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1. INTRODUCCIÓN

1.1. IMPORTANCIA DE LOS PARÁSITOS HEMOFLAGELADOS

Dentro de los parásitos hemoflagelados Que infectan al ser

humano se encuentran organismos de los géneros Trypanosoma y

Leishmenie, éstos son causantes de dos parasitosis de gran importancia

en América Latina. ya Que en los paises afectados por ellas son un gran

problema de salud pública. Se estima Que de 20 a 25 millones de

personas están infectadas con Trypanosoma cruzi (Brooks et al., 2002).

disminuyendo notablemente su esperanza de vida. También la OMS

reporta 100. 000 casos anuales de leishmaniasis, siendo la leishmaniasis

cutánea la manifestación más común en América (httpo'/www.facmed.

unam.mx /deptos/microbiologia/microbiologia.htmO.

Para el control de estas enfermedades es necesario educar a las

personas pertenecientes a comunidades con alto riesgo. sobre las

características de cada enfermedad. sus formas de presentación clínicas,

empleo de formas de protección. tales como ropa protectora y repelente

para moscos y el uso de insecticidas para el control de los vectores. ya

Que no hay un tratamiento Que sea capaz de eliminar completamente

estos parásitos del organismo.

El nifurtimox (Bayer 2502) y el benznidasol (Rochagan) son dos

fármacos Que pueden acortar la fase aguda y reducir. o eliminar la
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parasitemia de los pacientes con tripornastigotes de T. cruzi, si éstos se

utilizan inmediatamente después de la infección, (Brooks et al., 2002).

Mientras Que para Leishmania, los antimoniales pentavalentes son los

fármacos de primera elección (Brooks et al. , 2002). Además, el fármaco

pentamidina (Lomidina), seguido por un ciclo de antimonio, o de INF-y

humano recombinante más antimonio, es útil para el tratamiento de la

leishmaniasis visceral resistente al gluconato sódico de antimonio. El

pamoato cicloguanilo en aceite (Camelar) y la anfotericina B (Fungizona)

se emplean para el tratamiento de la leishmaniasis mucocutánea o

nasobucal y la aplicación diaria de ketoconazol (Nizoral) durante 4 a 8

semanas se emplea para la leishmaniasis cutánea (Brooks et al., 2002).

En cuanto a la existencia de vacunas, no se cuenta en la actualidad con

preparaciones Que confieran protección total contra T. cruzi y

Leishmania ssp, ya que algunos de los antígenos presentes en estos

parásitos son capaces de inducir una respuesta auto inmune en el

hospedero o no inducen una respuesta inmune celular de tipo TH ¡, Que es

necesaria para eliminar parásitos intracelulares. Sin embargo, se han

intentado varias formas de inmunización en modelos animales, utilizando

vacunas de parásitos vivos o muertos, vacunas atenuadas, vacunas de

subunidad, vacunas de .vectores vivos o sintéticos, vacunas

recombinantes y recientemente las vacunas de DNA Que han mostrado

ser capaces de inducir una respuesta inmune celular de tipo TH¡ y TH2
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(Dumonteil, 2000), probándose con éxito en diferentes enfermedades

ocasionadas por bacterias, virus y protozoarios (Rangaraian, 2002). Estas

vacunas además de ser preventivas sirven como tratamiento terapéutico

a la infección (Dumonteil, 2000).

1.2. OBJETIVO

El propósito de este trabajo fue realizar una revisión general de

las publicaciones Que detallan los esfuerzos por producir vacunas, en

particular de DNA, contra parásitos hernoflagelados de los géneros

Trypanosoma y Leishmania, discutir sobre su importancia y mencionar

con cuales vacunas se han tenido mejores resultados. Los conocimientos

Que aqu í son referidos podrán servir como base para desarrollar

proyectos relacionados con el tema.

1.3. CRITERIOS RECTORES

Los criterios rectores para el desarrollo de esta revisión se

enlistan a continuación:

1) Describir los antígenos de los parásitos Que son

utilizados para construir las vacunas de DNA.

2) Analizar las vacunas de DNA contra T. cruzi y

Leishmania ssp Que actualmente se emplean en modelos animales;
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revisando el tipo de respuesta inmune inducida por las vacunas de

DNA.

3) Discutir sobre las vacunas de DNA más promisorias

para ser utilizadas en la protección contra T. cruzi y Leishmania

ssp.

4) Concluir sobre la utilidad y el futuro del empleo de las

vacunas de DNA.

II.ANTECEDENTES

II.I. CLASIFICACION DE Trypanosoma cruzi

Reino : PROTISTA

Phyllum: SARCOMASTIGOPHORA

Subphyllum: MASTIGOPHORA

Clase: ZOOMASTIGOPHOREA

Orden: KINETOPLASTIDAE

Familia: TRYPANOSOMATIDAE

Género : Trypanosoma.

Especie: cruzi .

Este parásito es el causante de la tripanosomiasis americana o

enfermedad de Chagas Que únicamente se encuentra en Latinoamérica.

Presenta diferentes estadios morfológicos durante su ciclo de vida.
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(Figura 1). Es transmitido por insectos hematófagos denominados

triatornas, los cual es se encuentran en las viviendas rurales y se

alimentan de sangre cuando los individuos se enc uentran durm iendo . Este

es el mecanismo más común de adquirir el parásito. pero también puede

ser contraído por transfusiones sanguíneas. transp lantes de órganos y

puede atravesar plac enta por lo Que la transmisión se llevará a cabo de la

madre al feto (Guzman -Bracho, 2001),

Varias especies de triatomas son importantes en México entre

e llos : Triatoma barbieri, Triatoma psllidipenis y Triatoma dimidiata

(Guzrnari-Bracho, 2001 y Flores et al. , 2001) ; Triatoma Iongipennis

(Flores e t al., 2001) ; Triatoma pbyllusoms (Flores et al. , 200 0 ; Triatoma

picturata (Flores et al., 200 0. (Figura 2).

Epin asiigoie Tripomastigote

Ama3tigom

Figura 1. Estadios morfológicos de T. crusi: Tripornastigote, Epimatígote y

Amastigote. Tomada y modificada de http ://www.facmed.unam.mx/deptos/micro

biología /microbiolcgia.html
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Figura 2. Tristoms dimidiata insecto transmisor de T. cruzi y complejo oftálmico

- ganglionar o signo de Romafia causado por la entrada de T. eruzi Tomada de

http://www.e-morelos.gob.mx/e-salud/eOl10120020070.htm y http://www.tierra

delfuego.org.ar/funcardio/ hiper98.htmi

II.2. CICLO DE VIDA

El insecto al picar a un animal infectado adquiere el parásito en el

estadio de tripornastigote. En el tracto digestivo del triatorna, se

transforman en epirnastigotes que se replican por fisión binaria. más

adelante en el recto del insecto el parásito adquiere el estadio de

tripomastigote metacíclico. La infección de los mamíferos 'se inicia

cuando un insecto infectado se alimenta de la sangre y al mismo tiempo

deyecta, liberando tripornastigotes los cuales entran al organismo por el
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orificio ocasionado por el piquete del insecto o mucosas , invadiendo

rápidamente a varios tipos de células hospederas. Dentro de éstas los

tripornastigotes pierden su flagelo y se convierten en amastigotes, en

donde se replican por fisión binaria. Éstos se transforman en

tripornastigotes procíciicos y se liberan a los espacios intersticiales y al

torrente sanguíneo por lisis de la célula hospedera. Los tripornastigotes

Que fueron liberados tienen la habilidad de infectar rnacrófagos, células

musculares y células cardíacas, ocasionando diferentes manifestaciones

clínicas en el hospedero. El ciclo se cierra cuando un triatoma no

infectado consume sangre de un mamífero infectado Que tiene

tripanosomas circulando, (Figura 3).

n.3. ESPECTRO CLíNICO.

La infección por T. cruzi tiene un periodo de incubación de 4 a

10 días, casi siempre sin síntomas, posteriormente puede presentar tres

fases (Neva y Brown, 1994).

Fase aguda;

Puede durar de uno a cuatro meses, cuando ocurre en niños

puede ser desde asintornática, o por el contrario presentarse

sintomatclogía grave o fatal, Que se caracteriza por fiebre variable,

malestar general, dolor de cabeza, hepatornegalia, esplenornegalia,

cardiomegalia e infarto ganglionar. Cuando la inoculación del parásito es

cerca del área ocular se produce inflamación local y edema en los
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párpados fenómeno conoci do como signo de Romana, (Figura 2). Si e l

piquete es en otro sitio. a la inflamación se le conoce como Chagoma.

Alimento-sangre

Piel
o
mucosa

Epimastigote

Trypomastigotes Metaciclicos enheces
.-....=w:.......

Rasguño orasadura

Representad)n esquemátka deeldc}} de vila deelprotnDarm
flagelado Trypanosoma cru~.

Figura 3. La figura representa el ciclo de vida del protozoario hemoflagelado

Trypenosoms cruzi. a). Tripanosomas metacíclicos están presentes en las heces

del insecto. b). Tripomastigote penetra por la herida ocasionada por el piquete

del triatoma. e). El tripomastigote entra a la célula hospedera y se trasforma a

amastigote. d). Reproducción y lisis en la célula hospedera. e) . Amastigote libre

pasa a la forma de tripomastigote, I.g). Los tripomastigotes libres colonizan

células de tejidos como el muscular o células del sistema inmune como

macr ófagos, h), el insecto consume sangre con trípanosomas circulantes.
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Fase indeterminada:

En esta fase no hay ningún síntoma de la enfermedad pero las

pruebas serol ógicas son positivas, indicando la presencia de una

respuesta inmune contra el parásito.

Fase crónica:

Las manifestaciones aparecen casi siempre en personas de 20 a

50 años de edad. donde se observan órganos agrandados especialmente

el corazón, esófago y el colon.

ITA. DIAGNOSTICO

Durante la fase crónica e indeterminada es de importancia el

diagnóstico de laboratorio ya Que se pued e demostrar la presencia de

anticuerpos generados por la infección de T. cruzi.

En la fase aguda y crónica se puede realizar el xenodiagnóstico

(es un método Que permite detectar tripornastigotes, mediante el empleo

de los triatomas) Que deb e ser realizado por personal altamente

capacitado.

Las pruebas diagnósticas utilizadas son: examen dir ecto y tinción

de extendidos de sangre, hernaglutinación indirecta, inmunofiorescencia

indirecta, ELISA indirecta y análisis PCR (http r/Zwww cfacmed.unam.mx/

deptos/ microbiología/ microbiología.' html). Se deben realizar al menos

dos pruebas para dar un diagnóstico confiable.
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U.5. INMUNIDAD A Trypanosoma cruzi

Durante la infección aguda in vivo se presenta una intensa

activación policlonal de linfocitos T y B. En donde los linfocitos T

muestran una marcada reducción de su reactividad (inrnunosupresión)

contra antígenos de T. cruzi y activadores policlonales in vitro, marcando

a esto como una estrategia del parásito para evadir la respuesta inmune

y persistir en el hospedero (Doskeis, 1997),

En el hospedero infectado con T. cruzi la respuesta inmune

protectora involucra principalmente la producción de anticuerpos

específicos y la activación de células fagocíticas. La inmunidad humoral

se caracteriza por una respuesta a una gran cantidad de antígenos. Las

inmunoglobulinas (IgG¡, IgG2, IgG3 e IgG4) pueden ser observadas en

pacientes chagásicos crónicos con daño cardíaco y se relacionan con una

respuesta mixta de linfocitos TH¡ y TH2. Además, las inmunoglobulinas

IgG2 anti- T. cruzi se relacionan con el grado de cardiomegalia, mientras

Que las inmunoglobulinas A se observan en pacientes con daños

digestivos (Hernández-Becerril et al., 2000.

Los macrófagos juegan un papel importante en la inmunidad

contra T. cruzi ya Que son células capaces de presentar antígenos del

parásito por medio del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo

I y U activando células T CD8+ y CD4+ respectivamente. En donde las

células T CD8+ destruyen células infectadas por microorganismos
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intracelulares y las células T CD4+ activan linfocitos B y otros

macr ófagos,

En la infección aguda la repuesta inmune por células TH 1 es

estimulada por la producción de IL-12 e IFN-y la cual se relaciona con

protección. En esta fase la parasitemia es controlada. pero el parásito no

es eliminado de los tejidos (Doskeis, 1997).

El IFN-y tiene la capacidad de reducir la infección experimental

en ratones y activar macrófagos infectados inhibiendo el desarrollo de

los parásitos intracelulares por la producción de metabolitos de óxido

nítrico. La IL-12 estimula la secreción de IFN-y por la células NK que

son un elemento en la respuesta inmune innata contra el parásito

(DosReis, 1997).

Una respuesta de tipo TH2 inducida por la IL-4 e IL-lO hace más

susceptible a la infección por T. cruzi Estas citocinas son potentes

bloqueadores de diversas funciones de los macrófagos (Doskeis, 1997).

También se ha descrito un fenómeno de autoinmunidad que daría

al mismo hospedero. La autoinmunidad se presenta en la fase crónica de

la infección con el parásito. debido a la alteración de la regulación inmune

dando como resultado pérdida en la tolerancia a los antígenos propios.

Otro origen de esta autoinmunidad podría ser, por la reacción cruzada de

los antígenos de T. cruzi con determinantes antigénicos de las células del

hospedero (Montiel y Díaz, 2002).
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La respuesta Que tienen los linfocitos T y B contra los epi topes

de numerosos antígenos de T. cruz}: ha permitido desarrollar vacunas

capaces de brindar protección contra la infección.

n.s. ANTíGENOS PRESENTES EN LOS PARÁSITOS

HEMOFLAGELADOS DEL GÉNERO Tripanosoma

Una de las estrategias para el diseno de vacunas se centra en el

estudio de las moléculas Que son abundantes en la superficie de los

parásitos y generan respuesta inmune protectora contra la infección

(Diez et al. , 2004).

En T. cruzi se han estudiado moléculas como las trana-sialidasas.

los antígenos del tallo flagelar, los antígenos de superficie de los

tripornastigotes (TSA). las mucinas, proteínas de 58 kl), el antígeno

KMP-ll. la cruzipaina y las proteínas de choque térmico (HSP70) entre

otros.

Familia de Trans-síalidasas

Las trans-rsialidasas (TS) catalizan la transferencia de residuos

de ácido siálico entre glicoconiugados. T. cruzi utiliza estas enzimas para

adquirir el producto maduro de los glicoconiugados presentes en el

hospedero y transferirlo a las mucinas Que se encuentran en su

superficie (Buscaglia, 2002). La familia de genes TS comprende un

mínimo de 140 miembros Que son clasificados en tres grupos de acuerdo
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a la estructura y función de sus proteínas codificadas. Las trans-

silaidasas de 85 kD pueden recibir diversos nombres tales como TSA -1 ,

SA85 , Tt34, ASP, Tc-85, Tc-13, TS-85, (Frasch, 2000).

Las trans-sialidasas constan de una región catalítica en el

extremo terminal amino, un extremo terminal carboxilo y una región

antig énica con repeticiones de 12 aminoácidos en tandem, (Figura 4).

Este dominio repetitivo es altamente inmunogénico y es llamado SAPA

(por Shed Acute-Phase Antigen) y participa en la evasión del sistema

inmune evitando que se formen anticuerpos contra la región catalítica.

Estas proteínas expresadas por vacunas de DNA, han mostrado conferir

protección a modelos animales e inducir una respuesta inmune citotóxica.

Región catalítica
""lIL

N

Región antigénica
(longitud variable)

1--

t

Secuenda
de andaje
porGPI,

e

Repetidones en tandem
(SAPA)

Figura 4. Representación esquemática de el gen que codifica para las trans

sialidasas de T. crusi: N y C. extremos amino y carboxilo terminal

respectivamente. Tomado de (Buscaglía, 2002) .
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Grupo TS y TSl

Estos antígenos son expresados por tripornastígotes, están unidos

a la membrana celular por un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) Que

promueve su secreción al medio extracelular por acción de fosfolipasas

específicas. Los miembros de estos dos grupos difieren en el extremo

terminal amino. Las TS tienen actividad trans-sialidasa mientras Que las

TSl muestran poca actividad debido a una mutación Tyr342-His (Frasch,

2000).

Grupo TS-e

Esta es otra trans-sialidasa de 85 kD Que tiene una región

catalitica de más o menos 640 aminoácidos. Está presente en la forma

parasitaria de epimastigote y tienen actividad de trans-sialidasa (Frasch,

2000).

Familia de proteínas parecidas a las trans-sialidasas (The TS-

like)

Estas proteínas se clasifican en tres grupos de acuerdo a la

secuencia. peso molecular y otras características. Son proteínas Que se

encuentran en la superficie como componentes mayoritarios de

tripornastigotes y amastigotes, Los antígenos expresados en amastigotes

son blancos para una respuesta celular citotóxica (CD8+). Mientras los

expresados en tripornastigotes inducen una respuesta de anticuerpos y
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una respuesta potente de células T CD4+ que pueden volverse anérgicas

(Frasch, 2000).

Proteína Tc-85

Es una proteína de 85 kD que contiene de 750-850 aminoácidos,

algunos miembros de este grupo contienen en el extremo terminal

carboxilo repeticiones de aminoácidos. Se encuentran en los estadios de

tripomastigotes y amastigotes con la función de adhesión celular. Este

antígeno provoca una respuesta inmune celular de linfocitos T

citotóxicos y una respuesta de anticuerpos contra el parásito en el

hospedero (Frasch, 2000).

Proteína F1/CFNCRP

Es una proteína de 160 kD que contiene arriba de 1000

aminoácidos, que se encuentra en la superficie de los tripomastigotes y

parece limitar la activación de las rutas clásica y alterna del

complemento. Desencadena una respuesta inmune humoral en el

hospedero (Frasch, 2000).

Mucinas

Son glicoproteínas Or-glicosiladas con azúcares anclados a

residuos de Ser/Thr. Son moléculas que evitan la respuesta inmune

mediante mimetización de componentes del hospedero, inhibiendo la

proliferación de linfocitos T, con inducción de respuestas autoinmunes.

Un grupo de mucinas de 35 a 50 kD se expresan por las formas
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parasitarias epimastigote y tripomastigote en el insecto vector y otro

grupo de 80 a 200 kD se expresa en tripomastigotes que derivan de

células hospederas.

Las mucinas estimulan la producción de anticuerpos anti-a

galactosil, funcionan como componentes de adhesión a macrófagos y

estimulan la producción de óxido nítrico y citocinas (Frasch, 2000 y

Freire et al., 2002).

El antígeno HSP70

Es una proteína de choque térmico. que se encuentra en la

membrana de T. cruz}; es un antígeno dominante en la infección humana.

existiendo un alto nivel de anticuerpos contra éste en pacientes

chagásicos, Induce una respuesta de linfocitos T cito tóxicos específica

de antígeno. en presencia de macrófagos peritoneales a través de la

secreción activa de IFN-y (Montíel y Díaz, 2002). La administración del

antígeno HSP70 recombinante y la vacuna de DNA que expresa al mismo

antígeno en modelos animales, provocan una respuesta inmune de

linfocitos T cito tóxicos.

Cruzipaina

Es una enzima tipo cisteína proteinasa de membrana cuya

respuesta en el hospedero está implicada en la patogénesis de la

enfermedad de Chagas experimental. Es el mayor componente antigénico

de T. cruz}: Este antígeno provoca esplenomegalia e induce altos niveles
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de interleucinas de origen TH2 como IL-4, IL-lO y niveles bajos de IFN

1{ e IL-12 (Montiel y Díaz., 2002).

Proteínas flagelares de 24 kDa dependientes de Ca2
+

Estas proteínas son muy conservadas (97% de similitud) entre

cepas de T. cruzi o con otros cinetoplástidos y están relacionadas con la

motilidad del flagelo y con el almacenamiento del Ca2
+ (Maldonado et al.,

1997).

Antígeno KMP-11

La proteína KMP-11 es una proteína altamente conservada en la

mayoría de los cinetoplástidos, incluyendo leishmanias y tripanosornas.

Se localiza a lo largo y en la base del flagelo de los parásitos. Está

implicada en la movilidad de los parásitos y en la adhesión celular al

hospedero. La proteína KMP-11 tiene cuatro papeles inmunológicos

establecidos: Inmunomodulador de células B, inductor de

linfoproliferación, inductor de respuesta citot6xica e inmunoprotector en

modelos animales (Marañ ón et al., 2001 y Diez et al" 2004). La

administración en ratones con una vacuna de DNA Que expresa a la

proteína KMP-11, induce una respuesta inmune humoral y una respuesta

inmune celular citot6xica.
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11.7.- VACUNAS CONTRA Trypanosoma cruzi

Vacuna de proteínas del tallo flagelar

El antígeno flagelar de T. cruzi se administró a ratones utilizando

diferentes adyuvantes como el de Freund (emulsión Que contiene aceite

mineral y lanolina), aluminio (sales de aluminio, con iones monovalentes

de NH/, Na+ y K+), Ribi-700 (monofosforil lipido A, más trehalosa

dimycolate), QS-21 (extracto de Qw11aja saponaria) e IL-12. Se encontró

Que la administración subcutánea del antígeno flagelar con los

adyuvantes de Freund y Aluminio redujeron la parasitemia

aproximadamente 70% y 49% respectivamente, en los ratones Que fueron

desafiados con 103 tripomastigotes de la cepa Perú . Además se encontró

una mayor producción de IgG1, IFN-y e IL-2 respecto a las demás

formas de administración, sugiriendo una respuesta inmune celular de

tipo TH 1 como principal mecanismo de protección (Miller et al., 1996). En

un estudio posterior, la administración de la proteína flagelar fue

acompañada con aluminio o IL-12 recombinante o IL-12 expresada en un

adenovirus. Estas preparaciones también mostraron conferir protección

contra el desafió a la infección con 102 tripornastigotes de la cepa Perú,

observándose reducción de más de 90% de la parasitemia en los ratones.

Denuevo, la protección en los ratones estuvó relacionada con la inducción

de una respuesta inmune celular de tipo TH 1 (Wrightsman et al., 2000).
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Vacuna con cruzipaina

El antígeno cruzipaina recombinante mostró ser un fuerte inductor

de la respuesta inmune celular en ratones. La vacuna fue administrada 3

veces por vía subcutánea a ratones, con intervalos de 2 semanas de

separación. La primera y la segunda dosis fueron administradas con IL

12 Y la tercera dosis con antígeno solo. Seis semanas después de la

tercera inmunización, los ratones fueron desafiados con 5, 000 a 20, 000

tripomastigotes de la cepa Tulahuén, por vía subcutánea. Quince días

después de la última inmunización se midió la parasitemia, observándose

que en el grupo de ratones inmunizados con cruzipaina, ésta fue

significativamente más baja comparada con los grupos no vacunados

(más del 90%). La vacuna estimuló una respuesta de células T, con

liberación de grandes cantidades de IFN-y que in vitro redujo la

parasitemia en rnacr ófagos infectados, a través de la estimulación de la

producción de NO. Por lo tanto, la vacuna induce tanto in vitro como in

vivo una respuesta inmune celular de tipo TH 1 (Schnapp et al., 2002).

Cruzipaina expresada en Salmonella typhimurium X4550

Esta vacuna de vector vivo es capaz de expresar el gen que

codifica para la proteína cruzipaina en el plásmido recombinante

pYA3341. La bacteria atenuada se administró a los ratones por vía

intranasal en dosis de 2X106 UFC/lO \.11 de PBS y 2X1Q7 UFC como

refuerzo. La segunda vacunación se realizó 4 semanas después de la
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primera y el refuerzo se dio tres veces con intervalo de 2 semanas. Un

mes después de la última administración los ratones fueron desafiados

oralmente con 2,000 tripornastigotes de la cepa Tulahuén y 14 días

después se analizó la presencia de DNA de T. cruzi en las mucosas

gástricas con la técnica de peR. Se encontró que la parasitemia era

significativamente más baja comparada con el control (más del 90%).

Deduciendo que la vacuna confiere protección en las mucosas gástricas

de los ratones y es capaz de proteger contra el desafió de

tripomastigotes administrados por vía subcutánea, indicando una

respuesta inmune celular (Schnapp et al., 2002).

Vacuna de KMP-ll fusionada a HSP70

Las proteínas recombinates KMP-11 y HSP70 se administraron a

ratones de la siguiente forma: un grupo con KMP-11 (20 llg) Y otro grupo

con KMP-11 fusionada a HSP70 (20 us). La administración se hizo por

las vías intraperitoneal y subcutánea, dos veces con un intervalo de 21

días. Tres semanas después de la última administración se obtuvieron

células de bazo para realizar pruebas de citotoxicidad. Únicamente las

células de los ratones inmunizados con las proteínas fusionadas

reconocieron lineas celulares que presentan los epitopes de la proteína

KMP-11, obteniéndose mayor lisis. Lo que indica que la fusión KMP

11/HSP70 induce una respuesta celular citotóxica (Marañón et al., 2001).
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Otras vacunas reportadas

Taibi et al en 1993, estudiaron la capacidad inmunoprotectora de

el antígeno excretor-secretor de tripornastigotes (ESA o Tc24) utilizando

modelos animales como ratones BALBjc y ratas Fischer. Ellos

encontraron que el antígeno ESA de T. cruzi tiene la capacidad de

conferir protección ya que se observó reducción de la parasitemia en los

animales durante la infección aguda. Por otra parte, Wríghtsman et al.,

1994, encontraron que la porción amino terminal de la proteína TSA-1

(antígeno de superficie de tripornastigotes perteneciente a la familia de

las trans-sialidasa) estimula una respuesta inmune protectora en ratones

ll.l.l. CLASIFICACIÓN DE Leishmania ssp

Reino: PROTISTA

Phyllum: SARCOMASTIGOPHORA

Subphyllum: MASTIGOPHORA

Clase: ZOOMASTIGHOPHORA

Orden: KINETOPLASTIDAE

Familia: TRYPANOSOMATIDAE

Género: Leishmania

Especie: eetbiopics, amazonensis, eristidesi, breziliensis, colombiensis,

deanes, donovsni, enrietti, equatoriensis, Iorsttinii, garnhamJ; guyanensis,
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sertiei; lsinsoni. mejor. mexicana, naiffi, psnsmensis, peruvisne, pifanoi,

sbewi, tropics, venezuelensis.

Leishmaniasis es el nombre Que se le da a un gran número de

síndromes clínicos como son: leishmaniasis cutánea (úlcera oriental,

furúnculo de Bagdad, úlcera cutánea húmeda, úlcera cutánea seca, úlcera

del chiclero, piquete de la mala mosca, uta), leishmaniasis visceral (Kala-

azar) y la leishmaniasis mucocutánea o naso-bucal (espundia). Todos

ellos ocasionados por parásitos hemoflagelados del género Leishmania,

en donde las especies más importantes en el país son: Leishmania

mexicana, Leishmania brazi/iensis y Leishmania donovani (http://www.

facm ed.unam.mx/deptos/microbiologia/microbiologia.htmO.

La transmisión de este parásito se lieva a cabo por el piquete de

dípteros del género Lutzomyie como primera causa, pero también se

puede adquirir por transfusiones sanguíneas, trasplantes de órganos,

material infectado y como puede atravesar placenta, la transmisión se

llevará a cabo de la madre al feto. Este parásito cuenta solamente con

dos estadios morfológicos en su ciclo de vida , (Figura 5).

11.2.2. CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de este parásito se lleva a cabo en dos etapas,

una en el insecto y la otra en el humano. La mosca hembra se alimenta

de sangre trasmitiendo con esta acción promastigotes, los cuales son
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fagocitados pasando al estadio de arnastigote dentro de las células

fagocíticas, como los macrófagos. Ahí se multiplican y provocan la lísis

de las células hospederas. Cuando el insecto succiona sangre que

contiene fagocitos infectados con amastigotes, éstos son digeridos y los

amastigotes se liberan pasando al estadio de prornastigote en el intestino

medio del díptero en donde se dividen por fisión binaria. después los

prornastigotes migran hacia la probóscide de la mosca. El ciclo se cierra

cuando el mosco infectado se alimenta de sangre de algún mamífero,

(Figura 6).

'-.::-" __"
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Promastigote Amastigote

Figura 5. Muestra los estadios morfológicos de Leishmsnis ssp: Promastigote y

Amastigote. Tomada de http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/micro

biologia.html
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Figura 6. La figura representa el ciclo de vida del protozoario hemoflagelado

Leishmania ssp. Que cuenta con una fase infectante i y con una fase intracelular

d. D. El insecto hembra toma sangre y simultáneamente inyecta promastigotes en

la piel. 2). Los promastigotes son fagocitados por macrófagos. 3). Los

promastigotes se transforman en amastigotes en el citoplasma de las células

infectadas. 4). Los amastigotes se multiplican en el citoplasma de las células de

varios tejidos incluyendo macrófagos, 5). El insecto toma sangre e ingiere células

fagoclticas. 6). Se lleva a cabo la ingestión de las células infectadas en el insecto

liberando a los amastigotes en su interior. 7). Los amastigotes se transforman en

promastigotes en el intestino medio de la mosca. 8). Los promastigotes se

dividen por fisión binaria en el intestino medio del insecto y después migran a la

probóscide. Imagen tomada de http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia

/microbiologia.html
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11.3.3. ESPECTRO CLíNICO

Leishmaniasis visceral o Kala-azar.

El tiempo de incubación es de semanas, meses o años. El agente

causal es Leishmania donovsni. Entre los síntomas en niños se

encuentran, fiebre, palidez, anorexia y a la exploración se observa

hepatomegalia y esplenornegalia. Esta forma clínica puede llegar a ser

mortal.

Leishmaniasis mucocutánea o espundia

Este síndrome es causado por L. brsziliensis. Las úlceras

provocadas se observan en mucosa nasal y orofaríngea. Los individuos

que sufren de este tipo de infección quedan desfigurados ya que las

úlceras son muy destructivas.

Leishmaniasis cutánea

Su tiempo de incubación varia de una o vanas semanas aunque

puede ser más prolongado. Los agentes causales son Leishmania

mexicana, Leishmania braziliensis y Leishmania panamensis. Es endémica

de Latinoamérica y en México se encuentra en el sureste del país. Las

lesiones ocasionadas por estos tipos de parásitos son muy destructivas y

discapacitantes. En México es frecuente que las orejas estén afectadas

(úlcera de los chicleros), Este tipo de lesión se da por una infección que

ataca al cartílago de la oreja, sin presentar ulceración y que contiene

pocos parásitos, (Figura 7).
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Figura 7. Úlcera del chiclero con leishmaniasis cutánea difusa y Lutzomia ssp,

vector de L. mexicana. Tomada de http://www.facmed.unam.mx/deptos/micro

biologia/microbiologia.html

llAA. DIAGNOSTICO

En las formas cutáneas el diagnóstico se puede hacer obteniendo

el aspirado ganglionar o el raspado y biopsia del borde de la lesión. en

donde se podrá observar macrófagos con abundantes arnastigotes en su

interior. Las muestras de sangre. punción de bazo e hígado y la punción

.de médula ósea se utilizan para la leishmaniasis visceral. en donde se

observará la presencia de amastigotes. Las pruebas de ELISA y la

aglutinación directa son positivas en etapas tempranas de la enfermedad.

La prueba de Montenegro que es un método indirecto (inmuno-rdermo-:

reacción). será positivo después de 30 a 90 días de haber adquirido la
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infección y se mantendrá así indefinidamente (http://www.facmed.unam.

mx/deptos/microbiología/micrbiologia.htmO.

n .5.5. INMUNIDAD A Leishmania ssp

La resistencia del hospedero al parásito está asociada con el

desarrollo de una respuesta inmunológica celular especifica CD4+- TH 1

(Macias et al., 1999). Esto se observó en experimentos con ratones

resistentes a la infección con diferentes especies de Leishmania en

donde mostraron una expansión preferencial de células T-TH1 liberando

IFN-y como un potente activador de rnacrófagos, mientras en ratones

susceptibles a la infección se observó expansión de células T-TH2

produciendo inactivación de rnacr ófagos por la liberación de IL-4 e IL-lO

(http://www.biomedicina.org.ve/publicacioneslLeishma.htmO.

La interleucina 12 OL-12), la interleucina 113 OL-l13), el factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor activador quimiotáctico de

granulocitos (MCAF) y el factor estimulante de colonias de granulocitos y

monocitos (GM-CSF), son otras citocinas importantes ya que mejoran la

actividad de los macrófagos (Alexander et al. , 1999).

En un estudio de pacientes con leishmaniasis cutánea atípica

(LCA), se observaron valores normales de células CD3+ y CD4+ con un

aumento significativo de células CD8+ respecto a los controles. Y en

pacientes con leishmaniasis cutánea localizada (LeL) se encontró una
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disminución de los linfocitos T CD4T y los CD8T se observaron normales,

esto se debe a una inmunosupresión de linfocitos TH (Macías et al.,

1999). Este comportamiento de la respuesta inmune celular se relacionó

con las manifestaciones clínicas de cada una de las enfermedades. El

estado de anergía de los linfocitos T se podría explicar en base a una o

varias de las siguientes razones: presentación inadecuada de antígenos,

defectos en las células presentadoras de antígenos, defectos en las

células T y a la inducción de IL-lO y ó IL-4 (httpt/Zwww.facmed.unam.

mx/deptos/microbiologia/microbiologia.htmI).

La recuperación de una leishmaniasis cutánea confiere inmunidad

permanente, aunque por lo general es específica de especie. La

resistencia natural a la infección varía según la persona, sexo y edad

(Brooks et al., 2002).

11.6.6. ANTíGENOS PRESENTES EN LOS PARÁSITOS

HEMOFLAGELADOS DEL GÉNERO Leishmania.

Proteínas de choque térmico (HSPs)

La proteína de choque térmico de 70 kD (HSP70) es una proteína

genéticamente conservada, está ' presente en células procarióticas y

eucarióticas, provoca una respuesta inmune celular y humoral altamente

específica y no hay producción de autoanticuerpos durante la infección.

Otras proteínas pertenecientes a la familia HSP (de 83 a 90 kD) son
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inmunodorninantes, encontrándose anticuerpos en el suero de pacientes

con leishmaniasis (Requena et al., 2000),

Proteína LmSTll

Esta proteína es codificada por Leishmania malar y muestra sitios

parecidos a las proteínas inducibles por estrés (HSPs). Induce una

respuesta humoral en pacientes con leishmaniasis (Requena et al., 2000).

Además, las preparaciones de vacunas con esta proteína, han mostrado

conferir protección a ratones y monos rhesus contra el desafió de L.

malar.

Proteínas ribosomales

La subunidad grande del ribosoma está compuesta de varias

copias de proteínas P. Éstas forman un complejo que se encarga de

sintetizar y elongar a las proteínas de un organismo. Las proteínas LiP2a,

LiP2b y LiPO inducen la formación de anticuerpos en pacientes con

leishmaniasis (Requena et al., 2000).

Histonas

Son proteínas genéticamente conservadas, formando complejos

con el DNA en el núcleo y son ricas en los aminoácidos arginina y lisina.

Estas moléculas actúan en el enrollamiento del DNA para formar

nucleosomas que son complejos de 4 moléculas histónicas, cada una

duplicada, constituyendo la unidad básica de la estructura del DNA. Los

antígenos de Leishmania infantum (LiH2A, LiH3, LiH2B, LiH4) son
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reconocidos por los anticuerpos presentes en suero de pacientes con

leishmaniasis visceral (Requena et al., 2000).

Antígeno KMP-11

Esta proteína tiene características comunes en la mayoría de los

cinetoplástidos tales como, el peso molecular de 11 kD, elevado número

de copias (1x100 -2xlO° moléculas por célula), carácter anfipático y

localización en la membrana del parásito, flagelo y bolsillo flagelar. Su

estructura secundaria se caracteriza por la presencia de dos a-hélices

unidas por un segmento enrollado al azar, además se expresa en todos

los estadios del ciclo de vida del parásito, con mayor abundancia en los

estadios desarrollados en el insecto. Este antígeno tiene relevancia a

nivel inmunológico, ya que es un potente inductor de inmunidad humoral

y celular (Diez et al., 2004).

Antígeno GP63

Esta metaloproteasa se encuentra en la superficie de los

promastigotes y juega un rol crucial en proteger al parásito de la

actividad de los macrófagos y de las enzimas hidro líticas del hospedero

(Alexander et al., 1999). Esta proteína se ha utilizado como parte de la

formulación de vacunas de vectores vivos o sintéticos, así como en

vacunas de DNA, dando protección a modelos animales contra

Leishmania ssp.
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Antígeno LPG

Los amastigotes expresan en su superficie grandes cantidades de

lipofosfoglicano (LPG). Este compuesto facilita la adherencia del parásito

al epitelio del intestino del vector. LPG está implicado como una

protección del parásito en el hospedero ya que es capaz de inhibir la

actividad proteolítica de los macr ófagos suprimiendo la producción de

óxido nítrico (Alexander et al., 1999).

Antígeno LACK

Este antígeno es una proteína homóloga con los receptores para

la activación de cisteína cinasas, contiene un epi tope inmunodominante

que representa el blanco de una respuesta inmune temprana, es

reconocido por células TH¡ aisladas del bazo de ratones (Requena et al. ,

2000). Además, las vacunas de DNA que expresan a LACK son capaces

de inducir protección a modelos animales contra Leishmania ssp:

Otros antígenos presentes

LcPP2C es una proteína con homología a una proteín-fosfatasa

serina/treonina 2C y está presente en promastigotes. Provoca una fuerte

proliferación de Linfocitos T. El antígeno rK39 relacionado con la

superfarnilia de proteínas motoras fue tamizado de una biblioteca

genómica usando suero de pacientes con L. donovani (Requena et al.,

2000). La TSA es una proteína antioxidante tiol específica y se considera

como un factor de virulencia del parásito, fue identificada por tarnizaie en
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una biblioteca de expresión de cDNA de L. msior usando el suero de

ratones vacunados con amastigotes (Requena et al., 2000).

n.7.7. VACUNAS CONTRA Leishmania ssp

Vacuna de gp63 contenida en liposornas

Esta vacuna consiste en introducir la glicoproteína 63 de los

parásitos en liposomas, para aumentar su inmunogenicidad, Para este

estudio se utilizaron ratones susceptibles a la infección con Leishmania

mexicana mexicana, a los cuales se les administró la vacuna por

diferentes vías, mostrando que la ruta intraperitoneal es la mejor para

inducir resistencia a la enfermedad y correlacionó con el aumento de IgG

anti-Ieishrnania. En otro grupo de ratones resistentes a la infección se

observó que el grupo vacunado no desarrolló ninguna lesión y se

obtuvieron títulos altos de IgG anti Leishmania comparados con el grupo

control (Lezama-Davila, 1997).

GP63 expresada en Salmonella typhi eVD 908 SJ (tJaroC::P,ac-gp63)

El plásmido recombinante pIQCGB2 se introdujo a la bacteria

atenuada Salmonella typhi CVD 908 por electroporación, obteniendo la

cepa Salmonella typhi CVD 908.Q (J1aroC:·"Ptac-gp63). Este vector vivo es

capaz de expresar el gen que codifica para la glicoproteina 63 .

La bacteria Salmonella typhi CVD 908 .Q (J1aroC:'"Ptac-gp63) se

administró a ratones por vía intraperitoneal u orogástrica con Ix 10M
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ufc/ml, dos veces, con dos semanas de separación. Tres semanas más

tarde los ratones fueron desafiados con prornastigotes metacíclicos de

Leishmsnia mexicana mexicana administrados subcutáneamente en el

cojinete plantar y catorce semanas después se revisaron las lesiones en

los ratones, observándose un tamaño menor de la lesión en el grupo

vacunado comparado con los grupos administrados con la bacteria no

atenuada y PBS (más del 60%). Se concluyó Que la cepa de Salmonella

atenuada confiere protección contra la infección, relacionada con una

respuesta celular CD4+ -TH1 estimulada por la liberación de IL-2 e IFN

y (Gonzáles et al. , 1998).

Vacuna ISCOMs-GP63

La vacuna ISCOMs-GP63 se basa en la incorporación de la

glicoproteína 63 de Leishmenie en un complejo inmunoestimulador

(ISCOMs) Que está compuesto de triterpenoides de Qwl1a¡a seponeris,

colesterol y fosfolípidos . La vacuna se administró por vía intraperitoneal

a ratones 2 veces con 15 días de separación. Quince días después de la

última inmunización los ratones fueron desafiados subcutáneamente con

2x10" prornastigotes de L. msjor. La vacuna reduio el tamaño de las

lesiones en los ratones, aproximadamente un 70% comparada con el

control y otras formas de administración del antígeno. Esta vacuna

estimuló una fuerte respuesta de proliferación de linfocitos T ,
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fundamentalmente TH1, con la liberación de IL-2, IFN-1/' e IL-lO

(Papadopoulou et al., 1998).

Vacuna de antígenos recombinantes

Los antígenos recombinantes LmSTIl y TSA mostraron la

capacidad de inducir una respuesta de protección en un modelo de

leishmaniasis cutánea humana reproducida en ratones y monos. Estos

antígenos se administraron a los ratones de la siguiente manera: cada

antígeno por separado, los dos antígenos combinados, cada uno de ellos

con IL-12 ó los dos más IL-12. Los antígenos solos o en mezcla

indujeron una gran producción de IFN-1/', favoreciendo la respuesta

celular de tipo TH¡. Sin embargo, las vacunas que en su composición

tenían IL-12 mostraron dar mayor protección contra el reto a la infección

con promastigotes de Leishmania majar respecto al control. Además con

la administración de la formulación LmSTIl+TSA+ IL-12, se observó el

tamaño mínimo de las lesiones en los ratones, ocasionadas por la

inoculación de amastigotes de L. mejor, respecto a las demás

formulaciones (más del 90% de reducción). En los monos rhesus se

observó que la vacuna LmSTIl-TSA-IL-12-aluminio confirió protección

al desafió con prornastigotes, ya que no se observó desarrollo de

lesiones en los monos vacunados (Campos-Neto et al., 2001).
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Otras vacunas reportadas

En 1993 McMahon-Pratt y colaboradores, utilizaron una vacuna

de virus recombinante (virus GP46/M-21l-vaccinia), que expresa al

antígeno GP46/M-2 que es una glicoproteína de superficie de

prornastigotes que mostró conferir protección a ratones BALB/c,

induciendo una respuesta inmune de células T y B. Esto es el primer

reporte en donde se utilizó una vacuna de virus recombinate para inducir

una respuesta inmune protectora. Por otra parte, Handman et al., 1995,

caracterizaron tres tipos de polipéptidos de L. msjor codificados por

genes de la misma familia que GP46/M-2 encontrando que el antígeno de

superficie de promastigotes PSA-2 administrado con Corynebacterium

parvum como adyuvante a ratones BALB/c confirió una protección

completa contra el desarrollo de las lesiones. Soong et al; 1995

purificaron tres antígenos específicos de amastigotes de L. pitenoi (A2.

P4 y P8) con los cuales inmunizaron ratones y encontraron que P4 y P8

(proteínas de membrana de amastigotes) mostraron inducir protección

mientras que A2 (cisterna proteinasa A2) no dio protección contra el

desafió a la infección con promastigotes de L. pitenoi. En otro estudio

posterior realizado por Coutinho et al., 1996 se observó que los

antígenos P4 y P8 inducen una proliferación de células T y producción de

INF-y. IL-12 y bajos niveles de IL-4. Dos años más tarde McMahon y

colaboradores utilizaron los antígenos P4. P8 y P2/A2. dando protección
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a modelos murinos contra L. pitsnoi. También el antígeno de superficie

de los promastigotes (PSA-2) mostró producir activación de células T

TH 1• confiriendo protección a ratones inmunizados (Handman, 1997).

Finalmente, el antígeno de Leishmania infantum (LeIF) mostró dar una

protección parcial a ratones BALB/c desafiados con L. majar (Skeiky et

al. , 1998).

Vacuna de parásitos muertos

Esta vacuna estaba constituida por promastigotes enteros

inactivados con fenal y contenían 3 diferentes cepas de Leishmania

obtenidas de lesiones de pacientes. La vacuna se administró 2 veces a un

grupo de niños empleando como adyuvante BCG (Bacilo de Calmette

Guerin, cepa atenuada de Mycobecterium Bovist, otro grupo recibió

solamente BCG. Después de la segunda vacunación se realizó la prueba

de inmuno-dermoreacción cada mes durante dos años y medio con

antígenos aislados de tres cepas de Leishmania, observándose una

disminución progresiva en la induración de los grupos vacunados Quienes

habían resultado positivos inicialmente a la inmuno-dermoreacción. Esta

respuesta está relacionada con la disminución de la protección de la

vacuna con el tiempo. Se observó Que durante los meses 13 y 18 el nivel

de protección es bajo, lo Que sugiere la necesidad de refuerzo un afio

después de la vacunación inicial (Armiios et al., 2003).
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III. IMPORTANCIA DE LAS VACUNAS DE DNA

Como se sabe las vacunas son preparaciones biológicas que se

obtienen de forma natural o de manera recombinante a partir de

microorganismos en forma completa o fracciones. Estas preparaciones

son capaces de inducir una respuesta mmune activa en el hospedero

proveyendo de protección contra un nuevo desafió.

Los avances en inmunología, bioquímica, genética y biología

molecular han proporcionado de muchas herramientas para el desarrollo

de vacunas (por ejemplo las vacunas de DNA), aproximándose

rápidamente a la obtención de la vacuna ideal cuyas características se

en listan en la, (Tabla I).

Tabla 1. Características de la vacuna "ideal"

CARACTERíSTICAS DE LA VACUNA IDEAL

1 Reproducir (mime tizar) una respuesta inmunológica similar a la

de la infección natural.

2 Efectiva (mas del 90% de protección).

3 Mínimos efectos secundarios y completamente segura.

4 Inmunidad persistente a largo plazo.

5 Dosis única y compatible con otras vacunas.

6 Administración no invasiva (vía oral preferentemente).

7 Administración precoz en los primeros meses de vida .

8 Estable a temperatura ambiente.

9 Fácil producción y económicamente asequible.

Tomada de Tregnagbi, 2002.
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m.l. ¿QUÉ SON LAS VACUNAS DE DNA?

Las vacunas de DNA son moléculas de DNA circular de doble

cadena conocidos como plásmidos que contienen genes que codifican

para una o varias proteínas de un patógeno (Rangaraian, 2002). Estos

genes se insertan a los plásmidos en los sitios de corte de las enzimas de

restricción. (Tabla 2) y se unen por la enzima ligasa, La producción de

vacunas de DNA se muestra en la (Figura 8).

Tabla 2. Enzimas de restricción

EJEMPLOS DE ENZIMAS DE RESTRICCION

Enzimas de Fuente Secuencias de

restricción reconocimiento

BamHI Bacil/us amy/o/iquefaciens 5'-G" GATC C-3'

H

Eco RI Escherichia coli RY 13 G" AATT C

C TTAA" G

HaeIII Hsemopbilus aegyptius GG" CC

CC" GG

Hindi Haemophilus influenzae Rd A" AGCT T

T TCGA" A

NotI Nocardia otitidiscavarium GC" GGCC GC

CG" CCGG" CG

Sau3A Stephylococcus aureus 3A " GATC

SstII Streptomyces stanford CC GC" GG

GG" GG CC

Tomada de Genética Clínica de J. Jesús Guizar- Vázquez, 2000.
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Figura 8. Esquema de la producción de vacunas de DNA. Cualquier secuencia de

DNA que se encuentre entre los sitios de restricción puede ser insertado dentro

de un plásmido con ayuda de la enzima ligasa, El DNA recombinante se introduce

a una célula para su multiplicación y de esta manera se obtienen gran número de

copias de plásmidos recombinantes idénticos al parental. Modificada de Genética

CUruca de J. Jesús Guizar- Vázquez, 2000.

m.2. COMPONENTES DE LAS VACUNAS DE DNA

Los elementos básicos de una vacuna de DNA son, el promotor

eucariótico, el origen de replicación del DNA bacteriano, genes que

expresan a las proteínas exógenas y genes de resistencia a antibióticos

según el plásmido usado, (Figura 9). Además, constan de un patrón

molecular dentro de el pl ásmido capaz de activar el sistema inmune
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(dinucle ótidos de citosina-guanina CpG) (Donnelly et al. , 2003, Jurado y

Herrero, 2001).

Promotor
eucarioticO

Origen de replicación
bacteriano

Gen que codifica para
la proteína patógena

Gen de resistencia a
antibióticos

Figura 9. Elementos básicos de una vacuna de DNA como son el promotor

eucari ótico, el gen de la protelna patógena, origen de replicación bacteriano y

genes de resistencia a antibióticos.

m.3. VEHíCULOS E INMUNOESTIMULADORES QUE

ACOMPAÑAN A LAS VACUNAS DE DNA

El vehículo utilizado para la administración del DNA desnudo por

lo general es solución salina isotónica, pero también se utilizan

soluciones de fosfato de aluminio e hidróxido de aluminio, PBS, oro

coloidal (induce una respuesta inmune tanto en modelos animales como

en humanos), lípidos cationicos (aumentan la inmunogenicidad y la

expresión de los genes de las vacunas de DNA), PVP (la

polivinilpirrolidona aumentan la expresión de las vacunas de DNA), entre
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otros, (Donnelly et a., 2003). También se utilizan bacterias Grarn 

negativas y bacterias Gram-positivas como acarreadores de los vectores

plásmidicos (la lisis de las bacterias dentro de las células presentadoras

de antígenos, ocasionan la liberación del plásmido en el citosol o

fagosorna). El plásmido puede codificar los antígenos dentro de la célula

hospedera y presentarlos por medio de MHC 1 o MHC JI, (Dietrich et al. ,

2001).

Las vacunas de DNA pueden ir acompañadas con proteínas

recombinantes o plásmidos con genes Que codifican para interleucinas o

diversas proteínas (GM-CSF. IFN-y. IL-2. IL-4, IL-12), con la función

de aumentar la respuesta inmune del hospedero. Un ejemplo de

coadministracion de plásmidos se observó con la inoculación de IL-12 e

INF-y codificados en un plásmido junto con genes de VIH (virus de

inmunodeficiencia humana) y SIV (virus de inmunodeficiencia de simios),

en donde se mostró una modulación positiva de la respuesta inmune

celular especifica en primates (Kim et al., 2001). Además, de los

inmunomoduladores existe un método para aumentar la inmunogenizidad

de las vacunas de DNA. Éste consiste en aplicar pulsos eléctricos en la

zona de inoculación. Esto fue observado en ratones inmunizados con una

vacuna de DNA para la influenza. en donde se observó una respuesta

inmune celular y humoral mayor respecto a los animales Que no

recibieron los pulsos eléctricos (Bachy et al., 2001).
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111.4. PRINCIPIOS DE LAS VACUNAS DE DNA

Las vacunas de DNA son capaces de sintetizar las proteínas

patógenas dentro de las células hospederas (Macrófagos, células

dendríticas y células somáticas) llevándose a cabo la presentación de

antígenos por la vía MHC 1 o MHC II o ambas (cross priming) induciendo

una respuesta inmune humoral y celular, por lo que estas vacunas son

ideales para combatir microorganismos extracelulares e intracelulares

(Jurado y Herrero, 2001 y Rangaraian, 2002), (Figura 10). Se ha

reportado que las vacunas de DNA son capaces de conferir protección en

modelos animales contra diversas enfermedades como la tuberculosis

(Delogu et al. , 2000 y Morris et al. , 2000) , la influenza (Chen et al.,

2000), la caries dental (Jia et al., 2004), la tripanosomiasis y la

leishmaniasis. Además, estudios clínicos de Fase I mostraron que las

vacunas de DNA para el virus del SIDA (Boyer et al., 2000 y Calarota et

al., 1998) pueden inducir una respuesta inmune en individuos sanos y

pacientes infectados por lo que estos estudios se han extendido para

evaluar su eficiencia en voluntarios sanos, con malaria (Le et al., 2000) y

hepatitis B (Tacket et al., 1999).

La expresión de la proteína dentro del hospedero puede inducir

una respuesta inmune completa y duradera. Con este tipo de vacunación

se ha observado que la respuesta humoral es frecuentemente más débil

que la que se puede obtener con vacunas recombinantes, sin embargo, la
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respuesta celular es más intensa y duradera. Este tipo de respuesta

inmune se puede comparar con la respuesta inducida por vacunas

atenuadas, pero es muy difícil de inducir con vacunas recombinantes. A

lo antes dicho cabe añadir Que el desarrollo y la producción de vacunas

de DNA es fácil y de bajo costo, además de ser muy estables y seguras,

lo Que facilitará su almacenamiento y distribución, <tabla 3) (Dumonteil,

2000).

Tabla 3. Propiedades comparativas de las vacunas de DNA, vacunas

atenuadas y recombinantes

PROPIEDADES COMPARATIVAS DE LAS VACUNAS DE DNA, VACUNAS

ATENUADAS Y RECOMBINANTES

Tipo de Vacuna de Vacuna Proteína

vacuna DNA atenuada recombinante

Respuesta Humoral cel.B ++ +++ +++

inmune. Celular T CV 4+ +++ TH 1 ± TH 1 ± TH 1 /TH2

T CD8+ ++ +++ -
Memoria. Humoral +++ +++ +++

Celular ++ +++ ±

Producción. Desarrollo y ++ ++ + ++

producción.

Costo. +++ + +

Almacén y +++ + ++

transporte.

Seguridad. +++ ++ ++++

Tomada de Dumonteil, 2000.
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Figura 10. Principios de las vacunas de DNA. Un plásmido con un gen codificando

un antígeno se inyecta en el hospedero (1), donde transfecta a células somáticas

o presentadoras de antígeno (2). Éstas sintetizan y procesan al antígeno

directamente o por cross-príming (3), y lo presentan a células Th¿ Que se

diferencian preferentemente en Th 1 (4) según las interieucinas (IL) presentes.

Las células Th1 activan a macrófagos y células T citotóxicas para la eliminación

de patógenos intracelulares, mientras Que las células Th 2 activan las células B

para la producción de anticuerpos contra patógenos extracelulares. Figura

tomada de http://www.uady.mx/-biomedic/laboratorios/eod.html
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IV. VACUNAS DE DNA CONTRA Trypanosoma cruzi

IV.l. Vacuna de DNA-genoteca de T. cruzi

Alberti et al., 1999, observaron la respuesta inmune ocasionada

por la administración de una biblioteca genómica de T. cruzi cepa Y (CT

IOC 106), clonada en el pl ásmido pcDNA3 Que fue administrado a ratones

BALB/c encontrando Que en los ratones inmunizados con la biblioteca

gen órnica y con antígenos solubles de T. cruzi se evidenció la presencia

de anticuerpos IgG especificas contra T. cruz}: Este mismo grupo en el

ano 2001, inmunizó a 4 grupos de ratones BALB/c de la siguiente forma:

grupo inmunizado con biblioteca gen órnica, grupo inmunizado con

antígenos solubles de T. cruzi, grupo inmunizado con el plásmido

pcDNA3, grupo no inmunizado. Los ratones recibieron 50 pg de inóculo

en 0.1 mi de solución salina al 0.9 % por vía intramuscular en la región

anterior de la pata trasera. Se realizaron 2 reinmunizaciones cada 2

semanas con la misma dosis. No se realizaron pruebas para observar la

capacidad protectora de la vacuna hacia el desafió con parásitos pero se

observó la actividad de los sueros de los animales inmunizados con la

biblioteca gen ómica contra antígenos de T. cruzi y no contra los

antígenos del plásmido.
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IV.2. Vacuna de ONA- KMPll/HSP70

Como se mencionó anteriormente, la proteína de choque térmico

HSP70 induce un alt o nivel de anticuerpos en pacientes chagásicos.

Además, es capaz de inducir una respuesta T C08+ citotóxica específica

de antígeno, (Montiel e t al., 2002). El antígeno KMP-11 es una proteína

genéticamente conservada en la mayoría de los cinetoplástidos,

incluyendo Leishmania y Trypanosoma, esta proteína es capaz de

conferir protección en modelos animales, de inducir linfoproliferación de

células T con respuesta citotóxica y modular la respuesta de células B

(Diez et al., 2004). Maral'lón et al., 2001 utilizaron la fusión de las

proteínas recombinantes, en contrando una respuesta inmune celular de

tipo T C08+ citotóx ica en ratones inmunizados con las proteínas

fus ionadas

En otro estudio, Planelles et al., 2001 construyeron una vacuna de

ONA utilizando el plásmido pCMV4 y los genes de las proteínas KMP-11

y KMP-11 fusionada a HSP70 de T. cruzi. Ellos administraron la vacuna

de la siguiente forma : pl ásmido con el gen de la proteína KMP-11,

plásmido con el gen de las proteínas fusionadas y con el plásmido solo, o

con solución salina. Los ratones BALB/c y C57BL/6-A2/Kb recibieron por

vía intramuscular cuatro dosis de vacunas con tres semanas de

separación. Nueve semanas después de la última vacunación, los ratones

fueron desafiados con 103 tripomastigotes de la cepa Y Brasil,

51



observándose una reducción de más del 90% de la parasitemia en los

ratones vacunados con la vacuna pCMV4.11. 70 (plásmido con el gen de

las proteínas fusionadas) comparada con la vacuna pCMV4.11 y los

controles. La vacuna pCMV4.11. 70 indujo una respuesta inmune humoral

con la producción de títulos altos de anticuerpos del tipo IgGza (D.O 49Znm

> 0.5) y una respuesta inmune de células T CD8+ citotóxicas en los

ratones.

IV.3. Vacunas de DNA-trans-sialidasas

Costa et al., 1998, inmunizaron ratones BALB/c con un plásmido

que codifica para el dominio catalítico de trans-sialidasas encontrando

que dicho plásmido confiere protección contra la infección con T. cruz}:

En ese mismo año Wizel y colaboradores inmunizaron ratones BALB/c

con un plásmido que codifica para el antígeno TSA-1 encontrando

inducción de anticuerpos, Iinfoproliferación de células T y significante

protección contra T. cruzi.

Más tarde Katae et al., ZOOZ, utilizaron ratones C57BL/6 (H-Zb
) ,

BALB/c (H-Z d
) y C3H/Hej (H-Z k

) , los cuales fueron inoculados con

diversas preparaciones utilizando como vectores el plásmido pCMV

(vector usado para los genes de trans-sialidasas TS y el gen DHOD que

codifica para la dihidroorotato deshidrogenasa, una de las seis enzimas

responsables de la biosíntesis de novo de las pirimidinas en el parásito) y
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el plásmido pcDNA3 (vector para el gen de IL-12) como se indica a

continuación: plásmido con DHOD, plásmido con TS, plásmido con TS más

plásmido con IL-12 ó vector solo. Los ratones fueron inmunizados de dos

a cuatro veces, con 10 días de intervalo por vía intramuscular con 100 llg

de cada plásmido en 50 III de PBS. Los ratones se desafiaron con 5, 000

ó 10, 000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén, 10 ó 14 días después de

la última inmunización. La inmunización con el plásmido Que codifica para

la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (pDHOD) no protegió a los

ratones C57BL/6 (H-2b
) contra la infección letal de T. cruzi, resultados

similares se observaron con los ratones BALB/c (H-2d
) y C3H/He j (H

2k
) . La inmunización con el plásmido Que codifica para trans-sialidasas

(ptrans-sialidasas) protegió a todos los ratones C57BL/6 (H-2b
) de la

infección letal de T. cruzi, observándose una disminución del 40% en la

parasitemia lo Que no se observó en las demás cepas de ratones. En la

inmunización de los ratones C57BL/6 (H-2b
) se observó menor

parasitemia y mayor supervivencia (100%) con la vacuna ptrans

sialidasas + pcIL-12. Los ratones BALB/c (H-2d
) y C3H/Hej (H-2k

) no

fueron protegidos por ningún tipo de vacunación. La vacuna ptrans

sialidasas + pcIL-12 y la vacuna ptrans-isialidasas mostraron reducir la

parasitemia significativamente en los ratones, más aun la vacuna ptrans

sialidasas + pcIL-12 confirió mayor protección ya Que aumentó el tiempo

de supervivencia de los ratones (100%). Los resultados indican una
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utilidad potencial del gen Que codifica para IL-12 como adyuvante para

inducir una respuesta protectora de células T CD8+ mostrando su

capacidad citotóxica y secreción de IFN'-:y contra T. cruzi.

Garg y Tarleton en el ano 2002, administraron por vía

intramuscular a ratones C57BL/6 los antígenos ASP-l, ASP-Z, TSA-l

utilizando como vector al plásmido pCMVl.UBF3/Z. Los grupos de

ratones fueron inmunizados con los plásmidos para las proteínas solas o

mezcla de los tres, además se agregó el plásmido Que contenía IL-12 y el

plásmido Que contenía el factor estimulador de colonias de granulocitos

y macrófagos (GM-CSF), o la mezcla. Los ratones recibieron 2

inmunizaciones con un intervalo de 6 semanas. Dos semanas después de

la última administración, los ratones fueron desafiados con 105

tripomastigotes de la cepa Brasil. Los ratones inmunizados con los

diferentes plásrnidos mostraron aproximadamente un 90% de reducción

de la parasitemia respecto al control. Pero las vacunas Que se

administraron junto con los plásmidos que codifican para la IL-12 y GM

CSF mostraron dar mayor protección. Los plásmidos Que codifican para

ASP-l, ASP- 2 y TSA- 1 mostraron inducir una respuesta inmune de

células T CD8+, esta respuesta se aumentó significativamente con la

administración de los plásmidos pIL-12 y pGM-CSF ya Que las citocinas

que expresan son moduladoras del sistema inmune.
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En otro estudio realizado por Boscardin et al., 2003 , inmunizaron

ratones BALB/c con DNA plásmidico Que contiene un gen de una proteína

de superficie de T. cruzi por vía intramuscular, administrando el plásmido

3, 5 y 7 semanas después de la primera inmunización. Ellos utilizaron

cDNA de amastigotes. Amplificaron 4 genes obteniendo un clan con alto

grado de relación con la proteína de superficie de arnastigotes,

perteneciente a la familia de las trans-sialidasas (ASP-2) y fue

denominado clon9. Los ratones se inocularon con plásrnidos Que codifican

para el clon9 y el vector (pcDNA3). Los ratones Que recibieron las

vacunas de DNA fueron desafiados con tripornastigotes de la cepa Y. En

estos ratones se observó una reducción significativa de la parasitemia

respecto a los controles (más del 90%). Además, elIDO % de los ratones

inmunizados sobrevivieron a la infección y el 90 % de los ratones control

murieron. La inmunización de los animales generó anticuerpos

específicos (IgG) y secreción de IFN-,¡ dependiente de células T CD4+

contra antígenos de T. cruzi.

IVA. Vacuna terapéutica de DNA

Dumonteil et al., 2004, infectaron experimentalmente ratones

BALB/c y ratones CDl para obtener un modelo experimental de la

infección con T. cruzi. Los ratones recibieron 5x104 tripornastigotes de la

cepa H4 y 5x102 tripomastigotes de la cepa Hl respectivamente. La

55



inmunoterapia se realizó en ambos modelos. Los ratones BALB/c fueron

inmunizados por vía intramuscular con 100 llg de pl ásmido que codifica

para TSA-1 ó Tc24, 5 días después de la infección. Una semana más

tarde se administró la segunda dosis. También los ratones CD1

recibieron 2 dosis del plásmido, pero el tratamiento se inicio 70 días

después de la infección. En la fase aguda los ratones BALB/c que

recibieron los plásmidos pcDNA3-TSA-1 mostraron bajos niveles de

parásitos en el tejido cardíaco y no se detectaron en circulación, además

el 70% de los ratones en la fase aguda sobrevivieron a la infección. La

inmunoterapia con el plásmido pcDNA3-Tc24 también controló la

infección ya que disminuyó la parasitemia en el mismo tejido y la

supervivencia de los ratones tratados fue del 100%. En los ratones CD1,

modelo de fase crónica, la inmunoterapia con el plásmido pcDNA3-TSA

1 mostró reducir la parasite mia y la inflamación respecto a los ratones

que recibieron solución salina o el vector solo. Este grupo de

investigadores no muestra el mecanismo por "el cual la inmunoterapia con

la vacuna de DNA protege, pero sus resultados son consistentes con una

reorientación y/o potenciación de la respuesta inmune de una respuesta

TH2 no protectora a una respuesta TH 1 protectora.
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V. VACUNAS DE DNA CONTRA Leishmania ssp

V.l. Vacuna de DNA-subgenoteca de L. amazonensis

Piedrafrita et al., 1999 construyeron una librería de expresión

gen órnica de L. mejor que fue usada para inmunizar ratones BALB/c. Una

de las librerías usadas confirió protección a los ratones comparados con

el control. En el ano 2001 Montalvo y colaboradores construyeron una

librería genómica de L. amazonensis utilizando el vector pcDNA3 y

demostraron la expresión de determinantes antigénicos en el músculo de

ratones. En otra investigación posterior Montalvo et al., 2004,

construyeron una vacuna de DNA que expresa una subgenoteca de L.

amazonensis utilizando los vectores (pEF2HisA, pEF2HisB, pEF2HisC).

Los ratones BALB/c se inmunizaron de la siguiente forma: grupo

inmunizado con la subgenoteca DNA1, grupo inmunizado con la

subgenoteca DNA2. grupo inmunizado con el pl ásmido sin subgenoteca,

grupo inmunizado con antígenos solubles de L. amazonensis y grupo

administrado con solución salina. Se realizaron 2 inmunizaciones por vía

intramuscular con dos semanas de diferencia. Quince días después de la

última inmunización los animales fueron desafiados con 105

promastigotes de L. amazonensis por vía subcutánea, Los ratones

inmunizados con la subgenoteca DNAl y el antígeno soluble de L.

amazonensis mostraron adquirir protección ya que se observó una
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reducción del 60% en el tamaño de las lesiones y una reducción del 60%

en la carga parasitaria con respecto a los demás grupos. No se determinó

el mecanismo inmunológico protector.

V.2. Vacuna de DNA-cisteína proteinasa

Rafati y colaboradores en el año 2000, purificaron una proteína

Que caracterizaron como una cisteínaproteinasa y Que fue denominada

promastigote cisteína proteinasa (ACP). Este antígeno potenciado con

adyuvante completo de Freund (emulsión de aceite mineral, lanolina y

bacilos tuberculosos muertos), mostró dar una protección del 60%

aproximadamente a los ratones BALB/c contra L. majar, con una

producción alta de INF-y y una respuesta inmune celular de tipo TH1. Un

afio mas tarde el mismo grupo Rafati et al. , 2001 , vacunaron en el muslo

a ratones BALB/c con 100 l1g de los plásmidos Que codifican para la

cisteína proteinasa a (Cpa) , para la cisteína proteinasa b (Cpb), de

manera individual o mezclados. Estos ratones recibieron un mes más

tarde la misma dosis de DNA como refuerzo. Otro grupo de ratones

recibieron la mezcla de pl ásmidos más un refuerzo con las cisteína

proteinasas a y b recombinantes. Los ratones Que fueron inmunizados

con la mezcla de los dos plásmidos, así como también los ratones Que

recibieron el refuerzo con las proteínas recombinantes mostraron tener

menor tamaño en las lesiones ocasionadas por la infección con L. majar
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respecto a las demás preparaciones (aproximadamente 47% del control).

Los ratones Que recibieron la mezcla de los plásmidos Que codifican para

Cpa y Cpb (pCB6-Cpa + pCB6-Cpb) más un refuerzo con las proteínas

recombinantes (Cpa y Cpb) o más un refuerzo con DNA, indujeron una

respuesta inmune protectora especifica de células TH1 con la producción

de niveles altos de IgGza e INF-y.

V.3. Vacuna de DNA-papLe22

En el año 2000 Suffia y colaboradores, clonaron y caracterizaron

al antígeno papLe22 de 22 kD y encontraron IgM e IgG específicos para

papLe22 en sueros de pacientes con leishmaniasis visceral indicando una

re spuesta pr imaria contra esta proteína. Además, la presencia de IgG1 e

IgG3 sugiere una mezcla en la respuesta de tipo TH1 y THz. En una

investigación posterior realizada por Fragaki y colaboradores en el año

2001, se aplicaron vacunas por vía intramuscular a hamsters , se

utilizaron SO pg de plásmidos Que codifican para la proteína altamente

inmunogenica de Leishmania infantum (papLe22). Se utilizaron como

controles el vector solo o PBS. Cuatro semanas más tarde los hamsters

fueron desafiados con 107 amastigotes de L. infantum. Los hamsters

vacunados mostraron una marcada reducción de los parásitos en

circulación en un SO% comparado con los animales Que recibieron el

vector solo o PBS. Además, los hamsters mostraron niveles altos de
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anticuerpos contra papaLe22 comparado con los hamsters inyectados

con PBS o el vector. La producción de anticuerpos contra antígenos

totales de Leishmania disminuyeron notablemente lo que indica un

cambio de la respuesta de células TH2 hacia una respuesta de células

TH¡ .

VA. Vacuna de DNA-cisteína proteinasa A2

La inmunización con la cisteína proteinasa A2 más el adyuvante

Corynebacterium parvum no dio protección adecuada contra el desafió a

la infección comparándola con los antígenos P4 y P8 los cuales

mostraron conferir protección a los ratones BALB/c (Soong et al., 1995).

Posteriormente, Ghosh et al., 2001 , vacunaron ratones BALB/c con una

mezcla de plásrnidos que codifican para la cisteína proteinasa A2 y el gen

E6 del virus de el papiloma humano (codifica para una proteína inhibidora

de la proteína p53). Los ratones fueron inyectados de forma

intramuscular con el plásmido que codifica para la cisteína proteinasa A2

solo , o en combinación con el plásmido que codifica para el gen E6. Los

animales recibieron dos dosis con tres semanas de intervalo. Tres

semanas después de la última inmunización los ratones fueron desafiados

con 2xlOd promastigotes de Leishmania donovani por vía intravenosa.

Cuatro semanas después del desafió los ratones se sacrificaron y se

calculó la LDU (Leishman Donovan Units) en biopsias de hígado. Se
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encontró Que la vacuna pcONA3-A2 + pcONA3-E6 redujo la cantidad de

promastigotes en el hígado (más del 80%) con respecto al plásmido

pcONA3-A2. La vacuna mostró inducir una mayor producción de

anticuerpos (IgG¡, IgG2a, IgG3), mayor linfoproliferación de células T y

producción de INF-1{.

V.5. Vacuna de ONA-TSA!LmSTll

La inmunización de ratones BALBjc con la proteína antioxidante

tiol especifica (TSA) recombinante, indujo una fuerte respuesta inmune

celular dando protección contra L. majar, usando IL-12 como

inmunomodulador. Además, la proteína recombinante estimuló in vitro a

las células mononucleares de sangre periférica humana de pacientes con

leishmaniasis (Webb et al., 1998). Méndez et al. , 2001 inmunizaron

ratones C57BL/6 por vía subcutánea con los plásmidos Que codifican para

LACK, LmsT11 y TSA. Ellos encontraron Que la vacuna Que codifica para

TSA confirió protección total contra el desarrollo de lesiones dérmicas

en los ratones, con una reducción de la parasitemia de más del 90%

respecto al control. En otro estudio Campos-Neto et al., 2002 vacunaron

ratones BALBjc tres veces con un mes de separación por vía

intramuscular, con los plásmidos Que contienen los genes Que codifican

para las proteínas TSA y LmST11 solas o fusionadas , tomando como

controles a los ratones inoculados con el vector o solución salina. Treinta
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días después de la última inmunización los ratones fueron desafiados con

104 amastigotes de L. majar. Los ratones inmunizados con la mezcla de

genes o con el plásmido pcDNA3-TSA mostraron conferir mayor

protección que se reflejó en el tamaño de las lesiones ( una disminución

del 96% aproximadamente del control). Los ratones que recibieron la

vacuna pcDNA3/TSA fusión LmST11 desarrollaron una respuesta inmune

ce lular de tipo CD4+ THl y CDa+ citotóxica así como también una

respuesta inmune humoral con la producción de IgGl.

V.5. Vacuna de DNA-META 1

La proteína Meta-1 de Leishmania inicialmente se identificó en

promastigotes de L. majar. Esta proteína muestra alto grado de

conservación, está presente en las vacuolas alrededor del flagelo y está

implicada con los procesos de infección (Uliana et al., 1999). En un

estudio posterior Cardoso et al., 2002, vacunaron ratones BALB/c con el

antígeno recombinante de Leishmania y DNA que codifica para el mismo

antígeno. Los ratones recibieron por vía intramuscular a la proteína

Meta-T re comb inan te , los plásmidos que codifican para la proteína Meta

l (pVX-Ml), para la proteína quimiotáctica de miocitos (MCP3) (pVX

MCP3), o la fusión de los dos genes que codifican para las dos proteínas

mencionadas (pVX-MCP3-Ml). Los ratones recibieron dos refuerzos con

dos semanas de intervalo y dos semanas después, los animales fueron
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desafiados con 5x105 promastigotes, Los ratones inmunizados con la

proteína recombinante. el plásmido pVX-MI y el plásmido pVX-MCP3

MI no protegieron contra la infección de L. majar o L. amazanensis.

V.7. Vacuna de DNA-nucIeasa P4

En el afio 2003 Csmpbell y su grupo de investigación inmunizaron

ratones BALB/c con 100 llg de DNA divididos en 5 inoculaciones, 4

inyecciones por vía intramuscular y una intradérmica. Los ratones

recibieron plásmidos Que codifican para la nucIeasa P4 sola o junto con

plásmidos Que codifican para IL-12 ó HSP70. Los ratones se reforzaron 2

veces con tres semanas de intervalo y se inocularon tres semanas

después de la última inmunización con 2x10s prornastigotes. Los datos

muestran Que los genes P4!IL- 12 provocan una potente respuesta

inmune contra L. amazanensis, pero dan poca protección contra L. malar

(15% aproximadamente del control) y los genes P4!HSP70 únicamente

retardan el desarrollo de las lesiones ocasionadas por L. amazanensis y

dan protección a ratones contra L. majar de más del 80%. La respuesta

inmune protectora comprende una respuesta de linfocitos T de tipo THl

con la producción de INF-y y TNF-a.
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V.B. Vacuna terapéutica de ONA

En un estudio realizado por Hadman et al., 2000, inocularon por

vía intradérmica 105 y 103 prornastigotes vivos de L. majar a los ratones

C3H/He y BALB/c respectivamente. Una y dos semanas después de la

infección, los grupos de ratones se inmunizaron con el antígeno soluble

PSA-2, con el plásmido que codifica para PSA-2, el vector solo o PBS.

Los ratones C3H/He fueron inmunizados con 50-100 us de el plásmido

mPSA-2, inyectado en ambos cuadriceps, los ratones BALB/c

únicamente recibieron una sola dosis. Todos los ratones inyectados con

PBS y con el vector desarrollaron lesiones tres semanas después de la

infección y los vacunados presentaron lesiones pequeñas (60%

aproximadamente del control y los no vacunados). Se midió la producción

de IL-4 e INF-y en los ratones vacunados y los controles, encontrando

mayor cantidad de INF-yen los ratones vacunados con el plásmido

mPSA-2. Este . grupo correlacionó sus resultados con un cambio de la

respuesta inmune de células T-TH2 hacia una respuesta inmune

protectora de células T-THl.

V.9. Vacuna de ONA-gp63

Xu et al., 1995, construyeron una vacuna de vector vivo utilizando

a la bacteria Salmanella typhimurium (aro.A" arolr") cepa BRD509 que

expresa el antígeno GP63 de L. majar. Esta bacteria se administró por
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vía oral a ratones BALB/c los cuales mostraron una notable resistencia a

la infección de L. mejor respecto a los controles, ya Que redujo la

parasiternia en más del 90% y el tamaño de las lesiones en un 80%. Esta

vacuna demostró Que el gen gp63 liberado oralmente puede

preferentemente inducir el desarrollo de una respuesta inmune celular de

tipo TH 1. Una respuesta inmune similar fue observada por Xu y Liew en

ese mismo año, con la vacuna de DNA pCMVlgp63 inyectada de forma

intramuscular a los ratones. Otro grupo de investigadores evaluaron la

eficacia de diferentes antígenos codificados en plásmidos para encontrar

los mejores candidatos. Ellos vacunaron a los ratones con los plásmidos

Que codifican para los antígenos GP46, GP63, CPb, LACK, de manera

individual o mezcla de los plásmidos Que codifican para GP46, GP63,

CPb. Dos semanas más tarde los ratones recibieron un refuerzo. Quince

días después de la última inmunización, los ratones fueron desafiados con

2 x 10° · prornastigotes de L. mexicana de la cepa Hd18. Todas las

vacunas excepto VRlO12-LACK redujeron el tamaño de las lesiones más

del 80% y la parasitemia en el lugar de la infección (más del 90% del

control). Los plásmidos VRlO12-GP46, VRlO12-GP63 y VRlO12-CPb

provocaron la producción de IgGl e IgG2a sugiriendo una mezcla de

células TH 1 y TH2, así como con el plásmido VRlO12-GP46 se encontró

en los ratones altos títulos de IgG2a sugiriendo la vía hacia TH 1• Por lo
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tanto la mezcla de los tres plásmidos resulto en una mejor protección Que

los plásmidos individuales (Dumonteil et al., 2003).

V.lO. Vacuna de DNA-LACK

Como antecedente al desarrollo de una vacuna de DNA-LACK,

Melby et al., 2001 inmunizaron ratones con una versión de el antígeno

LACK de 36 kD, observándose una estimulación in vivo e in vitro de

células TH1 y la producción de INF-y pero sin conferir protección contra

el desafió cutáneo o sistémico de L. donovsni: Otro grupo de

investigadores (Ramiro et al., 2003), trabajaron con perros a los cuales

administraron subcutáneamente una vacuna de DNA Que codifica para el

antígeno LACK (DNA- LACK) seguida de un refuerzo con un vector vírico

(virus de la vaccinia) Que expresa el mismo antígeno (rVV-LACK). Esta

preparación mostró conferir protección a los animales ya Que no se

encontraron síntomas clínicos en los perros vacunados. Una evaluación

más fue hecha por Hadi et al., 2004, en donde se inmunizaron ratones

BALB/c por vía intramuscular con los plásmidos que codifican para los

antígenos, PSA-2, GP63, una proteína ribosamal, el antígeno de L.

infantum (LeIF), el antígeno LACK y diferentes regiones del antígeno

LACK (l,2,3,4,5,p24). Dos semanas después de la inmunización los

ratones fueron desafiados con 5x105 amastigotes de L. msior. Los

ratones inmunizados con la vacuna pCMV3ISS-LACKp24 mostraron un
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efecto protector respecto a los demás ratones inmunizados con las otras

vacunas, ya Que redujo el tamaño de las lesiones en los animales

infectados (60% aproximadamente del control). Además la secuencia CpG

Que son ISS (secuencia inrnunoestimuladora) contenida en la vacuna tiene

la capacidad de conferir mayor protección comparando con el plásmido

Que no tiene la secuencia. Esta secuencia es capaz de inducir la

producción de TNF-a e IL-12. Además. Fonseca et al., 2003 investigaron

los efectos de la inmunización oral con antígenos enteros de

promastigotes de Leishmania amazonensis (LaAg) en modelos murinos.

Encontraron niveles altos de INF-y y IL-lO pero no IL-4, sugiriendo una

respuesta inmune celular de tipo TH¡. Con los resultados obtenidos en la

inmunización oral, un año más tarde el mismo grupo estudiaron la

posibilidad de desarrollar una vacuna de aplicación intranasal utilizando

el antígeno de Leishmania amazonensis (LaAg), una vacuna de DNA Que

codifica para el antígeno LACK y el antígeno LACK recombinante. Los

ratones fueron inmunizados por vía intranasal, recibiendo siete dlas

después un refuerzo con la misma dosis. Cuatro semanas después de la

última inmunización los ratones fueron desafiados con 105 prornastigotes

de L. amazonensis. Los ratones Que recibieron las vacunas LaAg y DNA

LACK mostraron un tamaño menor en las lesiones (70%

aproximadamente del control), una reducción de la parasitemia respecto

al control del 85% y una respuesta TH¡ específica in vivo.
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VI. DISCUSIÓN

Los datos analizados muestran que la protección conferida por las

vacunas de DNA contra los parásitos hemoflagelados de los géneros

Leishmania y Tripanosoma es variable pero importante. También

sugieren que para el desarrollo de una vacuna efectiva, se utilice la

combinación de diferentes antígenos codificados en plásmidos. Lo óptimo

sería crear una vacuna que dé una protección contra todas las especies

de Leishmania o las cepas T. cruz]: Por lo que el desarrollo de vacunas

de DNA que codifiquen para antígenos altamente conservados en los dos

géneros es promisorio.

La construcción de bibliotecas genómicas de T. cruzi (Alberti et

al., 1999 y Alberti et al., 2001) y Leishmania ssp (Piedrafrita et al., 1999 ,

Montalvo et al., 2001 y Montalvo et al., 2004) y su capacidad de inducir

un tipo de respuesta inmune protectora en ratones llevó a buscar los

genes que expresaron las proteínas causantes de dicha respuesta, para

después aislarlos y clonarlos para la preparación de vacunas de DNA.

Los antígenos de T. cruzi codificados por las vacunas de DNA

más estudiados son las trans - sialidasas que contienen un dominio

altamente inrnunogénico. La inmunización con plásmidos que codifican

para las trans - sialidasas, ASP-1 , ASP-2, TSA-1 (Nisha et al., 2002 y

Katae et al., 2002) y un clon relacionado con la proteína ASP-2

(Boscardin et al., 2003), mostraron conferir una protección parcial contra
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T. cruzi, reduciendo las lesiones, la parasitemia y aumentando la

supervivencia de los ratones respecto a los controles. Así como también

la terapia con las vacunas de DNA que codifican para las proteínas TSA

1 y Tc24, mostraron reducir la parasitemia en circulación a los ratones

infectados (Dumonteil et al., 2004). Además, los genes para las proteínas

KMP-ll genéticamente conservada en la mayoría de los cinetoplástidos

y de la proteína de choque térmico HSP70 de T. cruzi se clonaron en

plásmidos en forma individual o fusionados encontrando que la vacuna de

DNA con los genes fusionados reduce la parasitemia (aproximadamente a

cero) respecto a los ratones con los genes individuales (Planelles et al.,

2001).

En los estudios de las vacunas de DNA contra Leishmania ssp se

han utilizado una mayor cantidad de genes, que codifican para diferentes

antígenos como son: PSA-2 (Hadi et al., 2004 y Hadman et al., 2000),

Cpa y Cpb (Rafati et al., 2001 y Dumonteil et al., 2003), papLe22 (Fragaki

et al., 2001), A2 (Ghosh et al., 2001), TSA (Campos-Neto et al., 2002),

LmSTll (Campos-Neto et al., 2002), GP63 (Campos-Neto et al., 2003 y

Hadi et al., 2004), GP46 (Durnonteil et al., 2003), LeIF (Hadi et al., 2004),

p20 (Hadi et al., 2004), LACK (Dumonteil et al., 2003, Fonseca et al.,

2004 y Hadi et al., 2004) y LACKp24 (Hadi et al., 2004). Todas estas

vacunas de DNA confirieron protección parcial a los ratones contra el

desafió a la infección con Leishmania ssp reduciendo el tamaño de las
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lesiones y la parasitemia respecto a los controles, excepto la vacuna que

codifica para el antígeno Meta-l. La administración intranasal de una

vacuna de DNA (Fonseca et al. , 2004), confirió protección a los animales

reduciendo las lesiones y la parasitemia. Además, la vacuna de DNA

PSA- 2 es capaz de reducir las lesiones en ratones ya infectados por lo

que su uso terapéutico es importante (Hadman et al., 2002).

La co - adminis traci ón de plásmidos con genes que codifican para

inmunomoduladores, o diversas proteínas junto con las vacunas de DNA

mostró dar mejores resultados en la protección a los animales. Por

ejemplo la administración de un plásmido que codifica para la IL-12 ó el

GM-CSF junto con un pl ásmido que contiene el gen TS (trans-sialidasas)

da mayor protección a los ratones desafiados con T. cruzi que la vacuna

de DNA con el gen TS solo (Nisha et al., 2002 y Katae et al., 2002). Otro

grupo de investigadores utilizó el gen E6 del virus del papiloma humano

que codifica para una proteína capaz de degradar a p53; el cual se

administró junto con una vacuna de DNA que codifica para la cisteína

proteinasa A2 de L. donovani Esta proteína E6 evitó la degradación de la

vacuna de DNA en el músculo de ratones por lo que dio mayor eficacia a

la vacuna (Ghosh et al., 2001). Todo lo anterior sugiere que, la

vacunación con un plásmido que codifica para un antígeno o cualquier

otra proteína, junto con otro plásmido que codifica para un
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inmunomodulador es una estrategia capaz de aumentar la respuesta

inmune en mamíferos.

Las vacunas de DNA contra T. cruzi y L.ssp estudiadas por los

investigadores ya citados, mostraron inducir tanto una respuesta inmune

humoral evidenciada por la producción de anticuerpos de la clase IgG

contra los parásitos, una respuesta inmune celular CD8+ citotóxica y una

respuesta de células CD4" . (Tablas 4 y 5). Además, son capaces de

reorientar la respuesta inmune de una respuesta no protectora a una

respuesta protectora, como es el caso de las vacunas terapéuticas de

DNA contra T. cruzi y L. ssp y de la vacuna DNA-papLe22 contra

Leishmania (Fragaki et al., 2000.

Los resultados obtenidos con las vacunas de DNA en modelos

preclínicos, respaldan los esfuerzos para optimizar las vacunas de DNA y

que éstas puedan ser utilizadas en un futuro en el ser humano. En

particular se debe evaluar la bioseguridad y la eficacia de estas vacunas

de DNA.
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Tabla 4. VACUNAS DE DNA CONTRA T. crusi; RESPUESTA INMUNE
PROVOCADA Y PROTECCIÓN

VACUNAS DE DNA CONTRA T. CRUZ!. RESPUESTA INMUNE PROVOCADA Y
PROTECCIÓN

Vacuna de DNA Antígenos Vlade Dosis Respuesta Protección
codificados administración (pg p) inmune

Humoral Celular

DNA-genoteca de • ¡ro 3 * * *T. cI1JZÍ (50)
Alberti et al., 1999
A1berti et al. , 2001 cepa y

KMPll
DNA- HSP70 ¡ro 4 IgG2a CDS+ 90% <P

KMPll!HSP70 (-) 50% S
Planelles et al., * cepa Y

2001 Brasil
TS

pCMVTS+ pcDN IL-12 ¡ro 4 * CD8+ 40% <P
A3-IL-12 (lOO) 100% S

Katae et al., 2002 * cepa
Tulahuén

ASP-l
pASPl+ pASP2+ ASP-2 ¡ro 2 * CD8+ 90% <P
pTSAl+ pIL-12+ TSA-l (33) 100% S

pGM-CSF IL-12 * cepa
Garg y Tarleton. GM-CSF Brasil

2002

pcDNA3-cion9 clon9 ¡ro - IgG CD4+ 90% <P
Boscardinet al., 100% S

2003 * cepa Y
TSA-l CD4+ 90% <P

pcDNA3-TSA-l ¡ro 2 * TH¡ 70% S
Dumonteil et al., (lOO) * cepa H4

2004 yH1
Tc24 2 CD4+

pcDNA3-Tc24 iro (lOO) * TH¡ 90% <P
100% S

Dumonteil et al., * cepa H4
2004 YHl

* No se determinó, * Protección parcial. .. En una genoteca están
representados todos los genes de un organismo. por lo que la cantidad de
antígenos codificados es variable. P Parasitemia. S Supervivencia.

12



Tabla 5. VACUNAS DE DNA CONTRA L. SSP. RESPUESTA INMUNE
PROVOCADAY PROTECCIÓN

VACUNAS DE DNA CONTRA L. SSP. RESPUESTA INMUNE PROVOCADA Y
PROTECCIÓN

Vacuna de DNA Antígenos Vlade Dosis Respuesta Protección
codificados administración (p,g p) inmune

Humoral Celular

pCMV-gp63 GP63 im 2 * CD4+ 90% <p
(lOO) TH¡ * L. majar

Xu y Liew .1995

2 (50
pmPSA-2 ó

PSA-2 im 100)
* CD4+ 60% <L

Hadman et al ., 2000 1 (50) TH¡ * L. majar

CD4+
pCB6-Cpa + Cisteína im 2 IgG2a TH¡ 47% <L

pCB6-Cpb prote inasa a (lOO) * L. majar
Rafati et al., 2001 yb e fp

CD4+ 50% <P
DNA-papLe22 papLe22 im 1 * TH¡ *(lOO) L. infantum

Fragaki e t al ., 2001

C.p. A2 y IgG¡ Prol.
pcDNA3-A2 + E6 proteína 2 IgG2a Cel. T 80% <P

pcDNA3-E6 inhibidora im (lOO) IgG3 *
Ghosh et al ., 2001 de p53 cfp L. donovsni

DNA- TSA im 2 IgG¡ CD4+ 96% <L
TSNLmSTll LmSTll (lOO) TH¡ * L. majar

Campos-Neto et al., CDS+
2002 cilolóxica

DNA-MCP3-Ml Proteína im 3 IgG¡ CD4+ L majO(, L

meta-l (50) TH2
811lazonensis

Cardoso et al ., 2002 O

* No se determinó. * Protección parcial. P Parasitemia. L Tamaño de

la lesión.
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Continuación Tabla 5. VACUNAS DE DNA CONTRA L. ssp, RESPUESTA
INMUNE PROVOCADA Y PROTECCIÓN

VACUNAS DE DNA CONTRA L. SSP, RESPUESTA INMUNE PROVOCADA Y
PROTECCIÓN

Vacuna de DNA Antígenos Vía de Dosis Respuesta Protección
codificados administración (pg p) inmune

Humoral Celular

VRlO12gp46+ VR GP46 CD4+ 90% <P

1012gp63+ VRlO GP63 im 2 IgGza TH1
80% <L

12-Cpb Cpb (lOO) TH2 L. mexicana

Dumonteil et al., *2003

DNA-P4/IL-12 Nucleasa P4 im 3 *: CD4+ 80% <P >L.
Campbell et al., eIL-12 (lOO) TH1

amazonensis
2003 <L majar *

DNA-P4/HSP70 Nucleasa P4 im 3 *: CD4+ 80% <P <L.
Carnpbell et al., y HSP70 (lOO) TH 1

amazonensis
2003 >L. majar *

DNA-LACK LACK in 2 *: CD4+ 85% <P L.
Fonseca et al., 2004 (30) TH 1

amazonensis

*
DNA-LACKp24 LACKp24 im 1 *: *: 60% <L
Hadi et al ., 2004 (50) L. mejor*

DNA- 60% <p

subgenoteca de .. im 2 *: *: 60% <L

L. amazonensis (50) L.

Montalvo et al., amazonensis

2004 *
*: No se determinó, * Protección parcial. .. En una subgenoteca están
representados los genes de un cromosoma, por lo Que la cantidad de
antígenos codificados es variable. P Parasitemia. L Tamaño de la lesión.
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VII. CONCLUSIONES

Las vacunas pcDNA3-TSA-l. pcDNA3-Tc24 contra T. cruzi,

pmPSA-2 contra L. majar y la vacuna de DNA contra L. amazanensis

que expresa al antígeno LACK administrada por vía intranasal, son las

preparaciones más relevantes. Las tres primeras por controlar la

infección, la cuarta por la forma de administración no invasiva y porque

todas podrían representar una alternativa atractiva para el desarrollo de

una vacuna o un tratamiento terapéutico para uso humano.
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