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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han representado un gran problema desde
el inicio de la humanidad, por lo que siempre se ha trabajado en busca de
alguna forma de eliminarlas. Sin embargo, la ansiada meta no se ha
logrado alcanzar, debido principalmente a factores tales como la existencia
de diversos patodgenos, los numerosos reservorios animales, la elevada
cantidad de portadores sanos y la creciente multi-resistencia a los

antibiodticos.

En los inicios de la humanidad, esta clase de padecimientos se atribuian a
poderes sobrenaturales o a castigos divinos; de hecho, fue hasta que se
aplicé el método cientifico cuando se empezaron a obtener las

explicaciones razonadas que se manejan hoy en dia.

Evidentemente, la vacunacion esta considerada como uno de los grandes
exitos en la historia de la salud publica, ya que sumada al descubrimiento y
empleo de los antibidticos ha conducido a la disminucién y a la
erradicacion de algunas enfermedades infecciosas, reduciendo las tasas

de morbilidad y mortalidad entre la poblacion.



El concepto de inmunidad también existe desde etapas muy tempranas de
la historia, cuando el ser humano observé que inoculando exudados de
enfermos a las personas sanas no se reproducia la infeccion; el concepto

evoluciond hasta llegar a la vacunacién, tal como se conoce actualmente.

Las vacunas se clasifican con base en las caracteristicas de sus
componentes: microorganismos atenuados o inactivados, e inclusive,
subunidades provenientes de ellos. Cabe sefalar que, desde su aparicion
en el siglo XVIII, las vacunas se han asociado a diferentes efectos
secundarios, lo que en numerosas ocasiones ha provocado su rechazo por
parte de la poblacion; ello ha obligado al surgimiento de nuevas estrategias
para desarrollar este tipo de productos, buscando que brinden mayor
seguridad pero, sobre todo, que no se generen problemas econdémicos,

éticos y sociales asociados a su empleo en humanos.

Las vacunas razonadas en las que se trabaja hoy en dia llevan implicito el
uso de herramientas trascendentales tales como la ingenieria genética, la
bioinformatica, la secuenciacion del genoma de los microorganismos
patdgenos y, en general, la biologia celular y molecular, a través de la cual
se determinan los factores de virulencia de los agentes causales. Esta
clase de enfoques integra lo que se denomina vacunologia inversa

(reverse vaccinology).



Sin lugar a dudas, la vacunacién con ADN representa una nueva y
prometedora estrategia para la prevencion y el tratamiento de diversas
afecciones, debido a su potencial para inducir una respuesta inmune
humoral y celular en contra del antigeno codificado en el ADN
recombinante. Las vacunas del ADN recombinante suelen ser plasmidos
constituidos por un origen de replicacion, un promotor, diversas secuencias
que codifican para la sintesis del antigeno de interés y para sustancias que
acttan como adyuvantes. Entre las vias mas efectivas para su
administracién se cuentan la intramuscular y la intradérmica, aunque
también se han realizado ensayos con vias tales como la nasal, oral,
vaginal, e inclusive, con otros dispositivos de inoculaciéon. Una vez
administrado el vector al hospedero, el ADN se introduce a las células, en
donde el antigeno se expresa y procesa para ser reconocido por el sistema

inmune, tal como ocurriria en una infeccidon natural.

Esta tecnologia ha generado una gran expectativa en cuanto a ser usada
en la inmunoterapia contra el cancer y se espera que llegue a representar
el método de eleccion para la proxima generacion de vacunas,
particularmente eficaces contra infecciones intracelulares, para las cuales

actualmente no se cuenta con vacunas efectivas.



Las ventajas de la vacunacion con ADN incluyen seguridad, bajo costo y
estabilidad, lo que también facilitaria su almacenamiento y distribucién. Por
su parte, las desventajas consideran el desarrollo de autoinmunidad,
tolerancia inmunolégica y la eventual integracién del plasmido al genoma

del hospedero.

Las vacunas de ADN se encuentran bajo analisis para llevar a cabo la
prevencion de enfermedades tales como SIDA, leishmaniasis, malaria y
hepatitis B, entre algunas otras. Hasta ahora, los resultados obtenidos con
las vacunas de ADN en modelos preclinicos, justifican plenamente los

trabajos realizados para optimizar su eficacia y seguridad en humanos.



OBJETIVOS

Describir brevemente los aspectos inherentes a la evolucion de la
vacunacion, desde sus inicios hasta la época actual, asi como
resaltar su importancia para la sociedad y los problemas que

impiden su desarrollo.

Analizar las ventajas y desventajas de los diferentes tipos de

vacunas.

Subrayar a la vacunacion con ADN como una herramienta actual
capaz de sustentar la prevencion y tratamiento de enfermedades,

asi como, sefialar sus componentes.

Analizar el tipo de respuesta inmune desencadenada por la
vacunacién con ADN, mencionar los diversos adyuvantes utilizados

para potenciarla y las principales vias de administracion.

Analizar las principales ventajas y desventajas de la vacunacién con

ADN, incluidos los problemas para su regulacién y aplicaciones.



I. HISTORIA DE LA VACUNACION

Desde los inicios de la humanidad se descubrié la existencia de
enfermedades que se transmitian de unas personas hacia otras, tales
como la viruela o la lepra, las cuales —de hecho— causaron la desaparicion
de civilizaciones completas. Sin embargo y aun cuando son varias las
etapas histéricas transcurridas a lo largo de la vacunacién, no es posible
detallar con exactitud la fecha en la que empez6 a utilizarse este método

de proteccién (21, 189).

Durante las epidemias de peste que devastaron Atenas se pudo comprobar
que las personas que habian padecido la enfermedad no volvian a
presentarla y, consecuentemente, se les encargaba la atencién de los

enfermos en los brotes posteriores (116).

El término inmunidad proviene del latin immunitas, que significa exencién o
privilegio y, si bien desde la perspectiva historica significa proteccion frente
a enfermedades infecciosas, una definicibn mas completa alude a “la
reaccion contra sustancias reconocidas como extrafas, se trate de
microorganismos o componentes de los mismos, tales como proteinas vy

polisacaridos” (1).



Por su parte, la palabra vacuna, la cual condujo a vacunacién
(inmunizacion), proviene del latin vacca y fue propuesta en 1980 por
Pasteur, quien la defini6 como una “suspension de microorganismos vivos
(generalmente atenuados), inactivados o fracciones de los mismos, que al
ser administrados inducen inmunidad y previenen enfermedades

infecciosas o sus secuelas” (116,133).

La FDA define técnicamente a una vacuna como “un inmundgeno cuya
administracion esta prevista para estimular al sistema inmune con el
propdésito de prevenir, mejorar o tratar alguna enfermedad o infeccion” (4,

24).

Edward Jenner y la vacuna contra la viruela

La viruela era una de las enfermedades mas temidas por la humanidad; en
China, desde el siglo X se practicaba la variolizacién, es decir, la
inoculacion de pequenas cantidades de pus, de una persona enferma a
una persona sana. Esta estrategia no se limitaba a la viruela, ya que
también fue utilizada contra la sifilis, sarampion, fiebre amarilla y
leishmaniasis mucocutanea, entre algunas otras, aunque implicaba ligeras

modificaciones dependiendo del pais que la adoptaba (16, 116, 189).

La variolizacién contaba con grandes inconvenientes, destacando el alto
indice de mortalidad asociado al contagio de la enfermedad y su

complicada administracion. Cuando la esposa del embajador britanico en



Estambul —Lady Mary Wortely Montagu— conoci6 el método involucrado, lo
introdujo en Inglaterra, después de comprobar su efectividad en criminales
y huérfanos, aun en contra de las opiniones de religiosos Yy filésofos que lo
consideraban opuesto a la voluntad divina. Posteriormente, la variolizacién
fue aplicada a los hijos de la princesa de Gales, lo que generd su amplia
difusioén, pero nunca se establecié como una medida de rutina, debido a las

desventajas antes mencionadas. (15, 16, 17, 116)

Quienes sefialan a Edward Jenner, médico rural inglés, como el
descubridor de las bases de la vacunacion, basan su afirmacion en el
hecho de que él se encontré con una técnica eficaz para sustituir a la
variolizacion: al escuchar que las ordefadoras de vacas que habian
contraido la viruela vacuna no enfermaban de viruela humana decidio
realizar una indagacién mas seria. Cabe sefalar que la viruela vacuna se
presenta en las ubres de las vacas y que las lesiones cutaneas que origina
en las personas infectadas resultan muy similares a las lesiones que
caracterizan a la viruela humana, aunque sin la gravedad de esta ultima

enfermedad (16, 86, 189).

Después de un largo periodo de observaciones, el 14 de mayo de 1796
Jenner inoculé al nifio James Phipps con linfa extraida de una pustula de
viruela localizada en el brazo de la ordefiadora Sara Nelmes; la inoculacion
se llevd a cabo practicando dos cortes superficiales en el brazo y el
proceso no mostré6 mayores alteraciones: al séptimo dia el nifo manifesto

fatiga, en el noveno perdio el apetito y presentd un ligero dolor de cabeza,



pero al dia siguiente se recuperé completamente. Posteriormente, para
comprobar la eficacia de la vacunacion, inoculd al mismo nifio el virus de la
viruela humana, comprobando que los unicos sintomas evidentes
correspondian a la aparicion de pustulas; al cabo de algunos meses volvio
a inocular repetidamente al nifo sin encontrar efectos detectables, por lo
que concluyd que la inmunidad proporcionada era permanente, aunque los
refuerzos eran necesarios, debido principalmente a que la vacuna soélo

imita en algun grado la infeccion (21, 133, 186).

La tabla 1 muestra los anos de introduccidn de las vacunas mas

relevantes.

Tabla 1. Introduccién de algunas vacunas relevantes (86).

Fecha Enfermedad Tipo de Vacuna
1721 Viruela “Variolizaciéon” virus vivo
1796 Viruela Virus de la viruela vacuna
1885 Rabia Virus atenuado
1896 Colera Bacteria inactivada
1896 Tifoidea Bacteria inactivada
1923 Difteria Toxoide purificado
1927 Tétanos Toxoide purificado
1927 Tuberculosis (BCG) Cepa atenuada
1936 Influenza Virus inactivado
1955 Polio Virus inactivado
1984 . Haemop h{/us Polisacarido purificado

influenzae tipo B
1987 Hepatitis B Recombinante




Los resultados obtenidos por Jenner fueron publicados en 1798, en
Variolae Vaccinea —después de haber sido rechazados por Transactions
of the Royal Medical Society— y en menos de 10 afos la vacunacion contra
la viruela se extendié a todo el mundo, salvando la vida de millones de
personas. Logicamente, este método demostrd el concepto de inmunidad
cruzada, es decir, la presencia de los mismos determinantes antigénicos
en ambos virus, con lo que es posible brindar inmunidad sin que se corra el

riesgo de presentar las consecuencias de la enfermedad (17, 189).

Por otra parte, si bien Jenner no fue el primero en utilizar este
procedimiento de inmunizacién, si se le reconoce como el primer
profesional que utilizé el método cientifico para observar las ventajas de la

vacunacioén sobre la variolizacién (21, 133).

Después de haberse llevado a cabo intensas campafas de vacunacion
contra la viruela y a casi dos siglos de que tuvieron lugar los experimentos
de Jenner, en 1979 la OMS declaré que dicha enfermedad era la primera
en ser erradicada a nivel mundial (consultar la grafica 1). Evidentemente,
en el éxito de esta vacuna deben considerarse varios factores, destacando
las extensas campafas involucradas, la participacién de la inmunidad
cruzada, la ausencia de reservorios animales y de portadores sanos. Por
otra parte, es obvio que resultaria muy infortunado que, después de mas
de 20 afos sin vacunaciéon —lo que determina que la poblacién mundial
actual sea susceptible a la viruela— ocurriera algun ataque terrorista que

implicara al virus “salvaje”, ya que la enfermedad podria propagarse

10



ampliamente; a este respecto, es preciso comentar que sélo se conservan

algunas cepas en ciertos centros de investigacion (4, 23, 133, 144, 151).

Grafica 1. Numero de ciudades con casos de viruela de 1967 a 1978

Ndmero de ciudades

(151).

Ciudades con casos de viruela por inmigracion

L Ciudades con casos de viruela endémica

INT  ME WY 1M I 1N INTI WP 19T Aio

Louis Pasteur y las vacunas de microorganismos atenuados

En el siglo XIX diversos cientificos contribuyeron al desarrollo de la

medicina y la biologia, proponiendo la existencia de los microorganismos y

estableciendo su relacion con diferentes enfermedades infecciosas; a tal

respecto, destaca Louis Pasteur, a quien algunos consideran el padre de

la bacteriologia y que, ademas, descubrié la posibilidad de modificar

11



artificialmente la virulencia de los agentes infecciosos para usarlos como

fuentes de proteccidn hacia los originales (16, 62, 86).

En 1879, Pasteur cultivdo exitosamente al bacilo responsable del coélera
aviar (Pasteurella multocida) y demostr6 cémo se podia provocar la
enfermedad, al inyectar en aves una suspension pura del microorganismo
en cuestion. Después de varios experimentos, describid que los animales
podian resistir a la enfermedad si se les inoculaba al agente causal
previamente atenuado; la atenuacidn resultdé posible exponiendo los
cultivos a una cierta cantidad de aire durante periodos de tiempo
determinados y el cientifico concluyé: “la posibilidad de hacer a los
animales menos susceptibles a la forma virulenta de un microorganismo,
es poniéndolos en contacto con la forma atenuada de este ultimo” (16,

25,116).

Pasteur también trabajoé con antrax, una enfermedad de borregos, vacas y
otros animales que excepcionalmente infecta al humano; primero cultivo al
agente etiologico Bacillus anthracis, a una temperatura de 42-43°C por dos
semanas, lo que dio como resultado la pérdida de su virulencia. Realiz6
una demostracion publica: inoculd bacilos atenuados a una parte del lote
utilizado —constituido por 24 ovejas, 1 cabra y 4 vacas— y, unas semanas
después, les administré microorganismos originales de antrax a todos lo
animales: los no vacunados murieron, mientras que los inmunizados

previamente permanecieron sanos (16, 25, 66, 116,133).

12



En cuanto a la vacuna contra la rabia, Pasteur utilizé al virus atenuado,
obtenido a partir de la médula espinal de los animales infectados; sin
embargo, enfrentdé dos problemas: el agente causal no puede observarse
al microscopio Optico y la enfermedad tiene un amplio periodo de
incubacion. De cualquier manera, sus ensayos realizados en perros se
realizaron con éxito, previa deteccion de que la mejor via de administraciéon
de la vacuna era la intracerebral, la cual se llevaba a cabo previa
trepanacion (perforacion del craneo); la virulencia podia ser atenuada
exponiendo la médula espinal de conejos infectados al aire seco estéril. El
6 de julio de 1885 inoculd exitosamente la vacuna al nifio Joseph Meister,
lo que establecié que la rabia fuera erradicada de la mayor parte de los
animales domésticos y que el ser humano contara con un antidoto contra

el padecimiento (16, 21, 25, 116, 151).

Las observaciones realizadas por Pasteur terminaron por destacar la
importancia de la respuesta inmune, permitieron entender los principios
generales de la vacunacién y abrieron la posibilidad de introducir las
vacunas inactivadas, lo que representé un incremento en la seguridad de

los inmundégenos empleados.

13



Bacilo de Calmette y Guerin (BCG)

Esta vacuna representa una notable excepcion desde el punto de vista de
que se emplea para tratar de controlar patégenos intracelulares; en otras
palabras, el bacilo de la tuberculosis (TB) es la unica bacteria intracelular
de gran trascendencia contra la cual existe una vacuna de amplia
utilizacién mundial: la BCG, constituida por microorganismos atenuados y
considerada uno de los mayores éxitos de la vacunologia, desde su
aparicion en los inicios del siglo XX. Camille Calmette, fisico microbidlogo,
y Alphonse Guerin, médico veterinario, trabajaron arduamente en su
desarrollo y, en 1906, descubrieron que la especie Mycobacterium bovis,
agente causal de la TB en bovinos, era estructural e inmunoldégicamente

parecida al complejo M. tuberculosis y podia ser cultivada en el laboratorio.

En primer lugar, obtuvieron una cepa atenuada estable, incapaz de causar
TB: mediante subcultivos sucesivos (213 veces en 13 afios) en un medio
enriquecido con bilis de res, transformaban la capacidad patogénica de un
bacilo tuberculoso aislado originalmente por Edmond Nocard y después de
realizar diversos ensayos, pudieron comprobar su inocuidad (16, 36, 66,

116,151).

En 1921, se llevo a cabo el primer ensayo clinico realizado en humanos, en
un hospital de Paris que atendia a los recién nacidos asociados a familias
infectadas con TB y que, por lo tanto, estaban sometidos a un alto de
riesgo de contagio; la eficacia de la vacuna se demostré al disminuir la

mortalidad de los mismos. Por otra parte, uno de los numerosos debates

14



relacionados con esta vacuna se presentd en Alemania: al enviarse una
cepa al Hospital de Lubeck fue contaminada accidentalmente y, al serle
aplicada a un grupo de recién nacidos, les ocasion6é la muerte o TB
cronica. Al observar este problema, Calmette empezé a poner mayor
énfasis en la seguridad del cultivo y en la conservacion de la cepa.
Actualmente, después de haberse superado diversas dificultades, la
vacuna BCG es considerada como una de las vacunas empleadas mas
ampliamente aunque, con la secuenciacion del genoma del complejo M.
tuberculosis, se espera que se realicen modificaciones que generen una

mayor eficacia al producto vacunal (21, 36, 116).

Caracteristicas de una vacuna ideal

Las vacunas preparan al sistema inmune para su oportuna y vasta
respuesta cuando ingrese algun microorganismo o sus toxinas; desde el
punto de vista inmunolégico, una vacuna ideal es aquella que imita a la
infeccion y/o a la intoxicacion natural, generando una respuesta inmune
especifica, eficiente, humoral y celular, la cual sea de largo plazo y sin la

necesidad de acompanarla con adyuvantes (167).

15



Adicionalmente, debe considerar las caracteristicas de obtencion y
preparacion del antigeno, ya sea mediante cultivos en el laboratorio,
sintesis quimica o biologia molecular pero, al margen de ello, ese antigeno
debe corresponder a un buen inmundégeno, capaz de inducir una respuesta
inmune de memoria dependiente de linfocitos T. En general, los antigenos
se pueden dividir entre los que desencadenan respuestas dependientes de

linfocitos T (TD) e independientes de linfocitos T (TI) (1, 15, 115).

Los antigenos TD son en su mayoria proteinas que inducen la formacién
de anticuerpos por los linfocitos B (previa interaccion de éstos con los
linfocitos T), dando lugar a una respuesta inmune duradera, humoral y
celular; son buenos inmundgenos, aun en menores de 2 afios y dejan

memoria inmunolégica (115).

Por su parte, los antigenos Tl suelen corresponder a moléculas de alto
peso molecular y con subunidades repetitivas, las cuales no originan una
respuesta inmune con memoria, ni requieren de los linfocitos T
cooperadores para estimular la respuesta inmune; frecuentemente se trata
de polisacaridos, ademas, se les puede clasificar en dos grandes grupos,
dependiendo de su interaccion con los linfocitos B: antigenos TI-1 y TI-2.
Los antigenos TI-1, tales como los lipopolisacaridos (LPS), son potentes
mitogenos de los linfocitos B; mientras tanto, los TI-2 consisten en
estructuras altamente repetitivas, como los polisacaridos bacterianos, que

s6lo activan linfocitos B maduros. En general, resultan inmundgenos
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débiles en menores de 2 afios, no dejan memoria inmunolégica y se

pueden transformar en TD al ser conjugados con proteinas (15, 115, 116).

Los esquemas de vacunacion contemplan la posibilidad de aportar
suficiente cantidad de antigeno al sistema inmune y a sus diferentes
poblaciones, para que se genere una cantidad vasta de linfocitos T y B; por
obvio, pretenden proveer proteccién temprana, por lo que numerosos
productos vacunales son administrados durante la infancia, aun cuando el

sistema inmune no ha madurado completamente (167).

Por lo que respecta a otras caracteristicas, las vacunas ideales deben ser
estables y seguras, no requerir de refrigeracion durante su
almacenamiento y distribucién, presentar los minimos efectos adversos,
desencadenar una vasta respuesta con una dosis minima de antigeno, facil
de administrarse y ser polivalentes, es decir, actuar ante la presencia de
varios microorganismos. Ademas, deben resultar econdmicamente
accesibles para permitir la implementacion de campanas de vacunacion
hasta en los paises en vias de desarrollo, en los cuales siguen muriendo
miles de personas por enfermedades que bien pueden ser prevenidas. La

tabla 2 resume algunas caracteristicas de una vacuna ideal (7, 74, 167).

Es importante aclarar que la cadena o red de frio es el sistema que permite

mantener y conservar las vacunas dentro de ciertos rangos de

temperatura, a fin de garantizar su inmunogenicidad, manejo, transporte y
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distribucion, a partir de su salida del laboratorio y hasta el lugar en donde

seran aplicadas (179).

Tabla 2. Factores necesarios para considerar a una vacuna
como exitosa (167).

Factor Requisito

Eficacia Inducir altos niveles de inmunidad con una
duracién adecuada.

Disponibilidad | EI antigeno debe ser facil de cultivar en
grandes volumenes.

Estabilidad Permanecer estable bajo condiciones
climaticas extremas.

Bajo costo Para implementar fuertes campafas de
vacunacion.
Seguridad Carecer de patogenicidad.

Vacunologia inversa

El desarrollo de vacunas ha mostrado un notable progreso desde que
Jenner y Pasteur comenzaron con las primeras investigaciones; aun
cuando en la actualidad existen numerosos patogenos que afectan la salud
publica en todo el mundo, también se deben considerar los recientes
avances en los campos de la biologia molecular, biotecnologia y
bioinformatica, asi como, los interesantes conocimientos sobre la relacidn
hospedero-patéogeno y el funcionamiento de la respuesta inmune, ya que

ello ha permitido el desarrollo de nuevas herramientas para el disefio
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racional de las vacunas, incluidos los microorganismos recombinantes,
vectores bacterianos o virales, péptidos sintéticos y polisacaridos (2, 71,

108, 135,159).

La metodologia convencional para el desarrollo de vacunas se basa
generalmente en la atenuacion de los agentes causales mediante cultivos
seriados 0, mas recientemente, a través de la identificacion de las
determinantes antigénicas de superficie para el desarrollo de vacunas de
subunidades; en ambos casos se requiere el conocimiento de los factores
de virulencia y la caracterizacion de la respuesta inmune. Con relacion al
procedimiento, el microorganismo debe ser cultivado bajo diversas
condiciones de laboratorio y, posteriormente, identificar sus componentes
antigénicos, los cuales son extraidos y purificados, antes de demostrarse
su capacidad para inducir la respuesta inmune. Lo anterior se ejemplifica

en la figura 1 (135, 160, 175).

Esta metodologia requiere de tiempos relativamente prolongados y las
cantidades purificadas del antigeno deben ser suficientes para realizar las
pruebas correspondientes. Por otra parte, auque se llegara a demostrar
una alta eficacia en la induccién de la respuesta inmune en el laboratorio,
ello no aseguraria buenos resultados dentro del hospedero, por lo que el
proceso global es tan lento, que habitualmente tarda décadas en aportar
los resultados positivos que se buscan; ademas, todo se complica
ostensiblemente cuando el microorganismo involucrado es un parasito

obligado que no puede ser cultivado en el laboratorio (159).
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Figura 1. Método convencional asociado al
desarrollo de vacunas (2).
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La posibilidad de determinar la secuencia gendémica de una bacteria en
poco tiempo, asi como los notables avances en inmunologia vy
bioinformatica, han revolucionado enormemente el campo de Ila
vacunologia, ya que actualmente se pueden identificar numerosos
antigenos potenciales para el desarrollo de vacunas, sin la necesidad de
que el agente causal sea cultivado en el laboratorio. La metodologia
anterior se ha denominado “vacunologia inversa” (reverse vaccinology) y
sus pasos mas importantes se ilustran en la figura 2. La bioinformatica

representa una herramienta muy util, la cual ha evolucionado rapidamente,

20



al aplicarse en la interfase entre la biologia y el almacenamiento de bases
de datos, algoritmos computacionales y analisis de datos. De esta manera
se ha logrado reconocer proteinas antigénicas y, con ello, disminuir tiempo
y costos, encontrandose soluciones para enfermedades en la cuales la

metodologia convencional habia fallado (116, 165, 171, 175).

La secuencia gendmica de Haemophilus influenzae publicada en 1995,
permitié descubrir antigenos potenciales para el desarrollo de una vacuna.
Recientemente, la secuenciacion del genoma de Plasmodium falciparum vy
de su vector, Anopheles gambiae, ha abierto nuevas esperanzas para
obtener una vacuna efectiva contra el paludismo y, en la actualidad, se
cuenta con alrededor de 172 secuencias genomicas completas de
microorganismos patdégenos y mas de 400 se encuentran en vias de ser
secuenciadas. Por obvio, toda esta informaciéon genética podra ser utilizada
para analizar proteinas microbianas significativas, comparar las secuencias
gendmicas entre bacterias patdégenas y comensales y, desde luego,
identificar los genes relacionados con diversas enfermedades (76, 116,

135, 171, 175).

21



Figura 2. Vacunologia inversa (2).
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La virulencia de un microorganismo puede definirse como su capacidad
para producir enfermedad y/o muerte en hospederos susceptibles, lo que
implica una actividad coordinada de varios genes. La capacidad de las
bacterias patdégenas para adherirse a los tejidos y colonizarlos resulta
esencial para iniciar la infeccion y desarrollar la enfermedad; estas
moléculas de adhesion, asi como numerosas proteinas extracelulares (mas
accesibles a los anticuerpos que las proteinas intracelulares), representan
factores de virulencia candidatos para el desarrollo de vacunas previo
estudio en modelos experimentales in vivo. Sin embargo, actualmente
existen numerosos algoritmos computacionales que permiten identificar
proteinas provenientes de secuencias gendmicas de un banco de datos; a
este respecto, es claro que aunque no todas las moléculas proteicas
implicadas son extracelulares, ni se situan en la superficie de las células

microbianas, su existencia significa un avance importante (76, 135).
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De acuerdo con lo antes sefalado, el éxito de la tecnologia gendémica en el
desarrollo de vacunas depende en gran medida del criterio de seleccién de
antigenos; éste se realiza mediante el analisis in silico, el cual consiste de
varios pasos: en primer lugar, se predicen productos proteicos via un
analisis de segmentos de ADN con regiones codificadoras, usando bases
de datos y programas de computacién; en segundo lugar, se predicen las
fases de lectura abierta (ORF), las cuales contienen la informacién
necesaria para llevar a cabo la transcripcion del ARN y se emplean para
identificar los segmentos de ADN con regiones codificadoras. El tercer
paso consiste en la identificacion de la localizacion celular de las proteinas;
las bases de datos son usadas para predecir las caracteristicas asociadas
a la superficie bacteriana, tales como proteinas extracelulares,
aminoacidos aromaticos en el C-terminal de la proteina o motivos
Leu(Ala/Val)-Leu-Ala(Ser)-Gly(Ala)-Cys en el N-terminal de las

lipoproteinas (111, 116, 135).

El analisis in silico da como resultado la seleccién de un gran numero de
genes, cubriéendose mas del 25% del numero total de ORFs en el genoma;
el uso de la robdtica y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
permite su clonacion y expresion. Posteriormente, se analizan las
proteinas; dependiendo de su localizacion, la purificacion de las proteinas
recombinantes se realiza por cromatografia de afinidad, lo que se
complementa llevando a cabo la inmunizacion correspondiente en ratas

para observar la capacidad para inducir la respuesta inmune. La
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vacunologia inversa identifica nuevos antigenos que no se pueden
reconocer mediante metodologias convencionales y ha sido utilizada
exitosamente en patogenos tales como Streptococcus pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae y Staphylococcus aureus. La tabla 2 muestra una
comparacién entre la metodologia convencional y la gendémica en el

desarrollo de vacunas (111, 116, 135).

Tabla 2. Metodologias convencional y genémica
en el desarrollo de vacunas (159).

Metodologia Convencional

Vacunologia inversa

indispensables.

indispensables.

El microorganismo debe ser|El microorganismo puede ser
cultivado en el laboratorio. cultivado en el laboratorio o no.

Los antigenos son expresados in | Los antigenos pueden ser
vitro. expresados in vitro e in vivo.

Los modelos animales son|Los modelos animales son

La vacuna se constituye de
componentes estructurales de
los microorganismos.

La vacuna se puede constituir de
componentes no estructurales de los

microorganismos,
proteinas de virus.

incluyendo

Los polisacaridos pueden ser
utilizados como antigenos.

Los antigenos de naturaleza no
proteica, no pueden ser utilizados

como vacunas.

Pueden identificarse inmunogenos

débiles.
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Un ejemplo relativo a la aplicacion exitosa de la vacunologia inversa incide
en el desarrollo de la vacuna contra Neisseria meningitidis serotipo B
(MenB), bacteria capsular Gram-negativa. En 1960, las vacunas consistian
de polisacaridos purificados, contra los serotipos A, C, Y y W135, las
cuales resultaban altamente efectivas en adultos. Posteriormente, los
polisacaridos fueron unidos a proteinas acarreadoras y generaron una
vacuna contra el serotipo C, efectiva en nifos y recién nacidos. Sin
embargo, no existia una vacuna contra el serotipo B, agente causal del 32
al 80% de las enfermedades meningocdccicas, ya que los polisacaridos
capsulares correspondientes son de una composicién quimica idéntica a
otros presentes en ciertos tejidos humanos. Ese problema radicaba en la
identificacion de antigenos, pero empezé a resolverse cuando se
determind la secuencia genémica completa de la cepa virulenta MC58 del
MenB (2,152 genes): mediante un anadlisis por computadora se
identificaron los genes que codifican para 650 proteinas de superficie, de
las cuales el 50% fueron expresadas y purificadas en Escherichia coli.
Todas las proteinas fueron utilizadas para inmunizar ratones y, con ello,
comprobar su actividad bactericida y determinar su localizacion celular,
dando como resultado 25 proteinas de superficie, las cuales lograron
inducir anticuerpos especificos contra la bacteria y, obviamente, sentaron

las bases para el desarrollo de una vacuna (77, 83, 135, 159, 160).
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Problemas éticos, sociales y econémicos de la vacunacion

Sin lugar a dudas, la vacunacién ha tenido un gran impacto dentro de la
sociedad, ya que ha disminuido muy notablemente la frecuencia de
diversas enfermedades infecciosas. No obstante, en cierto modo podria
afirmarse que las vacunas tienen un gran competidor dentro de la industria
farmacéutica en lo referente a la produccion de antibiéticos, la cual resulta
una opcién mas viable desde el punto de vista econdmico, aunque implica
un serio riesgo consistente en el incremento de la resistencia en los
microorganismos. Ello se acrecienta en los paises subdesarrollados cuyos
pobladores padecen mas las diversas enfermedades infecciosas (116,

144).

Cabe sefialar que las vacunas pediatricas han prevenido cerca de 3
millones de muertes en todo el mundo, protegiendo a mas de 750,000
nifos, lo que obliga a que los requisitos para su fabricacion incluyan un
riguroso control de calidad que garantice su seguridad y eficacia; ésto
incrementa los costos de produccion, lo cual sumado a los costos de
investigacién y a las fases clinicas de desarrollo de una vacuna representa
un gran problema en la innovacion, redituando faltas en el suministro y, en

algunos casos, hasta cambios en los esquemas de vacunacion (144).

En las vacunas, los problemas asociados a seguridad han ocurrido desde
la aparicion de los primeros productos y en la actualidad contindan

significAndose como un reto indisoluble, al margen de que ningun producto
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alcanza el 100% de efectividad; en tal sentido, la poblacion no esta exenta
de los efectos adversos implicados, entre ellos, fiebre, malestar general y
dolor de cabeza y, desde luego, los individuos inmunocomprometidos son
los mas susceptibles. Adicionalmente, existen los errores de tipo operativo
tales como: contaminacion de la vacuna, aplicacién inadecuada de la
inyeccion, problemas en la cadena de frio y errores en la dosificacion,
diluciéon o administracién del inmundgeno, lo que obliga a buscar nuevas

estrategias en el desarrollo de las vacunas (4, 23, 40, 186).

Desafortunadamente, los beneficios que las vacunas brindaron durante
siglos frecuentemente fueron minimizados, debido a aspectos tales como
los antes mencionados. Un problema actual consiste en la presencia de
timerosal en vacunas pediatricas: diversas publicaciones sefalaron que
dicho conservador derivado del mercurio podia presentar efectos
potenciales en el desarrollo neuroldgico; sin embargo, un estudio muy
completo confirmo6 que el timerosal era eliminado rapidamente y que las
concentraciones que alcanzaba en la sangre estaban por debajo de los
niveles asociados a efectos toxicos. No obstante esto ultimo, ocasioné que
todas las vacunas que contenian este compuesto fueran consideradas
como poco seguras y, consecuentemente, se presentaron faltantes en el
suministro afectando a varios nifios. Los riesgos de la falta de vacunacion
no se pueden percibir inmediatamente pero resultan mayores, por lo que
un gran desafio reside en lograr que la comunidad acepte “dafios menores”

relativos a los efectos adversos (56, 144, 198).
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Por otra parte, las empresas farmacéuticas practicamente han abandonado
la produccion de nuevas vacunas, debido a los pocos ingresos monetarios
que genera esta clase de productos, en comparacién con otros
medicamentos. Por ejemplo, la vacuna pediatrica conjugada contra el
neumococo genera ingresos por un billén de ddlares anuales, mientras que
los medicamentos para el tratamiento de enfermedades cardiacas o los
que disminuyen los niveles del colesterol llegan a redituar cerca de siete
billones de ddélares anuales cada uno. La grafica 2 muestra un panorama
general del lugar que ocupa la produccion de vacunas en la industria

farmacéutica (116, 145).

Grafica 2. Produccion de vacunas durante el afno 2001
en la industria farmacéutica (116).

Vacunas: $6.9 Billones = 1.8%

‘ O Industriza

Total : $380 Billones

Otro factor que perjudica la produccion de vacunas consiste en los
problemas de regulacion, si bien es incuestionable que la normatividad

resulta indispensable para garantizar la seguridad del producto. En este
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contexto, el costo del desarrollo y de la produccion de vacunas es mas
elevado de lo que se deseara, debido a que se requieren estandares de
calidad muy altos; por ejemplo, el costo de las pruebas realizadas a una
vacuna contra el rotavirus oscila alrededor de los cuatrocientos millones de
dodlares, ya que el ensayo implica a 140,000 nifios para obtener el

prerregistro de venta (75, 116, 145).

Cabe sefialar que después de obtenerse el registro de venta de la vacuna
también se pueden presentar diversos problemas. En 1974, un
investigador aseguraba que la vacuna contra la tosferina habia causado un
dafio cerebral permanente a 22 nifos, o que provocd demandas por parte
de las familias perjudicadas. Durante el juicio, se argument6 que la vacuna
producia epilepsia, retraso mental, desdrdenes en el aprendizaje, coma y
algunos otros trastornos, sin que se presentara evidencia cientifica, por
parte de quienes acusaban. Para 1987, se habian llevado a cabo cerca de
800 juicios, con veintiun millones de dolares en pérdidas para las industrias
farmacéuticas que producian la vacuna. Posteriormente, se demostré que
la vacuna no causa ninguna alteracion de aquella indole, pero las

empresas ya habian desaparecido (4, 116).

Recientemente, se han creado nuevos programas que defienden a las
industrias farmacéuticas de las demandas que carecen de sustento
cientifico, lo que apoyara a organizaciones tales como GAVI (Alianza
Mundial para Vacunas e Inmunizacion) y el Fondo para Vacunas, las

cuales se sumaran a los recursos financieros provenientes de la ONU y la
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UNESCO, que buscan contribuir a la erradicacion de otras enfermedades

infecciosas mediante el desarrollo e innovacion en vacunas (4, 102, 144).

Por ultimo, uno de los problemas éticos de la actualidad consiste en la
realizacion de ensayos clinicos en seres humanos: si bien estos
procedimientos podrian justificarse, deberian realizarse con base en
protocolos mas rigurosos. La vacunacion ha generado muchas dificultades,
pero se ha aprendido de los errores y es preciso continuar educando a las
personas, subrayando que representa un método que ofrece grandes

beneficios, aunque su aplicacién involucre algunos riesgos (4).
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Il. TIPOS DE VACUNAS

Las vacunas se pueden clasificar con base en las caracteristicas de sus
componentes inmunogénicos: el término vacunas “clasicas” o
‘convencionales” se aplica generalmente a las constituidas por
microorganismos vivos (por lo regular atenuados) o inactivados, ya que en
la actualidad existen las confeccionadas por subunidades del
microorganismo y las fabricadas mediante ingenieria genética, a las
ultimas de las cuales se les denomina “vacunas de la tercera generacion”;

la tabla 3 incluye algunos ejemplos de las mismas (5, 159).

Vacunas constituidas por microorganismos vivos atenuados

Este tipo de vacunas induce inmunidad imitando el proceso infeccioso
ocasionado por el patégeno; de hecho, los antigenos son presentados en
su forma original, usandose formas atenuadas de los microorganismos, lo
que genera una respuesta inmune humoral y celular. Es decir, el
microorganismo puede replicarse por si mismo e infectar otras células, lo
cual le permite fungir como inmundgeno sin ocasionar la enfermedad (5, 9,

124).

Sin embargo, es importante considerar que una atenuacidon excesiva

podria limitar la replicacion, modificando la magnitud de la respuesta
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inmune, haciéndola inadecuada para proporcionar proteccion contra el

microorganismo “salvaje” (124).

Tabla 3. Composicion de algunas vacunas de interés (151).

Microorganismos | Microorganismos Proteinas Ingenieria
vivos atenuados muertos purificadas o Genética
completos polisacaridos
Siglo XVIII
Viruela
Siglo XIX
Rabia Tifoidea
Colera
Inicio del siglo XX
BCG Pertusis Difteria
Fiebre amarilla Influenza Tétanos
Rickettsia
Después de la
Segunda Guerra
Mundial Polio (IPV)~ Neumococo | Hepatitis B
Polio (OPV)’ Rabia Meningococo | Colera toxina B
Sarampidén Hepatitis A Hepatitis B Pertussis
Rubéola Colera Pertusis
Adenovirus Influenza
Varicella
Rotavirus

" OPV Vacuna de la Polio, via de administracion oral
IPV Vacuna de la Polio, via de administracion intravenosa

La atenuacidn corresponde a la parcial o total eliminacion de los factores

que provocan la enfermedad.

En tal sentido, la mutaciobn de un solo

nucledtido en un importante gen de virulencia puede concretar la

atenuacién completa del agente; aquella se obtenia en un principio por
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métodos quimicos o mediante sustancias mutagénicas y la secuencial
seleccion natural de las cepas mutantes. Otro procedimiento consistia en el
cultivo y la propagaciéon de los microorganismos bajo condiciones
adversas, a fin de que ocurriera la mutacion que modificara la virulencia de
la cepa pero no su inmunogenicidad. La figura 3 esquematiza el
procedimiento. Este tipo de métodos se realizaba en forma empirica, pero
generalmente se seleccionaban las cepas que habian sufrido
modificaciones en el genotipo, las cuales anulaban la patogenicidad; sin
embargo, el peligro potencial en algunos microorganismos reside en que
pueden revertir la mutacién, lo que estaria afectando drasticamente la
seguridad de la vacuna, sin duda un gran inconveniente para su empleo en

personas inmunocomprometidas (38, 109, 126, 151).

Desde el punto de vista inmunoldgico, este tipo de productos se pueden
considerar vacunas ideales, debido a que proporcionan una inmunidad
intensa, duradera, humoral y celular, sin la necesidad de refuerzos, en
virtud de su elevada inmunogenicidad; ademas, no requieren administrarse
junto con adyuvantes. En cuanto a sus desventajas destaca que para
producir la vacuna, el microorganismo debe ser -—inevitablemente—
cultivado en el laboratorio, aumentando su posible contenido en
contaminantes virales, asi como, el costo de almacenamiento vy
conservacion, ya que les es necesaria la cadena de frio, para garantizar la

viabilidad y eficacia vacunal (9, 124).
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Los métodos clasicos de atenuacién son por lo regular dificiles de controlar
o predecir; no obstante, se espera que el conocimiento de la
caracterizacion genética del agente, sentara las bases para una atenuacion
exitosa. Actualmente, estdn bajo investigacion mejores estrategias para
atenuar a los agentes etioldgicos, para lo cual es necesario conocer los
componentes microbianos, encontrar los genes que codifican para los
factores de virulencia e inducir mutaciones multiples o deleciones del gen
de interés, dependiendo de la especie. En otras palabras, es muy probable
el desarrollo de vacunas mas seguras en el futuro cercano, en
comparacién con las elaboradas por metodologias convencionales, ya que
la reversion de la virulencia resulta casi imposible. Por ejemplo, la vacuna
contra la fiebre tifoidea se obtuvo bajo este concepto, al evidenciarse que
la eliminacion del antigeno bacteriano O (localizado en la superficie del
lipopolisacarido) provocaba la atenuacion de Salmonella typhimurium

comprobable en un modelo murino (9, 118, 124, 164).

Figura 3. Vacuna de microorganismos atenuados (124).

Microorganismo
vivo atenuado
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Vacunas de microorganismos muertos o inactivados

Este tipo de vacunas utiliza al microorganismo completo inactivado
(bacteria, parasito o virus) para inducir proteccion inmunoldgica. El proceso
de inactivacion se realiza mediante tratamientos fisicos (calor) o quimicos
(formaldehido), por lo que el microorganismo no se puede reproducir o
replicar dentro del hospedero, lo que representa una ventaja, ya que no se
presenta el problema de reversion de la virulencia. Evidentemente, dichos
procedimientos no alteran la inmunogenicidad de las determinantes
antigénicas del microorganismo, lo cual resulta de vital importancia para
estimular la respuesta inmune, tal como lo subraya la figura 4; no obstante,
se debe cuidar la eleccion del agente inactivante, ya que una degradacion
excesiva podria comprometer la proteccién contra la enfermedad (9, 38,

124).

El problema con este tipo de vacunas radica principalmente en su eficacia,
ya que la inmunidad producida es menos intensa y duradera; de hecho, se
necesitan grandes cantidades de antigeno para estimular apropiadamente
al sistema inmunoldgico, lo que representa una desventaja desde el punto
de vista econémico. Ademas, el incremento de la dosis antigénica puede
ocasionar efectos adversos, tales como los debidos a las endotoxinas

presentes en las bacterias Gram negativas (38, 124, 164).

Unicamente las vacunas de esta clase contra la tifoidea y la tosferina han

seguido en uso. Es importante mencionar que la vacuna contra la polio
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compuesta por una mezcla de virus atenuados (mas efectivos pero menos
seguros) e inactivados (menos efectivos pero plenamente seguros),
representa un proyecto muy interesante y se podria estar aplicando en el
futuro. De cualquier manera, las vacunas inactivadas suelen inducir una
respuesta inmune humoral y no de linfocitos T citotoxicos (CTLs), la ultima
de las cuales se requiere para neutralizar las infecciones intracelulares.
Adicionalmente, los refuerzos y la presencia de adyuvantes les es obligada

para desencadenar una respuesta inmune adecuada (38, 124).

Figura 4. Vacunas de microorganismos inactivados (124).
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Vacunas de subunidades

Un parasito o bacteria suele contener varias determinantes antigénicas

(epitopos) que no participan en la respuesta inmune, e inclusive, algunas

de ellas podrian suprimir dicha respuesta, mediante la presencia de
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inhibidores de la inmunidad o tal vez ocasionar problemas de
hipersensibilidad al ser administradas como parte de la vacuna

correspondiente (1, 5).

Por tales motivos, durante 70s y los 80s se introdujeron vacunas
constituidas por proteinas purificadas o polisacaridos capsulares, a las que
se les denominé “vacunas de subunidades” por estar conformadas con una
parte de los microorganismos o de las sustancias excretadas por ellos, tal

como lo ilustra la figura 5 (5, 38, 152).

Las vacunas de subunidades incluyen polisacaridos, proteinas o péptidos,
los cuales son preparados frecuentemente mediante la tecnologia del ADN
recombinante o via sintesis quimica. Los epitopos reconocidos por sus
anticuerpos homoélogos estan restringidos a ciertas zonas de las proteinas
o los carbohidratos presentes en la superficie del agente causal (5, 38,

152).

En este aspecto, la capsula de ciertas bacterias corresponde a uno de los
factores de virulencia mas importante, ya que protege a la célula
bacteriana de la fagocitosis; sin embargo, dado que esta compuesta por
unidades quimicas repetidas -las cuales son diferentes para cada
especie— y que cada monomero consta de una combinacion de
monosacaridos, grupos fosfato y pequefias moléculas organicas, es

frecuente que dicho material no resulte un buen inmundgeno (119).
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En otras palabras, las vacunas “capsulares” contra Haemopohilus
influenzae tipo b (Hib), 5 serotipos de meningococos y mas de 90 serotipos
de Streptococcus pneumoniae han sido un verdadero éxito, aunque son
parcialmente efectivas en ninos menores de 2 afios y no pueden inducir la

activacién de los linfocitos B de memoria (152, 164, 167).

Figura 5. Vacunas de subunidades (124).
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O N=.i

La baja inmunogenicidad de los polisacaridos se ha venido mejorando
cuando se unen estas moléculas a proteinas transportadoras —mediante
enlaces covalentes—. A los productos obtenidos se les ha llamado “vacunas
conjugadas” y, tal como se observa en la figura 6, dicha union convierte al
polisacarido en un antigeno TD, lo que lo capacita para generar una
inmunidad celular con linfocitos T de memoria, asi como una persistente

repuesta humoral (115, 116, 152, 164).
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Ciertamente, la introduccion de los antibidticos termind por detener el
desarrollo de este tipo de vacunas, pero las fallas terapéuticas y el
surgimiento de las cepas resistentes han vuelto a interesar a los expertos

en ellas y en su importante papel profilactico (151).

Algunos de los principales problemas de las vacunas conjugadas residen
en la selecciéon de la proteina acarreadora, la cual puede afectar la
respuesta inmune, la frecuencia de la inmunizacién, la dosis y los costos
globales del producto. Diversas proteinas, incluidas el pili bacteriano, las
proteinas de membrana externa y los toxoides, pueden ser utilizadas para
llevar a cabo el proceso de conjugacion; no obstante, las propiedades
fisicas y quimicas de las toxinas pueden modificarse sustancialmente y

afectar el proceso (115,116, 164).

Las proteinas derivadas de las toxinas del tétanos y la difteria han
resultado acarreadoras exitosas en animales y humanos, aunque pueden
desencadenar problemas de hipersensibilidad, supresion de la respuesta

inmune o la aparicién de anticuerpos en su contra (115).

Si bien existen numerosas técnicas para realizar la conjugacion de
moléculas bio-organicas que incluyen carbohidratos y proteinas, debe
cuidarse que no ocurra la desnaturalizacion proteica o la hidrélisis del
carbohidrato, poniendo especial énfasis en los diversos parametros de

reaccion tales como el pH, temperatura, tiempo y reactivos quimicos. Por
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otra parte, la desconjugacién durante el almacenamiento podria provocar

una disminucién en la inmunogenicidad (116).

Algunos ejemplos de vacunas conjugadas, son: la meningocdccica
(Neisseria meningitidis), la neumocdccica (Streptococcus pneumoniae) y la
primera generacion de vacunas frente al Haemohilus influenzae tipo b (32,

53, 69).

Figura 6. Vacunas conjugadas (124).
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Las técnicas del ADN recombinante, la clonacion y la secuenciacion han
permitido determinar la exacta secuencia de aminoacidos en diferentes
antigenos y, actualmente, se estan sintetizando péptidos, que al ser
utilizados como vacunas ofrecen grandes ventajas en términos de pureza,
costo de produccion, almacenamiento, estabilidad y alta especificidad, al
margen de que resultan muy efectivos en cuanto a la etapa de

presentacion via los MHC de las clases | y Il (164).

40



Sin embargo, algunos son menos eficientes en cuanto a la estimulacion de
la respuesta humoral, problema que se esta intentando combatir con la
incorporacion de proteinas acarreadoras y el uso de adyuvantes. Ademas,
dado lo pequefio de su tamafo, podrian insertarse facilmente en otras

proteinas virales, sin modificar su estructura (38, 74, 118).

Otra de sus desventajas consiste en la dificultad para simular la
conformacién antigénica original, encontrada en numerosos patégenos,
debido a que la estructura tridimensional de las proteinas es la responsable

de su actividad bioldgica y, desde luego, antigénica (114).

Las vias de administracion que han resultado efectivas en la aplicacion de
esta clase de vacunas, son: la intranasal, oral y la liberacion intradérmica.
Con respecto a las perspectivas para su manufactura, es claro que ofrecen
la posibilidad de pasar del campo experimental al farmacéutico, pues
realizar cultivos a gran escala es poco practico, cuando se le compara con

el desarrollo de péptidos sintéticos (9, 164).

En general, el proceso implicado consiste en seleccionar péptidos que
sean importantes para el agente causal en el establecimiento de las
enfermedades infecciosas correspondientes. lIdealmente, este tipo de
vacunas deberan contener epitopos para linfocitos B —importantes para
inducir una repuesta humoral- y epitopos para linfocitos T —para inducir la
reproduccion de linfocitos T cooperadores y CTLs—; el enfoque anterior se

asociaria a incrementos de la especificidad para cada patdégeno, no
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induciria reacciones cruzadas con antigenos propios y originaria una
inmunidad duradera, sin la necesidad de refuerzos. Ademas, las citocinas
pueden ser empleadas como adyuvantes, lo que generaria efectos
sinérgicos con IL-2, GM-CSF o TNF-a en la respuesta de CTLs (como los
que se pretenden en algunas vacunas peptidicas contra el HIV) (5, 9, 38,

74,118, 171).

Una nueva variante ha surgido en relacibn con algunas vacunas
lipopeptidicas; éstas no requieren de un adyuvante adicional y han
resultado muy interesantes; en particular, la modificacién de los péptidos
sintéticos derivada de la envoltura de HIV-1 y en la cual se inserté un
lipopéptido, dio lugar a sustancias capaces de inducir una respuesta de

CTLs en ratones, sin la necesidad de utilizar adyuvantes (5, 20, 118, 171).

Vacunas con toxinas inactivadas (toxoides)

La produccion de toxinas bacterianas es responsable de un importante
grupo de enfermedades, entre las cuales se cuentan el cdlera, la tosferina
y el antrax. Cuando una bacteria produce algun padecimiento con base en
la produccion de exotoxinas, la purificacion e inactivacion quimica o
genética de estas ultimas ha llegado a originar vacunas altamente
efectivas. Dos de ellas, la tetanica y la diftérica estan constituidas por
toxinas a las cuales se inactivd mediante un tratamiento quimico, que no

destruye a las principales determinantes antigénicas (consultar la figura 7).
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La inmunizacién con dichos toxoides desencadena la produccion de
anticuerpos que neutralizan a la toxina mediante el bloqueo y modificacion

del sitio activo (76, 151, 167).

En el caso del cdlera, la fraccion B de la toxina no es toxica; ésta es
producida por ingenieria genética para aplicarla como parte de una nueva
vacuna, la cual pretende interferir la unién de la toxina con sus células
“blanco” de la mucosa intestinal. Por su parte, el antrax no corresponde a
una enfermedad relevante en humanos, pero el eventual inicio de una
guerra biolégica o de ataques bioterroristas mantiene el interés en el
desarrollo de alguna vacuna; el antigeno mas importante deriva de una
proteina de la toxina, conocida como antigeno protector (AP), la cual ha
proporcionado resultados satisfactorios, al proteger a animales y humanos

contra el antrax cutaneo (76, 151).

Figura 7. Modificacién de una toxina en toxoide (167).
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Vacunas anti-idiotipo

Este tipo de vacunas se basan en el hecho que los idiotipos o estructuras
antigénicas presentes en la regién variable (V) de los anticuerpos,
funcionan a su vez como antigenos; por tal motivo, pueden inducir una
respuesta de otros anticuerpos, los cuales se denominan anti-idiotipicos

(consultar figura 8) (1, 115, 116).

En general, una ventaja de las vacunas anti-idiotipo es la de inducir una
respuesta inmune con memoria, ademas, resultan de gran utilidad contra
agentes patdgenos con alto grado de mutacién, por ejemplo el virus de la
gripa; sin embargo, su principal desventaja es la de requerir varias dosis

de refuerzo para generar una inmunidad mediada por células T (115, 116).

Figura 8. Vacunas anti-idiotipo (164).
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Vacunas del ADN recombinante

Las nuevas metodologias relacionadas con el desarrollo de vacunas no se

basan en la utilizacion de microorganismos completos, sino en el uso de

moléculas de ADN recombinante; en esta categoria destacan:

El uso de la tecnologia de ADN recombinante para la produccion de
antigenos de bacterias, plantas o células animales. En primer lugar, se
identifica la proteina que genera una respuesta inmune protectora y se
localiza el gen que codifica para su sintesis; este se secuencia y se
produce mediante técnicas de ingenieria genética, posteriormente, el
ADN se liga a un vector apropiado y se introduce en otro
microorganismo que lo produce en grandes cantidades. En 1986, la
primera vacuna recombinante de subunidades del antigeno de
superficie de la Hepatitis B, producido en Saccharomyces cerevisiae,

obtuvo su registro de venta (118, 124).

El uso de la tecnologia de ADN recombinante para modificar
microorganismos vivos: mediante mutaciones o deleciones de los

genes responsables de la etiologia de la enfermedad (118).

El uso de vacunas de ADN desnudo, consistentes en un plasmido de
ADN en el cual se encuentran los genes de interés contra un agente

patégeno (118).

La utilizacién de péptidos sintéticos (124).
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La produccién de vacunas recombinantes sintéticas, las cuales se
basan en la union de oligonucledtidos sintéticos que codifican para
epitopos importantes, insertados en un vector adecuado para su

expresion (5).
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lll. VACUNACION CON ADN

La gran evolucion de los patdégenos se ha basado esencialmente en el
perfeccionamiento de los diversos mecanismos a través de los cuales evaden
al sistema inmune del hospedero, situacién que ha venido complicando la
innovacion y el desarrollo de vacunas via las herramientas que se aplicaban

anteriormente.

En este contexto, la vacunacibn con ADN representa una novedosa y
prometedora estrategia que podria significar la respuesta requerida para
neutralizar o  prevenir numerosos padecimientos asociados a
microorganismos, especialmente virulentos que incluyen a parasitos

intracelulares estrictos y facultativos.

i. Bases fundamentales de la vacunacién con ADN

Hasta hace algun tiempo, se pensaba que la inoculacién de ADN exdgeno al
interior de una célula hospedera implicaria la hidrdlisis inmediata de dicha
molécula por parte de las ADNasas celulares. Sin embargo, interesantes
investigaciones realizadas por J. Wolf y cols demostraron lo contrario,

inyectando plasmidos de ADN por via intramuscular en ratones (89, 137).
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Los plasmidos implicados contenian los siguientes genes informadores®:
cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), luciferasa y beta-galactosidasa (B-gal),
para proteger a dichos pladsmidos de la degradacién enzimatica, éstos se
recubrieron con lipidos catidnicos, aunque solo en el “lote problema”, ya que
también se trabaj6é paralelamente con un “lote control” al que se le administré
el ADN desnudo. Tedricamente, la expresion de los genes resultaria mayor en
el “lote problema”, aunque ello resulté superior en el “grupo control”, sin que
pudiera establecerse la razén; por obvio, lo antes descrito sentd un
precedente particularmente util en el campo de la vacunacion con ADN (99,

187).

Las vacunas de ADN, también denominadas vacunas génicas,
polinucleotidicas o de &cidos nucleicos® (ADN o ARNm), se conforman por
plasmidos de ADN (pADN) que contienen al gen o genes de interés,
localizados comunmente mediante vacunologia inversa. Una vez que se
inocula ocurre la transfeccion hacia los diferentes tipos de células del
hospedero, lo que implica que el ADN exdégeno alcance el citoplasma de las
células “blanco” y, secuencialmente, el nucleo, en donde tiene lugar la
transcripcion, con la participacion de la ARN polimerasa Il y de otras proteinas
accesorias presentes en la propia célula hospedera; por ultimo, el ARNm es

traducido para dar lugar a la proteina correspondiente. El procedimiento

! Los genes informadores (del inglés reporter gene) codifican proteinas con actividad
enzimatica, las cuales al ser medidas permiten realizar un andlisis sencillo de los cambios
transcripcionales.

2 Nomenclatura utilizada por la OMS
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general se resume en la figura 9 y los detalles seran descritos en los capitulos

posteriores (9, 65, 157).

Tal como se ha venido mencionando, la inmunizacion con &cidos nucleicos
incluye la posibilidad de administrar ADN o ARNm; no obstante, el uso de
vacunas conformadas por ARNm tiene una aplicacion limitada, habida cuenta
que su vida media es corta, lo que determina una baja efectividad en cuanto a

la induccion de la respuesta inmune (113).

Por el contrario, varios estudios realizados en modelos animales han
demostrado ampliamente la eficacia de las vacunas de ADN desnudo, aunque
esos promisorios resultados no han podido extenderse a los seres humanos.
Es precisamente este topico el que se encuentra sujeto a varios estudios
tendientes a solucionar el problema y al cual se asocia la busqueda de la
optimizacion de sistemas de liberacion, el establecimiento de las vias de
administracion mas adecuadas, la potenciacion de la expresion del antigeno
implicado, el conocimiento de los mejores esquemas de inmunizaciéon y los

adyuvantes apropiados.
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Figura 9. Esquema general de la vacunacion con ADN (149).
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La vacunacion con ADN desencadena una respuesta inmune humoral y una
inmunidad mediada por células (CMI), con participacion de linfocitos T CD4" y
CD8", e inclusive, no implica riesgos de reversion de la patogenicidad, tal
como ocurre con las vacunas atenuadas. Légicamente, este método de
inmunizaciéon podria cambiar el concepto de profilaxis y abre las puertas al
posible tratamiento de varias enfermedades, cuya erradicacion es
particularmente complicada. La tabla 4 muestra un comparativo entre las

diferentes estrategias de vacunacion. (81, 113, 167).

50



Tabla 4. Comparacion de las estrategias actuales de vacunacion (81).

Tipo de Microorganismos | Microorganismos Proteinas Vectores Péptidos ADN
vacuna atenuados inactivados recombinantes | recombinantes sintéticos
El agente El gen que Los genes que
patdgeno es El agente codifica la El gen de Se sintetizan codifican
cultivado bajo patdgeno es proteina virulencia se péptidos, los proteinas
Produccion condiciones inactivado con antigénica es | inserta en virus cuales se antigénicas,
extremas, hasta productos expresado en o bacterias unen con son insertados
obtener cepas no | quimicos o calor bacterias o atenuadas acarreadores en un
virulentas levaduras plasmido
Dosi : . . . .
osis de No Si Si Si Si Posiblemente
Refuerzo
- No mu Estable
Estabilidad No muy estable Estable Estable establg Muy estable
Tipo de Humoral y Humoral y Humoral y
Repuesta Humoral y celular Humoral Humoral
: celular celular celular
inmune
: El vector
Puede revertir a uede revertir
Reversion su forma No No P No No
) a su forma
virulenta :
virulenta
Adyuvantes No Si Si No Si No
Vacunacion
neonatal No No No No No Si
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ii. Plasmidos, componentes esenciales de las vacunas de ADN

Por lo general, las vacunas de ADN estan constituidas mayoritariamente por
algun pldsmido, lo cual hace necesaria la presencia de ciertos elementos para
su debido funcionamiento. Naturalmente, dichos plasmidos tienen que
producirse utilizando técnicas de ingenieria genética; sin embargo, se han
tomado como referencia algunos plasmidos derivados de la bacteria

Escherichia coli (81, 187).

Los plasmidos son ADN circular de doble cadena, extracromosomicos y de
replicacion autébnoma, los cuales provienen de alguna bacteria
preferentemente inocua; es importante tomar en cuenta el hecho de que
pueden contener genes modificados genéticamente, a fin de incrementar la

eficacia vacunal (182).

La figura 10 muestra un plasmido circular, cerrado covalentemente y de doble
cadena, tal como los que se estan analizando para la elaboracion de vacunas
de ADN, por lo que incluye los elementos necesarios para llevar a cabo la
expresion de los genes dentro de las células hospederas. En este Ultimo

aspecto, destacan (79, 89):

e Un promotor eucariotico, correspondiente al sitio de unidén para la
ARN polimerasa Il y que, por lo tanto, es el responsable de que inicie

la transcripcion en las células de mamiferos.
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El sitio de clonacién, localizado generalmente corriente arriba del
promotor y que permite la insercidon de los genes en regiones en los

gue ha ocurrido un previo corte realizado por enzimas de restriccion.

Las secuencias finalizadoras de la transcripcion, que garantizan que
el ARNm sea terminado apropiadamente y brindan estabilidad a los
transcritos de ARN, entre ellas destacan las secuencias de poli A
derivadas del virus SV40. Dentro de las vacunas de ADN, estas
secuencias afectan los niveles de expresion de los genes, los cuales
incrementan  —Unicamente— al combinarse con secuencias

potenciadoras de la transcripcion (22, 64).

Los marcadores de seleccion, representados con frecuencia por
genes de resistencia a antibiéticos, los que facilitan la seleccion de
colonias adecuadas entre el cultivo bacteriano; son comunes los
genes asociados a ampicilina y kanamicina, ya que resultarian
apropiados para su uso en la clinica en virtud de su baja incidencia en
efectos adversos. Al contrario de los antibidticos B-lactamicos, por tal

razon, debe evitarse su utilizacion (52, 65).

El origen bacteriano de replicacién, un segmento util para que el

plasmido se pueda replicar en un sistema bacteriano. Por lo regular
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se elige al origen de replicacion ColE1 —encontrado en los plasmidos
pUC de Escherichia coli—, pues genera un gran numero de copias,

permitiendo un alto rendimiento de plasmidos purificados (22, 65).

e Las secuencias inmunoestimulatorias (ISS), entre las que destacan

los motivos CpG, los cuales se describen posteriormente

e Las secuencias de ADN que codifican para la sintesis del antigeno de
interés, sin duda la fraccion mas importante de nucledétidos, ya que su
expresion resulta indispensable para la prevencion de los

padecimientos.

Figura 10. Esquema basico de un vector asociado a vacunas de ADN (65).

A otor
Gen de resistencia a -~

antibioticos =
f? IREEON 2=
/ X ¥ onci
/’ i-Seeuencia
\ - “s‘al”
Origen de é Vector | Secuencia

replicacién r Vacuna de “blanco”

Q ADN
Motivos h,
CpG /

— reuy

Sefial de T\ |
terminacion J— ..*
Molécula Secuencia
coestimulatoria “blanco”

54



Si bien los plasmidos han venido representando los vectores de eleccion para
la elaboracion de vacunas de ADN, es importante tomar en cuenta que
algunas de sus caracteristicas limitan la eficacia vacunal; en este sentido,
deben sefalarse las largas secuencias que se requieren para la replicacion
bacteriana; la presencia de uno o mas genes de resistencia a antibidticos, que
podrian generar problemas de seguridad si los plasmidos terminan ingresando
a bacterias patogenas; y los motivos CpG, los cuales participan como
adyuvantes efectivos en algunas aplicaciones, pero contraproducentes en

otras (137).

iii. Regulacién de los plasmidos utilizados en vacunas de ADN

Evidentemente, los niveles de expresion génica de una vacuna de ADN se
correlacionan con el nivel de inmunidad obtenido. De esa misma manera, la
optimizaciéon de la estructura plasmidica representa una herramienta o
estrategia determinante para incrementar el potencial del producto profilactico
y, en tal contexto, a continuacion se mencionan algunos elementos que
resultan fundamentales para la regulacion de la expresion génica en los

plasmidos de ADN (9, 116, 182):
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e Promotores

Puesto que los niveles de inmunidad inducidos por las vacunas de ADN
dependen de la fuerza del promotor, la seleccion de éste resulta de particular
interés. En general, los promotores mas utilizados son de origen viral, aunque
los promotores tejido-especificos tales como los de la B-actina o creatinina
cinasa, también han generado buenos resultados; en este sentido, su
seleccion depende del tipo celular y del tejido en el que se pretende que tenga

lugar la expresion de los genes (10, 64, 81).

El promotor mas empleado hasta ahora es el perteneciente al citomegalovirus
humano (HCMV), ya que se ha comprobado que provoca altos niveles de
expresion génica —en comparacion con otros—, favoreciendo una vasta
respuesta humoral. No obstante, es preciso considerar que su actividad puede
disminuir en ambientes con altos niveles de TNF-a e INF-y, lo que representa
un grave problema, ya que numerosas enfermedades cursan con elevadas
proporciones de este tipo de citocinas inflamatorias; ademas, la respuesta
inmune inducida por los motivos CpG presentes en la estructura plasmidica,
llega a suprimir la actividad de los promotores virales. Otros promotores bajo
analisis son los de los virus SV40 (simian virus 40) y RSV (Rous sarcoma

virus) (153, 185).

56



e Motivos CpG

Las secuencias inmunoestimuladoras (ISS) se presentan en los plasmidos de
ADN bacteriano en forma de hexameros palindrémicos denominados
oligodesoxinucle6tidos (ODN); éstos, a su vez, contienen dinucle6tidos no
metilados, conocidos como motivos CpG (citosina-fosfato-guanina), los cuales
estan rodeados por dos purinas en la posicion 5 y dos pirimidinas en la
posicion 3. A este respecto, se ha observado que las purinas GA (en la
posicion 5’), las pirimidinas TC o TT (en la posicién 3’) y el hexamero 5'-
TGACGTT-3’ son las secuencias que aportan una mayor eficacia en cuanto a
la inmunoestimulacion ligada a los motivos antes sefialados; sin embargo, las
mas frecuentes son las secuencias GACGTT —en ratones— y GTCGTT —en

seres humanos— (74, 121, 139, 154).

Cabe aclarar que los motivos CpG se consideran un patrén molecular
altamente conservado en bacterias, responsable de estimular al sistema
inmune. Estas secuencias son mas frecuentes en el genoma procariotico,
donde las citosinas no estdn metiladas; a diferencia del ADN eucariético
donde su frecuencia es menor y las citosinas se encuentran metiladas en la
posicibn 5, lo que las hace inactivas desde el punto de Vvista
inmunoestimulador (consultar figura 11). En este sentido, la metilacion del
ADN puede considerarse como un sinénimo de represion transcripcional,

mediada por la formacién de una cromatina compacta (94, 98, 121, 200).
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Tomando en cuenta lo anterior, se piensa que el sistema inmune de los
organismos eucarioticos, ha evolucionado para reconocer las secuencias CpG
presentes en los genomas bacterianos; ya que su presencia es una sefial de
peligro, que induce una respuesta inmune innata para impedir la infeccién

(200).

Figura 11. Estructura de los motivos CpG metilados presentes
en el genoma humano(176).

5-(5m)CpG-3'

Con respecto a las secuencias CpG-ODN, se puede resumir lo siguiente:

. Sin los motivos CpG, los ODN no tienen un efecto importante sobre la

inmunogenicidad generada por las vacunas de ADN (116).
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. La potencia de las vacunas de ADN, debida al efecto de las
secuencias CpG-ODN, depende de la dosis de estas ultimas, aunque
no en forma proporcional; de hecho, aunque el nUmero de secuencias
CpG presentes en el plasmido puede incrementar la respuesta
inmune, también es preciso considerar que al aumentarse el tamafo
de la molécula plasmidica se limita o se impide su propia entrada a
las células hospederas. Asi, se ha observado que al introducirse 16
motivos CpG adicionales a la estructura plasmidica, se obtiene una
mucha mayor respuesta humoral y celular, que cuando se incorporan
50; en otras palabras, la cantidad de motivos CpG requeridos para

mejorar la respuesta inmune aun es desconocida (116, 139, 174).

. La metilacion de los motivos CpG inhibe totalmente la potencia de las

vacunas de ADN (116).

Mecanismo de accion de los motivos CpG. Las células del sistema inmune
innato reconocen al ADN bacteriano —especificamente a los motivos CpG—
como patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) que fungen
como “ligandos” de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) de

tipo Toll-9 (TLR-9) (1, 74).
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Como es sabido, este tipo de receptores se encuentra en la superficie de
diferentes células del sistema inmune, incluidos los macréfagos, las células
NK vy los linfocitos B. Por este motivo, se considera que la estimulacion de los
linfocitos B por parte de los motivos CpG, resulta importante para el

mantenimiento de la memoria inmunoldgica (89, 176).

Ademas, los motivos CpG estimulan la proliferaciéon, activacion y maduracion
de las células dendriticas, los monocitos y macrofagos, todos los cuales
sintetizan INF-a y B, TNF-q, IL-12 e IL-18, para dar origen a una respuesta
Thl. Al mismo tiempo, inducen la sintesis de IL-1, IL-6 e IL-10, contribuyendo
a la generacién de una respuesta inmune mantenida, debido a que estas
citocinas generan un estado de proliferacion y resistencia a la apoptosis. Cabe
subrayar que la sintesis de IL-12 estimula la liberacion de INF-y por parte de
las células NK, lo cual favorece la sintesis de anticuerpos por los linfocitos B
—principalmente los de la clase IgG2a— e induce una importante repuesta de

CTLs (112, 139, 176).

Por otra parte, las propias secuencias CpG incrementan la expresion de
moléculas MHC-II sobre APCs vy, de otras moléculas coestimulatorias tales
como CD40, B7-1, B7-2 e ICAM-1, que contribuyen a la activacion de la

respuesta inmune (200).

Adicionalmente, los motivos CpG han originado gran interés debido a su

comprobada actividad adyuvante en mucosas, ya sea que se les administre
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por via oral o intranasal, en donde estimulan una respuesta Th2, caracterizada

por la presencia de anticuerpos IgG1 e IgA (57, 65, 139, 165).

e Motivos neutralizantes

Cuando los dinucleétidos CpG se encuentran rodeados por una citosina en la
posicibn 5 (CCG) o dos guaninas en la posicion 3 (CGGG), pueden
contrarrestar la estimulaciéon asociada a los motivos CpG en las vacunas de
ADN. En general, los motivos neutralizantes se han encontrado en algunos
serotipos de adenovirus y, al parecer, surgen como un mecanismo viral de
evasion que suprime las propiedades inmunoestimuladoras de los motivos

CpG (154, 174, 176).

Por lo regular, los motivos neutralizantes son 2 a 5 veces mas frecuentes en el
genoma humano y pueden regular los efectos inmunoestimuladores de los
motivos CpG. Por ello, la inmunogenicidad de las vacunas de ADN podria
depender del equilibrio entre las dos clases de motivos presentes
(estimuladores y neutralizantes). Al menos en teoria, la optimizacion de la
respuesta inmune ligada a las vacunas de ADN tendria que tomar en cuenta
el incremento de motivos CpG y/o la reduccion los neutralizantes (6, 154,

174).
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e Secuencias Kozak

Durante la sintesis proteica, las secuencias que rodean al codén de inicio
AUG del ARNm influyen en el reconocimiento de esta molécula, por parte de
los ribosomas eucaridticos; entre ellas, la secuencia consenso
(*GCCA/GCCAUGG™®) conocida como “Kozak”, puede ser incluida cerca del
codon de inicio para potenciar la trascripcion y expresion de los genes en las

vacunas de ADN (64, 65, 99).

e Uso de codones

Si bien es claro que los codones dirigen la insercidbn de aminoacidos durante
la sintesis de proteinas, su frecuencia depende del microorganismo que los
emplea. Por obvio, bacterias taxondmicamente cercanas tales como
Escherichia coli y Salmonella utilizan codones similares y, desde luego, muy
diferentes a los de Saccharomyces cerevisiae. Sin lugar a dudas, esta clase
de efectos afectaria el nivel de expresién de unos genes procarioticos en

células de mamiferos (10, 64).

En otras palabras, una estrategia para mejorar la expresion génica incluiria la
optimizacién del uso de los codones, habida cuenta que la concentracion
intracelular del ARNt varia significativamente de un organismo a otro. En
general, la presencia de codones poco comunes para ARNt de baja

abundancia, disminuye drasticamente la sintesis de la proteina implicada v,
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desde luego, el cambio de codones poco comunes, a través de mutaciones o

genes sintéticos, incrementaria la expresion de los genes (65).

Por altimo, diversos estudios han confirmado que la optimizacién en el uso de
los codones esta relacionado con la concentracion de las proteinas
sintetizadas y, por lo tanto, con la respuesta inmune asociada a las vacunas

de ADN (99, 165, 185, 197).

e Secuencias intensificadoras o potenciadoras

Las regiones potenciadoras de la transcripcion son elementos de regulacion,
que se encuentran ligadas al origen de replicacién y al interactuar con
proteinas reguladoras, pueden activar al promotor e iniciar eficazmente la
transcripcion. Lo anterior significa que estas secuencias permiten que las
células sinteticen un mayor numero de copias de un gen en particular (99,

116, 165).

A tal respecto, la insercion de secuencias potenciadoras dentro de las
vacunas de ADN, aumenta la expresién antigénica alrededor de 20 veces vy,
con ello, la respuesta inmune; por ejemplo, el intensificador del virus SV40,

contribuye a alcanzar tasas maximas de transcripcion (99, 65).
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e Intrones

Los intrones son secuencias no codificadoras que resultan de gran interés en
la vacunaciéon con ADN, debido a que incrementan notablemente la cantidad
de la proteina antigénica sintetizada. Al compararse los niveles de expresion
in vitro, en presencia y ausencia del intron A del HCMV, se observé que su
participacion fue determinante para la expresion génica. Si bien no se conoce
el mecanismo mediante el cual actia dicho intron, al parecer éste contribuiria
con diversas sefales que mejorarian el proceso de transcripcion ante la

deficiencia de ARNm (10, 99).

iv. Vectores MIDGE

Los vectores MIDGE® se componen por ADN lineal de doble cadena y
contienen toda la informacion necesaria para realizar la expresion de su carga
génica. En general, son mas pequefios que los plasmidos, con una longitud
promedio de 1,000 a 1,200 pb, lo que les permite atravesar con mayor
facilidad las membranas celulares; ademas, pueden ser producidos
directamente y a gran escala, por lo que representan una gran alternativa para

la vacunacion de ADN (137).

¥ MIDGE = Expresién génica minima definida inmunolégicamente.
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Como es sabido, la envoltura nuclear regula el transporte activo y pasivo,
dentro y fuera del nucleo, a través de sus estructuras denominadas complejos
poro-nucleares (NCPs), las cuales favorecen el paso de moléculas pequefias.
En contraste, las moléculas grandes tales como las proteinas mayores de 45
kDa requieren de la participacién de secuencias de localizacién nuclear (NLS)
para lograr atravesar hacia el nucleo, mediante un proceso dependiente de

ATP (10, 137).

De acuerdo con lo anterior, las NLS han sido unidas a vectores MIDGE,
buscando reducir la dosis e inducir una respuesta inmune efectiva —humoral y
celular—, e inclusive, tratando de generar una respuesta Thl utilizando la via

intradérmica (10, 137).

v. Expresion de antigenos multiples: sistemas multivalentes

En relacién con algunos patdégenos, la expresion de un solo gen no resultaria
suficiente para proteger al hospedero; consecuentemente, se pueden requerir
antigenos adicionales que den lugar a una amplia cobertura inmunoldgica,
desencadenada por la incorporacion de multiples epitopos en una misma

vacuna de ADN (197,155).
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Las opciones utilizadas para la elaboracion de vacunas de ADN como
sistemas multivalentes incluyen la inoculacion de varios plasmidos, que
codifiquen para antigenos del mismo o de diferentes patdégenos, o bien, una
expresion multiple del plasmido, lo que implicaria que uno solo codificara para
todos los antigenos deseados. En este dltimo caso, serian necesarias
multiples unidades transcripcionales independientes (incorporadas en un
anico plasmido), cada una con su propio promotor y su sefal de

poliadenilacion (121, 157).

Sin lugar a dudas, el disefio de vacunas de ADN como sistemas multivalentes
es de gran interés, sobre todo para la proteccion contra enfermedades tales
como malaria, SIDA y TB, para las cuales se ha demostrado ampliamente que

la expresion de un antigeno unico no ofreceria garantia alguna.

El desarrollo de la primera vacuna multivalente de ADN se constituyé por
antigenos de los virus de la influenza, herpes simplex y respiratorio sincicial,
en general, se considera que ésta brindé buenos resultados, ya que la
respuesta originada proporciond proteccion contra cada uno de los patdogenos

involucrados (45).
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vi. Manufactura de las vacunas de ADN

Si bien para un bidlogo molecular la produccion de ADN a “gran escala” se
encuentra generalmente en un rango de 10 a 100 mg, la cifra para un
farmacéutico puede exceder los 50 g por lote, dependiendo de su demanda.
Por esta razon, la manufactura de las vacunas de ADN debe considerar las
caracteristicas propias del plasmido —su tamafio y conformacion—, asi como,
la cepa hospedera en la que se realizara el cultivo y la purificacion a nivel

industrial (60).

Con respecto a la conformacion del plasmido vacunal, se ha observado que
aguella afecta de forma diferente la expresion del antigeno. En general, la
forma superenrollada facilita la transcripcion, debido principalmente a que es
mas compacta y estable fisicamente; sin embargo, dentro de las células, dicha
conformacion unicamente se produce por accion de las enzimas denominadas
topoisomerasas, lo cual difiere del laboratorio, en donde se logra mediante

diferentes condiciones de cultivo (99, 117).

Otro factor a considerar en la manufactura de las vacunas de ADN reside en
el tamafo del pldsmido, ya que éste es inversamente proporcional a la
eficiencia de transformacion. Es decir, los plasmidos pequefios son preferibles

y, por lo general, su tamafio debe ser menor de 10 Kb (149).

67



Posteriormente, se realiza la construccion del plasmido y la seleccion del
microorganismo utilizado para su produccién, tomando en cuenta sus
condiciones Optimas de crecimiento. Las etapas anteriores se agrupan en la
fase denominada de preparacién, en tanto que, las siguientes, de aislamiento
y purificacion de los plasmidos, se ubican en la fase de recuperacion (60, 153,

182).

En relacion con la fase de recuperacion, la optimizacion del vector de
expresion, asi como la adecuada eleccion del microorganismo y de sus
condiciones de cultivo, permitiran acceder a buenos rendimientos (220 mg/L) y
a reducir en un 40% el contenido del ARN —durante la lisis celular—; por lo
regular, la produccion de plasmidos bajo condiciones suboOptimas de

laboratorio se asocia a bajos rendimientos (5-40 mg/L) (60, 117,153).

En cuanto a la seleccion del microorganismo, la bacteria Escherichia coli
contiene todos los requerimientos intracelulares necesarios para la produccion
de los plasmidos a gran escala. Por su parte, la composicion del medio de
cultivo y las condiciones de crecimiento juegan un papel importante en el
control del nimero de copias, en la estabilidad y en la cantidad de plasmido
producido; en otras palabras, los medios de cultivo especialmente disefiados
para la sobreproduccién suelen incrementar la estabilidad y generar altos
rendimientos, ya que favorecen las formas superenrolladas de los plasmidos

(117, 153).
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La lisis celular es un paso critico en el proceso de recuperacion del plasmido,
ya gue los componentes intracelulares liberados incluyen precisamente a los
plasmidos en sus diferentes conformaciones (lineal, relajada,
desnaturalizada), ARN y ADN del microorganismo, endotoxinas y proteinas.
Sin embargo, la alta fragilidad plasmidica y de las moléculas de ADN del

microorganismo, representan un gran problema durante la produccion (117).

En general, el procedimiento de lisis alcalina con SDS* ha representado el
método de eleccion para llevar a cabo la lisis celular, pues permite la ruptura
de la membrana y libera los componentes celulares; posteriormente, una
neutralizacion precipita proteinas y acidos nucleicos. El pH elevado asociado
a este procedimiento facilita la degradacion de ARN; sin embargo, el aumento
debe controlarse para que no se degrade el plasmido. De igual forma, el uso
de ARNasas reduce el contenido de ARN, aunque agrega costos econdmicos

(60, 153).

Después de la lisis celular, se lleva a cabo el proceso de purificacion, que
incluye la clarificaciéon y concentracion del producto —eliminando desechos
celulares, proteinas desnaturalizadas y acidos nucleicos del microorganismo—.
En este sentido, la clarificacion se puede realizar mediante centrifugacion,
aungue no es conveniente en la produccion de plasmidos a gran escala y se

prefiere la filtracion. Por ultimo, la cromatografia de afinidad se ha utilizado

* SDS (docecil-sulfato de sodio): detergente aniénico capaz de romper enlaces no covalentes.
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para concentrar el producto, ya que aprovecha la carga e hidrofobicidad de los

acidos nucleicos, favoreciendo un mejor rendimiento (60, 153, 199).

La figura 12 muestra un esquema general del proceso de produccion de

plasmidos para vacunas de ADN.

Figura 12. Produccién de plasmidos para vacunas de ADN (60).
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Cabe sefialar que el producto final debe cumplir toda una serie de
especificaciones, las cuales son verificadas mediante pruebas de control de
calidad. Es preciso considerar que, a este nivel, los términos contaminante e
impureza son diferentes: ésta corresponde a una sustancia no deseada

derivada del microorganismo, durante el proceso de lisis celular —por ejemplo,
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proteinas y endotoxinas—; por su parte, un contaminante corresponde a una
sustancia no deseada externa al sistema —por ejemplo, virus, residuos de
disolventes organicos o “ligandos” que pueden filtrarse de las matrices durante

la cromatografia— (60).

Algunas especificaciones requeridas para utilizar plasmidos como vacunas
son: estar libre de proteinas —que pueden estimular la generacion de
anticuerpos contra el plasmido—, ARN y endotoxinas bacterianas —que pueden
desencadenar una actividad bioldgica de consecuencias patoldgicas—. Dichas
especificaciones varian dependiendo de la agencia regulatoria, pero algunos

ejemplos de ellas se pueden observar en la tabla 5. (117, 182).

Tabla 5. Requerimientos de pureza para vacunas de ADN (153).

Contaminante Especificacion
Plasmidos covalentemente cerrados > 90%
ADN gendmico de E. coli <1%
ARN <0.1%
Endotoxinas <0.5 Endotoxinas/
mg plasmidos de ADN
Proteinas <1%
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vii. Vias de administracién

La biodistribucién de las vacunas de ADN en el organismo constituye un
elemento trascendental que depende de diferentes factores, incluyendo la via
de administracién, la formulacion, los sistemas de liberacién y las propiedades

fisicoquimicas del plasmido implicado (92, 168).

En cuanto a las vias de administracion, se han estudiado varias de ellas, tales
como la intradérmica (i.d.), intramuscular (i.m.), intravenosa (i.v.), intranasal
(i.n.), oral, vaginal, si bien se ha coincidido que las dos primeras resultan las
mas efectivas. A continuacion se realiza un breve analisis de los aspectos
fisioldgicos asociados a los principales tejidos “blanco” de las distintas vias de

administracion (89, 187).

e Musculo esquelético

Esta clase de tejido no se considera importante desde el punto de vista
inmunoldgico, debido a su carencia en células presentadoras de antigeno
(APCs); consecuentemente, la vacunacion con ADN por esta via requiere de
grandes dosis para generar una respuesta inmune adecuada. Sin embargo, se
piensa que las células musculares (miocitos) transfectadas pueden elaborar y
liberar al inmunogeno en forma permanente, lo que estimularia a las APCs

concentradas en otros 6rganos y tejidos vecinos o distantes (46, 187).
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Cabe sefalar que diversos estudios preclinicos indican que las vacunas de
ADN inyectadas por via i.m. se distribuyen predominantemente en los tejidos
altamente vascularizados, aunque su persistencia por lapsos prolongados

ocurre Unicamente en el sitio de inyeccion (168, 187).

e Piel

La piel integra (sin escoriaciones u otras lesiones) representa una barrera
fisica importante, que impide la entrada a diversos patégenos, pero también
representa un Organo importante en virtud de que contiene células

especializadas en cuanto a la iniciacion de la respuesta inmune (1, 67).

Cuando se emplea la via intradérmica o subcutanea, el antigeno es
depositado debajo de la dermis o en la interfase ubicada entre ésta y la

epidermis (46, 63).

A tal respecto, la dermis consta principalmente de tejido conectivo, aunque
también es muy importante su contenido en linfocitos T (CD8+ y CD4+) y
macrofagos. La propia epidermis —la capa mas externa de la piel- incluye
gueratinocitos, melanocitos, células de Langerhans (LCs) y linfocitos T
intraepidérmicos (consultar figura 13) y, si bien los dos primeros grupos
celulares no parecen ser mediadores relevantes en cuanto a la inmunidad
adaptativa, la produccién de IL-1, TNF-a y GM-CSF por parte de los

gueratinocitos contribuye a mejorar la respuesta inmune innata y activa
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linfocitos, macrofagos y células dendriticas como respuesta a numerosas

infecciones (1, 46, 63).

Figura 13. Estructura de la piel (46).
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Por su parte, las células de Langerhans son células dendriticas (DCs)
inmaduras cuyo papel es trascendental en la inducciéon de la respuesta
inmune: al detectar antigenos extrafios o ser estimuladas por citocinas
inflamatorias retraen sus prolongaciones, pierden su adhesividad a las células
epidérmicas y migran hacia la dermis, e inclusive, a los nédulos linfaticos, en
donde son activadas y evidencian su natural funcion como presentadoras de

antigeno a los linfocitos T CD8+ y CD4+ (46, 187).
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Légicamente, cuando las LCs no entran en contacto con antigenos
permanecen en la epidermis, expresando bajos niveles de moléculas

coestimuladoras y de moléculas de MHC clase | o Il. (46, 187).

Finalmente, es preciso considerar que, en la piel, la abundancia, localizacion y
actividad de las LCs presentes en la epidermis, contrasta con la menor
vascularizacion y baja densidad de los nervios sensoriales, 1o que hace de
todo este tejido un importante “blanco” para la deposicion de vacunas de ADN,

ya que se evita el sangrado y la administracion resulta menos dolorosa (46).

e Mucosas

Las membranas mucosas que recubren a los tractos respiratorio,
gastrointestinal y genitourinario representan el primer punto de contacto con
antigenos inhalados, ingeridos o transmitidos por via sexual. Evidentemente,
el desarrollo de una fuerte inmunidad en estas zonas es de gran importancia,

para combatir y neutralizar a diversos agentes infecciosos (67, 165).

En general, el sistema inmune de las mucosas se constituye por tejidos
linfoides locales, tales como el denominado GALT (tejido linfoide asociado al
intestino), NALT (tejido linfoide asociado a mucosa nasal), BALT (tejido
linfoide asociado a bronquios), mejor conocidos globalmente como MALT

(tejido linfoide asociado a las mucosas) (22).
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La columna vertebral de dicho MALT inicia con unos fagocitos naturales
denominados células M (por membranosas), que captan toda clase de
antigenos —macromoléculas, microparticulas o microorganismos— presentes
en la luz intestinal y los transfieren a los macrofagos y a las DCs, células que
llevan a cabo su eficaz funcion de procesar al antigeno implicado y
presentarlo a los linfocitos T; éstos a su vez estimularan a los linfocitos B,
dispersos o agrupados en forma de agregados que conforman las placas de

Peyer en la lamina propia (1, 31, 63, 81, 90).

Cabe aclarar que la entrada de un antigeno a las membranas mucosas,
induce la produccion predominante del anticuerpo efector IgAs
(inmunoglobulina A secretoria), el cual es capaz de cruzar las membranas
epiteliales y prevenir futuros problemas con el patdgeno involucrado. Ademas,
los linfocitos activados en las mucosas migran a los nédulos linfaticos locales
obedeciendo a la circulacion sanguinea y, desde alli, a otras regiones de la
mucosa; en otras palabras, la inmunidad generada en alguna region de las

mucosas, puede extenderse hasta otras (consultar la figura 14) (22, 44).
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Figura 14. El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) (22).
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La posibilidad de administrar las vacunas de ADN en forma de gotas o de
spray tiene aplicaciones importantes, ya que las vias oral e inhalatoria figuran
entre las de mayor acceso para los patdogenos; en tal contexto, se busca que
las formulaciones administradas por las vias oral e i.n. liberen al ADN en las
membranas mucosas, lo protejan de la digestion enzimatica y sean efectivas

en cuanto a la induccion de anticuerpos IgAs (116).

En relaciébn con lo anterior, las investigaciones actuales incluyen plantas
transgénicas como sistema de liberacion. Por ejemplo, el desarrollo de la
vacuna contra el virus Norwalk® implica a genes que codifican para proteinas

antigénicas del virus, los cuales se introducen en plantas de tabaco y papa;

® Un importante agente etiolégico de gastroenteritis que afecta principalmente a nifios.
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posteriormente, los extractos de estas plantas son utilizados para inmunizar a
ratones, lo que desencadena una respuesta inmune humoral en la que
predominan anticuerpos IgG e IgA especificos contra el virus. La principal
desventaja de la administracion de las vacunas de ADN por esté via reside en

gue se requieren dosis muy elevadas para estimular la respuesta inmune (81).

Por otra parte, entre las ventajas de la administracion vacunal en mucosas
figuran la facilidad de la aplicacion, una menor invasividad del organismo y la
reduccion en el riesgo de contaminacion asociado a las inyecciones, todo lo
cual la hace elegible para utilizarla en las extensas camparfas de vacunacion.
No puede pasarse por alto el hecho de que la respuesta inmune inducida en

un sitio de las membranas mucosas puede extenderse a otros (22, 81).

viii. Respuesta inmune

La respuesta inmune innata, primera barrera a la que se enfrentan los
microorganismos, suele no ser suficiente para evitar la infeccion, razon por la
cual son indispensables otros mecanismos asociados a la participacion de los
linfocitos B y T, elementos indispensables en relacion con la respuesta inmune

adaptativa (1, 94, 167).
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Dependiendo del antigeno involucrado, los linfocitos B se encargan de
producir anticuerpos de diferentes isotipos, linea de accion y especificidad; por
su parte, los linfocitos T se dividen en dos poblaciones: los T citotoxicos
(CTLs), que presentan el marcador CD8 y se encargan de destruir a las
células propias infectadas con microorganismos intracelulares; y los T
cooperadores (Th), con un marcador de superficie CD4 y cuya funcion
consiste en activar macréfagos y estimular la produccion de anticuerpos por
parte de los linfocitos B. A su vez, los linfocitos Th se dividen en Thly Th2, en
cuanto a sus funciones, la produccion de INF-y por los linfocitos Thl
incrementa la actividad de los fagocitos; mientras que los linfocitos Th2
estimulan la produccién anticuerpos IgE —asociados con reacciones alérgicas—

(1, 94, 167).

Las citocinas presentes en el medio externo influyen en la diferenciacion de

los linfocitos T inmaduros (ThO o naive), tal como se observa en la tabla 6 (1,

165).
Tabla 6. Tipo de respuesta inmune adaptativa (164).
Tipo de Perfil de citocinas Activan
respuesta
Macrofagos
CD4+Th1 IL-2, INF-y, TNF-a Sintesis de IgG2a
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, Linfocitos B
CDA4+Th2 IL-10, 1L-13 Sintesis de IgG1 e IgE
CD8+CTLs INF-y, TNF-B, TNF-a
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Las respuestas funcionales de los linfocitos T inician con el reconocimiento de

complejos péptido-MHC a través del “receptor de las células T” (TCR) (167).

Por lo que respecta a los antigenos derivados de virus y bacterias
intracelulares, después del procesamiento correspondiente, los péptidos
resultantes son presentados por moléculas de MHC-I en la superficie de las
células nucleadas; el complejo péptido-MHC-I es reconocido por el TCR de
linfocitos T CD8+, lo que genera la primera de las dos sefiales requeridas para
la proliferacion de estos ultimos; la segunda sefial consiste en las moléculas
coestimuladoras elaboradas y liberadas por las APCs® presentes en el sitio de

la infeccion, las cuales determinan la lisis celular (1, 94, 167).

Tocante a los antigenos extracelulares —correspondientes generalmente a
bacterias extracelulares y toxinas—, los péptidos son presentados por
moléculas de MHC-II y, posteriormente, el complejo péptido- MHC-II es
reconocido por el TCR de los linfocitos T CD4+; estas ultimas células se
activan a través de sefales coestimuladoras y, a su vez, pueden
desencadenar la estimulaciéon de las células productoras de anticuerpos o una

reaccion preferentemente inflamatoria (94).

Las DCs juegan un papel fundamental en la inmunidad generada por las

vacunas de ADN —aun cuando solo representan un tercio de la masa tisular—,

® Las APCs son células especializadas en capturar microorganismos, presentarlos a los
linfocitos y proporcionar sefiales que estimulan la diferenciacién de los linfocitos, entre ellas:
DCs, linfocitos B y macroéfagos.
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ya que son capaces de fagocitar virus, bacterias y algunas microparticulas,
presentar antigenos procesados via MHC-I o MHC-Il a los linfocitos T
correspondientes y, con ello, determinar la naturaleza de la respuesta inmune:
humoral, celular o tolerancia inmunoldgica, es decir, la falta de respuesta del
sistema inmune ante un antigeno, inducida por el contacto previo con dicho
antigeno en una dosis y frecuencia determinada. Cabe agregar que la
maduracién de las DCs, asi como su migracion a los nodulos linfaticos,
pueden ser inducidas por factores inflamatorios tales como los LPS, el ADN

bacteriano y diversas citocinas (6, 92).

Respuesta inmune en la vacunacion con ADN

Tal como se menciond anteriormente, el éxito de cualquier vacuna depende,
entre otras caracteristicas, de que la respuesta inmune a que da lugar sea
especifica y permanezca por lapsos prologados; en este sentido, la
vacunaciéon con ADN origina una respuesta inmune muy especifica que

involucra tanto a la rama celular como a la humoral.

La inmunidad humoral asociada a la vacunacidbn con ADN incluye
principalmente anticuerpos de la clase IgG con bajos niveles de IgA e IgM en
suero; ademas, los bajos pero persistentes niveles de expresion de la proteina
antigénica determinan una mezcla de linfocitos B de memoria con una afinidad
relativamente alta y una respuesta de CTLs que puede permanecer por mas

de 2 afios. Asi lo demuestran numerosos trabajos realizados en ratones, lo
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qgue ha conducido al consenso de que las vacunas de ADN representan una

excelente herramienta en la lucha contra diversas enfermedades (137, 167).

En resumen, a continuacién se enlistan los tres mecanismos hipotéticos
asociados a la respuesta inmune posterior a la vacunacion con ADN

(consultar la figura 15) (98, 187):

a. Reconocimiento antigénico por los CTLs en células somaticas. Incluye
la expresibn de la proteina, su procesamiento, e incluso, su
presentacion a los linfocitos T CD8+, a través del MHC-I de dichas

células somaéticas (65, 94).

b. Presentacion antigénica a linfocitos T por parte de las APCs. Las DCs
son transfectadas directamente, posteriormente, procesan y presentan
el antigeno a los linfocitos T, via las moléculas de MHC-1 o MHC-II (65,

94).

c. Presentacion cruzada (cross priming). Las células somaticas

transfectadas expresan y secretan la proteina antigénica, la cual es

fagocitada por las APCs para dar lugar a la respuesta inmune (65, 94).
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Figura 15. Mecanismos tedricos asociados a la respuesta inmune
en las vacunas de ADN (22).
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Reconocimiento antigénico por los CTLs en células somaticas

Las células somaticas presentes en el lugar de inoculacién, particularmente
los miocitos, los queratinocitos y las células epiteliales, pueden ser
transfectadas en mayor proporcibn mediante la vacunacion con ADN; de

hecho, también suelen sintetizar, procesar y hasta presentar el antigeno
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implicado, via moléculas de MHC-I, a los linfocitos T CD8+. Sin embargo,
dado que no expresan moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86), lo mas
probable es que llevan al linfocito T a un estado de anergia, a menos de que
dichas moléculas sean aportadas por APCs derivadas del proceso inflamatorio

(121, 137).

El miocito parece representar una ceélula clave en la induccion de la respuesta
inmune; no obstante, estudios realizados con fragmentos de musculo
esquelético —extirpados inmediatamente después de ser inoculados con la
vacuna de ADN-, demuestran que en ellos no ocurre un incremento de la
respuesta inmune; como consecuencia, a estas células se les considera
Gnicamente como “fabricas de antigenos” encargadas de suministrar su
producto a las APCs migratorias presentes en el musculo, todo ello después
de ser sometidos al proceso de lisis celular por parte de los CTLs, lo que

adicionalmente libera al plasmido (113, 187).

Presentacion antigénica a los linfocitos T por parte de las APCs

Este mecanismo incluye la transfeccion directa de las APCs, las cuales
pueden expresar, procesar y presentar el antigeno via el MHC-1 o Il a los
linfocitos T CD8+ o CD4+, respectivamente; su migraciéon a los nddulos

linfaticos locales inicia la respuesta inmune (122, 149).
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En general, la transfeccién directa de DCs desencadena una respuesta
inmune que no se observa en macréfagos, lo que sugiere que, entre las
APCs, las DCs figuran como la estirpe celular que interviene
predominantemente en la respuesta inmune generada por las vacunas de

ADN (113, 187).

Légicamente, la capacidad de las DCs para inducir una inmunidad especifica
depende de su grado de maduracion, el cual implica una serie de cambios
fenotipicos y funcionales (consultar la figura 16), destacando entre ellos: el
aumento de la expresion de moléculas de MHC y coestimuladoras; cambios
morfologicos tales como el incremento de su region superficial; la secrecion de
quimiocinas y citocinas, cuya funcidon consiste en atraer y/o permitir la
proliferacion de linfocitos T; la produccion de proteasas encargadas de activar
proteinas funcionales; y la expresion de moléculas de adhesion y de

receptores para quimiocinas al nivel superficial (103).

En este contexto, se ha sefalado que el uso de adyuvantes que logren
favorecer la maduracion, activacion o reclutamiento de las DCs a la zona de
inoculacion, permitiria incrementar la potencia de las vacunas de ADN. Por
ello, actualmente se ensaya introduciendo a los plasmidos algunos genes que
codifican para factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas o diversos
productos virales, con los cuales se logra mejorar el funcionamiento de las

DCsy, desde luego, aumentar la eficacia de las vacunas de ADN (103, 188).
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Figura 16. Activacion de las APC en la vacunacion con ADN (112).

Produccién de
citocinas

Ak A

APC del tejido
inyectado

Activacion

— >
«

* | APC activada

Induccion y/o Moléculas de

INF-y adhesién
APC
. .
MHC . B _\| super activada
CD40 v LNK .
TCR P o A
CD40L 5};16‘;‘ A 7

A A

i
L
|
|
| b
|
|
1

ISS
Plasmido

Presentacion cruzada (cross priming)

En virtud de que las células somaticas son las que se transfectan en mayor
proporcion en una vacunacion con ADN, hasta ahora se les considera las
responsables de suministrar el antigeno; éste es secretado hacia los espacios
intersticiales. Cabe sefalar que la insercion de genes que codifiquen una
secuencia “sefal” dentro del plasmidos, provoca que el antigeno sea
secretado a los espacios intersticiales, sin que la célula hospedera sea
destruida. Sin embargo, se piensa que la expresion del antigeno puede
desencadenar una sefial de “peligro”, que genere la apoptosis de la célula

hospedera por CTLs, liberando el antigeno, el cual puede ser endocitado por
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las DCs presentes en la region, lo que originaria la respuesta inmune

(consultar figura 17) (65, 137).

Figura 17. Presentacion cruzada de las vacunas de ADN (112).
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Diversos experimentos confirman que los plasmidos abandonan el sitio de
inoculacién, durante las primeras 5 h, por lo tanto, las células transfectadas
deben ser migratorias, tales como: células de Langerhans o linfocitos
circulantes. En conclusién, las células no migratorias (miocitos o
queratinocitos) influyen en la magnitud de la respuesta inmune, pero la
inmunidad es inducida por células migratorias (APCs), ya sea por una

transfeccion directa o por endocitosis del antigeno secretado (187).
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Factores que modifican larespuesta inmune en las vacunas de ADN

Después de comprender los mecanismos implicados en la respuesta inmune
en las vacunas de ADN, es importante considerar algunos factores que

determinan su tipo y magnitud, los cuales se resumen en la tabla 7 (112, 116,

167,182).
Tabla 7. Factores que influyen en la inmunogenicidad
de las vacunas de ADN (112).
Factores Observaciones

Estructura del plasmido

Presencia de elementos de regulacion de la
expresion geénica.

Cantidad de plasmido
liberado

Mayor cantidad de plasmido liberado dentro de
las células genera una mejor respuesta inmune.

Nivel de expresion del
antigeno

Mayor expresion del antigeno se relaciona con
una fuerte respuesta inmune, aunque no de
forma proporcional.

Esquema de inmunizacién

La respuesta reforzada

efectivamente.

inmune puede ser

Via de administracion

Epidérmica, i.m., i.d., nasal, entre otras.

Tejido “blanco”

Piel, musculo esquelético o mucosas.

Presencia o ausencia de
intrones

La presencia de intrones aumenta la eficacia de
las vacunas.

Especies animales

Diferentes cepas de raton muestran diferencias
cualitativas y cuantitativas en la respuesta
inmune inducida.

Edad de los animales

Fuerte respuesta inmune en ratones jovenes.

Toxicidad del antigeno

Alta expresion no es deseable con antigenos
tOxicos.
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ix. Esquemas de inmunizacion

En general, los esquemas de vacunacién contemplan la posibilidad de aportar
una suficiente cantidad de antigeno al sistema inmune, aunque sin exceder la
dosis apropiada, a fin de evitar fenbmenos de tolerancia inmunolégica, ya que
varios refuerzos, provocarian que el organismo comience a reconocer a los
antigenos como propios y no desencadene ninguna respuesta inmune. En
este sentido, pueden ser necesarias varias inmunizaciones para incrementar
la respuesta inmune de las vacunas de ADN, como lo muestra el hecho de
que sélo después de cuatro inmunizaciones, se incrementan los niveles de

anticuerpos y CTLs (116, 149, 167).

Un nuevo esquema, denominado de “induccion y refuerzo” (prime-boost), esta
basado en la combinacién de dos formas de inmunizacién y en la liberacién de
antigeno a diferentes intervalos de tiempo; en concreto, se utilizan un vector
sencillo para la etapa de induccion de la respuesta inmune y un vector mas
complejo para reforzarla. EI método incluye protocolos que combinan las
vacunaciones con ADN y con otra clase de productos, lo que se asocia a una
elevada eficacia que podria deberse a la capacidad para generar linfocitos T
de alta afinidad, cuya cantidad aumenta durante la etapa de refuerzo (45, 65,

113, 116, 154, 167).

Un ejemplo de este tipo de esquemas incide en los estudios de proteccidn

contra la tuberculosis (TB), en los que se utiliza la vacuna de ADN durante la
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fase de induccion de la respuesta inmune y la BCG en la fase de refuerzo

(147, 148).

Por otra parte, se ha observado que la administracién de vacunas de ADN en
multiples sitios del mismo individuo incrementaria la distribucion antigénica y
la reactividad, empleando bajas dosis del inmundgeno; los trabajos realizados
en ratones demuestran un notable aumento de la respuesta inmune humoral y
celular, aunque su eficacia depende del rendimiento de la transfeccion, del
namero de APCs saturadas con el antigeno y del reclutamiento de linfocitos T

naive en los nodulos linfaticos locales (63).

x. Adyuvantes

Una vacuna de ADN considerada “ideal” debe ser simple y estable, resistir la
degradacion enzimatica, permitir un efecto de depdsito para su liberacion lenta
durante dias o semanas, facilitar la endocitosis del ADN por parte de las
células especializadas en iniciar la respuesta inmune y, soOlo si es

estrictamente necesario, incluir adyuvantes (5, 113, 129, 149, 165).

Los adyuvantes’ son sustancias que se incorporan al antigeno o se inyectan

junto con él, a fin de potenciar la respuesta inmune; uno de sus mecanismos

" Adyuvante: del latin adjuvare, que significa ayudar.
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de accion incluye precisamente la promocion del efecto de depésito, el cual
favorece un reservorio antigénico de duracion prolongada y estimula la
formacion de granulomas, cuyos principales componentes son los macréfagos
y que representan importantes nichos para la interaccién del antigeno con las

principales células del sistema inmune (88, 167).

Tradicionalmente, la funcidbn de un adyuvante era la de establecer una
respuesta inmune vasta y duradera; sin embargo, actualmente se emplean
para inducir una mejor actividad biologica, caracterizada no soélo por
anticuerpos de diferente especificidad, titulo, duracion, memoria, clase e
isotipo, sino por una solida inmunidad celular (CMI) y, adicionalmente, se
busca que aporten la posibilidad de usar distintas vias de administracion, de
reducir la dosis del inmundégeno, de incrementar la estabilidad de la
formulacién y de que el esquema de inmunizaciéon pueda modificarse (6, 27,

174).

La tabla 8 sefiala el nombre de algunos adyuvantes utilizados en las vacunas

de ADN.
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Tabla 8. Adyuvantes utilizados en la vacunacién con ADN (174).

Categoria Clasificacion Nombre

CD80
Moléculas coestimuladoras | CD86
CD154 (CD40L)
Citocinas IL-1
IL-2
Adyuvantes genéticos o TCA-3
Quimiocinas RANTES
Hsp70
Proteinas de fusién Exotoxinas
Fas
Caspasas

Al(POy)3
Al(OH);3
. . MPL
Adyuvantes Derivados de bacterias Toxina del colera

convencionales . .. Liposomas
Derivados de lipidos POSO
cationicos

QS-21

Sales minerales

Emulsiones

a) Adyuvantes genéticos

Este tipo de adyuvantes incluye genes insertados en los plasmidos de ADN,
los cuales codifican para moléculas que pueden incrementar o modificar la

respuesta inmune. Entre dichas moléculas se cuentan las siguientes (109):

92



e Citocinas

Son proteinas con una vida media corta, que pueden incrementar o modular la
respuesta inmune; aunque su eleccion podria depender del mecanismo de
accion de cada una, generalmente se seleccionan en forma empirica (81, 116,

122, 185).

Por ejemplo, la utilizacion de IL-2 en las vacunas de ADN induce la
proliferacion y diferenciacion de las células NK y de los linfocitos T y B; por su
parte, la IL-12 y el INF-y incrementan la respuesta Thl, asi como la actividad
de los CTLs, lo que resulta contrario al efecto de la IL-4, la cual incrementa la

respuesta Th2 (113, 116).

Analogamente, el GM-CSF atrae DCs a la zona de inoculacion y favorece su
maduracion; asi mismo, la IL-10 y el TGF-B disminuyen la proliferacion de
linfocitos T, por lo que se aplican para reducir la respuesta inmune ligada a las
enfermedades autoinmunes. Otros ejemplos se mencionan en la tabla 9 (65,

81, 122).

93



Tabla 9. Efecto de la administracion de citocinas en la

vacunacion ADN (116).

Citocinas | Anticuerpos | Respuesta Celular CTL
IL-1 119G 1T CTL 1 Proliferacion
1 1gG2a 1 IFN-y
IL-2 119G 1 Proliferacion 1T CTL
T 1gG2a T IFN-y
1 1gGl
IL-4 1 1gG1l 1 Proliferacion No hay aumento
119G | DHT
IL-5 119G * Proliferacion No hay aumento
IL-7 1 1gG2a 1 IFN-y
1 1gG1
IL-8 1 Neutrofilos
IL-10 119G | DHT
1 1gG2a | Proliferaciéon
1 19G1 | IFN-y
| TNF-a
| actividad de
Neutrofilos
IL-12 1 1gG2a
10| IgG}
10]19G
IL-15 1 1gG’ + 1 Proliferacion 1 CTL
IL-18 1 1gG 1 Proliferacion 1+ CTL
TNF-ayB 119G 1 Proliferacion 1+ CTL
GM-CSF | 119G 1 Proliferacion 1+ CTL
1 IgG*Za e TFEN-y
lgG1l

" Los estudios no coinciden
DHT= hipersensibilidad de tipo retardada, 1= aumento
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Tabla 9. Efecto de la administracion de citocinas en la

vacunacion ADN (continuacion).

Citocinas | Anticuerpos | Respuesta Celular CTL
TGF-B No hay | DHT
cambio en IgG | | Proliferacion
o 1gG2a 1 1L-4
119Gl | IL-5
| IFN-y
1 1L-10
| TNF-a
IFN-y 1 1gG2a 1 o | Proliferacion T CTL
10 1gG1l 1 IFN-y
1 IL-5
| Eosindfilos
IFN-ay B Reducen la
replicacion viral y la
carga tumoral

" Los estudios no coinciden
DHT= hipersensibilidad de tipo retardada, 1= aumento

e Quimiocinas

Las quimiocinas corresponden a un tipo de citocinas que estimulan la
movilidad de los leucocitos y regulan su migracion desde la sangre hacia los
tejidos. En este sentido, la administracion de la MIP-1oa en las vacunas de
ADN propicia el reclutamiento de DCs inmaduras,

transitoriamente la inmunogenicidad; evidentemente, junto con el GM-CSF se

obtiene una mejor respuesta (103, 116, 188).
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La quimiociona RANTES ha despertado un gran interés, debido
principalmente a su extraordinaria capacidad para atraer monocitos, linfocitos
T de memoria, células NK y eosindfilos al sitio de inoculacién; induce
respuestas Thl y de CTLs, impulsa la produccion de moléculas
coestimuladoras y propicia una mayor inmunidad en membranas mucosas. La

tabla 10 incluye otros ejemplos interesantes (57, 87, 146).

Tabla 10. Efecto de la administracion de quimiocinas en la
vacunacioén ADN (116).

Adyuvante | Anticuerpos | Respuesta Celular CTL
IL-8 11gG 1 Proliferacion
1 1gG2a 1IL-2
1 IFN-y
MIP-2 1 19G2a 1 IFN-y 1 CTL
119G
11gG1
RANTES |119G’ 1 Proliferacion 1 CTL
1 1gG2a 1T1L-2 e IL-4
1 IFN-y
1 Quimiocinas
MIP-1a T19G 1 Proliferacion 1+ CTL
1 1gG2a 1T1IL-2 e IL-4
11gG1
MIP-13 T1gG 1 Proliferacion No hay aumento
tIL-2elL-4

" Los estudios no coinciden
1= aumento
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e Moléculas coestimuladoras

Las moléculas coestimuladoras promueven la activacion de los linfocitos T e
incrementan la capacidad funcional de las APCs, caracteristicas que las
hacen particularmente interesantes. Las mas utilizadas en las vacunas de
ADN son la CD80 y la CD86, si bien la inyeccion de CD154 (“ligando” para
CD40 expresado transitoriamente por linfocitos T activados) aumenta la

respuesta humoral y celular. La tabla 11 sefiala varios ejemplos (112, 116).

Tabla 11. Efecto de la administracion de moléculas coestimuladoras y
de adhesioén en la vacunacion ADN (116).

Adyuvante Anticuerpos Respuesta CTL
Celular
B7-1 (CD80) 1 CTL
B7-2 (CD86) 1 DHT 1 CTL
1 Proliferacion
CD40L 1 1gG2a 1 IFN-y 1 CTL
119G |
1 1gG1l
ICAM-1 1 Proliferacion 1T CTL
(CD54) 1 IFN-y
1 Quimiocinas
CTLA-4 TgG 1 Proliferacion
11gG2a>1gG1l

" Los estudios no coinciden
DHT= hipersensibilidad de tipo retardada, 1= aumento
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e Proteinas de fusion

Las proteinas de fusion representan el producto de la unién de dos genes
dentro del pldsmido, uno que codifica para el antigeno de interés y otro para
una proteina, cuya funcibn es proporcionar sefiales de secrecion o de
localizacion celular, que permitan incrementar la expresion del gen de interés
—sin modificar su estabilidad o funcién— y, con ello, inducir una mejor

respuesta inmune (64, 65, 116, 165).

Por ejemplo, la ubiquitina acelera la degradacion del antigeno por parte de los
proteosomas y mejora la presentacion de los péptidos implicados via el MHC-
I; la fusion de los genes que codifican para antigenos de Mycoplasma
pulmonis y para ubiquitina, respectivamente, estimulan altos niveles de
proteccion, aunque no siempre se incrementa la repuesta celular (93,

154,185).

De manera similar, la fusion de los genes que codifican para las proteinas
CTLA-4 y L-selectina promueve incrementos en la respuesta humoral, debido
posiblemente a que el antigeno se expresa dentro de las APCs, lo que mejora
el proceso de inmunizacion. Otros ejemplos se mencionan a continuaciéon (49,

52, 154, 185):
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a. Proteinas de choque térmico (hsp)

Las proteinas de choque térmico desencadenan una respuesta destinada
fundamentalmente a lograr la supervivencia de las células, que han sido
expuestas a incrementos repentinos de temperatura o a condiciones de
estrés. Este mecanismo previene la desnaturalizacién de otras proteinas v,
por lo que respecta a su funcibn en las vacunas de ADN, diversos
experimentos realizados en ratones inoculados con plasmidos que codifican
simultaneamente para el antigeno de interés unido a hsp, han demostrado

que la combinacién estimula aiin mas la respuesta inmune (6, 142).

b. Exotoxinas

Las exotoxinas bacterianas han sido analizadas en cuanto a su posible efecto
adyuvante en mucosas, destacando en los trabajos implicados el empleo de la
subunidad B de la toxina del coélera (CT) y la toxina termolabil (LT) de

Escherichia coli (87,150).

La CT y la LT incrementan la permeabilidad del epitelio intestinal y la
presentacion antigénica por parte de una gran variedad de tipos celulares; su
desempefio aparenta ser muy interesante, ya que ambas persisten en las
superficies mucosas por tiempos relativamente prolongados, promueven el
cambio de isotipo de los linfocitos B, incrementando la concentracién de

anticuerpos IgA, al margen de que la LT es muy segura por via cutanea en
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humanos. En general, la liberacion de plasmidos de ADN que codifican para el
gen de la CT o de la LT ha mostrado efectos inmunoestimuladores (45, 87,

116,166).

Si bien el uso estas toxinas es polémico debido a sus efectos adversos, las
estrategias actuales se enfocan en disminuir su toxicidad mediante técnicas

de ingenieria genética, sin alterar su potencial como adyuvantes (167, 170).

c. Inductores de apoptosis

La apoptosis corresponde generalmente a un proceso de muerte celular
programada, caracterizada por la ausencia de una respuesta inflamatoria. En
relacion con la vacunacion con ADN, la insercion de factores que inducen el
fendmeno en las células hospederas transfectadas incrementa la respuesta
inmune, habida cuenta que propicia la liberacion del antigeno elaborado, el
cual posteriormente puede ser fagocitado, procesado y presentado por las
APCs. En este caso, los experimentos realizados han incluido a los genes fas,
inductores naturales de apoptosis, los cuales parecen incrementar la actividad

de los CTLs (45, 103, 112).

Cabe sefalar que otros trabajos sugieren lo contrario: el aumento en la
eficacia de la vacunacion con ADN cuando se previene la apoptosis en las
APCs, lo cual resulta l6gico. Sin embargo, la solucion incidiria en los sitios de

inoculacion y accion: la induccién de la apoptosis solo se buscaria en las
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células sométicas, para facilitar la liberacién del antigeno, cuidando que el
proceso se inhiba en las APCs, a fin de preservar la presentacion antigénica a

los linfocitos T (45, 64).

b) Adyuvantes convencionales

Los adyuvantes “convencionales” corresponden en buena parte a compuestos
quimicos que incrementan o prolongan la respuesta inmune asociada a las

vacunas de ADN, figurando los mencionados a continuacion:

Geles de hidroxido de Aluminio

Estos adyuvantes son los Unicos aprobados para su uso en humanos, su
mecanismo de accién se basa en una liberacion lenta del antigeno durante

periodos prolongados, lo que activa a linfocitos y macréfagos (28).

Referente a las vacunas de ADN, se ha demostrado en modelos animales que
estos adyuvantes aumentan la inmunogenicidad, estimulando respuestas Th2,
sintetizando IL-4 e IL-5 y dando origen a anticuerpos IgG1 e IgGE, aunque su
actividad depende de una adecuada interaccion electrostética entre el ADN y

el adyuvante (49, 88, 174).
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Lipido A monofosforilado (MPL)

Los microorganismos presentan moléculas de superficie y factores solubles
gue funcionan como adyuvantes, estimulando al sistema inmune e induciendo
procesos inflamatorios. En tal contexto, la potencia de las vacunas de ADN
puede ser aumentada simulando estas sefales, via la incorporacién de
adyuvantes sintéticos tales como el QS-21 o el lipido A monofosforilado (MPL)

(113).

El lipido A monofosforilado (MPL) es un componente activo del LPS de
Salmonella minnesota, el cual se ha observado que incrementa la respuesta
humoral asociada a la vacunacion con ADN por las vias i.m. o id.. El
mecanismo de accion aun no se ha logrado dilucidar, pero incluye la
interaccion con el TLR4 (Receptor tipo toll 4) y el CD14, lo que provoca la
activacion de macréfagos y la produccién de INF-y, IL-1, IL-2, e IL-12,
generando una respuesta Thl; no obstante, es importante tomar en cuenta
que el empleo de MPL implica cierta degradacion de ADN (116, 165, 170,

174).

Por su parte, el adyuvante QS-21 corresponde a una saponina aislada de la
corteza del arbol Quillaza saponaria y practicamente induce la misma
respuesta inmune que el MPL. En efecto, incrementa los niveles de CTLs
previa vacunacion con ADN, aungue su mecanismo de accion permanece sin

aclararse; al parecer, incluye la formacion de poros en la membrana celular,
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debida a la interaccion con el colesterol, pero se desconoce si su efecto como

adyuvante se deba a esta propiedad (44, 81, 165).

Xxi. Sistemas de liberacién

La eficacia de las vacunas de ADN desnudo en modelos animales no ha
podido reproducirse en seres humanos, debido principalmente a la limitada
distribucion del producto en los diversos tejidos y a que mas del 90% de los
plasmidos son degradados por macrofagos, antes de llegar a su nucleo,

donde se llevaria a cabo la expresién de los genes (165).

Sin embargo, ante la pretension de incrementar la inmunogenicidad de las
vacunas de ADN, también se esta explorando la posibilidad de optimizar la
liberacion de los plasmidos, para su debida captacion por parte de las células
hospederas. Los sistemas de liberacion se clasifican de la siguiente manera

(22, 165, 174);

e Sistemas de liberacion mecanicos, son los que incluyen a las

inyecciones con agujas o presion y al bombardeo de particulas.

e Sistemas de liberacion eléctricos, representados hasta ahora por la

electroporacion.
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e Sistemas de liberacion quimica, como los que involucran a los

liposomas o a cualquier encapsulacion del ADN en diversos polimeros.

e Sistemas de liberacion mediante acarreadores bacterianos o virales.

A. Sistemas de liberacion mecanicos

Los métodos fisicos o0 mecéanicos han sido utilizados efectivamente para
facilitar la liberacién de los plasmidos de ADN in vivo, destacando los que se

sefalan a continuacion:

Inyeccidon con agujas. Aunque este método es ampliamente utilizado para la
administracion de vacunas, presenta algunas desventajas, entre las cuales se
cuentan su invasividad, ciertos problemas de seguridad asociados a la
contaminacion de la aguja, la ausencia de inmunidad en mucosas y las
grandes cantidades de ADN que se requieren para inducir una vasta

respuesta inmune (46, 61, 90, 113, 122).

Inyectores a presion. Estos dispositivos basan su aplicacion en la

administracion de las vacunas a presion y sus ventajas incluyen una facil

administracion, menor invasividad y dosis de antigeno —pues se distribuye
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mejor el in6culo— y, dado que provocan una inflamacion local en el sitio

implicado, originan una mayor respuesta inmune (41, 116, 138).

Cabe sefialar que el dispositivo que libera al antigeno en forma de spray
dentro de la epidermis es conocido como “Biojector” (consultar figura 18), en
él se pueden cargar varias dosis de la vacuna y ser aplicadas a diferentes
personas, lo que hace que su administracion sea mas practica y sencilla. En
cuanto a su uso en las vacunas de ADN, se ha demostrado una gran eficacia
en modelos animales, aunque el éxito depende del tipo de vacuna, del
dispositivo de inyeccion y de la via de administracion, dosis, antigeno y

esquema de inmunizacién (116, 138, 158).

Figura 18. Biojector 2000 (138).
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Bombardeo de particulas. El sistema de liberacién epidérmica mediada por
particulas (PMED), también denominado bombardeo o aceleraciéon de
particulas (gene gun), es muy efectivo para la transfeccidon de células, ya que
se piensa que puede ubicar al plasmido directamente en el citoplasma de la
célula y, probablemente, en el nicleo. Aunque, quizas sea mas dificil pensar
que los plasmidos pudieran acceder directamente al nucleo, se debe tomar en
cuenta las caracteristicas del sistema de liberacion y las propias de los

plasmidos (45, 187).

La técnica consiste fundamentalmente en el acoplamiento de los plasmidos de
ADN a algunas particulas de oro o tungsteno menores de 3 ym de diametro; el
complejo resultante es administrado por medio de una pistola de helio
comprimido a alta presion, lo que favorece su liberacion a nivel intracelular en
miocitos, queratinocitos y células de Langerhans. Al parecer, el estrés
ocasionado por el impacto de la administracion, contribuye a la activacion y
proliferacion de DCs en la piel, asi como a la posterior migracion de estas
células hacia los nédulos linfaticos. Sin embargo, cabe subrayar que la
respuesta inmune que se pretende desencadenar puede ser inducida sin las

particulas de oro (45, 46, 81, 113, 115, 187).

Al realizarse comparaciones entre el bombardeo de particulas y la inyeccion
con agujas se han establecido diversas diferencias; por ejemplo, la inyeccion
por via i.m. o i.d. requiere de grandes cantidades de plasmido (50-100 ug por

via i.m.) para obtener una respuesta inmune de Thl; por su parte, el
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bombardeo de particulas necesita cantidades de plasmido menores a los 10
Mg e induce una respuesta equilibrada Th1/Th2, con incremento en los niveles

de IL-4 y disminucion de INF-y (consultar la figura 19) (28, 45, 52, 113, 182).

Figura 19. Sistemas de liberacion en la vacunacién de ADN (182).
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Evidentemente, esta clase de patrones no siempre se reproduce, debido
principalmente a la naturaleza del antigeno, al régimen de inmunizacion, al
tipo de células transfectadas y a la concentracion de las citocinas involucradas

(116, 187).
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B. Sistemas de liberacidon eléctricos

Electroporacion

La electroporacién consiste en la aplicaciéon controlada de pulsos eléctricos,
los cuales aumentan transitoriamente la permeabilidad de la membrana
celular y nuclear; ello facilita la entrada de los pladsmidos a las células
hospederas, incrementando los niveles de expresion del antigeno y, por lo

tanto, la respuesta inmune asociada a la vacunacion con ADN (129, 165, 169).

Las principales ventajas de esta técnica incluyen su bajo costo y facil
administracion; el dispositivo utilizado se muestra en la figura 20 y consta de

un electrodo provisto de pequeias agujas (129).

Figura 20. Dispositivo utilizado en la electroporacion
por via intradérmica (169).
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Si bien los factores que influyen en el incremento de la respuesta inmune auin
no se han comprendido plenamente, es muy posible que incluyan a la
distribucion del ADN en los tejidos y a la respuesta inflamatoria que se genera
en el sitio de inoculacion. Sin embargo, se ha sugerido que el uso de la
electroporacion también puede impulsar la integracion del plasmido al genoma
del hospedero, lo que impediria o limitaria su uso en cuanto a futuras
aplicaciones terapéuticas; a tal respecto, algunos autores proponen que las
condiciones Optimas en cuanto a la amplitud del campo eléctrico, numero,
duracioén e intervalo de los pulsos eléctricos minimizaria el problema (78, 116,

169).

C. Sistemas de liberacion quimica

Este tipo de sistemas de liberacidon implica el empleo de polimeros
biodegradables, liposomas y virosomas, los cuales pueden inactivar enzimas
lisosomales o desequilibrar la membrana fagolisosomal, lo que permite
mejorar la liberacidn intracelular, proteger de la degradacion enzimatica y, en
algunos casos, promover la liberacion controlada del antigeno (consultar la

figura 21) (22, 156).
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Figura 21. Plasmidos de ADN liberados mediante
acarreadores quimicos (22).
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Polimeros biodegradables

Los polimeros utilizados como sistemas de liberacion de las vacunas de ADN
deben ser catidnicos, inertes, biodegradables, biocompatibles y de baja
toxicidad, ademas de poder encapsular a dicho acido nucleico, formar
complejos con €l o adsorberlo, todo ello mediante interacciones
electrostaticas. Entre los polimeros mas utilizados en los estudios sobre

vacunacion con ADN figuran los siguientes (22, 116):
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Polietilamina (PEI). Esta presenta una alta densidad de cargas cationicas, lo
que le permite encapsular el ADN; una vez administrada, se une a “ligandos”
localizados en la membrana celular, lo que origina una eficiente liberacién de

genes y, por ende, elevados titulos de anticuerpos (3, 22, 49).

Chitosan. Los polimeros cationicos de chitosan pueden ser formulados en
diferentes tamarnos (20 a 500 nm) y presentan propiedades mucoadhesivas.
Después de la administracion oral de plasmidos de ADN —que codifican para
alérgenos alimenticios— acomplejados con polimeros de chitosan se observa,
tanto la expresion de los genes implicados en el epitelio intestinal de ratones,
como la produccion de anticuerpos IgA e IgG2a; ademas, se controla la

cantidad de anticuerpos IgE vy, con ello, la anafilaxia (44, 105, 170, 192).

Poli(lactico-co-glicélico) (PLG). La encapsulacion de los plasmidos de ADN
en microparticulas de PLG ha sido ampliamente estudiada, ya que se asocia a
una liberacion lenta, al incremento de la eficacia de transfeccion, a la
proteccion del ADN en relacion con la degradacion enziméatica y a una intensa
respuesta inmunologica. El mecanismo de accion correspondiente incluye un
aumento de pH que inactiva a las enzimas lisosomales o desestabiliza a la
membrana fagolisosomal, lo que finalmente favorece la liberacion del ADN

dentro del citoplasma (82, 92, 95, 96, 116).

Las microparticulas de PLG parecen inducir la activacion de macréfagos, la

secrecion de citocinas y la estimulacion de una alta expresion de CD86 en
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APCs activadas. Adicionalmente, administradas por via oral protegen al ADN
del ambiente digestivo del tracto intestinal, estimulan una inmunidad sistémica
(IgG), e inclusive, pequeias cantidades pueden ser absorbidas por las células
M, lo que desencadena una respuesta inmune en mucosas (IgA) contra el

antigeno codificado (92, 95, 124,182).

Las ventajas de este método incluyen su liberacidén pulsatil, que puede imitar a
las inyecciones de refuerzo, y su actividad adyuvante intrinseca —basada en
un tamanfo uniforme de 0.5-5 pm—, que permite la fagocitosis de las particulas
por parte de las DCs y estimula una respuesta inmune humoral y celular (26,

95, 97).

Entre sus ventajas destacan: a) la baja biodisponibilidad del ADN, debida a la
velocidad de difusion; b) una liberacion pulsatil, que puede inducir tolerancia al
antigeno; c) el microambiente de bajo pH, que se crea dentro de las
microparticulas —durante la degradacion in vivo— puede afectar la actividad de
los plasmidos; d) los disolventes orgénicos utilizados durante su produccion,
pueden desnaturalizar proteinas; e) la esterilizacion con rayos y de las
microesferas —fundamental para su uso en humanos— llega a degradar
parcialmente al polimero; f) existe la posibilidad de que ocurra alguna
respuesta alérgica, ya sea después de la inyeccibn o en cada pulso de

liberacién (39, 95).
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Liposomas

Los liposomas son lipidos en forma de vesiculas que actian como vacuolas
de depodsito dentro del macréfago, las cuales proporcionan la cantidad
adecuada de inmundgeno. En las vacunas de ADN, la carga negativa del
acido nucleico es aprovechada para facilitar su interaccién electrostatica con
liposomas cationicos, lo que de manera secundaria modifica la carga y el

tamafo del plasmido (22, 81, 165, 185).

Después de haberse administrado la vacuna, se forma un complejo entre el
liposoma y la membrana plasmética de la célula hospedera, el cual permite la
liberacion del ADN; posteriormente, éste se adhiere a vesiculas anionicas
intracelulares. EI mecanismo propuesto incrementa el nimero de células

transfectadas (122, 165, 185).

Este sistema de liberacién protege de la degradacion extracelular al plasmido
involucrado —en las mucosas—, garantiza su contacto con el tejido celular
“blanco” e incrementa el numero de plasmidos que se liberan de los
fagosomas y entran intactos al nucleo. En general, el uso de liposomas en la
liberacion de vacunas de ADN ha demostrado ser muy efectivo; por ejemplo,
en el musculo esquelético, la Vaxfectina¥® (formulacién lipidica catiénica)
incrementa la respuesta humoral sin disminuir la de CTLs (22, 59, 81, 165,

174).
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Virosomas

Los virosomas se constituyen por liposomas que contienen proteinas virales
incrustadas; ello les permite fusionarse con células del sistema inmune y
liberar hacia ellas los plasmidos implicados, antes de ser degradados y sin
generar problemas de toxicidad. Su uso en las vacunas de ADN incrementa el
namero de células transfectadas y la expresién de los genes codificados, si

bien su efectividad depende de la proteina fusionada (30, 42, 59, 72).

D. Sistemas de liberacion con acarreadores bacterianos o virales

Bacterias atenuadas

Este sistema de liberacion se basa en la inoculacion de una bacteria atenuada
(consultar la tabla 13), que contiene el plasmido que codifica para el antigeno
de interés y, al ser fagocitada por los macréfagos o DCs, puede liberar el

plasmido dentro de la célula hospedera (48, 177).

Cabe sefialar que dependiendo del lugar donde ocurra la liberacion del

plasmido dentro de la célula hospedera, se observa la siguiente clasificacion:

a) intracelulares: Escherichia coli o Yersenia sp, b) intrafagosomales:
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Salmonella sp, c¢) intracitosolicas: Listeria monocytogenes o Shigella sp (43,

182).

Tabla 13. Bacterias atenuadas utilizadas como sistemas de liberacion
en las vacunas de ADN (177).

Transportadores Cepa Atenuacion
E. coli K12 TG1 --
DHT10b --
Y. enterocolitica 0:3,0:9 pYV"
SL7207 aroA
S. typhimurium RE88 aroA
SL7237 aroA
S Tvpha CVD 908-htr A aroC, aroD
- 1Yp Ty21la galE
S. choleraesuis
) CvD1203 aroA
a
S. flexneri 2 CVD1204 guaBA
L. monocytogenes A2 mpl, act, pIB

De acuerdo a lo anterior, la bacteria puede escapar del fagosoma —patégenos
intracitosdlicos— o al liberar el plasmido dentro del mismo —patégenos
intrafagosomales—; posteriormente, en ambos casos se presenta la entrada en
el niacleo de los plasmidos y la expresion del antigeno, el cual puede ser
secretado, o bien, procesado y presentado a linfocitos T. Otra opcion, es la

apoptosis de las células transfectadas, lo que liberaria el plasmido, que al ser
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endocitado por otras células, iniciaria la respuesta inmune (116, 118, 126,

177).

En especial, las cepas atenuadas de Shigella flexneri han sido utilizadas como
sistemas de liberacion exitosos de las vacunas de ADN, debido a que se
replican dentro del intestino, estimulan inmunidad en mucosas y pueden ser

administradas por via oral. (81, 126, 152).

Entre las ventajas asociadas con estos sistemas de liberacion destacan: su
facil administracion y manufactura a gran escala, bajo costo de produccion,
capacidad de estimular una inmunidad en mucosas Yy, ser controladas

mediante antibioticos (7, 130, 181).

Bacterial ghost (“fantasmas” bacterianos)

Bacterial ghost (BG) es el nombre que se ha venido manejando para aludir a
la envoltura celular no desnaturalizada de las bacterias Gram negativas; dicho
producto se obtiene mediante la lisis de la proteina E —molécula capaz de
fusionar al interior con el exterior de la membrana—, lo que conduce a la
formacion de un tanel a través del cual es expelido el contenido
citoplasmatico, permaneciendo intacto el lumen interno y externo de la
bacteria, aunque sin acidos nucleicos, ribosomas u otros constituyentes

(consultar la figura 21) (7, 18, 128).
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Figura 21. Micrografia electrénica de BG de E. coli (7, 91).

El fantasma bacteriano puede utilizarse como vacuna, debido a sus
propiedades adyuvantes sustentadas en la presencia del LPS, del lipido A y
de los peptidoglicanos; el LPS no limita su uso, ya que al encontrarse
asociado a las células se reduce su toxicidad al minimo. Por otra parte, su
papel como sistema de liberacibn de vacunas de ADN se asocia a una
efectiva transfeccion de las APCs, a la activacion de DCs, a la induccion de
una respuesta inmune humoral y celular, a eficaces administraciones por via

oral o i.n., y a seguridad y facil manipulacion (7, 18, 91).

Virus

En este caso, el gen que codifica para la proteina antigénica se integra al
genoma viral, el cual previamente es modificado genéticamente para
garantizar la seguridad de la vacuna; es decir, el virus construido debe ser

capaz de infectar a las células, pero sin producir la enfermedad, lo que resulta
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en una amplia estimulacion de la respuesta inmune contra el antigeno. El virus
mas utilizado es el de la viruela del canario (canarypox), aunque también se
ha probado al virus de la rabia y al de la polio, asi como a algunos adenovirus,

entre otros (22, 152).

Es importante sefalar que los antigenos estan codificados por genes
integrados a los genomas virales, por lo que estos productos se consideran
mas como vehiculos que como sistemas de liberacion. Por otra parte, su
principal desventaja reside en los problemas de seguridad asociados, que

pueden originar respuestas inflamatorias severas (129).

xii. Ventajas de la vacunacion con ADN

Las vacunas de ADN presentan diversas ventajas sobre las vacunas

convencionales, destacando las siguientes:

e Las vacunas de ADN desnudo son seguras y efectivas en cuanto a la

generacion de la respuesta inmune en modelos animales (52).

e La persona inmunizada actia como “bio-reactor”, es decir, produce al
antigeno in vivo, en forma pura y con la conformacién antigénica ideal

para estimular al sistema inmune (10).

118



Las vacunas de ADN estimulan una respuesta inmune humoral y
celular, e inclusive, presentan propiedades adyuvantes debido a los

motivos CpG presentes en el plasmido (52).

Dependiendo del sistema de liberacion y/o del adyuvante, pueden

inducir una vasta inmunidad en mucosas.

A diferencia de las vacunas atenuadas, eliminan el problema de
reversion de la virulencia; por tal razon, pueden ser utilizadas en

individuos inmunocomprometidos.

La liberacion pulsétil del antigeno, lograda mediante la utilizacién de
polimeros biodegradables, bien puede eliminar la necesidad de aplicar

dosis de refuerzo.

Los plasmidos de ADN pueden ser construidos como sistemas

multivalentes contra uno o varios patégenos.

Estas vacunas son producidas facilmente, ya que el microorganismo
donde se produce el plasmido es el mismo para diferentes vacunas, por
lo tanto, el medio de cultivo es idéntico, ademas, no se requieren

costosos o complicados procedimientos de purificacion; se pueden
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producir vacunas contra microorganismos dificiles de cultivar en el

laboratorio y su almacenamiento es sencillo (52, 74, 179).

e Las vacunas de ADN dejan atras el problema de desarrollar tolerancia
neonatal, ya que pueden inducir una efectiva respuesta inmune en
neonatos, aun en presencia de anticuerpos maternos; bajo estas
circunstancias, las vacunas convencionales generalmente presentan
interferencias en la induccion de la respuesta inmune (11, 121,

137,184).

e Diversos estudios preclinicos demuestran que las vacunas de ADN son

toleradas; ademas, los ensayos clinicos actuales toman en cuenta

especificaciones rigurosas que garantizan su eficacia y seguridad

(167).

xiii. Desventajas de la vacunacién con ADN

Entre las desventajas de la vacunacion con ADN sobresalen las siguientes:

e EIl ADN se podria insertar en el genoma del hospedero, lo que podria

dar lugar a la activacion de oncogenes o a la desactivacion de genes
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supresores de tumores, desencadenando cancer e inestabilidad
gendmica. La integracion del plasmido podria ocurrir de varias formas,

pero el proceso mas comun se lleva a cabo al azar (80, 122, 182).

Si bien la probabilidad de integracion del plasmido a los cromosomas
del hospedero es baja, estimandose en un evento por cada millon de
células, las diferentes modificaciones realizadas a la vacuna podrian
incrementar esta probabilidad. Por ello, las agencias regulatorias
recomiendan realizar estudios de integracibn que garanticen la
seguridad de las vacunas de ADN; dichos estudios deben realizarse
con cada modificacion efectuada al plasmido original y en especial

cualquiera que incluya la entrada de la molécula al nucleo (81, 184).

Si el plasmido llegara a ubicarse en tejido gonadal, su eventual
integracion a las células germinales podria inducir defectos genéticos
heredables; en tal sentido, es necesario efectuar estudios de toxicidad

reproductiva (80, 168)

La posibilidad de inducir anticuerpos contra los plasmidos de ADN
podria inducir o acelerar el desarrollo de enfermedades autoinmunes
tales como el lupus eritematoso sistémico (LES). No obstante, segun
estudios realizados en ratones normales y otros predispuestos al

desarrollo de enfermedades autoinmunes, los titulos de
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autoanticuerpos resultan insuficientes para provocar trastornos ligados

a autoinmunidad en los animales normales (122, 157).

Por obvio, no se descarta la posibilidad de que las vacunas de ADN,
pudieran causar o empeorar una enfermedad autoinmune o&rgano-
especifica, via alguna reaccion cruzada con los propios antigenos

codificados en el plasmido de ADN (184).

Administradas por via i.m., la respuesta humoral que generan es
relativamente baja y se requieren grandes cantidades de ADN desnudo
para inducir la respuesta inmune en humanos. Este problema puede
ser minimizado incorporando adyuvantes y analizando diversos
sistemas de liberacion y regimenes de inmunizacién, acciones que

incrementan la complejidad y el costo de cada vacuna (49, 149).

Si en la estructura del plasmido se han insertado genes de resistencia a
antibiéticos, requeridos por motivos de manufactura, la expresion
podria beneficiar a los microorganismos patdgenos, generando

consecuencias que deben ser consideradas (49).
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xiv. Ensayos clinicos

La evaluacién de cualquier vacuna en desarrollo implica la realizacion de
ensayos clinicos en seres humanos, exclusivamente cuando antes se ha
demostrado su factibilidad y carencia de peligrosidad en modelos animales; es
importante sefialar que los aspectos mas importantes a ser evaluados son
principalmente la seguridad e inmunogenicidad vacunales, considerando en
todo momento estandares rigurosos de control de calidad, antes de ser

comercializadas (140, 164).

En general, el objetivo fundamental de las agencias regulatorias consiste en
garantizar que sean seguros los métodos, procesos e instalaciones utilizados
en la manufactura de las vacunas. En este sentido, en diciembre de 1996, la
FDA emiti6 un documento con los aspectos a tomarse en cuenta para el
desarrollo de vacunas de ADN, iniciando con su manufactura y terminando
con los ensayos clinicos. De igual manera, la OMS ha emitido documentos
para garantizar la calidad, potencia y consistencia de las vacunas de ADN,
todos los cuales pueden ser encontrados en la pagina de Internet:

www.who.int/biologicals (153, 184).

Actualmente, existen patentes para cada uno de los componentes, sistemas

de liberacion, procesos de purificacion, etc., empleados en la vacunacion con

ADN; sin embargo, ninguna de ellas ha obtenido su registro de venta en
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humanos, e inclusive, la Unica para la cual existe como antecedente es la

vacuna de ADN equina contra el virus del Nilo (2005) (9, 24, 49, 184).

Si bien para las vacunas denominadas “convencionales” se deben realizar
estudios de toxicidad que garanticen su seguridad, en las de ADN también es
preciso incluir estudios que permitan comprobar el desarrollo de anticuerpos y
la tolerancia inmunologica contra el plasmido, asi como la inexistencia de
oncogénesis —como resultado de la expresion de los antigenos o de la
integracion del ADN vacunal al genoma del hospedero— y la adecuada
distribucion y persistencia de los plasmidos en los tejidos. Adicionalmente,
cuando las vacunas sean aplicadas con fines terapéuticos, deben llevarse a
cabo diversos estudios en los que se combinen con los medicamentos

correspondientes (49, 122).

Evidentemente, antes de iniciarse los ensayos clinicos en humanos, la FDA
debe identificar los problemas de seguridad y establecer si la informacion
preclinica resulta suficiente. Dichos ensayos contemplan las siguientes
etapas: estudios preclinicos, los cuales evalian la seguridad,
inmunogenicidad y eficacia del producto vacunal en modelos animales; fase |,
en la que se valoran la seguridad e inmunogenicidad, pero en un numero
pequefio de personas; fase Il, destinada a determinar la eficacia en un nimero
mayor de voluntarios; fase lll, en la que ocurre la comercializacion de la
vacuna; y fase IV, durante la que se localizan reacciones adversas poco

comunes (49, 165).
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Afortunadamente, las vacunas de ADN han progresado rapidamente y
algunas de ellas ya se encuentran en ensayos clinicos fase | o Il, abarcando

diferentes enfermedades, tal como lo resume la tabla 14.
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Tabla 14. Ensayos clinicos recientes en vacunas de ADN (185).

Gen Formulacién Fase
Hepatitis B |
HBsAg Particulas de oro Uil
CpG7909+Engerix-B® Oligo +HbsAg/alum
HIV
nef, rev o tat ADN desnudo I
gag (induccion) y MVA (refuerzo) | NA I
Genes del HIV ADN desnudo I
Influenza
Genes de la influenza ADN desnudo |
Malaria
Genes de P. falciparum ADN desnudo I
Genes de la malaria Particulas de oro I
Cancer de senos
B7-1 NA |
Melanoma
IL-2 + SEB DOTIM/Chol I
Gp-100 NA I
MART-1 NA |
Gp-100 + GM-CSF Particulas de oro I
Linfoma no Hodgkin’s
CpG 7909 CpG oligo I/
Céancer de Prostata
PMSA ADN desnudo 1
Carcinoma celular renal
IL-2 DMRIE/DOPE 1

CLAVES: NA= informacion no disponible; Chol= colesterol; CpG 7909=
oligonucledtido con una secuencia no metilada CpG; DOPE=
dioleoilfosfatidiletanolamina; DOTIM= 1-[2-(9-(2)-octadecenoiloxi)etil]-2-(8-(2)
heptadecenil)-3-(hydroxietil)imidazol cloruro; DMRIE= N-(1-(2,3-dimiristiloxipropil)-
N,Ndimetil-(2-hidroxietillamonio bromuro; gp-100= glicoproteina-100; MART-1=
antigeno especifico del melanoma reconocido por los linfocitos T 1; PMSA=
antigeno membranal especifico de la préstata;, SEB= enterotoxina B de
Staphylococcus.
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xv. Aplicaciones

Aun cuando la finalidad tradicional de las vacunas ha incidido en la prevencion
de enfermedades infecciosas, las de ADN han afadido la posibilidad de cubrir

funciones terapéuticas a su espectro de accion (152, 187).

Sin lugar a dudas, el elemento mas relevante de las vacunas de ADN es
precisamente el gen de interés, el cual codifica para la sintesis de alguna
proteina antigénica, ya sea que se encuentre presente en la estructura
superficial del agente patégeno o que sea excretada por este ultimo al medio
externo. Entre los agentes causales incluidos hasta ahora en los estudios

correspondientes, destacan (93):

1. Virus: el de la inmunodeficiencia humana (HIV), herpes simplex (HSV),
herpes bovino (BHV), citomegalovirus (CMV), ébola, hepatitis B (HBV),

hepatitis C, influenza (flu), sarampion, rabia y rotavirus.

2. Bacterias: Mycoplasma pulmonis, Mycobacterium tuberculosis,
Helicobacter pylori, Bacillus anthracis, Escherichia coli enterotoxigénica
(ECET), Salmonella sp, Rickettsia, Yersinia enterocolytica y Listeria

monocytogenes.

3. Parésitos: Leishmania major, Plasmodium vyoelii, Plasmodium

flaciparum, Schistosoma japonicum y Entamoeba histolytica.
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4. Otros: Alergia, cancer y toxina tetanica.

A continuacion, se describen brevemente algunos de los resultados mas

relevantes asociados a la vacunacién con ADN.

Bacterias

Mycobacterium tuberculosis

Durante las infecciones por micobacterias, es necesario que el sistema
inmune dé origen a una respuesta celular, para que el agente invasivo pueda
ser erradicado; por tal motivo, en la vacunacion con ADN, resulta
particularmente importante que el antigeno se exprese en un sitio apropiado y
que el producto vacunal se administre junto con moléculas coestimuladoras o
sistemas multivalentes, e inclusive, que se tome en cuenta que la fase de

refuerzo incorpore a la BCG (22, 147, 148).

Las vacunas de ADN contra la tuberculosis (TB) se han elaborado con base
en los genes que codifican para el antigeno 85A (Ag85A) y para la proteina de
choque térmico de 65 kDa (hsp65) de Mycobacterium tuberculosis, aunque
también se analizan las respuestas de otras moléculas proteicas, tales como
la ESAT-6, Mtb 8.4, una lipoproteina de 19 kDa y el Ag85B. Los resultados
obtenidos son particularmente exitosos en el caso de las dos primeras y

promisorios en los restantes (22, 65, 147).
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Por ejemplo, en ratones, la inyeccion i.m. de 10 a 100 yg de una vacuna de
ADN, que codifica para el Ag85A induce una fuerte respuesta celular,
caracterizada por altos niveles de IL-2 e INF-y y bajos niveles de IL-4 o IL-5.
Por su parte, las vacunas de ADN que codifican para la proteina hsp65
—englobadas en liposomas— originan una inmunidad protectora similar a la

alcanzada por la BCG (22, 147).

Por ultimo, las vacunas de ADN anti-lepra que codifican para la hsp60 son

efectivas en ratones, tanto a nivel profilactico como terapéutico (22, 64).

Biodefensa

Las vacunas de ADN son producidas a gran escala en poco tiempo v,
ademas, una misma puede brindar protecciébn contra varios patégenos,
cuando se trata del disefio de sistemas multivalentes, caracteristicas que

resultan particularmente Utiles en esta aplicacién (65).

Entre los patdégenos considerados para el desarrollo de vacunas de ADN
destinadas a la biodefensa se cuentan a encuentran Yersinia pestis y Bacillus
anthracis; en el primer caso, se ha utlizado a los antigenos V y F1,
obteniéndose buenos niveles de proteccidon. En cuanto al bacilo del antrax, el
inmundgeno de interés es la exotoxina correspondiente; como es sabido, ésta
se compone por tres fracciones proteicas: el antigeno protector (AP), el factor

letal (LF) y el factor responsable del edema (FE), todas las cuales deben estar
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presentes para llevar a cabo su accién téxica. A tal respecto, las vacunas de
ADN han generado buenos resultados, cuando se seleccionan los genes que

codifican para el AP o para el FL (29, 65).

Cabe sefalar que las vacunas de ADN contra la peste y el antrax, solo
requieren estimular una respuesta inmune humoral, para neutralizar a las
enfermedades implicadas; sin embargo, esta clase de respuesta no siempre
resulta suficiente, tal como ocurre en la tularemia, ocasionada por la bacteria
intracelular Francisella tularensis; en este caso, es indudable que la
vacunacion con ADN seria ideal para combatir la enfermedad, pero es
obligado el conocimiento de los genes que codifican para proteinas

antigénicas de este microorganismo (65, 106).

Parasitos

La variacién antigénica representa un gran problema para el desarrollo de
vacunas anti-parasitarias, debido a que los agentes etiolégicos suelen
presentar diferentes estadios durante su ciclo de vida. En tal contexto, es
obvio que el disefio de las vacunas de ADN correspondientes, esté enfocado
a lograr que el pldsmido contenga genes de interés que codifiquen para

antigenos existentes en todas las etapas de desarrollo del parasito (100, 167).
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Las vacunas de ADN contra Plasmodium falciparum —-en su estadio
infeccioso— inducen una respuesta de CTLs e INF-y en humanos, aunque ello
sucede en ausencia de anticuerpos, debido probablemente a los bajos niveles

de antigeno producidos por las células hospederas (73, 116, 178).

La tabla 15 sefiala algunos de los resultados mas relevantes de las vacunas

de ADN contra parasitos.
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Tabla 15. Vacunacion con ADN en parasitos (100).

Parasito Hospedero Antigeno .V'.a de ., Resultados
administracion
Plasmodium yoelli Ratén PyCSP, PyHEP17, PySSP2 i.m. Elevada respuesta de CTLs
P. yoelli Ratoén PyCSP .m., i.m. & V. Alto nivel de proteccion
P. berghei Raton Pre-eritrocitarios .m.,i.m. & V. Alto nivel de proteccion
P. falciparum Mono Aotus CPS i.d. Elevada respuesta inmune
Siete antigenos de
P. falciparum Mono Rhesus diferentes estadios de V. Alto titulo de Ac especificos
desarrollo
Siete antigenos de
P. falciparum Hombre diferentes estadios de V. Sin proteccion
desarrollo
Leishmania major Raton Metaloproteinasa gp63 i.m. Reduccion (;Ie I.a carga
parasitaria
L. major Ratén Antigeno de superficie Ag-2 i.m. Alto grado de proteccion

g-g= gene gun, v= acarreadores virales
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Tabla 15. Vacunacion con ADN en parasitos (cont.).

Via de

Paréasito Hospedero Antigeno - - Resultados
administracion
L maior Ratén Antigeno de superficie im Efecto terapéutico en ratones
-may gp46/M2 o infectados
Tripanosoma cruzi Ratén Genoteca i.m. Alto titulo de ar]t]cuerpos I9G
especificos
Toxoplasma gondii Ratén SAGI Antigeno de superficie i.m. Buena eficacia preventiva
.Schls.tosoma Ratén 26 kDa GST i.m. Sin proteccion
japonicum
S. mansoni Ratén Sm23 i.m. 63% de proteccion
S. mansoni Ratén Calpaina g-g 60% de proteccion
Taena ovis Raton Diferentes formas de 45W i.m. Diferentes titulos de Ac
0, iON—
Fasciola hepatica Ratas Cistein proteasa i.m. 74% de proteccion—hembras,

100% de proteccion—machos

g-g= gene gun, v= acarreadores virales
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Virus

HIV

La alta variabilidad de este virus ha contribuido a numerosos fracasos en el
desarrollo de vacunas que neutralicen al SIDA; actualmente, se estima que
mas de 35 millones de personas estan infectadas por el HIV en todo el
mundo, lo que hace urgente el desarrollo de una vacuna profilactica y
terapéutica que pueda combatir estd pandemia. Logicamente, el producto
que se pretende lograr debe generar una respuesta inmune celular y
humoral, que no s6lo alcance el nivel sistémico sino que también incluya a

las mucosas, a fin de evitar la entrada del virus por via sexual (154).

Es importante sefalar que los genes del virus utilizados en las vacunas de
ADN se relacionan con diversos antigenos, entre los cuales destacan los
que codifican para la proteina estructural gag, las proteinas no
estructurales tat y Rev, asi como las accesorias nef, vif, vpr y vpu; estas
tltimas son consideradas “blancos” atractivos para el desarrollo de
vacunas multivalentes contra el HIV-1, ya que estan ampliamente
conservadas y, al parecer, son importantes para la replicacion del virus y la

patogénesis de la enfermedad (131, 154).

En general, se han realizado diversos estudios con vacunas de ADN contra
el HIV-1, utilizdndose a los genes env/rev, tanto en personas infectadas
como en no infectadas por el virus; la inyeccion de altas dosis de la vacuna

en los individuos no infectados produjo respuestas humorales antigeno-
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especificas, asi como la produccion de INF-y y B-quimiocinas; por el
contrario, la misma aplicacion en individuos infectados origin0 una
moderada respuesta de anticuerpos, sin respuesta celular contra el virus.
Estos ultimos resultados son cuestionables, ya que en otro trabajo
efectuado con individuos infectados se incluy6 a los genes rev, nef y tat, y
se evidencio un incremento en cuanto a la respuesta celular, en un amplio
rango de dosis (20 a 2500 pg) y sin que ocurrieran reacciones locales (116,

141).

Recientemente, se busca inducir la produccién de anticuerpos y linfocitos
de memoria, los cuales reconozcan al mayor numero de subtipos
identificados del virus; las vacunas de ADN involucradas contienen al gen
env y se aplican durante la fase de induccion de la respuesta inmune vy,
como refuerzo, se administran vacunas compuestas por las glucoproteinas
recombinantes gp120 o gpl160, las cuales forman parte de la envoltura del

virus (131).

Influenza

Las vacunas de ADN que codifican para nucleoproteinas del virus de la
influenza, protegen a los ratones contra la infeccion correspondiente,

induciendo una respuesta humoral y celular (162).

Hepatitis B
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Las vacunas de ADN que codifican para el antigeno de superficie del virus
de la hepatitis B (HBsAQ), han generado buenos resultados en modelos
animales; la administracion de tres dosis con 1, 2 y 4 ug —mediante
bombardeo con particulas— dan lugar a una respuesta inmune que implica
niveles protectores de anticuerpos y linfocitos T CD8+ y CD4+, asi como la

produccion de INF-y (45).

Otras enfermedades

Alergias tipo |

Las respuestas alérgicas tipo | son mediadas por anticuerpos IgE; el primer
contacto con el alergeno provoca una diferenciaciéon de los linfocitos ThO
hacia Th2 y estimula la produccion de anticuerpos IgE e IgG1 por parte de
los linfocitos B, lo cual es regulado por la secrecién de IL-4; los anticuerpos
IgE se unen a los receptores Fc de los mastocitos y é€stos se activan por
una reexposiciéon al alérgeno liberando mediadores inflamatorios, tales
como la histamina y las prostaglandinas, responsables directas de las

reacciones patoldgicas (92, 94, 122, 191).

La vacunacion con ADN ha sido utilizada para tratar este tipo de trastornos,
debido a que inducen una respuesta Thl, via los motivos CpG presentes
en los plasmidos; de esta manera, la exposicion al alergeno provoca la
secrecion de INF-y, lo que inhibe las respuestas Th2 que generan los
fendmenos de hipersensibilidad inmediata (consultar la figura 23) (37, 118,

122).
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Ademas, los motivos CpG estimulan la proliferacion de linfocitos B con un
cambio de isotipo, de IgM a 1gG2a, lo que bloquea el contacto de IgE con
los mastocitos, reduce los niveles de sustancias inflamatorias v,
obviamente, la respuesta alérgica. Por su parte, el INF-y inhibe la
diferenciacion de los linfocitos ThO hacia Th2 y la secrecion de citocinas

Th2 (37, 122).

Figura 23. Mecanismos involucrados en la vacunacién con ADN
dirigida a la neutralizacion de alergias (122).
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Incuestionablemente, la inmunoterapia en el tratamiento del cancer ha
fallado hasta ahora, debido a la heterogeneidad y la baja inmunogenicidad
de los antigenos tumorales, y a los mecanismos de escape desarrollados

por las células cancerigenas para evadir la respuesta inmunolégica (197).

Sin embargo, los avances logrados con el proyecto de genoma humano,
los antigenos asociados a tumores han venido siendo identificados
eficazmente; al ser insertados los genes que codifican para dichos
antigenos en las vacunas de ADN, se ha logrado inducir una respuesta
inmune efectiva contra células cancerigenas, la cual resulta util para el

tratamiento o profilaxis de la enfermedad (54, 142, 197).

En diversos estudios realizados con vacunas de ADN se ha conseguido
reducir o inhibir el crecimiento de células tumorales, via la produccion y
secrecion de la proteina antigénica. Por ejemplo, respuestas humorales y
celulares muy intensas se han generado en ratones vacunados con ADN
que codifica para el antigeno especifico de la prostata (PSA). No obstante,
es importante considerar que las vacunas de ADN persisten por tiempos
prolongados y que ello representa un riesgo adicional en el desarrollo de

tumores (137, 197).
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CONCLUSIONES

X/
L X4

*

La vacunacién representa uno de los grandes éxitos de la salud
publica, en virtud de que ha permitido salvar la vida de millones de
personas, previniendo, controlando y, en algunos casos,

erradicando enfermedades infecciosas.

La crisis financiera asociada a la investigacién, desarrollo y
produccion de vacunas, en ocasiones ha generado problemas en
cuanto al suministro de los productos; se debe considerar que los
beneficios de la vacunacion solo son evidentes cuando ésta forma
parte de rigurosas campafas y que los costos de prevencion de
cualquier enfermedad son mucho menores que los del tratamiento.
Tomando en cuenta lo anterior, es necesario definir las opciones
mas rentables de produccibn de vacunas, para realizar las

inversiones pertinentes.

A lo largo de la historia los componentes de las vacunas se han
modificado radicalmente, se trate de microorganismos completos, o
bien, de subunidades provenientes de ellos; no obstante, su baja
inmunogenicidad y efectos adversos han dado origen al desarrollo

de las vacunas denominadas de “tercera generacion”.

Los avances en la ingenieria genética, bioinformatica e inmunologia

han modificado las metodologias involucradas en el desarrollo de
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vacunas. En este sentido, los novedosos sistemas de produccion y
formulaciéon prometen mejorar notablemente la efectividad de los

productos vacunales.

La vacunacion con ADN presenta varias ventajas en comparacion
con las vacunas “convencionales”, sobre todo en lo referente a la
respuesta inmune y al costo de manufactura. Sin embargo, su
eficacia no ha podido ser reproducida en seres humanos, por lo que
las investigaciones deben continuar en el desarrollo de mejores
adyuvantes, sistemas de liberacion, vias de administracion y

optimizacién de los niveles de expresion del antigeno.

Si bien los resultados obtenidos en modelos animales vacunados
con ADN justifican plenamente la realizacion de ensayos clinicos en
humanos, debe hacerse énfasis en los problemas de seguridad del

producto antes de su comercializacion.

La vacunacion con ADN podria llegar a ser la solucion contra
diferentes enfermedades que representan problemas serios a nivel
mundial y contra las cuales aun no existen vacunas. Sin embargo,
se trata de una metodologia relativamente reciente, sobre la cual
continian existiendo mecanismos desconocidos que es necesario

establecer.
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ABREVIATURAS

A
Ac

ADN
ADNasa
Ag
APC’
ARN
ARNasa
ARNmM
ARNt
BCG
BG

C

CD’
CMI’
CpG
CTL
DCs’
DHT
Eos
FCA
FDA

g
G

GAVI *
GM-CSF

H
HBsAg
HCMV
HIV
hsp
ICAM’
i.d.

Ig

IL

i.m.

i.n.

INF
ISS

i.V.

Adenina

Anticuerpo

Acido Desoxirribonucleico
Desoxirribonucleasa

Antigeno

Célula Presentadora de Antigeno
Acido Ribonucleico

Ribonucleasa

Acido Ribonucleico mensajero
Acido Ribonucleico de transferencia
Bacilo de Calmette y Guerin
Fantasma Bacteriano

Citosina

Grupo de Diferenciacion

Inmunidad Mediada por Células
Citosina-fosfato-Guanina

Linfocitos T citotoxicos

Células Dendriticas
Hipersensibilidad de tipo retardada
Eosindfilos

Adyuvante Completo de Freund
Administracion de Medicamentos y Alimentos de los
Estados Unidos

Gramos

Guanina

Alianza Mundial para Vacunas e Inmunizacion
Factor Estimulante de Colonias de Monocitos vy
Granulocitos

Horas

Antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B
Citomegalovirus Humano

Virus de Inmunodeficiencia Humana
Proteinas de choque térmico
Molécula de adhesion intercelular
Intradérmico

Inmunoglobulina

Interleucina

Intramuscular

Intranasal

Interferén

Secuencias inmunoestimuladoras
Intravenoso

* . . ,
Por sus siglas en inglés
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Kb Kilo base

KDa Kilo Daltons

Kg Kilogramos

LC Células de Langerhans

LB Linfocitos B

LPS Lipopolisacarido

LT Linfocitos T

Mas Mastocitos

mg Miligramos

MHC’ Complejo Mayor de Histocompatibilidad
MIP’ Proteina Inflamatoria de Macréfagos
MPL’ Lipido A Monofosforilado

ng Nanogramos

NK’ Células asesinas naturales

nm Nandmetros

°C Grados centigrados

ODN Oligodesoxinucledtidos

ORF’ Marcos abiertos de lectura

OMS Organizacion Mundial de la Salud

ONU Organizacion de Naciones Unidas

pb Pares de bases

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
pg Picogramos

PRR’ Receptores de Reconocimiento de Patrones
PSA Antigeno Especifico de la Prostata
SIDA Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
T Timina

B Tuberculosis

TCR Receptor de Células T

D Antigenos dependientes de linfocitos T
TGF Factor de Crecimiento Transformador
Th Linfocitos T cooperadores

Tl Antigenos independientes de linfocitos T
TLR-9 Receptor de tipo Toll-9

TNF Factor de Necrosis Tumoral

UNESCO™  Organizacion para la Educacion, la Ciencia y la Cultura de
las Naciones Unidas
Mg Microgramos

* Por sus siglas en inglés
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