas en  ratones  inmunizados  con DREP‐

HCV/MVA‐HCV, DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV y MVA‐HCV/MVA‐HCV (n=5 por grupo) (Figura 35). 

La magnitud total de la respuesta inmune de memoria de células T CD4+ y CD8+ específicas 

frente  al  HCV  fue,  de  nuevo,  significativamente  mayor  en  ratones  inmunizados  con  DREP‐

HCV/MVA‐HCV y DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV que en ratones  inmunizados con MVA‐HCV/MVA‐HCV 

(con un aumento de 8 y 5 veces, respectivamente); siendo nuevamente DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV 

el grupo más inmunogénico (Figura 38A). De nuevo, todos los grupos inmunizados con vacunas 

contra el HCV generaron una mayor inducción de células T CD8+ específicas frente al HCV. 

La amplitud de esta respuesta  inmune  inducida por  los diferentes grupos de  inmunización 

fue, en el caso de las células T CD4+, y al igual que en la fase adaptativa, principalmente dirigida 

frente  a  E2  y  E1  y,  en menor medida  hacia  NS3  y  NS5  en  ambos  grupos  de  inmunización 

DREP/MVA‐HCV,  mientras  que  fue  de  menor  magnitud  y  frente  a  NS5  en  el  grupo  de 

inmunización MVA‐HCV/MVA‐HCV  (Figura  38B,  panel  izquierdo). Además, DREP‐e‐HCV/MVA‐

HCV generó  respuestas de  células T CD4+ específicas  frente a E1, E2 y NS3  significativamente 

mayores que DREP‐HCV/MVA‐HCV (Figura 38B, panel izquierdo). Con respecto a la amplitud de 

la respuesta  inmune de células T CD8+ específicas  frente al HCV, y de manera similar a  la  fase 

adaptativa,  todos  los  grupos  inmunizados  con  vacunas  contra  el  HCV  indujeron  respuestas 

principalmente dirigidas  frente a NS2 y NS3,  siendo DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV el que  induce una 

magnitud significativamente mayor contra ambos antígenos que DREP‐HCV/MVA‐HCV, y siendo 

MVA‐HCV/MVA‐HCV el que indujo los niveles más bajos (Figura 38B, panel derecho). 
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Figura 38. Respuesta inmune de memoria de células T CD4+ y CD8+ específicas frente al HCV en 

ratones inmunizados. Esplenocitos de ratones inmunizados (n=5) se obtuvieron 53 días después 

del  boost,  y  las  respuestas  inmunes  de  células  T  CD4+  y  CD8+  específicas  frente  a  grupos  de 

péptidos del genotipo 1a del HCV se analizaron por  ICS, tal y como se describe en Materiales y 

Métodos.  Los  valores  de  p  indican  diferencias  significativas  al  comparar DREP‐HCV/MVA‐HCV, 

DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV y MVA‐HCV/MVA‐HCV (***, p <0.001). (A) Magnitud total de la respuesta 

inmune de memoria  de  células  T  CD4+  (panel  izquierdo)  y  T  CD8+  (panel  derecho)  específicas 

frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T específicas 

frente a todos los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen IFN‐γ y/o TNF‐α y/o 

IL‐2.  (B) Amplitud de  la  respuesta  inmune de memoria de  células T CD4+  (panel  izquierdo) y T 

CD8+  (panel derecho) mostrada como el porcentaje de células específicas frente a Core, E1, E2, 

p7, NS2, NS3, NS4 o NS5 que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ y/o TNF‐α y/o  IL‐2.  (C) 
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Polifuncionalidad de  la  respuesta  inmune de memoria de  células  T CD4+  (panel  izquierdo)  y T 

CD8+ (panel derecho) dirigidas frente a todos los antígenos del HCV. Las respuestas se dividen en 

función de la producción combinada de CD107a, IFN‐γ, TNF‐α y/o IL‐2 por los distintos grupos de 

inmunización, y se agrupan teniendo en cuenta el número de funciones (una, dos, tres, o cuatro, 

diagramas de círculos). 

 

El  análisis de  la polifuncionalidad mostró que, de manera  similar  a  la  fase  adaptativa,  la 

respuesta  inmune de  células T CD4+ específicas  frente al HCV  fue altamente polifuncional en 

animales  inmunizados  con DREP‐HCV/MVA‐HCV  y DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV,  con  células  T  CD4+ 

con 4 funciones que producen 3 citoquinas y expresan el marcador CD107a de desgranulación 

(IFN‐γ + TNF‐α + IL‐2 + CD107a) y con DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV siendo el grupo más inmunogénico 

(Figura  38C,  panel  izquierdo).  MVA‐HCV/MVA‐HCV  también  indujo  un  perfil  altamente 

polifuncional,  pero  las  magnitudes  para  todas  las  poblaciones  de  células  fueron 

significativamente  menores.  Con  respecto  a  las  células  T  CD8+,  la  polifuncionalidad  de  la 

respuesta  inmune  de  células  T  CD8+  específicas  frente  al  HCV  fue  alta  en  todos  los  grupos 

inmunizados  con  vacunas  contra  el  HCV,  con  la  mayoría  de  las  células  T  CD8+  teniendo  3 

(CD107a  +  IFN‐γ  +  TNF‐α)  o  4  funciones  (CD107a  +  IFN‐γ  +  TNF‐α  +  IL‐2),  y  con  el  grupo  de 

inmunización  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  induciendo  las  mayores  magnitudes  para  todas  las 

poblaciones celulares (Figura 38C, panel derecho). 

 

4.3.6. La inmunización en ratones con DREP‐HCV y DREP‐e‐HCV seguida de MVA‐HCV 

indujo  altos  niveles  de  células  T  CD4+  y  T  CD8+  con  fenotipo  efector  de memoria 

específicas frente al HCV 

A continuación, analizamos el fenotipo de memoria de las células T CD4+ y CD8+ específicas 

frente a todos los péptidos del HCV inducidas por los diferentes regímenes de vacunación, tal y 

como se ha descrito en apartados anteriores. Los resultados mostraron que, en todos los grupos 

de inmunización, la mayor parte de la respuesta en la fase adaptativa (Figura 39A) y de memoria 

(Figura 39B) estaba  formada por células T CD4+ y CD8+ efectoras de memoria  (TEM)  (CD127+, 

CD62L‐),  seguidas  de  células  T  CD4+  y  CD8+  efectoras  (TE)  (CD127‐,  CD62L‐).  Los  grupos  de 

inmunización DREP/MVA‐HCV  indujeron respuestas más altas que MVA‐HCV/MVA‐HCV, siendo 

DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV el protocolo que generó  la mayor magnitud en todas estas poblaciones 

tanto  en  la  fase  adaptativa  como  la  de memoria,  excepto  en  las  células  T  CD4+  de  la  fase 

adaptativa,  donde DREP‐HCV/MVA‐HCV  indujo  niveles más  altos  de  células  CD4+ TE  y  niveles 

similares de células TEM que DREP‐e‐HCVMVA‐HCV.  

 



 

123 

 

 4. RESULTADOS

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Perfil fenotípico de la respuesta inmune de células T CD4+ y T CD8+ específicas frente 

al HCV en la fase adaptativa (A) y memoria (B) en ratones inmunizados. Esplenocitos de ratones 

inmunizados (n=5) se obtuvieron 10 (A) y 53 (B) días después del boost y las respuestas inmunes 

de células T CD4+ y CD8+ específicas frente a grupos de péptidos del HCV se analizaron por ICS, tal 

y como se describe en Materiales y Métodos. Los valores de p indican diferencias significativas al 

comparar  DREP‐HCV/MVA‐HCV,  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  y  MVA‐HCV/MVA‐HCV  (**,  p  <0.005; 

***, p <0.001).  (A)  Porcentajes de  células T CD4+  (panel  izquierdo)  y CD8+  (panel derecho) de 

memoria central (TCM; CD127+, CD62L+), de memoria efectora (TEM; CD127+, CD62L‐) y efectoras 

(TE; CD127‐, CD62L que expresan CD107a y/o producen IFN‐γ y/o TNF‐α y/o IL‐2 frente a todos los 

grupos de péptidos del HCV  (respuesta  total), en  la  fase adaptativa. Debajo de  los gráficos,  se 

incluyen paneles representativos de  la respuesta  frente a NS2  (arriba) y NS3  (abajo), donde  las 

densidades de población en negro corresponden a células T CD8+ que expresan CD127 y/o CD62L 

y  los  puntos  en  azul  representan  células  T  CD8+  específicas  frente  a  NS2  o  NS3,  con  sus 

porcentajes indicados. (B) Porcentajes de células T CD4+ (panel izquierdo) y CD8+ (panel derecho) 
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específicas  frente  al HCV,  en  fase  de memoria,  con  fenotipo  TCM,  TEM  o  TE  y  que  expresan 

CD107a y/o producen IFN‐γ y/o TNF‐α y/o IL‐ 2 frente a todos los grupos de péptidos del HCV. 
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4.4.  Diseño,  generación  y  caracterización  in  vitro  e  in  vivo  de  nuevos 

candidatos vacunales de naturaleza proteica  (E2 ΔMPER y E2 CL ΔMPER) 

para combinar en protocolos prime/boost con MVA‐HCV 

Se ha demostrado que el desarrollo de anticuerpos neutralizantes durante la fase aguda de 

la  infección por el HCV correlaciona con  la eliminación del virus [240]. A pesar de  las potentes 

respuestas celulares producidas con el protocolo de inmunización DREP/MVA‐HCV (ver apartado 

anterior), la respuesta inmune humoral aún presenta niveles bajos de anticuerpos. Por lo tanto, 

para estimular la misma, en el presente apartado se diseñaron y purificaron diferentes proteínas 

recombinantes E2, con el fin de caracterizarlas in vitro y seleccionar aquellas que presentaran las 

mejores propiedades para su posterior inmunización in vivo en combinación con MVA‐HCV y el 

posterior estudio de los anticuerpos generados frente al HCV, así como de la respuesta inmune 

celular. 

4.4.1. Diseño de diferentes proteínas recombinantes E2 del HCV 

En  la  secuencia  de  la  proteína  E2  existen  18  cisteínas  que  están  extremadamente 

conservadas  en  todos  los  genotipos  del  HCV,  indicando  que  posiblemente  tengan  un  papel 

esencial en la estructura y/o función de la proteína. Sin embargo, estas cisteínas forman una red 

heterogénea  y  desconocida  de  puentes  disulfuro  que  limita  la  correcta  visualización  de  sus 

estructuras. 

Con el objetivo de producir proteínas recombinantes E2 del HCV (genotipo 1a, aislado H77) 

se diseñaron plásmidos de expresión en células de mamíferos que codifican diferentes versiones 

de  ésta, mostrados  en  la  Figura  40.  Primero,  se  clonó  la  proteína  E2  salvaje  a  la  cual,  para 

hacerla soluble, se  le delecionó el dominio transmembrana  (aminoácidos 716‐746), generando 

la proteína E2 715. A continuación, fijándonos en  las 2 únicas estructuras cristalizadas que hay 

descritas  en  la  bibliografía  [121,122]  y  basándonos  en  el  manuscrito  de  Drummer  y 

colaboradores  [241],  se  eligieron  y  sustituyeron  por  alaninas  8  de  las  18  cisteínas  (C452A, 

C486A,  C569A,  C581A,  C585A,  C597A,  C652A,  C677A)  dando  lugar  a  una  nueva  proteína 

recombinante llamada E2 CL (del inglés, cystein low). Por último, se eliminó de ambas proteínas 

la región MPER  (aminoácidos 699‐715), que es una región cercana al dominio transmembrana 

muy  rica en aminoácidos hidrofóbicos, por  lo que  las proteínas que  la  tengan pueden  formar 

micelas disminuyendo  su  solubilidad,  tal y  como  se ha descrito para otras proteínas,  como  la 

gp140 del HIV‐1 [242]. Su eliminación dio lugar a 2 nuevos constructos de E2 698, denominados 

E2  ΔMPER  y  E2  CL  ΔMPER.  Por  último,  en  todos  los  casos  se  mantuvo  la  región  stem 
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(aminoácidos  675‐698)  que  es  una  región  flexible  de  la  proteína  que  conecta  la  zona 

transmembrana con el dominio extracelular [243] y que es necesaria para la dimerización con E1 

[244].   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 40. Esquemas representativos de las distintas proteínas E2 diseñadas. En azul se muestra 

la  región  del  dominio  extracelular  (aminoácidos  384‐661)  y  en  amarillo  la  región  stem 

(aminoácidos 675‐698). Los números indicados sobre las proteínas se refieren a la posición de las 

cisteínas presentes en ellas, y aquellos números contenidos dentro de un rectángulo rojo indican 

la posición de las cisteínas ausentes y sustituidas por alaninas en las proteínas E2 CL. En morado 

se muestra la región MPER, delecionada en las proteínas E2 ΔMPER y E2 CL ΔMPER. Por último, 

se añadió una secuencia pequeña conectora o linker (GSGSGGRSG) que une la proteína E2 con la 

secuencia  de  StrepTagII,  utilizada  para  purificar  las  proteínas  a  través  de  columna  y  para 

detectarlas mediante ELISA. 

 

4.4.2. Las proteínas recombinantes E2 se secretan al medio y aquellas con un menor 

número de cisteínas forman agregados de bajo peso molecular en geles nativos 

Tras  clonar  los  diferentes  diseños  de  proteínas  recombinantes  E2  en  plásmidos  de 

expresión  de  células  de  mamíferos,  se  transfectaron  células  HEK‐293T  y,  tras  48  horas,  se 

recogieron  los sobrenadantes que se prepararon para WB nativo  (Figura 41), tal y como se ha 

descrito en Materiales y Métodos.  

Los resultados muestran que todas  las proteínas se producen y secretan al sobrenadante. 

Además, aquellas proteínas E2 que presentan todas  las cisteínas forman agregados de elevado 

peso molecular, mientras  las proteínas E2 CL, con un menor número de cisteínas, además de 

agregados de alto peso molecular también se presentan en forma de oligómeros de menor peso 

molecular (Figura 41). 

 

 

 

E2 CL ∆MPER (698)Dominio extracelular STEM ‐StrepTagII

E2 CL (715)  Dominio extracelular STEM MPER ‐StrepTagII

E2 ∆MPER (698) ‐StrepTagIIDominio extraceular STEM

E2 (715) Dominio extracelular STEM MPER ‐StrepTagII
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Figura  41.  Geles  nativos  con  las  proteínas  E2  secretadas  al  sobrenadante  de  células 

transfectadas. El gel de la izquierda fue reaccionado con un anticuerpo anti‐StrepTagII y el de la 

derecha  con un  anticuerpo anti‐E2  llamado AP33.  Las  flechas  verdes  indican  los  agregados de 

elevado peso molecular y las rojas indican las proteínas monoméricas. 

 

4.4.3.  Las proteínas  recombinantes E2  secretadas  son  reconocidas por el anticuerpo 

neutralizante de amplio espectro AT12‐009 

 Para estudiar las propiedades antigénicas de las proteínas E2 generadas y poder dilucidar si 

mantienen un  correcto plegamiento,  se  cubrieron placas de  ELISA, previamente  tratadas  con 

Lectina  (GNL),  con  los  sobrenadantes  de  células  transfectadas  con  los  diferentes  plásmidos 

expresando proteínas E2 recombinantes, tal y como como se describe en Materiales y Métodos. 

Como anticuerpo primario anti‐HCV se utilizó el anticuerpo AT12‐009, el cual presenta uno  los 

mejores perfiles de neutralización de amplio espectro (que reconoce varios genotipos del HCV) 

[216], y como control de carga de proteína se utilizó el anticuerpo anti‐StrepTagII. Los resultados 

mostraron que todas las proteínas son reconocidas por el anticuerpo AT12‐009, aunque las que 

contienen  la  región  MPER  presentan  mejor  unión  que  las  que  lo  tienen  delecionado. 

Importantemente, aquellas que poseen un menor número de cisteínas  (E2 CL y E2 CL ΔMPER) 

presentan  más  unión  al  anticuerpo  neutralizante  AT12‐009  que  las  que  poseen  un  mayor 

número de cisteínas (Figura 42), siendo E2 CL la que mayor afinidad posee. 
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Figura 42. Reactividad de las proteínas E2 secretadas frente al anticuerpo AT12‐009 (anti‐E2) y 

a StrepTagII. Placas de ELISA  se  cubrieron  con  los  sobrenadantes procedentes de  células HEK‐

293T  transfectadas  con  plásmidos  expresando  las  distintas  proteínas  y  a  continuación  se 

reaccionaron con diluciones seriadas del anticuerpo neutralizante anti‐HCV de amplio espectro 

AT12‐009.  Como  control  de  carga  de  proteína  se  utilizó  un  anticuerpo  anti‐StrepTagII.  DO: 

densidad óptica. 

 

4.4.4.  Las  proteínas  E2  ΔMPER  y  E2  CL  ΔMPER  se  purifican  diferencialmente  por 

columna, obteniéndose rendimientos satisfactorios 

A continuación, se procedió a  la producción a mayor escala y posterior purificación de  las 

proteínas  E2  ΔMPER  (forma  agregados  de  alto  peso  molecular)  y  E2  CL  ΔMPER  (forma 

oligómeros),  con  el  objetivo  de  obtener  extractos  purificados  y  concentrados  que  puedan 

caracterizarse  in vitro y posteriormente poder ser utilizados para  inmunizar ratones y estudiar 

sus  propiedades  antigénicas.  La  razón  por  las  que  se  eligieron  estas  proteínas  y  no  sus 

correspondientes versiones con  la  región MPER es porque ésta es una  región hidrofóbica que 

puede provocar la formación de micelas o agregados no fisiológicos al encontrarse en la zona C‐

terminal de las proteínas y dificultar su producción y purificación.  

Por tanto, se transfectaron 0.5 y 1 litros de células HEK‐293F con E2 ΔMPER y E2 CL ΔMPER, 

respectivamente,  y  los  cultivos  se  dejaron  crecer  durante  6  días.  Los  sobrenadantes  fueron 

recogidos, filtrados y pasados por columnas que retienen proteínas con StrepTagII, tal y como se 

describe en Materiales y Métodos. Una vez obtenidas las proteínas, se procedió a concentrarlas 

obteniendo  una  cantidad  total  de  4.37  mg  de  E2  ΔMPER  y  4.05  mg  de  E2  CL  ΔMPER.  A 

continuación,  se  realizó cromatografía de exclusión por  tamaño  (SEC, del  inglés Size Exclusion 

Chromatography) para obtener distintas  fracciones de  las proteínas. Los  resultados mostraron 

que,  en  concordancia  con  lo  observado  en  los  WBs  nativos  (Figura  41),  E2  ΔMPER  forma 

agregados de mayor peso molecular, que aparecen antes en las fracciones tras pasarla por SEC, 
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mientras que E2 CL ΔMPER aparece en fracciones más tardías debido a su menor peso molecular 

(Figura 43).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Cromatografía de exclusión por  tamaño  (SEC) de  las proteínas E2  ΔMPER  y E2 CL 

ΔMPER. Tras obtener las proteínas de los sobrenadantes de células transfectadas, se procedió a 

concentrarlas y a fraccionarlas por tamaño. U.A.: Unidades arbitrarias. Datos normalizados. 

 

4.4.5.  Las  distintas  fracciones  obtenidas  contienen  proteínas  E2  de  distinto  peso 

molecular 

Para confirmar los resultados de SEC, se realizaron WBs en condiciones nativas, cargando 5 

µg de cada fracción de proteína obtenida por SEC. Los resultados de los WBs muestran que, en 

condiciones nativas  (Figura  44),  cada  fracción está  formada por moléculas de proteína E2 de 

distinto tamaño, que van de mayor (primeras fracciones) a menor tamaño (últimas fracciones) 

confirmando la mayor proporción de agregados en E2 ΔMPER (Figura 44A) y de monómeros en 

E2 CL ΔMPER (Figura 44B).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  44. Geles  nativos  de  las  fracciones  de proteínas  obtenidas por  SEC.  5  μg de proteína 

fueron  cargados  en  geles  nativos  y  visualizados  con  azul  de  Coomassie.  El  carril  PreSEC 

corresponde a una muestra tomada antes de realizar SEC, y que por tanto contiene una mezcla 

de todas las fracciones. Los números sobre los carriles indican las fracciones analizadas. 
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A  continuación,  se  decidió  agrupar  las  fracciones  que  contenían  proteínas  de  peso 

molecular  similar  y  se  realizaron WBs  en  condiciones  desnaturalizantes  y/o  reductoras  para 

caracterizar  en detalle  las propiedades de  las mismas  y  estudiar  el  efecto de  los puentes de 

disulfuro (Figura 45). Los resultados mostraron que, mientras que en condiciones reductoras y 

desnaturalizantes todas las fracciones de E2 ΔMPER se encuentran en un peso molecular similar, 

las de E2 CL ΔMPER muestra un rango más variado de tamaños dentro de las fracciones, aunque 

todas entre 50 y 75 kDa (Figura 45A). Respecto al patrón de bandas de las proteínas contenidas 

en cada grupo de  fracciones en condiciones desnaturalizantes pero no  reductoras, se observa 

que  las  fracciones  de  E2  ΔMPER  contienen  formas moleculares  de  elevado  peso molecular 

(entre más de 250 KDa y 100 kDa) salvo la fracción 16+17 que representa las proteínas de menor 

peso molecular (50 kDa), mientras que  la mayoría de  las fracciones de E2 CL ΔMPER muestran 

un patrón de bandas de menor peso molecular (entre 75 y 50 kDa), excepto la fracción 37 que es 

la de mayor peso molecular (150 kDa) (Figura 45B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  45. Geles  desnaturalizantes  en  condiciones  reductoras  (A)  y  no  reductoras  (B)  de  las 

fracciones de proteína obtenidas por SEC. Las fracciones obtenidas tras SEC se agruparon según 

pesos moleculares  similares, y 5  μg de  cada grupo de proteína  se  cargaron en geles nativos y 

fueron visualizadas con azul de Coomassie. El carril Pre SEC corresponde a una muestra tomada 

antes de realizar SEC, y que por tanto contiene una mezcla de todas las fracciones. 
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%
 M

as
a 

Radio (nm)

‐  E2 ΔMPER 
‐  E2 CL ΔMPER 

Finalmente, en el caso de E2 ΔMPER, se eligieron las fracciones 10 y 11, que contienen las 

proteínas de mayor peso molecular, y las fracciones 44 y 45 de E2 CL ΔMPER, que contienen las 

proteínas de menor peso molecular, para su caracterización en detalle in vitro y las posteriores 

inmunizaciones  in  vivo.  El  objetivo  de  escoger  estas  fracciones  es,  por  un  lado,  estimular  la 

respuesta humoral frente a la proteína E2 del HCV, y por otro lado caracterizar las propiedades 

antigénicas  in  vitro  e  in  vivo  de  dicha  proteína  cuando  se  encuentra  en  distintas  formas  de 

agregados moleculares. 

 

4.4.6.  La  técnica  de  dispersión  dinámica  de  luz  confirma  los  resultados  de 

cromatografía de exclusión por tamaño 

Para confirmar que  las  fracciones elegidas en el apartado anterior contienen proteína de 

alto y bajo peso molecular (E2 ΔMPER y E2 CL ΔMPER, respectivamente), se utilizaron 2.5 μg de 

cada fracción para medir la dispersión de luz que reflecta y estimar el radio de las partículas. Los 

resultados confirmaron que E2 ΔMPER forma agregados de mayor radio (unos 7 nm) que E2 CL 

ΔMPER (3 nm aproximadamente) (Figura 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Dispersión dinámica de luz de las fracciones de proteínas E2 ΔMPER y E2 CL ΔMPER 

seleccionadas. Se seleccionaron las fracciones 10+11 de E2 ΔMPER y 44+45 de E2 CL ΔMPER. Se 

midieron ambas proteínas por duplicado, obteniendo 2 medidas de cada una (cada medida está 

representada con una línea). nm: nanómetros. 
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4.4.7. Las fracciones 10+11 de E2 ΔMPER y 44+45 de E2 CL ΔMPER contienen proteínas 

E2  reconocidas por anticuerpos neutralizantes de amplio espectro y por el  receptor 

del HCV CD81 

Un  elemento  importante  en  el  diseño  de  proteínas  recombinantes  para  su  uso  como 

vacunas  es  la  caracterización  de  sus  propiedades  antigénicas.  Para  ello,  se  seleccionaron 

diferentes anticuerpos con distintas características y se realizaron ELISAs para determinar si las 

proteínas E2 ΔMPER y E2 CL ΔMPER purificadas previamente son reconocidas satisfactoriamente 

por  anticuerpos  neutralizantes. AP33  es  un  anticuerpo  neutralizante  de  amplio  espectro  que 

reconoce  epítopos  lineales  dentro  de  la  proteína  E2  [245],  AT12‐009  y  AT12‐011  reconocen 

epítopos  no  lineales,  y mientras  que  AT12‐011  reconoce  la  región  antigénica  del  dominio  C, 

AT12‐009  tiene  como  diana  el  dominio  B  de  la  proteína  E2  del  HCV.  Ambos  anticuerpos 

reconocen genotipos 1a, 1b, 2b, 3a, 4a, 4d, 5 y 6, pero sólo AT12‐009 es capaz de neutralizar 

todos los genotipos, mientras que AT12‐011 solo neutraliza 1a, 1b y 2a [216]. HC84.26 es uno de 

los miembros de  la familia de anticuerpos conformacionales (es decir, no  lineales) que unen al 

dominio antigénico D de la proteína E2, siendo éste capaz de neutralizar todos los genotipos del 

HCV [246,247]. Los resultados mostraron que los anticuerpos conformacionales AT‐12009, AT12‐

011  y  HC84.26  reconocen mejor  a  la  proteína  E2  CL  ΔMPER  (forma  oligómeros)  que  a  los 

agregados de E2 ΔMPER. Sin embargo, lo contrario ocurre en el caso del anticuerpo lineal AP33 

(Figura 47). 

 

Figura 47. ELISAs utilizando distintos anticuerpos anti‐HCV de amplio espectro y comprobación 

de unión a CD81. Placas de ELISA se cubrieron con las fracciones 10+11 de E2 ΔMPER o 44+45 de 

E2 CL ΔMPER y se reaccionaron con diluciones seriadas de diferentes anticuerpos anti‐HCV. Uno 

de los anticuerpos, CD81‐LeL, simula la unión de las distintas proteínas recombinantes al receptor 
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celular del HCV, CD81. Mock: Placas  sin proteína. DO: Densidad óptica. nm: nanómetros. Frac: 

fracciones 

 

Por último, para caracterizar si las proteínas E2 ΔMPER en forma de agregados de elevado 

peso molecular unen mejor o peor al receptor CD81 (uno de los principales receptores del HCV 

en hepatocitos) en comparación con  la  forma monomérica E2 CL ΔMPER, se  realizaron ELISAs 

cubriendo  con  ambas proteínas  y  reaccionando  con un  anticuerpo quimera  fusionado  con  el 

bucle extracelular del  receptor CD81‐LeL  (del  inglés,  large  extracelular  loop), que presenta el 

sitio de unión específico de  la proteína E2 [248,249]. Los resultados mostraron que, de nuevo, 

E2 CL ΔMPER se une mejor al CD81‐LeL que la proteína E2 ΔMPER (Figura 47).  

 

4.4.8.  La  inmunización  con  las  diferentes  proteínas  E2  recombinantes  induce  una 

respuesta inmune celular adaptativa específica frente al HCV 

Una vez caracterizadas las proteínas E2 ΔMPER y E2 CL ΔMPER y comprobar que difieren en 

su capacidad de formar agregados, se  inocularon en ratones utilizando protocolos prime/boost 

homólogos y heterólogos en combinación con la vacuna MVA‐HCV, con el objetivo de potenciar 

la respuesta humoral dirigida frente a la proteína E2 del HCV. 

Por  tanto,  se  inmunizaron  8  ratones  C57BL/6  por  grupo  tal  y  como  se  describe  en 

Materiales y Métodos y en la Figura 48, y la mitad de ellos (n=4) se sacrificaron el día 10 después 

del  boost  para medir mediante  ICS  la  respuesta  inmune  adaptativa  de  células  T  específicas 

frente al HCV. Se decidió  incluir el grupo DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV por  ser el grupo que  induce 

mejores  respuestas celulares y humorales obtenidas hasta el momento y para ser comparado 

con  los  nuevos  protocolos  de  inmunización  E2/E2  y MVA‐HCV/E2.  Los  esplenocitos  de  cada 

grupo  se  estimularon  ex  vivo  con  un  panel  de  grupos  de  péptidos  que  cubren  la  secuencia 

completa de  la cepa H77  (genotipo 1a) del HCV y,  tras 6 horas de estimulación,  las células se 

marcaron con anticuerpos específicos para  identificar poblaciones de células T (CD4+ y CD8+) y 

células respondedoras (que expresan CD107a en la superficie de las células T como un marcador 

indirecto de citotoxicidad y/o que producen las citoquinas IFN‐γ, TNF‐α e IL‐2).  
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Figura 48. Esquema del protocolo de  inmunización utilizado. Se  inocularon 8 ratones C57BL/6 

por grupo a 0 y 15 días (prime/boost) con los diferentes candidatos vacunales indicados. A 10 días 

tras el boost (día 25) se sacrificaron la mitad de los ratones (n=4) para obtener sus bazos y sangre 

y  estudiar  la  respuesta  inmune  adaptativa  celular  y  humoral  frente  al HCV,  respectivamente. 

Además, se sangraron de  la mejilla el resto de ratones  (n=4) para estudiar  la respuesta  inmune 

humoral. A 53 días tras el boost (día 68), el resto de ratones (n=4) se sacrificaron y se obtuvieron 

los bazos y  la sangre para estudiar  la respuesta  inmune de memoria celular y humoral frente al 

HCV,  respectivamente.  UFP:  Unidades  formadoras  de  placa;  i.m:  intramuscular;  i.p: 

intraperitoneal. 

 

Los resultados mostraron que  la respuesta  inmune de células T CD4+ en  la fase adaptativa 

frente al HCV generada por los diferentes grupos fue de mayor magnitud en el caso de DREP‐e‐

HCV/MVA‐HCV,  seguido  de  los  grupos  MVA‐HCV/E2  CL  ΔMPER,  MVA‐HCV/E2  ΔMPER  y  E2 

ΔMPER/E2  ΔMPER  que  generaron  respuestas  similares,  mientras  que  E2  CL  ΔMPER/E2  CL 

ΔMPER y MVA‐HCV/MVA‐HCV generaron  la magnitud más baja de células T CD4+ (Figura 49A). 

Cabe destacar que la respuesta mostrada en la Figura 49A corresponde en el caso de los grupos 

3‐6, a la suma de respuestas específicas frente a todas las proteínas del HCV, mientras que en el 

caso de los grupos inmunizados con proteína E2 (1 y 2) sólo es frente a la proteína E2, ya que fue 

el  único  inmunógeno  que  los  ratones  recibieron.  Esto  se muestra  en  la  figura  con  una  línea 

discontínua que separa ambos grupos de inmunizaciones.  

Al  diseccionar  esta  respuesta  total  en  las  diferentes  proteínas  del  HCV  (Figura  49B), 

observamos  que  en  los  grupos  inmunizados  con  proteína  E2  (1  y  2)  sólo  existe  respuesta 

específica  frente  a  la  proteína  E2,  siendo  de mayor magnitud  en  el  grupo  2  (E2  ΔMPER/E2 

ΔMPER) que en el grupo 1 (E2 CL ΔMPER/E2 CL ΔMPER). Respecto al grupo DREP‐e‐HCV/MVA‐

HCV,  éste  es  el único  que mantiene  una  respuesta distribuida principalmente  entre  E1  y  E2, 

seguido de NS3, mientras que MVA‐HCV/MVA‐HCV genera una respuesta mínima frente a NS5, 

confirmando  los  resultados presentes en  los apartados anteriores de Resultados  (Figura 49B). 

Los grupos MVA‐HCV/E2 sólo presentan respuesta de células T CD4+ frente a la proteína E2. 

Grupos (n=8 ratones/grupo) 
1) E2 CL ΔMPER / E2 CL ΔMPER  
2) E2 ΔMPER / E2 ΔMPER 
3) MVA‐HCV / E2 CL ΔMPER 
4) MVA‐HCV / E2 ΔMPER 
5) DREP‐e‐HCV / MVA‐HCV 
6) MVA‐HCV / MVA‐HCV 
7) MVA‐WT / MVA‐WT 
8) PBS / PBS 

Días 0 15 25 68 

Prime:  
DREP: 100 µg, i.m. 

MVA: 1x10
7
UFP, i.p. 

Proteína: 10 µg, i.m. 

Boost:  

MVA: 1x10
7
UFP, i.p. 

Proteína: 10 µg, i.m 

Sacrificio n=4/grupo 
‐ Respuesta celular T 
‐ Respuesta humoral 

Sacrificio n=4/grupo
‐ Respuesta celular T 
‐ Respuesta humoral 

Fase Adaptativa Fase Memoria 
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Por  último,  la  calidad  de  la  respuesta  inmune  de  las  células  T  CD4+  generada  por  los 

distintos  grupos  de  inmunización  se  analizó midiendo  el  patrón  de  producción  de  citoquinas 

(IFN‐γ, TNF‐α y/o IL‐2) más su potencial citotóxico (CD107a como marcador de desgranulación). 

En  general,  la  respuesta  generada  por  todos  los  grupos  de  inmunización  fue  altamente 

polifuncional, con una mayoría de células produciendo 4 citoquinas (Figura 49C). 

En cuanto a la respuesta inmune celular adaptativa mediada por células T CD8+ (Figura 50), 

de nuevo  el  grupo DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  es  el que  generó una  respuesta  significativamente 

mayor que el resto, seguido del grupo MVA‐HCV/MVA‐HCV (Figura 50A), confirmando de nuevo 

los  resultados  mostrados  en  el  apartado  anterior.  Los  grupos  MVA‐HCV/E2  (3  y  4)  se 

comportaron de  forma  similar e  indujeron una menor  respuesta de  células T CD8+ que MVA‐

HCV/MVA‐HCV, probablemente debido a que solo recibieron una dosis de MVA‐HCV; mientras 

que los grupos E2/E2 (1 y 2), no indujeron respuesta de células T CD8+ (Figura 50A). 

En todos los grupos inmunizados, la respuesta de células T CD8+ fue dirigida principalmente 

frente a las proteínas NS2 y NS3 (Figura 50B). Por último, una vez más, la respuesta inmune de 

células  T  CD8+  fue  altamente  polifuncional,  con  la  mayoría  de  células  produciendo  3  y  4 

citoquinas en los grupos de mayor magnitud (Figura 50C). 
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Figura 49. Respuesta inmune adaptativa de células T CD4+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados. Obtenida de esplenocitos de ratones inmunizados (n=4) 10 días después del boost. 

Los valores de p indican diferencias significativas al comparar los diferentes grupos entre si (*, p 

<0.05; ***, p <0.001).  (A) Magnitud  total de  la  respuesta  inmune adaptativa de células T CD4+ 

específicas frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T 

específicas  frente a  todos  los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ 

y/o  TNF‐α  y/o  IL‐2.  La  línea  discontínua  separa  los  grupos  estimulados  solo  con  grupos  de 

péptidos de E2 (izquierda) de los grupos estimulados con grupos de péptidos que cubren todo el 

genoma del HCV (desde Core a NS5) (derecha). (B) Amplitud de  la respuesta  inmune adaptativa 

de células T CD4+ mostrada como el porcentaje de células específicas frente a Core, E1, E2, p7, 

NS2,  NS3,  NS4  o  NS5  que  expresan  CD107a  y/o  que  producen  IFN‐γ  y/o  TNF‐α  y/o  IL‐2.  (C) 

Polifuncionalidad de la respuesta inmune adaptativa de células T CD4+ dirigidas contra todos los 

antígenos del HCV. Las respuestas se dividen en función de la producción combinada de CD107a, 

IFN‐γ, TNF‐α y/o IL‐2 por los distintos grupos de inmunización, y se agrupan teniendo en cuenta 

el número de funciones (una, dos, tres, o cuatro, diagramas de círculos). 
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Figura 50. Respuesta inmune adaptativa de células T CD8+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados. Obtenida de esplenocitos de ratones inmunizados (n=4) 10 días después del boost.  

Los valores de p indican diferencias significativas al comparar los diferentes grupos entre si (***, 

p <0.001).  (A) Magnitud  total de  la  respuesta  inmune adaptativa de  células T CD8+ específicas 

frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T específicas 

frente a todos los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen IFN‐γ y/o TNF‐α y/o 

IL‐2.  (B)  Amplitud  de  la  respuesta  inmune  adaptativa  de  células  T  CD8+  mostrada  como  el 

porcentaje de células específicas  frente a Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4 o NS5 que expresan 

CD107a y/o que producen IFN‐γ y/o TNF‐α y/o IL‐2. (C) Polifuncionalidad de la respuesta inmune 

adaptativa  de  células  T  CD8+  dirigidas  contra  todos  los  antígenos  del  HCV.  Las  respuestas  se 

dividen en función de la producción combinada de CD107a, IFN‐γ, TNF‐α y/o IL‐2 por los distintos 

grupos de inmunización, y se agrupan teniendo en cuenta el número de funciones (una, dos, tres, 

o cuatro, diagramas de círculos).  
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4.4.9. E2 ΔMPER  induce niveles superiores de anticuerpos frente a  la proteína E2 del 

HCV que E2 CL ΔMPER en fase adaptativa 

A continuación, se analizó la respuesta inmune humoral inducida por los diferentes grupos 

de  inmunización, cuantificando, mediante ELISA,  los niveles totales de anticuerpos IgG frente a 

la proteína E2 del HCV en sueros obtenidos de ratones  individuales 10 días después del boost 

(Figura 48). Los resultados mostraron que, en la fase adaptativa, la proteína E2 en su forma más 

agregada (E2 ΔMPER, grupo 2) genera elevados y mayores niveles de anticuerpos IgG totales en 

comparación  con  la  proteína  E2  CL  ΔMPER,  forma monomérica  (grupo  1)  (Figura  51A  y  B). 

Además, estos resultados coinciden cuando ambas proteínas son combinadas con MVA‐HCV en 

protocolos  prime/boost  heterólogos  (grupos  3  y  4)  (Figura  51A  y  B).  Los  protocolos  de 

inmunización  E2/E2  o  MVA‐HCV/E2  ΔMPER  aumentan  significativamente  los  niveles  de 

anticuerpos  frente  a  E2  en  comparación  con  los  grupos  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  o  MVA‐

HCV/MVA‐HCV (Figura 51A y B). 

A continuación, se procedió a cuantificar en cada ratón  individual el título de anticuerpos 

obtenido por cada grupo de inmunización y a analizar los diferentes isotipos IgG para evaluar si 

la respuesta es de tipo Th1 o Th2. Los resultados de cuantificación de título de anticuerpos en 

ratones  individuales mostraron el mismo patrón que anteriormente (niveles de anticuerpos en 

grupos de sueros), con el grupo E2 ΔMPER/E2 ΔMPER siendo el que  induce un mayor título de 

anticuerpos  frente a E2,  seguido por E2 CL  ΔMPER/E2 CL  ΔMPER y MVA‐HCV/E2  ΔMPER que 

inducen  niveles  similares  de  anticuerpos;  siendo  la  media  del  título  de  IgG  totales  de  los 

diferentes grupos  la  siguiente: 1/500.000 para el grupo 2  (E2  ΔMPER/E2  ΔMPER), y 1/12.000 

para los grupos 1 (E2 CL ΔMPER /E2 CL ΔMPER) y 4 (MVA‐HCV/E2 ΔMPER), mientras que en los 

demás grupos no se pudo obtener título por encontrarse el nivel de anticuerpos por debajo del 

umbral de detección  (Figura 51B). Además,  la respuesta de anticuerpos  fue mayoritariamente 

IgG1, seguida de IgG2c y IgG3, mostrando un perfil de respuesta Th2 en todos los grupos (Figura 

51C). 
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Figura 51. Respuesta humoral específica  frente a  la proteína E2 del HCV en  fase adaptativa. 

ELISAs realizados con los sueros de ratones inmunizados (n=8) tras 10 días después del boost. DO: 

densidad  óptica.  Los  valores  de  p  indican  diferencias  significativas  al  comparar  los  diferentes 

grupos entre si  (***, p <0.001)  (A) Niveles de  IgG totales en grupos de sueros. Los 8 sueros de 

cada  grupo  fueron mezclados  y  diluidos  seriadamente  1:3  para medir  los  niveles  totales  de 

anticuerpos IgG anti‐E2. (B) Título de anticuerpos anti‐E2 de los distintos grupos medidos como la 

mayor  dilución  cuya  DO  es  3  veces mayor  que  la  DO  de  su  correspondiente  grupo  control 

(PBS/PBS en el caso de  los grupos 1 y 2 y MVA‐WT/MVA‐WT en el caso de  los grupos 3‐6). La 

línea punteada muestra la dilución mínima detectable. (C)  Isotipos IgG1, IgG2c y IgG3 en grupos 

de sueros. Los 8 sueros de cada grupo fueron mezclados y diluidos seriadamente 1:3 para medir 

los niveles de anticuerpos de los distintos isotipos. 

 

A continuación, se procedió a cuantificar en cada ratón  individual el título de anticuerpos 
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demás grupos no se pudo obtener título por encontrarse el nivel de anticuerpos por debajo del 

umbral de detección  (Figura 51B). Además,  la respuesta de anticuerpos  fue mayoritariamente 

IgG1, seguida de IgG2c y IgG3, mostrando un perfil de respuesta Th2 en todos los grupos (Figura 
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4.4.10. E2 ΔMPER induce anticuerpos con reactividad cruzada frente a otros genotipos 

del HCV  

Para analizar  si  los anticuerpos generados por  los distintos grupos de  inmunización a 10 

días  tras  el  boost  también  reaccionan  frente  a  proteínas  del  HCV  de  diferente  genotipo,  se 

cubrieron  placas  de  ELISA  con  extractos  de  células  HEK‐293T  sin  transfectar  (Mock)  o 

transfectadas con plásmidos que codifican para las proteínas Core‐E1‐E2 del genotipo homólogo 

(1a)  o  de  otros  genotipos  (2a,  3a,  4a,  5  y  6).  Los  resultados  mostraron  que  el  grupo  de 

inmunización E2 ΔMPER/E2 ΔMPER es el que induce unos niveles mayores de anticuerpos frente 

al genotipo homólogo (1a), seguido por  los grupos E2 CL ΔMPER/E2 CL ΔMPER y MVA‐HCV/E2 

ΔMPER  (Figura  52),  confirmando  los  datos  obtenidos  en  el  apartado  anterior.  El  grupo  E2 

ΔMPER/E2  ΔMPER  genera  anticuerpos  reactivos  frente  a  otros  genotipos  del  HCV,  con  una 

mayor reactividad frente al genotipo 2a, seguido de niveles similares de anticuerpos frente a los 

genotipos 3a, 4a y 5, y  sin  reactividad  frente al genotipo 6  (Figura 52). El  resto de grupos no 

presentan  niveles  de  anticuerpos  suficientemente  elevados  como  para  concluir  si  presentan 

reactividad cruzada (Figura 52).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  52.  Reactividad  cruzada  de  la  respuesta  humoral  en  fase  adaptativa  frente  a  otros 

genotipos  del  HCV.  Placas  de  ELISA  fueron  cubiertas  con  extractos  de  células  HEK‐293T 

transfectadas con plásmidos que expresan proteínas estructurales Core‐E1‐E2 de  los diferentes 

genotipos del HCV y fueron reaccionadas con sueros de ratones  inmunizados (n=8) tras 10 días 

después  del  boost  a  una  dilución  1/50.  DO:  densidad  óptica.  Se  muestran  las  medias  y 

desviaciones estándar de las muestras analizadas por duplicado. 
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4.4.11.  La  inmunización  con  las  diferentes  proteínas  E2  recombinantes  induce  una 

respuesta inmune celular de memoria específica frente al HCV 

La magnitud  de  la  respuesta  inmune  de  células  T  CD4+ de memoria presenta un  patrón 

distinto del descrito en la adaptativa, ya los grupos que presentan mayor magnitud son aquellos 

en los que se combinó MVA‐HCV/E2 (3 y 4), superando incluso al grupo DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV, 

y  los grupos E2/E2 (1 y 2)  induciendo respuestas similares a MVA‐HCV/MVA‐HCV (Figura 53A). 

La  respuesta sigue siendo mayoritariamente dirigida  frente a E2 en  los grupos E2/E2  (1 y 2) y 

MVA‐HCV/E2  (3  y  4), mientras que  el  grupo DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV, mantiene una  respuesta 

distribuida principalmente  entre  E1  y  E2,  seguido  de NS3,  y MVA‐HCV/MVA‐HCV  genera una 

respuesta mínima frente a NS5, de forma similar a  los resultados de  la fase adaptativa (Figura 

53B). En cuanto a  la polifuncionalidad, ésta es similar en  los distintos grupos, con una mayoría 

de células cuádruple productoras de citoquinas (Figura 53C).  

Respecto a  la  respuesta  inmune de memoria mediada por células T CD8+, al  igual que en 

fase  adaptativa,  el  grupo que  indujo mayor magnitud  fue DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV,  seguido de 

MVA‐HCV/MVA‐HCV.  Los  grupos donde  se  inmunizó  con MVA‐HCV/E2  (3  y  4) presentan una 

menor  respuesta T CD8+ que  los grupos anteriores, mientras que  los grupos  inmunizados  con 

E2/E2 (1 y 2), al igual que en la fase adaptativa, no generaron respuesta T CD8+ (Figura 54A). La 

amplitud de esta respuesta es principalmente frente a  las proteínas NS2 y NS3 del HCV (Figura 

54B),  siendo  estas  células  altamente  polifuncionales,  con  una  mayoría  de  células  triple  y 

cuádruples productoras de citoquinas (Figura 54C). 
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Figura 53. Respuesta inmune de memoria de células T CD4+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados. Obtenida de esplenocitos de ratones inmunizados (n=4) 53 días después del boost. 

Los valores de p indican diferencias significativas al comparar los diferentes grupos entre si (*, p 

<0.05; **, p <0.005, ***, p <0.001).  (A) Magnitud total de  la respuesta  inmune de memoria de 

células T CD4+ específicas  frente al HCV. En el eje Y  se muestra el porcentaje medido como  la 

suma de células T específicas frente a todos los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que 

producen  IFN‐γ y/o TNF‐α y/o  IL‐2. La  línea discontínua separa  los grupos estimulados solo con 

grupos  de  péptidos  de  E2  (izquierda)  de  los  grupos  estimulados  con  grupos  de  péptidos  que 

cubren  todo  el  genoma  del HCV  (desde  Core  a NS5)  (derecha).  (B)  Amplitud  de  la  respuesta 

inmune de memoria de células T CD4+ mostrada como el porcentaje de células específicas frente 

a Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4 o NS5 que expresan CD107a y/o que producen IFN‐γ y/o TNF‐α 

y/o  IL‐2.  (C) Polifuncionalidad de  la  respuesta  inmune de memoria de  células T CD4+ dirigidas 

contra  todos  los  antígenos  del  HCV.  Las  respuestas  se  dividen  en  función  de  la  producción 

combinada  de  CD107a,  IFN‐γ,  TNF‐α  y/o  IL‐2  por  los  distintos  grupos  de  inmunización,  y  se 
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agrupan  teniendo  en  cuenta  el  número  de  funciones  (una,  dos,  tres,  o  cuatro,  diagramas  de 

círculos).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54. Respuesta inmune de memoria de células T CD8+ específicas frente al HCV en ratones 

inmunizados. Obtenida de esplenocitos de ratones inmunizados (n=4) 53 días después del boost. 

Los valores de p indican diferencias significativas al comparar los diferentes grupos entre si (**, p 

<0.005, ***, p <0.001). (A) Magnitud total de la respuesta inmune de memoria de células T CD8+ 

específicas frente al HCV. En el eje Y se muestra el porcentaje medido como la suma de células T 

específicas  frente a  todos  los antígenos del HCV que expresan CD107a y/o que producen  IFN‐γ 

y/o TNF‐α y/o IL‐2. (B) Amplitud de la respuesta inmune de memoria de células T CD8+ mostrada 

como el porcentaje de  células específicas  frente a Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4 o NS5 que 
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expresan  CD107a  y/o  que  producen  IFN‐γ  y/o  TNF‐α  y/o  IL‐2.  (C)  Polifuncionalidad  de  la 

respuesta inmune de memoria de células T CD8+ dirigidas contra todos los antígenos del HCV. Las 

respuestas se dividen en función de  la producción combinada de CD107a,  IFN‐γ, TNF‐α y/o  IL‐2 

por  los  distintos  grupos  de  inmunización,  y  se  agrupan  teniendo  en  cuenta  el  número  de 

funciones (una, dos, tres, o cuatro, diagramas de círculos). 

4.4.12. E2 ΔMPER induce niveles superiores de anticuerpos frente a la proteína E2 del 

HCV que E2 CL ΔMPER en fase de memoria 

Respecto  a  la  respuesta  inmune  humoral  inducida  por  los  diferentes  grupos  de 

inmunización  en  fase  de  memoria  (53  días  después  del  boost)  (Figura  48),  los  resultados 

mostraron que, aunque  la proteína E2 en  su  forma más agregada  (E2  ΔMPER, grupo 2)  sigue 

induciendo  un  elevado  número  de  anticuerpos  frente  a  la  proteína  E2  del  HCV,  con  niveles 

mayores que E2 CL ΔMPER, éstos son muy similares a  los  inducidos por el grupo MVA‐HCV/E2 

ΔMPER (Figura 55A y B). Los resultados de los títulos de anticuerpos confirman estos resultados, 

mostrando que el grupo E2 ΔMPER/E2 ΔMPER es el que induce mayor título (1/70.000), seguido 

de MVA‐HCV/E2  ΔMPER  (1/50.000)  y  E2 CL  ΔMPER/E2 CL  ΔMPER  (1/27.000)  (Figura  55B). Al 

igual que en  la  fase adaptativa,  los protocolos de  inmunización E2/E2 o MVA‐HCV/E2  ΔMPER 

aumentan  significativamente  los  niveles  de  anticuerpos  frente  a  E2  en  comparación  con  los 

grupos DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV o MVA‐HCV‐MVA‐HCV (Figura 55A y B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Respuesta humoral específica frente a  la proteína E2 del HCV en fase de memoria. 

ELISAs realizados con los sueros de ratones inmunizados (n=4) tras 53 días después del boost. DO: 

densidad  óptica.  Los  valores  de  p  indican  diferencias  significativas  al  comparar  los  diferentes 

grupos entre si (**, p <0.005, ***, p <0.001). (A) Niveles de IgG totales en grupos de sueros. Los 4 

sueros de cada grupo fueron mezclados y diluidos seriadamente 1:3 para medir los niveles totales 

de anticuerpos  IgG anti‐E2.  (B)  Título de anticuerpos de  los distintos grupos medidos  como  la 
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mayor  dilución  cuya  DO  es  3  veces mayor  que  la  DO  de  su  correspondiente  grupo  control 

(PBS/PBS  en  el  caso de  grupos 1  y 2  y MVA‐WT/MVA‐WT  en  el  caso de  grupos 3‐6).  La  línea 

punteada muestra  la dilución mínima detectable.  (C)  Isotipos  IgG1,  IgG2c y  IgG3 en grupos de 

sueros. Los 4 sueros de cada grupo fueron mezclados y diluidos seriadamente 1:3 para medir los 

niveles de anticuerpos de los distintos isotipos. 

 

Por último, el análisis de  los  isotipos de anticuerpos  IgG frente a E2 muestra que, al  igual 

que en la fase adaptativa, la respuesta humoral es Th2, con mayor número de anticuerpos IgG1, 

seguido de IgG2c y por último IgG3, donde no se detectaron anticuerpos (Figura 55C).  

 

4.4.13. La inmunización con las diferentes proteínas E2 recombinantes induce células T 

CD4+ y CD8+ con fenotipo efector de memoria específicas frente al HCV 

A continuación, se analizó el fenotipo de memoria de  las células T CD4+ y CD8+ específicas 

frente al HCV  inducidas por  los diferentes  regímenes de  vacunación  tras 53 días después del 

boost (Figura 48). Los resultados mostraron que, en todos los grupos de inmunización, la mayor 

parte de  la respuesta en  la fase memoria está formada por células T CD4+ (Figura 56A) y CD8+ 

(Figura 56B) efectoras de memoria  (TEM)  (CD127+, CD62L‐). Los grupos de  inmunización MVA‐

HCV/E2  (3  y  4)  y DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  indujeron  las mayores  respuestas  de  células  T  CD4+ 

mientras que el grupo de inmunización DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV indujo las mayores respuestas de 

células T CD8+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  56.  Perfil  fenotípico  de  la  respuesta  inmune  de  células  T  CD4+  (A)  y  T  CD8+  (B)  de 

memoria específica frente al HCV en ratones inmunizados. Esplenocitos de ratones inmunizados 

(n=4) se obtuvieron 53 días después del boost y las respuestas inmunes de células T CD4+ y CD8+ 

específicas frente a grupos de péptidos del HCV se analizaron por ICS, tal y como se describe en 

Materiales  y Métodos.  El  eje  Y  indica  el  porcentaje  de  células  T  de memoria  central  (TCM; 

CD127+, CD62L+), células T de memoria efectora (TEM; CD127+, CD62L‐) y células T efectoras (TE; 

CD127‐, CD62L‐) específicas frente a todos los grupos de péptidos del HCV y que expresan CD107a 

y/o IFN‐γ y/o TNF‐α y/o IL‐2 (respuesta total). Los valores de p indican diferencias significativas al 

comparar los diferentes grupos entre si (***, p <0.001).   
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5. DISCUSIÓN 
A pesar  de  los  recientes  avances  en  el desarrollo  de medicamentos  antivirales  efectivos 

contra el HCV y debido al gran número de personas infectadas de forma crónica a nivel mundial 

(unos 71 millones), sin duda existe  la necesidad de desarrollar una vacuna contra el HCV. Los 

nuevos antivirales siguen siendo muy costosos y no permiten campañas rápidas de tratamiento 

global, especialmente necesarias en países  subdesarrollados, donde  la prevalencia del HCV es 

mayor. Actualmente algunos países desarrollados han anunciado  su decisión de proporcionar 

tratamiento para la hepatitis C a todas las personas infectadas con el virus, como es el caso de 

España a un  coste no oficial de unos 24.000 euros/tratamiento, pero estimaciones  realizadas 

con  precios  genéricos  de  Sofosbuvir  y  Daclatasvir  (dos  de  los  medicamentos  con  mayor 

efectividad)  calculan  que  el  tratamiento  todavía  costará  al menos  200  dólares  por  paciente 

[250],  por  lo  que  no  es  una  solución  viable  para  erradicar  el  virus  o  para  tratar  a  personas 

infectadas en países en vías de desarrollo. 

La  OMS  ha  establecido  el  2030  como  el  año  límite  para  reducir  las  tasas  de  nuevas 

infecciones por el HCV en un 90% [71]. Sin embargo, todos los esfuerzos para erradicar el virus 

deben contemplar mejores programas de detección para reducir el diagnóstico  insuficiente en 

grupos  de  alto  riesgo,  y  una  prevención  mejorada  que  solo  podría  lograrse  mediante  la 

vacunación [15,251]. Además,  la  importancia de  las vacunas se ha demostrado históricamente, 

pues  la  única  enfermedad  infecciosa  humana  que  ha  sido  erradicada  hasta  el momento,  la 

viruela,  lo  ha  sido  gracias  al  desarrollo  de  una  vacuna  eficaz  y  un  exhaustivo  programa  de 

vacunación mundial [15]. 

El hecho de que alrededor del 30% de las personas infectadas por el HCV puedan eliminar el 

virus de manera natural y espontánea tras la infección demuestra que nuestro sistema inmune 

es  capaz  de  combatir  el  virus  bajo  determinadas  circunstancias,  por  lo  que  una  vacuna 

preventiva  capaz  de  producir  estos  parámetros  inmunes  es  un  objetivo  realista  y  factible 

[53,251,252].  

Actualmente se piensa que una vacuna profiláctica o preventiva es la más plausible para así 

tratar de prevenir la infección crónica, donde ocurren la mayoría de las secuelas de la infección 

por el HCV, y generar potentes respuestas inmunes celulares y humorales frente a los distintos 

genotipos del HCV [53,253]. Por otro lado, una vacuna terapéutica deberá restaurar el fenotipo 

exhausto característico de la etapa crónica, eliminar el virus de las células infectadas y conseguir 

una  respuesta  virológica  sostenida  (ausencia  completa  del  virus  24  semanas  después  del 

tratamiento)  [254–257]. Una aproximación que está ganando  fuerza es  la combinación de  los 

nuevos antivirales con una vacuna terapéutica. 
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En los últimos años se han desarrollado varios candidatos vacunales contra el HCV. Se han 

realizado  numerosos  estudios  preclínicos  en modelos  animales  con  el  fin  de  inducir  fuertes 

respuestas  inmunes  humorales  y/o  celulares,  pero  solo  algunos  candidatos  vacunales  han 

llegado a fase clínica I y II [18,251,252], sin haber pasado ninguno a fase III.  

Previo al presente trabajo, se describió en el laboratorio la generación y caracterización del 

MVA‐HCV, un candidato vacunal contra el HCV basado en un vector MVA que expresa todos los 

antígenos del HCV (Core‐E1‐E2‐p7‐NS2‐NS3‐NS4a‐NS4b‐NS5a‐región terminal de NS5b; genotipo 

1a,  cepa H77),  siendo  el  primer  candidato  vacunal  que  codifica  todas  las  proteínas  del HCV 

(estructurales  y  no  estructurales)  y,  por  lo  tanto,  que  cubre  la mayoría  de  los  antígenos  de 

células T y B descritos para el HCV. El vector MVA‐HCV fue ensayado en ratones de tipo salvaje y 

humanizados,  tanto  mediante  un  protocolo  de  inmunización  prime/boost  homólogo  (MVA‐

HCV/MVA‐HCV)  como  heterólogo  en  combinación  con  vectores  de  ADN  que  codifican  las 

proteínas Core, E1, E2 y NS3 del HCV (DNA‐HCV). El protocolo de inmunización heterólogo DNA‐

HCV/MVA‐HCV indujo mejores respuestas de células T CD4+ y CD8+ que MVA‐HCV/MVA‐HCV. Sin 

embargo, la respuesta de las células T CD4+ fue baja, y no se evaluó la presencia de anticuerpos 

[183].  

Por  lo  tanto,  aunque MVA‐HCV  es  inmunogénico,  es  susceptible  de  ser mejorado  y  se 

necesitan  nuevas  vacunas  candidatas  y/o  nuevos  enfoques  de  inmunización  que  podrían 

mejorar  la  magnitud,  amplitud,  polifuncionalidad  y  durabilidad  de  las  respuestas  inmunes 

celulares T CD4+ y CD8+ y humorales específicas frente al HCV, convirtiéndose esto en el objetivo 

de la presente tesis. 

 

La respuesta antiviral dirigida por IFN es especialmente  importante tras  la  infección por el 

HCV [258–260], debido a su papel esencial en generar una defensa potente y efectiva frente a 

patógenos  intracelulares, creando un estado antiviral en  las células que evita el paso al estado 

crónico  de  la  infección  [259,261].  De  hecho,  a  pesar  de  sus  efectos  secundarios,  la  terapia 

basada  en  la  combinación  de  IFN  con  ribavirina  ha  sido  el  primer  tratamiento  de  elección 

durante muchos años, ya que altos niveles de IFN aumentan la respuesta virológica sostenida en 

los genotipos 1 [262,263], 2 y 3 [264,265].  

En esta dirección, una de las estrategias para aumentar la inmunogenicidad de los vectores 

basados en el MVA es  la deleción de genes  inmunosupresores que aún están presentes en el 

vector el cual, a pesar de su fenotipo atenuado, todavía codifica proteínas que pueden interferir 

con  las  respuestas  inmunes  del  hospedador  [266–268].  Uno  de  los  genes  candidatos  a 

delecionar en el MVA es el gen C6L, que codifica una proteína que se dirige al complejo TBK1‐

IKKe para inhibir la activación de IRF3 y la respuesta de IFN tipo I [225,269,270]. Por tanto, en el 
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presente  trabajo se decidió delecionar el gen C6L en el candidato vacunal  frente a hepatitis C 

MVA‐HCV  (generando el nuevo  candidato vacunal MVA‐HCV  ΔC6L),  con  la hipótesis de poder 

aumentar la respuesta de IFN y así obtener respuestas inmunes más potentes frente al HCV, tal 

y  como  se  había  demostrado  previamente  en  nuestro  laboratorio  para  el  caso  de  HIV‐1 

[193,194].  

Por otro  lado, además de  los genes  inmunosupresores aún presentes en el MVA, como el 

gen  C6L,  el  genoma  del  HCV  expresado  por  partir  de  MVA‐HCV  también  tiene  funciones 

inmunomoduladoras. El HCV ha evolucionado junto con su hospedador adquiriendo la capacidad 

de  contrarrestar efectivamente  la  respuesta  inmune a  varios niveles,  y así establecer  viremia 

persistente o  crónica. Algunas proteínas  como Core, NS3 y NS5  tienen  importantes  funciones 

inmunosupresoras  [226,227,259,271,272].  En  particular,  NS3  es  un  potente  inhibidor  de  la 

respuesta  innata mediada  por  IFN  al  proteolizar MAVS  y  TRIF,  que  son  proteínas  celulares 

implicadas en  la  respuesta antiviral celular mediada por  IFN‐β y NF‐kB  [195,196,273]. De esta 

manera,  en  el  presente  trabajo  se  procedió  a  generar  un  nuevo  virus  recombinante, MVA‐

HCVmut, que contuviera una mutación puntual en el sitio catalítico de  la proteína NS3, que se 

ha descrito que elimina su actividad catalítica y por tanto inmunosupresora [195,197], de nuevo 

con  la hipótesis de  aumentar  la  respuesta de  IFN  y  así obtener mejores  respuestas  inmunes 

frente a los antígenos del HCV. 

Los candidatos vacunales MVA‐HCV ΔC6L y MVA‐HCVmut producen eficientemente  todos 

los antígenos del HCV  (Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a y una parte de NS5b) al 

mismo nivel que MVA‐HCV. Sin embargo, en MVA‐HCVmut, debido a la ausencia de la actividad 

proteasa  de  la  proteína  NS3,  y  a  pesar  de  la  presencia  de  péptidos  autocatalíticos  2A 

optimizados,  la poliproteína del HCV  se procesa parcialmente  entre  las proteínas NS3  y NS5, 

pues el análisis por WB mostró la presencia de bandas de mayor tamaño molecular al esperado 

cuando se reveló con el anticuerpo anti‐NS5a, bandas compatibles con las proteínas NS3‐NS5 sin 

procesar.  

La primera aproximación realizada para estudiar el efecto de la deleción del gen C6L o de la 

mutación en NS3 sobre la expresión de genes de IFN tipo I o genes relacionados con la respuesta 

inmune innata de ambos vectores, fue realizar experimentos en macrófagos o moDCs humanas 

infectadas y analizar mediante RT‐PCR  los niveles de dichos genes. Los resultados permitieron 

una amplia caracterización in vitro de ambos vectores, concluyendo que la deleción del gen C6L 

en MVA‐HCV ΔC6L no tuvo un efecto en  la  inducción de  IFN‐β en comparación con MVA‐HCV, 

mientras  que  el  vector  MVA‐HCVmut  si  aumentó  significativamente  la  expresión  de  IFN‐β, 

aunque no la de genes inducidos por IFN, como IFIT1 o IFIT2.  
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Adicionalmente, en el caso de MVA‐HCV ΔC6L y con el objetivo de completar en detalle el 

estudio del efecto de la deleción del gen C6L, se llevaron a cabo microarrays en moDCs humanas 

infectadas, proporcionando una visión general de los genes diferencialmente expresados en los 

3 vectores (MVA‐HCV, MVA‐HCV ΔC6L y MVA‐WT) y la influencia de las proteínas del HCV en los 

mismos. Los resultados mostraron que MVA‐HCV y MVA‐HCV ∆C6L regulan diferencialmente los 

genes relacionados con IFN (OASL, ZC3HAV1, IFN‐β1, IFIT1, IFIT2 e IFIT3), genes involucrados en 

la  apoptosis  (PMAIP1)  e  histonas  (HIST1H4D,  HIST1H4F,  HIST1H4H,  HIST1H4J,  HIST1H4K,  y 

HIST2H4B)  en  comparación  con  MVA‐WT.  La  disminución  de  la  expresión  IFN‐β  y  genes 

relacionados  con  IFN  tipo  I  confirmó  los  resultados  anteriores  de  las  RT‐PCRs  en moDCs  y 

macrófagos humanos  infectados, y está de acuerdo con el papel ejercido por  las proteínas del 

HCV, especialmente NS3, inhibiendo la señalización del IFN tipo I. Cuando los mismos genes del 

HCV presentes en MVA‐HCV se expresaron de forma inducible por parte de un vector basado en 

una cepa del VACV diferente al MVA (VT7‐HCV7.9), se observó apoptosis celular mediada por las 

proteínas del HCV y  las enzimas PKR y RNasa‐L  [274],  las  cuales están  inducidas por  IFN, y  la 

modulación de  la transcripción de genes asociados con el metabolismo de  los  lípidos, el estrés 

oxidativo,  la apoptosis y  la proliferación celular [275]. La disminución de  la expresión de genes 

de histonas, que están estrechamente regulados durante  la replicación del ADN,  indica que  la 

proliferación  celular  y  la progresión del  ciclo  celular probablemente  se  vean  afectadas en  las 

células  infectadas  con  MVA‐HCV  y  MVA‐HCV  ΔC6L.  En  este  sentido,  se  ha  descrito  que  la 

infección de las células Huh7.5 con el HCV produjo una inhibición de la metilación/acetilación de 

la histona H4 y la fosforilación de la histona H2AX, con un cambio significativo en la expresión de 

genes  importantes  para  la  hepatocarcinogénesis,  inhibiendo  la  reparación  del  daño  al  ADN 

[276]. 

Cuando MVA‐HCV ΔC6L y MVA‐HCV se  inocularon en  la cavidad peritoneal de ratones, se 

produjo un menor reclutamiento de determinados  tipos específicos de células  inmunes, como 

las células T CD4+ y CD8+, NK, NKT, a las 24 horas después de la inoculación en comparación con 

MVA‐WT, pero sin diferencias significativas entre ambos vectores. Este menor reclutamiento de 

células inmunes innatas puede estar relacionado con los resultados obtenidos in vitro donde se 

observa una disminución de la expresión de genes implicados en la respuesta inmune innata.  

A continuación, se realizaron experimentos para estudiar y comparar  la respuesta  inmune 

celular  adaptativa  y  de memoria  y  la  respuesta  inmune  humoral  de  los  nuevos  candidatos 

vacunales MVA‐HCV  ΔC6L  y MVA‐HCVmut  respecto  a  su  parental MVA‐HCV.  Los  resultados 

mostraron  que,  a  pesar  de  la  inhibición  in  vitro  del  IFN  tipo  I  producida  tras  la  infección  de 

células  humanas  con MVA‐HCV  y MVA‐HCV  ∆C6L,  estos  vectores  aún  inducen  respuestas  de 

células  T  específicas  frente  al  HCV  en  ratones  inmunizados,  aunque,  al  igual  que  en  el 
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experimento in vitro, sin diferencias significativas entre ambos. Asimismo, a pesar de que MVA‐

HCVmut si aumentaba la expresión de IFN‐β en comparación con MVA‐HCV en experimentos in 

vitro (RT‐PCR), no se observó ningún efecto de la mutación en los ensayos de inmunogenicidad 

in vivo. Cabe destacar que todas las respuestas inmunes generadas por MVA‐HCV ΔC6L y MVA‐

HCVmut  fueron  altamente  funcionales  y  similares  en  magnitud  a  MVA‐HCV,  aunque  la 

especificidad de  la misma  contra  los  antígenos del HCV  varía  ligeramente entre  los  vectores: 

aunque  los 3 vectores  indujeron respuestas de células T CD8+ dirigidas principalmente frente a 

NS2, seguido de NS3, se observó que mientras que MVA‐HCV ∆C6L indujo una mayor respuesta 

específica  frente  a NS3 que MVA‐HCV, esta  respuesta  frente  a NS3  fue menor en el  caso de 

MVA‐HCVmut en comparación con MVA‐HCV. El  impacto de estas diferencias debe estudiarse 

más a fondo, pero se ha propuesto que una respuesta celular frente a la proteína NS3 podría ser 

importante en el  resultado de  la  infección por el HCV debido al papel de esta proteína en  la 

infección por el virus, con varios epítopos virales de NS3 que desencadenan las respuestas de las 

células T CD8+  [257,277,278]. Por ejemplo, se ha descrito que una respuesta  inmune celular T 

CD8+  específica  frente  a  NS3  ayudó  a  eliminar  la  infección  en  chimpancés  infectados  [279]. 

Además, NS3 es uno de los principales antígenos utilizados en el desarrollo de vacunas [280] que 

han  sido probados en ensayos clínicos de  fase  I y  II y  frente al cual  se han  intentado generar 

respuestas celulares [142,280–282].  

Aunque  la deleción del gen C6L produjo un aumento en  las respuesta  inmunes celulares y 

humorales  frente  al  HIV‐1  en  un  candidato  vacunal  basado  en  el MVA,  llamado MVA‐B,  en 

comparación con el virus sin  la deleción  [193,194], es posible que en el caso de MVA‐HCV no 

actúe  de  la misma  forma  porque  los  vectores  están  expresando  antígenos  heterólogos muy 

distintos: mientras que MVA‐B expresa principalmente proteínas estructurales del HIV‐1, MVA‐

HCV  está  codificando  proteínas  estructurales  y  no  estructurales  del  HCV,  las  cuales  son 

metabólicamente  activas  y pueden estar ejerciendo una  inhibición más potente  y dominante 

que  la ejercida por  la proteína C6 del MVA. Respecto a MVA‐HCVmut, en este caso NS3 ya no 

presenta actividad proteasa, pero aún hay otras proteínas del HCV presentes en MVA‐HCVmut 

que  también  tienen  un  papel  inmunomodulador,  como  E2  o NS5a,  que  interaccionan  con  el 

mecanismo de  inducción del IFN mediado por  las proteínas Janus‐quinasas‐transductores de  la 

señal  y  activadores  de  la  transcripción  (Jak‐STAT)  [283–285];  Core,  que  interfiere  con  la 

translocación nuclear de STAT  [286,287] y regula a  la baja  la  transcripción de genes  inducidos 

por  IFN  [288];  NS2  que  inhibe  IFN‐β  [289]  o  NS4b  que  inhibe  la  interaccion  de  la  proteína 

estimuladora de genes de  interferón  (STING) con  la proteína quinasa serina/treonina 1  (TBK1) 

[290]. Todos estos mecanismos demuestran que el HCV ha desarrollado maneras redundantes 

de inhibir o evadir fuertemente la respuesta inmune del hospedador, por lo que, aunque MVA‐
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HCVmut aborda uno de los más importantes (la actividad inmunosupresora de NS3), puede que 

no sea suficiente para obtener un aumento de la inmunogenicidad del vector MVA‐HCV.  

 

Tras  observar  estos  resultados,  se  decidió  estudiar  otra  de  las  estrategias  para  generar 

potentes  respuestas  inmunes,  que  es  la  generación  de  nuevas  vacunas  frente  al  HCV  y  la 

combinación de dichas vacunas en protocolos de inmunización prime/boost en ratones. 

Como  se  ha  descrito  en  numerosos  estudios,  el  protocolo  de  inmunización  prime/boost 

heterólogo  es más  inmunogénico que una  vacunación homóloga prime/boost,  al  estimular  el 

sistema  inmune  con  inmunógenos  de  distinta  naturaleza  y  generar  respuestas  inmunes más 

potentes  y  protectoras  [187].  Además,  especialmente  con  el  uso  de  vectores  virales,  es 

conveniente utilizar diferentes inmunógenos como prime o boost para evitar que la generación 

de  inmunogenicidad  frente al vector merme  la eficacia de  sucesivas dosis  con el mismo  [22]. 

Muchos  estudios han  combinado  vectores basados  en MVA  con otros  vectores  vacunales  en 

ensayos  preclínicos  y  clínicos  [291–293]  obteniendo  datos  consistentes  en:  1)  el  uso  de  un 

poxvirus  como  boost  tras  una  primera  dosis  de  otro  inmunógeno mejora  la magnitud  de  las 

respuestas de  las células T específicas de antígeno y 2) el uso de un poxvirus como prime en 

combinación con una proteína y un adyuvante mejora significativamente  las respuestas de  las 

células B y desencadena respuestas con elevados niveles de anticuerpos  [184]. En el presente 

trabajo, se exploran ambas alternativas mediante la generación de nuevas vacunas frente al HCV 

basadas en  replicones de ADN denominados DREP y en proteínas E2  recombinantes del HCV, 

que se han combinado con el candidato vacunal MVA‐HCV. 

Por un  lado,  las  vacunas basadas  en ADN  confieren una  serie de  ventajas  tales  como  la 

simplicidad  de  la manipulación,  generación,  transporte  y  almacenamiento,  el  bajo  coste  de 

producción,  la  alta estabilidad  y un buen perfil de  seguridad.  Sin embargo, un  inconveniente 

importante de las mismas es su baja inmunogenicidad cuando se administran solas, requiriendo 

múltiples  dosis  de  refuerzo  u  otros  agentes  para  aumentar  la  duración  de  su  efecto 

inmunológico [294–297]. Dentro de las vacunas de ADN, aquellas basadas en replicones DREP se 

consideran un enfoque  interesante y prometedor para generar respuestas  inmunes específicas 

debido  a  su  alto  nivel  de  expresión  de  la  proteína  heteróloga  y  a  su  capacidad  para  inducir 

apoptosis, que ejerce un efecto adyuvante [298].   

Además, ha sido descrito que  los vectores DREP se pueden optimizar con  la adición de un 

potenciador  de  la  traducción  o  enhancer  aguas  arriba  y  en  la misma  pauta  de  lectura  del 

antígeno heterólogo, que proporciona una expresión  incrementada del antígeno y una mejora 

de las respuestas inmunes humorales específicas frente al mismo [202,203]. Estas características 

intrínsecas a los vectores DREP hacen que su inmunogenicidad sea superior en comparación con 
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las  vacunas  de  ADN  convencionales  [198,205,207,299].  Varios  estudios  preclínicos  han 

demostrado que  la  inmunogenicidad de  las vacunas DREP puede ser mejorada si se combinan 

con un vector MVA como boost, obteniendo respuestas inmunes elevadas frente a virus como el 

Chikungunya  [230–232],  el  Ébola  [233]  y  el  HIV‐1  [205,206].    Sin  embargo,  no  se  han 

desarrollado candidatos vacunales DREP frente al HCV y debido a  la falta de una vacuna eficaz 

contra el mismo, el estudio de la combinación DREP/MVA puede suponer un paso adelante en el 

desarrollo de una vacuna efectiva contra el HCV. 

Por  tanto,  en  el  presente  trabajo  se  generaron  y  caracterizaron  2  nuevos  candidatos 

vacunales basados en  los vectores DREP, que expresan  la mayoría de  los genes del HCV y que 

difieren  en  la  presencia/ausencia  de  un  enhancer.  A  continuación,  se  estudió  y  comparó  su 

inmunogenicidad en combinación con MVA‐HCV en ratones inmunizados. 

 

Por otro  lado, y en  relación al desarrollo de vacunas  frente al HCV basadas en proteínas 

recombinantes, las glicoproteínas E1 y E2 del HCV forman un complejo en la envoltura del virus 

que es la diana principal de los anticuerpos de amplio espectro. De éstos, la mayoría se dirigen 

frente a la E2 y, por tanto, una proteína E2 bien plegada y con una conformación lo más nativa 

posible  constituye  un  candidato  vacunal  atractivo  [102].  Sin  embargo,  históricamente  las 

glicoproteínas E1 y E2 del HCV han sido difíciles de producir en cantidades suficientemente altas 

o con la calidad necesaria para que un estudio bioquímico y biofísico completo facilite el diseño 

de vacunas basadas en las mismas. Por ejemplo, tanto E1 como E2 están altamente glicosiladas, 

lo cual hace disminuir su  inmunogenicidad, y dificulta su desarrollo y estudio como candidatos 

vacunales.  La producción  tradicional de proteínas  recombinantes  se basa  en  gran medida  en 

sistemas  de  expresión  desarrollados  en  bacterias  o  eucariotas  inferiores  (levaduras  o 

baculovirus,  entre  otros).  Sin  embargo,  las  proteínas  complejas  (como  las  del  HCV,  que 

presentan glicosilaciones, enlaces disulfuros, dimerizaciones, etc.) a menudo están mal plegadas 

o no  se encuentran en  conformación  fisiológica  cuando  se producen de esta manera, ya que 

estos  sistemas  no  logran  generar  estas modificaciones  con  precisión.  La  expresión  de  estas 

glicoproteínas  en  células  humanas,  tal  y  como  se  hizo  en  el  presente  trabajo,  supone  claras 

ventajas  ya  que  la  maquinaria  celular  es  la  adecuada  para  una  traducción,  plegamiento  y 

orientación  subcelular  adecuadas  [300]. Además,  en  el  caso  de  la  proteína  E2  del HCV,  ésta 

contiene  18  residuos  de  cisteína  altamente  conservados  que  forman  una  red  heterogénea  y 

poco definida de puentes disulfuro  [241]. Esta heterogeneidad puede ser  la  responsable de  la 

agregación de proteínas cuando se producen en cultivo celular y ha dificultado la resolución de 

una estructura completa de la proteína E2.  
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En el presente trabajo hemos analizado las discrepancias de los puentes disulfuro entre las 

2 estructuras de  la proteína E2 publicadas y hemos sustituido estratégicamente 8 cisteínas por 

alaninas, basándonos también en estudios previos [241,301,302], generando así 2 proteínas E2 

que  difieren  en  el  número  de  cisteínas  que  contienen  (E2  ΔMPER  y  E2  CL  ΔMPER).  Ambas 

proteínas también carecen de la región MPER, que es una zona rica en aminoácidos hidrofóbicos 

y que es común encontrarla en proteínas ancladas a la membrana. La presencia de esta región, 

estudiada en otras proteínas  como  las glicoproteínas del HIV‐1,  contribuye a  la  formación de 

agregados,  pero  su  deleción  no  afecta  a  la  antigenicidad  de  la misma  ni  altera  la  estructura 

tridimensional  de  la  proteína.  Por  tanto,  proteínas  con  esta  región  delecionada  son  una 

herramienta útil para estudios estructurales e  inmunogénicos [242] y presentan potencial para 

su uso como vacuna. Por último, se ha descrito que  los aminoácidos Leu675, Ser678, Leu689 y 

Leu692, localizados en la región del tallo o stem y presentes tanto en E2 ΔMPER como en E2 CL 

ΔMPER  son  esenciales  para  la  dimerización  con  E1  [244],  por  lo  que  ambas  proteínas 

potencialmente podrían formar complejos con E1. 

Por  tanto,  en  el  presente  trabajo  se  generaron  y  caracterizaron  2  nuevos  candidatos 

vacunales que consisten en 2 proteínas E2 recombinantes sin la región MPER que difieren en el 

número de cisteínas que contienen. Su inmunogenicidad se estudió y comparó en combinación 

con la vacuna previamente descrita MVA‐HCV en ratones inmunizados. 

 

Una vacuna  ideal  frente al HCV debe  ser  capaz de generar potentes  respuestas  inmunes 

celulares específicas frente al virus [53]. Una respuesta de elevada magnitud, definida como el 

número  de  células  que  presentan  una  función  efectora  tras  el  contacto  con  el  antígeno 

(generalmente  liberación de  IFN‐γ, TNF‐α e  IL‐2), y mediada por  linfocitos T CD8+ es un  factor 

clave en una vacuna exitosa contra el virus [303]. Sin embargo, la inducción y el mantenimiento 

de respuestas citotóxicas adecuadas dependen de  la presencia de células T CD4+ funcionales y 

eficientes,  por  lo  que  la  respuesta  de  las  células  T  CD4+  es  un  factor  clave  que  también 

contribuye  a  controlar  la  infección  del  HCV  [92,304].  Además,  las  células  T  CD4+  son  las 

reguladoras  centrales  de  la  respuesta  inmune  y  si  son  correctamente  estimuladas  facilitarán 

respuestas  de  alta  calidad  mediadas  por  células  T  CD8+  y  células  B.  Por  tanto,  respuestas 

potentes de células T CD4+ y CD8+ específicas frente al HCV se asocian con el aclaramiento viral 

espontáneo y desempeñan un papel importante durante la infección [47,305].  

La  vacunación  de DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  presenta  el mejor  perfil  y  balance  de  células  T 

CD4+/CD8+  específicas  en  comparación  con  las  demás  vacunas,  ya  que  MVA/MVA  (MVA‐

HCV/MVA‐HCV,  MVA‐HCV  ΔC6L/MVA‐HCV  ΔC6L  y  MVA‐HCVmut/MVA‐HCVmut)  sólo  generó 

respuesta  T  CD8+,  que  fue  además  de mucha menor magnitud.  En  cuanto  a  la  inmunización 
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MVA‐HCV/E2, también obtenemos T CD4+ y CD8+ específicas, pero también de menor magnitud 

que con DREP/MVA‐HCV; mientras que  la  inmunización E2/E2 solo  indujo células T CD4+. Cabe 

destacar que en el presente trabajo no se llevaron a cabo inmunizaciones DREP/DREP porque ha 

sido  ampliamente  descrito  que  la  combinación  DREP/MVA  es  superior  a  DREP/DREP 

[205,206,230–233]. Por  tanto, el protocolo de  inmunización DREP/MVA‐HCV es el que genera 

mayor magnitud  de  respuesta  celular  T  CD4+  y  potentes  respuestas  T  CD8+  y,  dentro  de  los 

vectores DREP desarrollados, la presencia del enhancer en DREP‐e‐HCV supone una mejora de la 

inmunogenicidad  celular  significativa  en  comparación  con  el  DREP  sin  enhancer,  siendo  la 

primera demostración de que el enhancer mejora  las respuestas  inmunes celulares específicas 

frente a un antígeno heterólogo. 

Además de  la magnitud, una respuesta temprana, amplia y vigorosa frente al HCV evita  la 

aparición  de mutaciones  de  escape  viral  [251,306–308].  La  amplitud  viene  definida  como  la 

variabilidad de epítopos diana de las células T específicas, de manera que cuantas más regiones 

antigénicas  se  cubran, menos  probabilidad  hay  de  producirse mutaciones  de  escape.  Varios 

estudios han demostrado que  la amplitud de  la respuesta se asocia con resolución espontánea 

de  la  infección  [309,310].  La  vacunación  DREP/MVA‐HCV  generó  una  respuesta  no  sólo  de 

elevada magnitud,  sino  también  amplia  ya  que  fue  dirigida  frente  a  diferentes  proteínas  del 

HCV, tanto estructurales como no estructurales (E1 y E2 en el caso de células T CD4+ y NS2 y NS3 

en  el  caso  de  células  T  CD8+),  lo  cual  supone  una  gran mejora  respecto  a  los  protocolos  de 

inmunización  MVA‐HCV/MVA‐HCV,  MVA‐HCV  ΔC6L/MVA‐HCV  ΔC6L  y  MVA‐HCVmut/MVA‐

HCVmut, donde la respuesta obtenida sólo incluía células T CD8+ específicas frente a NS2 y NS3 y 

donde la magnitud no era tan elevada. Por otro lado, las inmunizaciones E2/E2 sólo produjeron 

respuesta de células T CD4+ frente a E2 y las inmunizaciones MVA‐HCV/E2 frente a E2 (células T 

CD4+), NS2 y NS3 (células T CD8+). Por tanto, el protocolo DREP/MVA‐HCV es el que generó una 

mayor amplitud de respuesta celular.  

En muchos microrganismos patógenos de humanos, pero especialmente en aquellos que 

causan cronicidad, la polifuncional de las células T se correlaciona con protección [258,311]. La 

polifuncionalidad celular, definida como  la capacidad de  las células para producir más de una 

citoquina  junto  con  potencial  citotóxico  y  capacidad  proliferativa,  es  importante  en  la 

efectividad de una vacuna y es una medida de la calidad de la respuesta inmune. Una respuesta 

de células T disfuncional ha sido identificada en aquellos pacientes que no controlan la infección 

por el HCV a diferencia de los que resuelven espontáneamente [62,93]. Dentro de las citoquinas 

liberadas, destacan IFN‐γ y TNF‐α debido a su potente acción antiviral y papel en la infección por 

el HCV  [312],  e  IL‐2  que  promueve  la  expansión  clonal  de  las  poblaciones  de  células  T  y  su 

diferenciación en  subtipos  [53,93,313].  La  función  citotóxica de  las  células T CD8+ es esencial 
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para  combatir  infecciones  virales  ya  que  conlleva  la  liberación  de  lisosomas  que  contienen 

proteínas  formadoras  de  poros,  como  las  perforinas  y  las  granzimas,  que  desencadenarán 

apoptosis en la célula diana [314,315]. Un marcador indirecto para medir la capacidad citotóxica 

de las células tras una inmunización es la detección del marcador CD107a en la superficie celular 

[316]. El perfil de polifuncionalidad de  los distintos regímenes de  inmunización descritos en el 

presente  trabajo es bastante  similar, detectándose de  forma mayoritaria  células específicas T 

CD4+ que secretan simultáneamente 4 citoquinas y 3 citoquinas en el caso de las células T CD8+. 

Sin embargo, la ventaja que posee el protocolo de inmunización DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV frente a 

los demás es que la magnitud de las células polifuncionales es mayor. 

 

Con  el  descubrimiento  y  la  caracterización  de  anticuerpos  neutralizantes  de  amplio 

espectro aislados de pacientes infectados, y la demostración de que juegan un papel importante 

a  la hora de controlar  la  infección por el HCV  [102,317], cada vez está más aceptado que una 

vacuna  eficiente  debe  estimular  también  la  respuesta  humoral  [318].  Sin  embargo,  el  virus 

también  puede  transmitirse  de  célula  a  célula  infectada  sin  pasar  por  el medio  extracelular 

[319], por  lo que  las respuestas  inmunes mediadas por células T y B deben combinarse en un 

efecto sinérgico [21,252]. Actualmente, se han descrito pocos anticuerpos neutralizantes frente 

a E1, y un estudio demuestra que los pacientes generan 7 veces más anticuerpos frente a E2 que 

a E1 [320,321], sugiriendo que E2 es inmunodominante. 

En el presente trabajo se muestra por primera vez que el candidato vacunal MVA‐HCV es 

capaz de generar anticuerpos frente la proteína E2 en ratones inmunizados, así como los nuevos 

candidatos  vacunales  MVA‐HCV  ∆C6L  y  MVA‐HCVmut.  Sin  embargo,  los  niveles  de  estos 

anticuerpos  inducidos tras una  inmunización homóloga MVA/MVA no son elevados, por  lo que 

se requiere utilizar una estrategia distinta para potenciar la respuesta humoral frente al HCV. 

En el caso de la combinación DREP/MVA, se obtuvieron mayores niveles de anticuerpos que 

con MVA/MVA, pero éstos aún no fueron suficientemente elevados para evaluar su capacidad 

de  neutralización  o  su  reacción  cruzada  frente  a  otros  genotipos  del  HCV.  Además, 

sorprendentemente,  la  presencia  del  enhancer  en  DREP‐e‐HCV  no  supuso  una  mejora 

significativa  de  los  niveles  anticuerpos  respecto  a  DREP‐HCV,  al  contrario  de  lo  descrito 

previamente [202,203]. 

La presentación de epítopos repetitivos en forma de agregados es un potente inductor de la 

repuesta  inmune  humoral  que  estimula  a  las  células  B  independientemente  de  células  T 

[322,323]. En  la última parte de este  trabajo, se generaron 2 nuevos candidatos vacunales de 

naturaleza proteica (E2 ΔMPER, proteína agregada y E2 CL ΔMPER, proteína monomérica) con el 

objetivo de potenciar la respuesta inmune humoral al administrarlas como boost tras un prime 
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de MVA‐HCV y de dilucidar si es más conveniente utilizar proteína en  forma de agregados de 

elevado  peso  molecular  o  en  forma  de  monómeros  para  estimular  una  respuesta  inmune 

humoral de calidad frente al HCV. 

Los  resultados mostraron  que  en  experimentos  in  vitro  la  proteína monomérica  E2  CL 

ΔMPER  muestra  mejores  características  inmunogénicas  al  presentar  mayor  afinidad  por 

anticuerpos  neutralizantes  y  por  el  receptor  CD81  del HCV,  en  comparación  con  la  proteína 

agregada E2 ΔMPER. En experimentos in vivo, sin embargo, aunque ambas proteínas generaron 

elevados títulos de anticuerpos cuando se inmunizaron en prime y boost, éstos fueron mayores 

en el caso de  la proteína agregada. El estudio de  los  isotipos de anticuerpos demuestra que  la 

respuesta es Th2, habiendo mayores niveles de anticuerpos IgG1 que IgG2c o IgG3. Un estudio 

realizado  por  Patricia  T.  Vietheer  y  colaboradores  demuestra  que,  a  pesar  de  que  utilizan 

proteínas E2 recombinantes truncadas que carecen de la región más inmunogénica de la misma, 

existen diferencias  importantes en  la antigenicidad de  las proteínas según si se encuentran en 

forma  de  monómeros,  dímeros  o  agregados.  En  concreto,  describen  que  mientras  que  los 

monómeros  de  E2  unen  mejor  in  vitro  a  CD81  y  a  un  panel  de  diferentes  anticuerpos 

monoclonales  (entre  ellos,  el  HC84.26),  los  agregados  de  E2  presentan  mayores  títulos  de 

anticuerpos  neutralizantes  y mejor  reactividad  cruzada  frente  a  otros  genotipos  del  HCV  en 

cobayas  inmunizadas  [324].  Estos  investigadores  concluyen que este efecto podría deberse  a 

que las formas agregadas ocluyen la cara no neutralizante de la proteína E2, mientras que en su 

forma monomérica queda más expuesta, efecto que también se ha observado en estudios con el 

HIV‐1 [219]. Por otro lado, otro estudio afirma que la elevada inmunogenicidad de los agregados 

proteicos, en este caso proteína E2 del HCV presente en  la superficie de partículas virales del 

virus del mosaico de la papaya, es debida a que se rompe con la tolerancia basal de las células B 

al presentar epítopos de manera repetitiva [325]. Por tanto, el presente trabajo confirma estos 

estudios previos sobre la elevada inmunogenicidad de las formas agregadas de proteínas, siendo 

la primera vez que  se  compara  la  inmunogenicidad en  ratones  inmunizados de dos proteínas 

solubles  E2  del  HCV  que  difieren  en  su  organización molecular  (agregados  o monómeros)  y 

producidas en su forma más nativa posible. 

La respuesta celular obtenida con las inmunizaciones E2/E2 queda limitada a sólo células T 

CD4+  específicas  frente  a  la proteína  E2.  Sin  embargo,  la  combinación MVA‐HCV/E2 potencia 

respuestas  inmunes  tanto de células T CD4+ como de células T CD8+ específicas  frente al HCV. 

Además, mientras que  la combinación de MVA‐HCV/E2 ΔMPER genera una respuesta humoral 

bastante  elevada, MVA‐HCV/E2  CL  ΔMPER  produce muy  bajos  niveles  de  anticuerpos.  Estos 

resultados muestran que la proteína en forma de agregados es más adecuada para estimular el 
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sistema  inmune  humoral  que  su  forma  monomérica,  y  que  su  combinación  con  MVA‐HCV 

supone una ventaja frente a la inmunización homóloga de ambos inmunógenos por separado. 

Cabe  destacar  que,  aunque  la  proteína  E2  monomérica  (E2  CL  ΔMPER)  no  tenga  una 

inmunogenicidad  superior a  la proteína E2 agregada  (E2 ΔMPER) en  los experimentos  in vivo, 

supone un  interesante avance en  la  investigación de  la estructura nativa de E2, teniendo gran 

potencial para futuros estudios biofísicos y bioquímicos que puedan eventualmente conllevar a 

la  cristalización de  la proteína  y  la  final dilucidación de  su  estructura nativa.  Los  anticuerpos 

monoclonales  y  el  escaneo de mutaciones por  alanina proporcionan  información útil  y  fiable 

para estudios de epítopos conformacionales y validación de estructuras. Estos estudios se están 

llevando  a  cabo  en  el  laboratorio del  grupo  colaborador del Dr. Rogier  Sanders  en  el Centro 

Médico Académico de Ámsterdam, donde  intentarán cristalizar  la proteína y purificarla junto a 

E1 con la conformación más nativa posible, ya que ha sido descrito que un correcto plegamiento 

de ambas necesita  la expresión simultánea de  las mismas en cis,  tal y como se encuentran de 

manera natural en el virus [126].  

Una característica necesaria que debe estar presente en una vacuna efectiva frente al HCV 

es  la  reactividad  cruzada  con  otros  genotipos,  haciendo  que  la  vacuna  sea  pangenotípica  o 

universal [326]. En el presente trabajo se han generado vacunas basadas en el genotipo 1a del 

HCV, el más prevalente (49.1%)  y de distribución mundial [327]. Previamente se ha demostrado 

que MVA‐HCV genera respuestas celulares específicas frente a proteínas del HCV de genotipo 1b 

[183],  al  igual  que MVA‐HCV  ΔC6L  (datos  no mostrados),  por  lo  que  probablemente MVA‐

HCVmut  y  los  plásmidos  DREP‐HCV  y  DREP‐e‐HCV  también  las  produzcan.  En  cuanto  a 

respuestas humorales  con  reactividad  cruzada,  en  el presente  trabajo  se  realizó una primera 

aproximación para evaluar la reactividad cruzada de los anticuerpos generados con los distintos 

protocolos de  inmunización frente a  los genotipos 2a, 3a, 4a, 5 y 6, aunque solo se obtuvieron 

respuestas elevadas en el grupo  inmunizado con E2 ΔMPER/E2  ΔMPER  (proteína agregada de 

genotipo 1a), probablemente debido al elevado número de anticuerpos presentes en el suero de 

estos ratones,  lo que permite analizar en más detalle  la respuesta de reactividad cruzada. Esta 

reactividad cruzada mostró mayores niveles de anticuerpos  IgG  frente al genotipo 2a, seguido 

de  niveles  similares  de  anticuerpos  frente  a  los  genotipos  3a,  4  y  5,  y  no  se  detectaron 

anticuerpos  frente al genotipo 6. Futuros estudios  serán  llevados a  cabo para  caracterizar en 

detalle  los  epítopos  frente  a  los  cuales  estos  anticuerpos  van  dirigidos.  La  capacidad 

neutralizante  de  estos  anticuerpos  está  siendo  actualmente  estudiada  por  nuestro  grupo 

colaborador, liderado por el Dr. Rogier Sanders en Ámsterdam. 
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Tras  un  primer  contacto  con  el  antígeno,  ocurre  una  expansión  robusta  de  células  T 

específicas  de  antígeno  que  se  diferencian  en  poblaciones  efectoras  y  contribuyen  a  la 

eliminación  del  patógeno  mediante  citotoxicidad  y  liberación  de  citoquinas  [328–330].  A 

continuación, hay una  segunda  fase de  rápida contracción de  las células T efectoras debido a 

procesos  de  apoptosis,  y  la  tercera  fase  involucra  la  generación  y  el mantenimiento  de  una 

población  de  células  de  memoria  estable  que  mediará  la  protección  frente  a  posibles 

reinfecciones [331].   

Por tanto, quizás la característica más importante de una vacuna profiláctica frente al HCV 

es  la capacidad de generar células de memoria de  larga duración, que puedan desarrollar una 

respuesta más rápida y efectiva en caso de contacto con el virus. Estas células de memoria se 

caracterizan por la presencia del marcador CD127, que es el receptor de IL‐7,  necesario para el 

establecimiento y mantenimiento de los linfocitos de memoria [94]. Dos estudios en chimpancés 

han demostrado que  los animales que fueron reinfectados con el HCV no pudieron eliminar el 

virus si se  les deplecionaba por separado  las células T CD4+ o  las T CD8+ de memoria, sino que 

solo  lo  eliminaban  cuando  ambos  tipos de  linfocitos  estaban presentes,  lo que demuestra  el 

papel esencial de las células T CD4+ y T CD8+ de memoria en la protección a largo plazo [87,88].  

Una  clasificación  general  de  los  subconjuntos  de  células  de memoria  es  la  basada  en  la 

expresión  de  CD127  junto  a  la  expresión  de  L‐selectina  (CD62L)  [332,333],  denominándose 

células T de memoria central (TCM) a aquellas que expresan ambos receptores y son capaces de 

transitar a  los ganglios  linfáticos directamente desde  la  sangre, mientras que  las  células T de 

memoria efectora  (TEM), positivas solo para CD127, se excluyen de  los ganglios  linfáticos y se 

localizan  en  los  tejidos  periféricos,  formando  la  primera  línea  de  defensa  contra  patógenos 

invasores [334]. Además de su localización, estas subpoblaciones se diferencian también en que 

las células TCM muestran una respuesta proliferativa al antígeno más robusta que las TEM [333], 

mientras  que  las  TEM  son  efectoras  frente  al  antígeno  y  han  sido  asociadas  con  protección 

frente a reinfecciones con malaria [335] y el virus de la inmunodeficiencia simia [336].  

 La  infección  crónica  por  el  HCV  presenta  una  clara  disfunción  de  células  T,  las  cuales 

presentan  un  característico  fenotipo  exhausto,  muy  probablemente  debido  al  contacto 

constante con antígenos del HCV  frente a  los cuales son reactivos, que acaban aminorando  la 

polifuncionalidad  de  estas  células  [337].  Los  pacientes  crónicos  presentan  células  T  con  un 

deterioro  funcional  y  un  fenotipo  inmaduro,  caracterizado  por  una  regulación  a  la  baja  del 

marcador CD127,  siendo  éste un marcador útil para pronosticar  el  resultado  virológico de  la 

infección por el HCV. Por tanto, la expresión de CD127 debe considerarse en cualquier enfoque 

terapéutico frente a esta enfermedad [94].  
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En el presente trabajo se han estudiado las células T CD4+ y T CD8+ específicas frente al HCV 

que expresan marcadores de memoria (CD127 y CD62L) 53 días tras la última inmunización con 

los diferentes  candidatos  vacunales  y  se han  analizado  los distintos  fenotipos de  las mismas. 

Todos  los  grupos  de  inmunización mostraron  una mayoría  de  células  con  fenotipo  TEM.  El 

número de células con fenotipo TEM obtenido dependió de la magnitud de la respuesta, siendo 

el  grupo  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  el  que  más  células  T  CD8+  generó  y  los  grupos  DREP‐e‐

HCV/MVA‐HCV y MVA‐HCV/E2  los que más células T CD4+ generaron. Actualmente no se sabe 

cuál de estas poblaciones  (TEM o TCM)  juega un papel más  importante en  la  resolución de  la 

infección por  el HCV ni  la que debería de  estimular una  vacuna,  aunque  es probable que  se 

necesiten ambas para combinar una respuesta proliferativa y efectora [53]. 

 

A continuación, se presentan resumidas en la Tabla 8 las características más destacables de 

los  resultados obtenidos en esta  tesis doctoral, con  los diferentes protocolos de  inmunización 

llevados a cabo utilizando varios candidatos vacunales frente a hepatitis C: 

 

Inmunización 

Respuesta inmune celular  Respuesta inmune humoral 

T CD4+  T CD8+  Amp. Poli.
Fen. 
de 

memo. 
Ab. 

React. 
Cruz. 

Isot. 

MVA‐HCV  
MVA‐HCV 

‐  ++  ++  ++  TEM  +  ‐  ‐ 

MVA‐HCV ΔC6L 
MVA‐HCV ΔC6L 

‐  ++  ++  ++  TEM  +  ne  ne 

MVA‐HCVmut 
MVA‐HCVmut 

‐  ++  ++  ++  TEM  +  ne  ne 

DREP‐HCV 
MVA‐HCV 

++  +++  +++  ++  TEM  ++  ne  ne 

DREP‐e‐HCV 
MVA‐HCV 

+++  ++++  +++  ++  TEM  ++  ‐  ‐ 

E2 ΔMPER 
E2 ΔMPER 

+  ‐  ‐  ++  TEM  ++++  ++  Th2 

E2 CL ΔMPER 
E2 CL ΔMPER 

+  ‐  ‐  ++  TEM  +++  +  Th2 

MVA‐HCV 
E2 CL ΔMPER 

+  +  +  ++  TEM  +  ‐  ‐ 

MVA‐HCV 
E2 ΔMPER 

+  +  ++  ++  TEM  +++  +  Th2 
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 5. DISCUSIÓN

Tabla 8: Resumen de las respuestas inmunes celulares y humorales frente al HCV obtenidas en 

el presente  trabajo  con  los diferentes  candidatos  vacunales  generados. Amp: amplitud de  la 

respuesta  inmune, Poli: polifuncionalidad de  la  respuesta  inmune, Fen. de memo.:  fenotipo de 

memoria, Ab:  anticuerpos, React. Cruz.: Reactividad  cruzada de  los  anticuerpos  frente  a otros 

genotipos del HCV,  Isot.:  Isotipos de anticuerpos que determinan  la  respuesta Th1 o Th2. Th2: 

respuesta humoral cuando se generan más anticuerpos de isotipo IgG1 que IgG2c. TEM: células T 

de memoria efectora. Ne: no estudiado, ‐: no presenta.  

 

Al contrario de lo que ocurre con otras enfermedades, aún no se sabe si el sistema inmune 

es capaz de generar una  respuesta  inmune esterilizante  frente al HCV, definida como aquella 

que es capaz de eliminar el virus completamente tras subsecuentes reinfecciones, ya que incluso 

aquellos que han sido  infectados con el virus y resuelven  la  infección, o aquellos que han sido 

curados mediante la terapia antiviral, pueden volver a infectarse [20,22,84]. Por tanto, mientras 

no  sepamos  si una vacuna  terapéutica puede ofrecer este  tipo de  inmunidad, probablemente 

sea  más  práctico  desarrollar  una  vacuna  profiláctica  que  aumente  la  probabilidad  de 

aclaramiento espontáneo del HCV. Lecciones aprendidas de otras vacunas (por ejemplo, contra 

la hepatitis B [338] o la gripe [339,340]) que, en lugar de proporcionar inmunidad esterilizante, 

protegen  contra  infecciones  persistentes  y  produce  un  debilitamiento  del  curso  de  las 

infecciones, pueden ser relevantes para el HCV. 

Actualmente,  sólo  dos  candidatos  vacunales  frente  al  HCV  están mostrando  resultados 

esperanzadores. Uno de ellos está dirigido a generar respuestas celulares, y consiste en el vector 

adenoviral ChAd3 que codifica las proteínas no estructurales del genotipo 1b del HCV, y que se 

ha probado en ensayos clínicos de fase I y II administrado junto a una vacuna basada en el MVA 

codificando los mismos antígenos, generando células T CD4+ y CD8+ funcionales y proliferativas 

frente a varios antígenos del HCV [141,281,341]. El otro candidato vacunal está diseñado para 

estimular la respuesta inmune humoral, y consiste en las proteínas recombinantes estructurales 

E1 y E2  (genotipo 1a)  junto al adyuvante MF59C, que generó potentes niveles de anticuerpos 

neutralizantes de amplio espectro y de reactividad cruzada frente a varios epítopos de E1 y E2 

en humanos  [144,145]. Notablemente,  los candidatos vacunales generados y estudiados en el 

presente  trabajo  combinan  tanto  respuesta  celular  como  humoral,  y  generan  respuestas 

específicas  frente a  tanto  las proteínas estructurales como  las no estructurales, haciendo que 

sean candidatos prometedores que se podrían considerar en futuros ensayos clínicos.  Además, 

un estudio de meta‐análisis demostró que  las vacunas que  incluyen  las proteínas estructurales 

son más efectivas [80]. 

Aunque  las  nuevas  infecciones  del  HCV  están  siendo  cada  vez  más  controladas,  y  los 

antivirales suponen un gran triunfo en  la medicina moderna, el acceso  insuficiente a  la terapia 

antiviral, la necesidad urgente de detectar los portadores del virus, la falta de inmunidad contra 
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la reinfección, el riesgo de cáncer de hígado  incluso tras haber sido tratado con antivirales y  la 

incertidumbre sobre  la emergencia de cepas virales resistentes, suponen  importantes desafíos 

que  aún  se  deben  superar.  Por  tanto,  actualmente  estamos  lejos  de  considerar  al  HCV 

erradicado  o  controlado,  y  la  financiación  básica  y  aplicada  del  mismo  aún  debe  estar 

contemplada por los gobiernos y las agencias financiadoras.  

Un aspecto importante que cabe destacar es el hecho de que el HIV comparte importantes 

características con el HCV: ambos producen enfermedades crónicas  frente a  las cuales no hay 

vacuna, en ambos se desconocen los parámetros inmunes que confieren protección o control de 

la  infección  y  presentan  un  alto  escape mutacional.  Además,  comparten  grupos  de  riesgo  y 

prevalencia [342]. Como resultado, 2.6 millones de personas viven coinfectadas por ambos virus, 

teniendo  que  ser  tratadas  con  antivirales  para  ambos,  suponiendo  un  importante  esfuerzo 

económico para agencias tanto públicas como privadas. De hecho, sólo el 13% de los pacientes 

coinfectados reciben tratamiento completo para ambas enfermedades y cada virus produce un 

fuerte  impacto  en  el  desarrollo  de  la  enfermedad  causada  por  el  otro,  ya  que  pacientes 

infectados con el HIV tienen más probabilidad de infección crónica por el HCV y desarrollan más 

rápidamente  hepatocarcinoma,  y  la  infección  por  el HCV  es  la  primera  causa  de muerte  no 

relacionada  con  la  inmunodeficiencia  causada  por  el  HIV  [343].  Por  tanto,  el  desarrollo  de 

vacunas combinadas frente a ambos virus y  la  inclusión de cohortes de pacientes coinfectados 

en  los ensayos  clínicos de  los diferentes  candidatos vacunales deben  ser  contemplados  como 

estrategias para poder frenar la pandemia que suponen ambas enfermedades [344]. 

 

Dado que  la  inmunización DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV consigue potenciar respuestas celulares 

CD4+ y CD8+ de mayor magnitud y de larga duración, y la inmunización con proteína E2 ΔMPER 

genera  elevados  anticuerpos,  futuros  estudios  del  presente  trabajo  incluirán  inmunizaciones 

prime/boost en ratones con la combinación DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV/E2 ΔMPER, ya sea en forma 

de 3  inmunizaciones o uniendo MVA‐HCV + E2 ΔMPER en una sola  inmunización como boost, 

con el objetivo de mantener  las altas y potentes respuestas de células T CD4+ y CD8+  inducidas 

por DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV, pero estimular también la respuesta de anticuerpos al introducir E2 

ΔMPER como componente proteico. 

 

Finalmente,  el detallado  análisis  inmunológico que hemos  llevado  a  cabo en  la presente 

tesis doctoral nos ha permitido demostrar las diferencias entre poblaciones de células T y B que 

se  producen  entre  protocolos  de  inmunización  prime/boost  con  vectores  homólogos  y 

heterólogos,  estableciendo  parámetros  inmunológicos  que  consideramos  mas  óptimos  y 

novedosos para conseguir una vacunación eficaz frente al HCV. 
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6. CONCLUSIONES 
 

1) La  deleción  del  gen  C6L  del MVA  en  el  candidato  vacunal MVA‐HCV  ΔC6L  no  supuso  un 

aumento de la inmunogenicidad en ensayos in vitro e in vivo en comparación con MVA‐HCV. 

Por  tanto, MVA‐HCV  ΔC6L  genera  respuestas  inmunes  similares  a MVA‐HCV  en  ratones 

inmunizados, mediadas principalmente por células T CD8+ específicas frente al HCV. 

 

2) La mutación  S139A  en  la  proteína  NS3  del  HCV,  presente  en  el  candidato  vacunal MVA‐

HCVmut,  indujo un aumento de  IFN‐β  in vitro. Sin embargo, no  se observó aumento de  la 

inmunogenicidad  in  vivo  en  comparación  con MVA‐HCV.  Por  tanto, MVA‐HCVmut  genera 

respuestas  inmunes  similares  a  MVA‐HCV  en  ratones  inmunizados,  mediadas 

principalmente por células T CD8+ específicas frente al HCV. 

 

3) Se han generado nuevos candidatos vacunales frente al HCV, basados en replicones DREP y 

llamados DREP‐HCV y DREP‐e‐HCV, que al combinarse con MVA‐HCV mediante protocolos de 

inmunización DREP/MVA‐HCV  generan  respuestas  inmunes  celulares  específicas  frente  al 

HCV en ratones inmunizados. Estas respuestas son muy potentes, amplias y polifuncionales, 

y están mediadas principalmente por células T CD8+, aunque también se detectan células T 

CD4+. Las  inmunizaciones DREP/MVA‐HCV también generan mayores niveles de anticuerpos 

que MVA‐HCV/MVA‐HCV. 

 

4) La  presencia  del  potenciador  de  la  traducción  o  enhancer  en  DREP‐e‐HCV  supone  un 

aumento de la inmunogenicidad celular pero no humoral en comparación con el constructo 

sin enhancer DREP‐HCV, cuando se combinan con MVA‐HCV en ratones inmunizados. 

 

5) Se  han  generado  nuevos  candidatos  vacunales  frente  al  HCV,  basados  en  proteínas 

recombinantes E2. Una de ellas, E2 ΔMPER, se presenta en forma de agregados de elevado 

peso  molecular  mientras  que  la  otra,  E2  CL  ΔMPER,  forma  monómeros  de  bajo  peso 

molecular.  

 

6) Ambas  proteínas  E2  son  reconocidas  in  vitro  por  anticuerpos  neutralizantes  de  amplio 

espectro y por el receptor del HCV CD81. Sin embargo, E2 CL ΔMPER (monómeros) presenta 

mayor afinidad por ambos que E2 ΔMPER (agregados). 
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7) Ambas proteínas E2 generan respuestas inmunes de células T CD4+ específicas frente al HCV y 

elevados  niveles  de  anticuerpos  tras  inmunizaciones  E2/E2.  Estos  anticuerpos  generados 

presentan  una  respuesta  de  tipo  Th2,  al  haber más  IgG1  que  IgG2c  o  IgG3.  E2  ΔMPER 

(agregados)  genera más  anticuerpos  que  E2  CL  ΔMPER  (monómeros),  teniendo  además 

reactividad cruzada frente a otros genotipos del HCV. 

 

8) Los protocolos de inmunización MVA‐HCV/E2 generan respuestas inmunes de células T CD4+ 

y CD8+ específicas frente a varias proteínas del HCV y, en el caso de MVA‐HCV/E2 ΔMPER, 

altos niveles de anticuerpos. 

 

9) Por  tanto,  la  combinación  DREP‐e‐HCV/MVA‐HCV  es  la  que  genera  respuestas  inmunes 

celulares de mayor magnitud y amplitud específicas frente al HCV, y MVA‐HCV/E2 ΔMPER 

presenta  la  combinación  más  balanceada  en  respuesta  celular/humoral  de  todos  los 

protocolos y candidatos vacunales probados en el presente trabajo.  
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