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Titulo del ensayo

Estudio de fase Ill, aleatorizado, ciego para el observador, controlado con placebo, multicéntrico y
multinacional para evaluar la eficacia, inmunogenicidad y seguridad de una vacuna contra el virus
respiratorio sincitial (VRS) en lactantes y nifios pequefios, del promotor Sanofi-Pasteur, Inc.

Caracteristicas del ensayo clinico

El OMG, RSVANS2/A1313/11314L, es una vacuna profilactica viva atenuada, candidata para
prevenir el VRS. Se administrara por via intranasal (mediante dispositivo intranasal) a los sujetos
(lactantes y nifios pequefios) que participen en el estudio para evaluar la eficacia, inmunogenicidad y
seguridad. Cada participante en el ensayo clinico recibira 2 dosis de la vacuna en un intervalo de 2 a 3
meses. La duracion del estudio sera de entre 20 a 21 meses para cada participante.

El ensayo clinico se llevara a cabo en el Hospital Clinico Universitaria de Santiago, el Hospital
Universitario de Navarra, el Hospital Quironsalud Barcelona y el Instituto Hispalense de Pediatria.

Organismo modificado genéticamente

El vector clinico RSVANS2/A1313/11314L es una version viva atenuada de la cepa A2 del VRS
parental.

El genoma viral del VRS esta constituido por un &cido ribonucleico (ARN) lineal, monocatenario,
negativo y no segmentado y el nombre del virus proviene del gran sincitio que se forma cuando las
células infectadas se fusionan. El virion esta formado por nueve proteinas estructurales y dos
proteinas no estructurales. Tres proteinas estan asociadas a la nucleocapside, a saber, nucleoproteina
(N), fosfoproteina (P) y polimerasa o proteina grande (L). Las otras cinco proteinas del virus se
encuentran dentro de la envoltura y son: proteina de matriz no glicosilada (M), M2 (M2-1 y M2-2),
proteina de fusion (F), glicoproteina (G) y proteina hidrofoba corta (SH). Las dos proteinas no
estructurales son NS1y NS2.

La cepa parental A2 del VRS de la vacuna se aisl6 por primera vez en 1961 de las vias respiratorias
bajas de un lactante en Melbourne, Australia. Desde su aislamiento inicial, el VRS A2 se ha
establecido como una cepa prototipica del VRS y se ha utilizado ampliamente como plataforma de
genética inversa para el desarrollo de la mayoria de las vacunas atenuadas candidatas contra el VRS
hasta la fecha, sin embargo, actualmente no se dispone de ninguna vacuna.

Los seres humanos son los huéspedes naturales del VRS y no hay reservorios conocidos de VRS fuera
de los huéspedes humanos naturales.

El VRS esta presente en todo el mundo y es la causa mas frecuente de bronquiolitis y neumonia en
lactantes y nifios pequefios. Recientemente, el VRS también se ha identificado como un patdgeno
importante para las personas de edad avanzada.

Plaza de San Juan de la Cruz 10
28071 MADRID
TEL.: 91 597 5650



El VRS se puede propagar a través de la tos o los estornudos de una persona infectada, por la
liberacion de goticulas contaminadas al ambiente. La transmision se suele producir cuando estas
goticulas entran en contacto con (o se inoculan) en los ojos, la nariz o la boca de otra persona.

El VRS tiene un ciclo de replicacion intracitoplasmética y no puede replicarse fuera de un huésped.
La infeccidn por el VRS parece ser limitada, ya que éste se replica casi exclusivamente en células
ciliadas apicales en el epitelio estratificado de las vias respiratorias. La infeccion suele estar
restringida a las células superficiales del epitelio respiratorio y se transfiere a las secreciones
respiratorias a partir de las células epiteliales infectadas de la garganta y la nasofaringe. Al inicio de la
enfermedad, el VRS se replica en la nasofaringe del huésped infectado, y su titulo va disminuyendo
con el tiempo durante la recuperacion. La infeccion por VRS puede promover la diseminacion de
células epiteliales, lo que podria contribuir a la obstruccién de las vias respiratorias pequefias en los
lactantes.

La infeccion por VRS puede causar diversas enfermedades respiratorias en lactantes y nifios
pequefios. La mayoria de las veces causa una enfermedad seudogripal, pero también puede causar
infecciones de las vias respiratorias inferiores como bronguiolitis y neumonia. La enfermedad grave
se produce con mayor frecuencia en lactantes muy pequefios. Ademas, los nifios con cualquiera de las
siguientes afecciones subyacentes se consideran de alto riesgo: recién nacidos prematuros, lactantes
muy pequefios, especialmente los de 6 meses 0 menos, nifios menores de 2 afios con enfermedad
pulmonar cronica o cardiopatia congénita, nifios con sistemas inmunitarios deprimidos y nifios con
trastornos neuromusculares, por ejemplo, los que tienen dificultad para tragar o eliminar las
secreciones mocosas.

Las personas infectadas por el VRS suelen ser contagiosas durante 3 a 8 dias. Sin embargo, algunos
lactantes y las personas con sistemas inmunitarios debilitados pueden seguir diseminando el virus
incluso tras el cese de los sintomas, durante hasta 4 semanas.

La estacionalidad del VRS varia en todo el mundo. En Europa, las infecciones por el VRS muestran
estacionalidad, con una estacién promedio que comienza en diciembre, alcanza su punto maximo a
principios de febrero y continua hasta principios de abril, con una amplia variacion entre paises. Los
picos mas tempranos se observan en las latitudes del sur, mientras que las del norte tienen una
estacién mas larga.

Modificacion genética

El plasmido de ADNc de longitud completa pRSVANS2/A1313/11314L se generd mediante
mutagénesis dirigida y etapas de clonacion de ADN.

El virus vivo atenuado (vector clinico) RSVANS2/A1313/11314L se rescaté mediante electroporacion
de células Vero con 6 plasmidos de rescate. Los plasmidos fueron: un plasmido que contienen el acido
desoxirribonucleico complementario (ADNCc) de longitud completa del vector clinico junto con cuatro
plasmidos de apoyo que codifican los genes N, P, M2-1 y P del VRS y el plasmido que codifica la
polimerasa de ARN T7. El antigenoma del VRS expresado y las proteinas de apoyo, es decir, N, P,
M2-1y L, se ensamblan en nucleocapsides que inician una infeccion productiva.

El vector clinico RSVNS2/A1313/11314L difiere del VRS A2 parental por la eliminacion del gen NS2

y el coddn 1313 del gen L y la sustitucion de la isoleucina por leucina en la posicion 1314. Ademas, la
cadena principal del genoma de la cepa A2 se ha modificado mediante la eliminacion de un fragmento
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de 112 nucledtidos de la region no codificante en direccion 3’ del gen SH y la modificacion silenciosa
de los altimos codones del marco de lectura abierto del SH.

Evaluacion del riesgo.
-Estabilidad

La estabilidad genética in vitro del vector clinico se evalué mediante pases en serie en células Vero.
El material se secuencié mediante secuenciaciéon masiva (high throughput sequencing, HTS) para
evaluar la estabilidad genética y examinar si surgian subpoblaciones de virus mutantes con
mutaciones compensatorias durante los pases sucesivos.

Se detect6 una Unica sustitucion de nucle6tido de una timina (T) a una adenina (A) en una region de
baja complejidad cerca de un homopolimero de timina y adenina no codificante. El resto de la
secuencia se ajusto a lo esperada.

La estabilidad genética in vivo del vector clinico fue evaluada en nifios vacunados. La RT-PCR vy el
analisis de secuencias parciales de aislados de lavado nasal (LN) obtenidos en el pico de excrecién de
la vacuna de 18 vacunados seronegativos para el VRS confirmaron la presencia de la delecion NS2 y
las mutaciones A1313 e [1314L.

-Patogenicidad

El vector clinico es una version viva atenuada de la cepa A2 del VRS. El rango de huéspedes, la
especificidad y el tropismo tisular y celular del vector clinico son idénticos al virus original, excepto
la sensibilidad a la temperatura del vector clinico que limita su propagacion desde las vias
respiratorias superiores hasta las vias respiratorias inferiores.

La fuerte atenuacion del vector clinico a través de la combinacion de modificaciones de ANS2 y
A1313/11341L también da lugar a una reduccion de la patogenia en comparacion con el organismo
parental. Ademas, la combinacion de las mutaciones atenuadoras ANS2 y A1313/11341L reduce los
titulos del virus diseminado tras la inmunizacién con el vector clinico, lo que reduce la probabilidad
de propagacion del huésped inicial, pero no hay otros cambios en la via de transmision.

Los fenotipos de atenuacion de la mutacion ANS2 y la delecion del codon 1313 en el gen de la
polimerasa se estabilizaron mediante la sustitucion de leucina (L) por isoleucina (I) en el codon 1314,
que confiere una sensibilidad moderada a la temperatura, de manera significativa, limita la capacidad
de replicacion del RSVANS2/A1313/I1314L en las vias respiratorias inferiores y, por lo tanto,
garantiza la seguridad. Esta atenuacion y seguridad se demostr6 en primates no humanos y en nifios
seronegativos al VRS de 6 a 24 meses de edad en los que la vacuna candidata tuvo una baja
infectividad y fue bien tolerada, y también a través de la ausencia de diseminacion del RSV
ANS2/A1313/11314L en nifios seropositivos vacunados.

El VRS es un virus con envoltura y, por tanto, muy fragil. EI VRS de una persona infectada puede
sobrevivir en fomites (como pafiuelos de papel, camas, tableros de mesa y juguetes) hasta 6 horas.
Ademas, el VRS puede sobrevivir en piel contaminada (p. €j., las manos) durante un maximo de 25
minutos. No se espera que la capacidad del vector clinico para sobrevivir fuera del huésped difiera del
virus parental.
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-Recombinacion con el virus parental in vivo

El VRS no es un virus persistente ni invasivo y, por tanto, es muy poco probable que el virus atenuado
RSVANS2/A1313/11314L  se vuelva persistente e invasivo. La recombinacion de
RSVANS2/A1313/11314L con otras cepas del virus VRS es improbable. EI VRS es un virus de ARN
negativo, no segmentado, para el que la recombinacion es generalmente infrecuente o incluso
inexistente. Al ser un virus no segmentado, el VRS no puede recombinarse a través de un
reordenamiento como los virus de la gripe. En este sentido, es muy improbable que
RSVANS2/A1313/11314L recupere el material genético completo de la delecion del gen NS2
mediante recombinacidon. La delecidn atenuante de sensibilidad a la temperatura del codon 1313 en la
polimerasa (L) se estabiliza mediante la sustitucion de leucina (L) por isoleucina (I) en el codén 1314.

Los organismos con los que podria producirse la transmisidén de material genético por recombinacion
homologa en condiciones naturales son los virus pertenecientes al mismo género Orthopneumovirus.
Los hospedadores humanos vacunados podrian estar infectados con otra cepa del VRS en el momento
de la inoculacion de la vacuna RSVANS2/A1313/11314L. Sin embargo, la recombinacion homoéloga
del VRS es un acontecimiento muy infrecuente incluso en condiciones experimentales optimizadas.
Por tanto, dados los niveles muy bajos o nulos de recombinacién homologa natural, el riesgo de
transferencia genética entre el VRS natural y el RSVANS2/A1313/11314L es insignificante.

-Biodistribucion
Se sabe que el virus del VRS natural tiene predileccion en las vias respiratorias y no hay propension
intrinseca a replicacion extrapulmonar. El virus de la vacuna, al igual que el virus del VRS natural,

carece de propension a la propagacion sistémica, lo que se demostr6 por la ausencia de viremia en el
estudio fundamental de toxicidad de dosis repetidas realizado con macacos cangrejeros.

La cantidad de virus RSVANS2/A1313/11314L excretado en las secreciones nasales de los vacunados
es baja y transitoria y el virus no puede replicarse ni sobrevivir mucho tiempo fuera del huésped.

Un aumento excesivo de la poblacion del RSVANS2/A1313/11314L en el medio ambiente requeriria
una solida multiplicacion del virus en el huésped vacunado y una via de transmision muy eficaz de las
personas vacunadas a las no inmunizadas.

Teniendo en cuenta la ausencia de replicacion y supervivencia fuera de los hospedadores, la
atenuacion de RSVANS2/A1313/11314L en el hospedador seronegativo para el VRS, y la ausencia de
replicacion en el hospedador seropositivo, se puede descartar la posibilidad de un incremento
excesivo de la poblacion del RSVANS2/A1313/11314L en el medio ambiente. Por tanto, la liberacion
no afecta a ningun ecosistema especifico.

La diseminacion, la transmisibilidad, la estabilidad genética de la vacuna, asi como la
inmunogenicidad y la seguridad de la vacuna RSV, se estan evaluando en el estudio en curso en
lactantes y nifios pequefios de 6 a 24 meses.

Esta previsto incluir en este estudio una muestra al azar de al menos 100 nifios, por parejas 0 grupo
mayor de nifios, que vivan en un contexto en el que se maximice la probabilidad de transmisién. El
estudio también investigara la transmision a contactos cercanos ad hoc.

Se recogeran frotis nasales antes de cada administracion de la vacuna y distintos dias después de la
primera dosis, asi como después de la segunda dosis. Todos los frotis nasales se analizaran con un
ensayo gRT-PCR para la vacuna viva atenuada candidata. Paralelamente, se prevé realizar un analisis
de placa en algunos frotis nasales seleccionados. La secuenciacion por segmentos de las regiones
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mutadas se realizara en cualquier virus aislado de la vacuna con resultados de PCR inesperados, asi
como en cualquier aislado del virus de la vacuna transmitido a los participantes de control.

Se recogerdn muestras de sangre para las evaluaciones de inmunogenicidad antes de cada
administracion de la vacuna y después de la segunda administracion en cada grupo. El seguimiento de
la seguridad incluye vigilancia inmediata después de la vacunacion, recogida de reacciones adversas.

-Manipulacidn, control y tratamiento de residuos

Se proporcionan instrucciones precisas al personal sanitario para evitar derrames durante la
reconstitucion, manipulacion y administracion y para la correcta eliminacion del dispositivo de
administracion intranasal. Se utilizaran guantes como indumentaria de proteccion.

RSV ANS2/A1313/11314L tiene la misma estructura y propiedades fisicas que el VRS parental, que
es un virus fragil, con envoltura lipidica, sensible a la falta de humedad, y con un ciclo de replicacion
intracitoplasmatica. Como todos los virus con envoltura, el VRS es sensible a detergentes y
disolventes. Al igual que todos los virus, el VRS no se replica ni sobrevive fuera de la célula huésped
y es sensible al calor y a la radiacion ultravioleta. E1 RSV ANS2/A1313/11314L, al igual que el VRS
parental, es sensible a desinfectantes frecuentes como el etanol al 70 %, a varios detergentes como el
desoxicolato sédico al 0,1 %, el dodecilsulfato sodico y el Triton X-100, asi como al hipoclorito
sodico al 1 %, al formaldehido (formol al 5 %), al glutaraldehido al 2 % y al yodo al 1 %, y se
inactiva por calor.

La descontaminacion de RSV ANS2/A1313/11314L es como para cualquier otro virus con envoltura.
Se contempla la descontaminacion por calor o sustancias quimicas (lejia, etanol/alcohol isopropilico,
detergentes). Se ha demostrado que unos minutos a 100 °C o en contacto con sustancias quimicas
logran una descontaminacién completa. Por tanto, la esterilizacion en autoclave o la incineracion, que
son procesos frecuentes de descontaminacion, son totalmente aplicables a la vacuna
RSVANS2/A1313/11314L. Todo el material que haya estado en contacto con el OMG se destruira
como residuos biopeligrosos.

Se recogeran muestras en frotis nasales solo si se sospecha una infeccion por VRS entre los
participantes. Si se sospecha que existe infeccidn por VRS cerca del periodo de vacunacion, los frotis
podrian contener virus de la vacuna.

Las muestras nasales se manipularan y almacenaran como agentes infecciosos. El personal que
manipule estas muestras llevara el equipo de proteccion personal adecuado, incluyendo guantes y
gafas.

No habréa analisis de muestras en los centros de ensayo.

Al tratarse de una vacuna de virus vivos atenuados que se podria transmitir a las personas que estén en
contacto con el paciente, el promotor informara por escrito a pacientes o cuidadores de las medidas
higiénicas a seguir.

En el caso de que se produzca cualquier incidencia o accidente se debera informar de manera
inmediata a la Comision Nacional de Bioseguridad (CNB) y al Consejo Interministerial de
OMG (CIOMG).

Pagina 5 de 6



CONCLUSION: Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las medidas de uso
propuestas, este ensayo clinico no supone un riesgo significativo para la salud humana, la salud
animal y/o el medio ambiente.

Una vez concluido el ensayo, se remitira un informe de resultados del mismo al Consejo
Interministerial de OMG (CIOMG) y a la Comision Nacional de Bioseguridad (CNB), siguiendo el
modelo de informe de resultados elaborado por la CNB, que se encuentra disponible en la web del
MITECO. En este informe se debera incluir informacidn sobre las posibles incidencias, si las hubiera.
La remision de esta informacion sera condicién indispensable para la concesion de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid a 3 de noviembre de 2023
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