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I. INTRODUCCION

I.1. IMPORTANCIA DE LOS PARASITOS HEMOFLAGELADOS

Dentro de los parasitos hemoflagelados que infectan al ser
humano se encuentran organismos de los géneros ZTrypanosoma y
Leishmanra, éstos son causantes de dos parasitosis de gran importancia
en América Latina, ya que en los paises afectados por ellas son un gran
problema de salud publica. Se estima que de 20 a 25 millones de
personas estan infectadas con 7rypanosoma cruzi (Brooks et al., 2002),
disminuyendo notablemente su esperanza de vida. También la OMS
reporta 100, OO0 casos anuales de leishmaniasis, siendo la leishmaniasis
cutdnea la manifestacién mas comtn en América (http://www.facmed.
unam.mx /deptos/microbiologia/microbiologia.html).

Para el control de estas enfermedades es necesario educar a las
personas pertenecientes a comunidades con alto riesgo, sobre las
caracteristicas de cada enfermedad, sus formas de presentacion clinicas,
empleo de formas de proteccibén, tales como ropa protectora y repelente
para moscos y el uso de insecticidas para el control de los vectores, ya
que no hay un tratamiento que sea capaz de eliminar completamente
estos parasitos del organismo.

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

farmacos que pueden acortar la fase aguda y reducir, o eliminar la



parasitemia de los pacientes con tripomastigotes de 7. cruzi, si éstos se
utilizan inmediatamente después de la infeccion, (Brooks et al.,, 2002).
Mientras que para Leishmania, los antimoniales pentavalentes son los
farmacos de primera eleccién (Brooks et al., 2002). Ademas, el farmaco
pentamidina (Lomidina), seguido por un ciclo de antimonio, o de INF-y
humano recombinante mas antimonio, es util para el tratamiento de la
leishmaniasis visceral resistente al gluconato s6dico de antimonio. El
pamoato cicloguanilo en aceite (Camolar) y la anfotericina B (Fungizona)
se emplean para el tratamiento de la leishmaniasis mucocutidnea o
nasobucal y la aplicacién diaria de ketoconazol (Nizoral) durante 4 a 8
semanas se emplea para la leishmaniasis cutanea (Brooks et al., 2002).
En cuanto a la existencia de vacunas, no se cuenta en la actualidad con
preparaciones que confieran protecciéon total contra 7. cruzi 'y
Leishmanra ssp, ya que algunos de los antigenos presentes en estos
parasitos son capaces de inducir una respuesta autoinmune en el
hospedero o no inducen una respuesta inmune celular de tipo TH;, que es
necesaria para eliminar parésitos intracelulares. Sin embargo, se han
intentado varias formas de inmunizacién en modelos animales, utilizando
vacunas de parasitos vivos o muertos, vacunas atenuadas, vacunas de
subunidad, vacunas de  vectores vivos o sintéticos, vacunas
recombinantes y recientemente las vacunas de DNA que han mostrado

ser capaces de inducir una respuesta inmune celular de tipo TH; y TH



(Dumonteil, 2000), prob&ndose con éxito en diferentes enfermedades
ocasionadas por bacterias, virus y protozoarios (Rangarajan, 2002). Estas
vacunas adeémdas de ser preventivas sirven como tratamiento terapéutico

a la infeccion (Dumonteil, 2000).

1.2. OBJETIVO

El propoésito de este trabajo fue realizar una revisién general de
las publicaciones que detallan los esfuerzos por producir vacunas, en
particular de DNA, contra paréasitos hemoflagelados de los géneros
Trypanosoma y Leishmania, discutir sobre su importancia y mencionar
con cuales vacunas se han tenido mejores resultados. Los conocimientos
que aquf son referidos podran servir como base para desarrollar

proyectos relacionados con el tema.

1.3. CRITERIOS RECTORES
Los criterios rectores para el desarrollo de esta revisi6on se
enlistan a continuacién:
1) Describir los antigenos de los parasitos que son
utilizados para construir las vacunas de DNA.
2) Analizar las vacunas de DNA contra 7. cruzi y

Lershmania ssp que actualmente se emplean en modelos animales;



revisando el tipo de respuesta inmune inducida por las vacunas de
DNA.

3) Discutir sobre las vacunas de DNA mas promisorias
para ser utilizadas en la proteccion contra 7. cruzi y Leishmania
SSp.

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

vacunas de DNA.

II. ANTECEDENTES

11.1. CLASIFICACION DE Trypanosoma cruzi
Reino: PROTISTA
Phyllum: SARCOMASTIGOPHORA
Subphyllum: MASTIGOPHORA
Clase: ZOOMASTIGOPHOREA
Orden: KINETOPLASTIDAE
Familia: TRYPANOSOMATIDAE
Género: Trypanosoma.
Especie: cruzi.
Este paréasito es el causante de la tripanosomiasis americana o
enfermedad de Chagas que Gnicamente se encuentra en Latinoamérica.

Presenta diferentes estadios morfologicos durante su ciclo de vida,



(Figural). Es transmitido por insectos hematofagos denominados
triatomas, los cuales se encuentran en las viviendas rurales y se
alimentan de sangre cuando los individuos se encuentran durmiendo. Este
es el mecanismo mas comin de adquirir el parasito, pero también puede
ser contraido por transfusiones sanguineas, transplantes de 6rganos y
puede atravesar placenta por lo que la transmisién se llevara a cabo de la
madre al feto (Guzman-Bracho, 2001).

Varias especies de triatomas son importantes en México entre
ellos: Triatoma barbieri, Triatoma pallidipenis y Triatoma dimidiata
(Guzman-Bracho, 2001 y Flores et al., 2001): 7riatoma Jongipennis
(Flores et al., 2001): Trriatoma phyflusoma (Flores et al., 2001); Triatoma

picturata (Flores et al., 2001), (Figura 2).

Epmastigofe Tripomastigote

Amantigote

Figura 1. Estadios morfolégicos de 7. cruz’: Tripomastigote, Epimatigote y
Amastigote. Tomada y modificada de http://www.facmed.unam.mx/deptos/micro

biologia /microbiologia.htmi



Figura 2. Triatoma dimidiata insecto transmisor de 7. cruzi y complejo oftAlmico
- ganglionar o signo de Romafia causado por la entrada de 7. cruzi, Tomada de
http://www.e—morelos.gob.mx/e-salud/e0110120020070.htm y http://www.tierra
delfuego.org.ar/funcardio/ hiper98.html

II.2. CICLO DE VIDA

El insecto al picar a un animal iﬁfectado adquiere el parasito en el
estadio de tripomastigote. En el tracto digestivo del triatoma, se
transforman en epimastigotes que se replican por fisién binaria, mas
adelante en el recto del insecto el parasito adquiere el estadio de
tripomastigote metaciclico. La infeccién de los mamiferos se inicia
cuando un insecto infectado se alimenta de la sangre y al mismo tiempo

deyecta, liberando tripomastigotes los cuales entran al organismo por el



orificio ocasionado por el piquete del insecto o mucosas, invadiendo
rapidamente a varios tipos de células hospederas. Dentro de éstas los
tripomastigotes pierden su flagelo y se convierten en amastigotes, en
donde se replican por fisién binaria. Estos se transforman en
tripomastigotes prociclicos y se liberan a los espacios intersticiales y al
torrente sanguineo por lisis de la célula hospedera. Los tripomastigotes
que fueron liberados tienen la habilidad de infectar macréfagos, células
musculares y células cardiacas, ocasionando diferentes manifestaciones
clinicas en el hospedero. El ciclo se cierra cuando un triatoma no
infectado consume sangre de un mamifero infectado que tiene

tripanosomas circulando, (Figura 3).

I1.3. ESPECTRO CLINICO.

La infeccién por 7. cruzitiene un periodo de incubacién de 4 a
10 dias, casi siempre sin sintomas, posteriormente puede presentar tres
fases (Neva y Brown, 1994).

Fase aguda:

Puede durar de uno a cuatro meses, cuando ocurre en nifios
puede ser desde asintomatica, o por el contrario presentarse
sintomatologfa grave o fatal, que se caracteriza por fiebre variable,
malestar general, dolor de cabeza, hepatomegalia, esplenomegalia,
cardiomegalia e infarto ganglionar. Cuando la inoculacién del parésito es

cerca del 4&rea ocular se produce inflamacién local v edema en los



parpados fendmeno conocido como signo de Romafia, (Figura 2). Si el

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

Trigtoma
L‘““—x Epimastigote

Trypomastigotes Metaciclicos en heces

Alimento-sangre Rasgurio o rosadurs

PiEl  —egm——— B sty s g g
mucose  Coldas e "
sangulneas
Penetrarion celular : astigote
e :
e (9 3\ €
K«.} - Célula
L) ] } d
19> | Destruccion celular
Colonizacion del musculo

Nido de Amastigrtes .

Representacion esquemaitica de elcich de vida de el proizoario
flagelado Trypanosoma cruz.

€xpent Hevinws in Matscular Medicne © 2002 Cambrdge Univeraty Prass

Figura 3. La figura representa el ciclo de vida del protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi. a). Tripanosomas metaciclicos est4n presentes en las heces
del insecto. b). Tripomastigote penetra por la herida ocasionada por el piquete
del triatoma. c). El tripomastigote entra a la célula hospedera y se trasforma a
amastigote. d). Reproduccion y lisis en la célula hospedera. e). Amastigote libre
pasa a la forma de tripomastigote. f,g). Los tripomastigotes libres colonizan
células de tejidos como el muscular o células del sistema inmune como

macroéfagos. h). el insecto consume sangre con tripanosomas circulantes.
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Fase indeterminada:

En esta fase no hay ningtn sintoma de la enfermedad pero las
pruebas serolégicas son positivas, indicando la presencia de una
respuesta inmune contra el parasito.

Fase crénica:

Las manifestaciones aparecen casi siempre en personas de 20 a
50 aftos de edad, donde se observan 6rganos agrandados especialmente

el corazén, eséfago v el colon.

II.4. DIAGNOSTICO

Durante la fase crénica e indeterminada es de importancia el
diagnéstico de laboratorio ya que se puede demostrar la presencia de
anticuerpos generados por la infeccién de 7. cruzi.

En la fase aguda y crénica se puede realizar el xenodiagnbstico‘
(es un método que permite detectar tripomastigotes, mediante el empleo
de los triatomas) que debe ser realizado por personal altamente
capacitado.

Las pruebas diagnésticas utilizadas son: examen directo y tincién
de extendidos de sangre, hemaglutinacién indirecta, inmunoflorescencia
indirecta, ELISA indirecta y analisis PCR (http://www .facmed.unam.mx/
deptos/ microbiologia/ microbiologia.” html). Se deben realizar al menos

dos pruebas para dar un diagnéstico confiable.
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I1.5. INMUNIDAD A Trypanosoma cruzi

Durante la infeccién aguda /n vivo se presenta una intensa
activacién policlonal de linfocitos T y B. En donde los linfocitos T
muestran una marcada reduccién de su reactividad (inmunosupresion)
contra antigenos de 7. cruz/y activadores policlonales in vitro, marcando
a esto como una estrategia del parésito para evadir la respuesta inmune
y persistir en el hospedero (DosReis, 1997).

En el hospedero infectado con 7. cruzi/ la respuesta inmune
protectora involucra principalmente la produccion de anticuerpos
especificos y la activacién de células fagociticas. La inmunidad humoral
se caracteriza por una respuesta a una gran cantidad de antigenos. Las
inmunoglobulinas (IgG, 1gGs, 1gGs e IgGs) pueden ser observadas en
pacientes chagasicos crénicos con dafio cardiaco y se relacionan con una
respuesta mixta de linfocitos TH; y THs. Ademas, las inmunoglobulinas
18Gy anti— 7. cruzi se relacionan con el grado de cardiomegalia, mientras
que las inmunoglobulinas A se observan en pacientes con dafios
digestivos (Hernandez-Becerril et al., 2001).

Los macréfagos juegan un papel importante en la inmunidad
contra 7. cruzi ya que son células capaces de presentar antigenos del
parasito por medio del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo
I y II activando células T CD8" y CD4" respectivamente. En donde las

células T CD8" destruyen células infectadas por microorganismos



intracelulares y las células T CD4' activan linfocitos B y otros
macro6fagos.

En la infeccién aguda la repuesta inmune por células TH, es
estimulada por la produccién de IL-12 e IFN-y la cual se relaciona con
proteccion. En esta fase la parasitemia es controlada, pero el parasito no
es eliminado de los tejidos (DosReis, 1997).

El IFN-y tiene la capacidad de reducir la infeccién experimental
en ratones y activar macro6fagos infectados inhibiendo el desarrollo de
los parasitos intracelulares por la producciéon de metabolitos de 6xido
nitrico. La IL-12 estimula la secrecion de IFN-y por la células NK que
son un elemento en la respuesta inmune innata contra el parasito
(DosReis, 1997).

Una respuesta de tipo THz inducida por la IL-4 e IL-10 hace mas
susceptible a la infeccion por 7. cruzi. Estas citocinas son potentes
bloqueadores de diversas funciones de los macr6fagos (DosReis, 1997).

También se ha descrito un fenémeno de autoinmunidad que dafia
al mismo hospedero. La autoinmunidad se presenta en la fase crénica de
la infeccién con el parasito, debido a la alteracion de la regulacién inmune
dando como resultado pérdida en la tolerancia a los antigenos propios.
Otro origen de esta autoinmunidad podria ser, por la reaccién cruzada de
los antigenos de 7. cruzi con determinantes antigénicos de las células del

hospedero (Montiel y Diaz, 2002).
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La respuesta que tienen los linfocitos T y B contra los epitopes
de numerosos antigenos de 7. cruzi, ha permitido desarrollar vacunas

capaces de brindar proteccion contra la infeccién,

I.6. ANTIGENOS PRESENTES EN LOS PARASITOS
HEMOFLAGELADOS DEL GENERO 7ripanosoma

Una de las estrategias para el disefio de vacunas se centra en el
estudio de las moléculas que son abundantes en la superficie de los
parasitos y generan respuesta inmune protectora contra la infeccion
(Diez et al., 2004).

En 7. cruzi se han estudiado moléculas como las trans-sialidasas,
los antigenos del tallo flagelar, los antigenos de superficie de los
tripomastigotes (TSA), las mucinas, proteinas de 58 kD, el antigeno
KMP-11, la cruzipaina y las proteinas de choque térmico (HSP70) entre
otros.

Familia de Trans-sialidasas

Las trans-sialidasas (TS) catalizan la transferencia de residuos
de 4cido sidlico entre glicoconjugados. 7. cruzi utiliza estas enzimas para
adquirir el producto maduro de los glicoconjugados presentes en el
hospedero y transferirlo a las mucinas que se encuentran en su
superficie (Buscaglia, 2002). La familia de genes TS comprende un

minimo de 140 miembros que son clasificados en tres grupos de acuerdo

17



a la estructura y funcién de sus proteinas codificadas. Las trans-
silaidasas de 85 kD pueden recibir diversos nombres tales como TSA-1,
SA85, Tt34, ASP, Tc-85, Tc-13, TS-85, (Frasch, 2000).

Las trans—sialidasas constan de una regién catalitica en el
extremo terminal amino, un extremo terminal carboxilo y una regién
antigénica con repeticiones de 12 amino4cidos en tandem, (Figura 4).
Este dominio repetitivo es altamente inmunogénico y es llamado SAPA
(por Shed Acute-Phase Antigen) y participa en la evasion del sistema
inmune evitando que se formen anticuerpos contra la regién catalitica.
Estas proteinas expresadas por vacunas de DNA, han mostrado conferir

proteccién a modelos animales e inducir una respuesta inmune citotéxica.

Secuencia

. . Region antigénica de anclaje
Region catalitica  (longitud variable) Por GPI

~d 4 e
N B c
1

Repeticiones en tandem
(SAPA)

Figura 4. Representacién esquemitica de el gen que codifica para las trans-
sialidasas de 7. cruzii N y C, extremos amino y carboxilo terminal

respectivamente. Tomado de (Buscaglia, 2002).
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Grupo TS Y TS1

Estos antigenos son expresados por tripomastigotes, estan unidos
a la membrana celular por un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que
promueve su secrecién al medio extracelular por accién de fosfolipasas
especificas. Los miembros de estos dos grupos difieren en el extremo
terminal amino. Las TS tienen actividad trans-sialidasa mientras que las
TS1 muestran poca actividad debido a una mutacién Tyr342-His (Frasch,
2000).

Grupo TS-e

Esta es otra trans-sialidasa de 85 kD que tiene una regién
catalitica de mas o menos 640 aminoacidos. Esta presente en la forma
parasitaria de epimastigote y tienen actividad de trans-sialidasa (Frasch.
2000).

Familia de proteinas parecidas a las trans-sialidasas (The TS-
like)

Estas proteinas se clasifican en tres grupos de acuerdo a la
secuencia, peso molecular y otras caracteristicas. Son proteinas que se
encuentran en la superficie como componentes mayoritarios de
tripomastigotes y amastigotes. Los antigenos expresados en amastigotes
son blancos para una respuesta celular citotéxica (CD8"). Mientras los

expresados en tripomastigotes inducen una respuesta de anticuerpos y
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una respuesta potente de células T CD4" que pueden volverse anérgicas
(Frasch, 2000).

Proteina Tc-85

Es una proteina de 85 kD que contiene de 750-850 aminoacidos,
algunos miembros de este grupo contienen en el extremo terminal
carboxilo repeticiones de aminoacidos. Se encuentran en los estadios de
tripomastigotes y amastigotes con la funciéon de adhesion celular. Este
antigeno provoca una respuesta inmune celular de linfocitos T
citotoéxicos y una respuesta de anticuerpos contra el parasito en el
hospedero (Frasch, 2000).

Proteina F1/CFA/CRP

Es una proteina de 160 kD que contiene arriba de 1000
aminoacidos, que se encuentra en la superficie de los tripomastigotes y
parece limitar la activaciébn de las rutas clasica y alterna del
complemento. Desencadena una respuesta inmune humoral en el
hospedero (Frasch, 2000).

Mucinas

Son glicoproteinas O-glicosiladas con aztcares anclados a
residuos de Ser/Thr. Son moléculas que evitan ia respuesta inmune
mediante mimetizaciébn de componentes del hospedero, inhibiendo la
proliferacién de linfocitos T, con induccién de respuestas‘ autoinmunes.

Un grupo de mucinas de 35 a 50 kD se expresan por las formas

20



parasitarias epimastigote y tripomastigote en el insecto vector y otro
grupo de 80 a 200 kD se expresa en tripomastigotes que derivan de
células hospederas.

Las mucinas estimulan la produccién de anticuerpos anti—o-
galactosil, funcionan como componentes de adhesion a macréfagos y
estimulan la produccién de 6xido nitrico y citocinas (Frasch, 2000 y
Freire et al., 2002).

El antigeno HSP70

Es una proteina de choque térmico, que se encuentra en la
membrana de 7. cruzi, es un antigeno dominante en la infeccién humana,
existiendo un alto nivel de anticuerpos contra éste en pacientes
chagasicos. Induce una respuesta de linfocitos T citotoxicos especifica
de antfigeno, en presencia de macréfagos peritoneales a través de la
secrecién activa de IFN-y (Montiel y Diaz, 2002). La administracién del
antigeno HSP70 recombinante y la vacuna de DNA que expresa al mismo
antfgeno en modelos animales, provocan una respuesta inmune de
linfocitos T citotéxicos.

Cruzipaina

Es una enzima tipo cisteina proteinasa de membrana cuya
respuesta en el hospedero estd implicada en la patogénesis de la
enfermedad de Chagas experimental. Es el mayor componente antigénico

de 7. cruzi. Este antigeno provoca esplenomegalia e induce altos niveles
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de interleucinas de origen TH2 como IL-4, IL-10 y niveles bajos de IFN-
y e [L-12 (Montiel y Diaz., 2002).

Proteinas flagelares de 24 kDa dependientes de Ca®

Estas proteinas son muy conservadas (97% de similitud) entre
cepas de 7. cruzi o con otros cinetoplastidos y estan relacionadas con la
motilidad del flagelo y con el almacenamiento del Ca®" (Maldonado et al.,
1997).

Antigeno KMP-11

La proteina KMP-11 es una proteina altamente conservada en la
mayoria de los cinetoplastidos, incluyendo leishmanias y tripanosomas.
Se localiza a lo largo y en la base del flagelo de los pafasitos. Esta
implicada en la movilidad de los parasitos y en la adhesion celular al
hospedero. La proteina KMP-11 tiene cuatro papeles inmunol6gicos
establecidos:  Inmunomodulador de células B, inductor de
linfoproliferacion, inductor de respuesta citotéxica e inmunoprotector en
modelos animales (Marafion et al., 2001 y Diez et al., 2004). La
administracién en ratones con una vacuna de DNA que expresa a la
proteina KMP-11, induce una respuesta inmune humoral 'y una respuesta

inmune celular citotoxica.
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1.7.- VACUNAS CONTRA Trypanosoma cruzi

Vacuna de proteinas del tallo flagelar

El antigeno flagelar de 7. cruzi se administré a ratones utilizando
diferentes adyuvantes como el de Freund (emulsién que contiene aceite
mineral y lanolina), aluminio (sales de aluminio, con iones monovalentes
de NH4", Na™ y K%), Ribi-700 (monofosforil lipido A, mas trehalosa
dimycolate), QS—-21 {(extracto de Quillaja saponaria) e IL-12. Se encontro
que la administracién subcutdnea del antigeno flagelar con los
adyuvantes de Freund vy Aluminio redujeron 1la parasitemia
aproximadamente 70% y 49% respectivamente, en los ratones que fueron
desafiados con 10® tripomastigotes de la cepa Pert . Ademas se encontré
una mayor producciéon de IgG,, IFN-y e IL-2 respecto a las demas
formas de administracién, sugiriendo una respuesta inmune celular de
tipo TH; como principal mecanismo de proteccion (Miller et al., 1996). En
un estudio posterior, la administraciéon de la protefna flagelar fue
acompafiada con aluminio o IL-12 recombinante o IL-12 expresada en un
adenovirus, Estas preparaciones también mostraron conferir proteccién
contra el desafié a la infeccién con 10° tripomastigotes de la cepa Pera,
observandose reducciéon de mas de 90% de la parasitemia en los ratones.
Denuevo, la protecéibn en los ratones estuv6 relacionada con la induccién

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

El antigeno cruzipaina recombinante mostré ser un fuerte inductor
de la respuesta inmune celular en ratones. La vacuna fue administrada 3
veces por via subcutinea a ratones, con intervalos de 2 semanas de
separacién. La primera y la segunda dosis fueron administradas con IL-
12 vy la tercera dosis con antigeno solo. Seis semanas después de la
tercera inmunizacion, los ratones fueron desafiados con 5, 000 a 20, 000
tripomastigotes de la cepa Tulahuén, por via subcutanea. Quince dias
después de la ltima inmunizacién se midié la parasitemia, observandose
que en el grupo de ratones inmunizados con cruzipaina, ésta fue
significativamente méas baja comparada con los grupos no vacunados
(mas del 90%). La vacuna estimulé una respuesta de células T, con
liberaciébn de grandes cantidades de IFN-y que in vitro redujo la
parasitemia en macroéfagos infectados, a través de la estimulaciéon de la
produccion de NO. Por lo tanto, la vacuna induce tanto n vitro como in
vivo una respuesta inmune celular de tipo TH; (Schnapp et al., 2002).

Cruzipaina expresada en Sa/monella typhimurium X*°%°

Esta vacuna de vector vivo es capaz de expresar el gen que
codifica para la proteina cruzipaina en el plasmido recombinante
pYA3341. La bacteria atenuada se administré6 a los ratones por via
intranasal en dosis de 2X10° UFC/10 ul de PBS y 2X10" UFC como

refuerzo. La segunda vacunaciéon se realiz6 4 semanas después de la
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primera y el refuerzo se dio tres veces con intervalo de 2 semanas. Un
mes después de la altima administracién los ratones fueron desafiados
oralmente con 2,000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén y 14 dias
después se analiz6 la presencia de DNA de 7. cruz/ en las mucosas
gastricas con la técnica de PCR. Se encontré que la parasitemia era
significativamente mas baja comparada con el control (mas del 90%).
Deduciendo que la vacuna confiere protecciéon en las mucosas gastricas
de los ratones y es capaz de proteger contra el desafi6 de
tripomastigotes administrados por via subcutinea, indicando una
respuesta inmune celular (Schnapp et al., 2002).

Vacuna de KMP-11 fusionada a HSP70

Las proteinas recombinates KMP-11 y HSP70 se administraron a
ratones de la siguiente forma: un grupo con KMP-11 (20 pg) y otro grupo
con KMP-11 fusionada a HSP70 (20 pg). La administracién se hizo por
las vias intraperitoneal y subcutidnea, dos veces con un intervalo de 21
dias. Tres semanas después de la Gltima administracién se obtuvieron
células de bazo para realizar pruebas de citotoxicidad. Unicamente las
células de los ratones inmunizados con las proteinas fusionadas
reconocieron lineas celulares que presentan los epitopes de la proteina
KMP-11, obteniéndose mayor lisis. Lo que indica que la fusion KMP-

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

Taibi et al en 1993, estudiaron la capacidad inmunoprotectora de
el antigeno excretor—secretor de tripomastigotes (ESA o Tc24) utilizando
modelos animales como ratones BALB/c y ratas Fischer. Ellos
encontraron que el antigeno ESA de 7. cruz/ tiene la capacidad de
conferir proteccién ya que se observé reduccién de la parasitemia en los
animales durante la infeccién aguda. Por otra parte, Wrightsman et al.,
1994, encontraron que la porciéon amino terminal de la proteina TSA-1
(antigeno de superficie de tripomastigotes perteneciente a la familia de

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

I.1.1. CLASIFICACION DE Lesshmania ssp
Reino: PROTISTA
Phyllum: SARCOMASTIGOPHORA
Subphyllum: MASTIGOPHORA
Clase: ZOOMASTIGHOPHORA
Orden: KINETOPLASTIDAE
Familia: TRYPANOSOMATIDAE
Género: Leishmania
Especie:  aethiopica, amazonensis, aristidesi, braziliensis, colombiensis,

deanes, donovani, enrietti, equatoriensis, forattinii, garnhami, guyanensis,
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gertigi, lainsoni, major, mexicana, naiffi, panamensis, peruviana, pifanoi,
shawi, tropica, venezuelensis.

Leishmaniasis es el nombre que se le da a un gran namero de
sindromes clinicos como son: leishmaniasis cutanea (ulcera oriental,
furtnculo de Bagdad, tlcera cutdnea himeda, Glcera cuténea seca, alcera
del chiclero, piquete de la mala mosca, uta), leishmaniasis visceral (Kala-
azar) y la leishmaniasis mucocutanea o naso-bucal (espundia). Todos
ellos ocasionados por parasitos hemoflagelados del género Leishmania,
en donde las especies méas importantes en el pais son: Leishmania
mexicana, Leishmania braziliensis y Leishmania donovani (http.//www.
facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/microbiologia.html).

La transmision de este parasito se lieva a cabo por el piquete de
dipteros del género Lutzomyia como primera causa, pero también se
puede adquirir por transfusiones sanguineas, trasplantes de o6rganos,
material infectado y como puede atravesar placenta, la transmisién se
llevara a cabo de la madre al feto. Este parasito cuenta solamente con

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

11.2.2. CICLO DE VIDA
El ciclo de vida de este parasito se lleva a cabo en dos etapas,
una en el insecto y la otra en el humano. La mosca hembra se alimenta

de sangre trasmitiendo con esta accién promastigotes, los cuales son
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fagocitados pasando al estadio de amastigote dentro de las células
fagociticas, como los macroéfagos. Ahi se multiplican y provocan la lisis
de las células hospederas. Cuando el insecto succiona sangre que
contiene fagocitos infectados con amastigotes, éstos son digeridos y los
amastigotes se liberan pasando al estadio de promastigote en el intestino
medio del diptero en donde se dividen por fisién binaria, después los
promastigotes migran hacia la prob6scide de la mosca. El ciclo se cierra
cuando el mosco infectado se alimenta de sangre de algin mamifero,

(Figura 6).

Promastigjate Amastigote

Figura 5. Muestra los estadios morfologicos de Leishmanria ssp: Promastigote y
Amastigote. Tomada de http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/micro

biologia.html
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Figura 6. Lé figura representa el ciclo de vida del protozoario hemoflagelado
Leishmania ssp. Que cuenta con una fase infectante i y con una fase intracelular
d. 1). El insecto hembra toma sangre y simultineamente inyecta promastigotes en
la piel. 2). Los promastigotes son fagocitados por macré6fagos. 3). Los
promastigotes se transforman en amastigotes en el citoplasma de las células
infectadas. 4). Los amastigotes se multiplican en el citoplasma de las células de
varios tejidos incluyendo macré6fagos. 5). El insecto toma sangre e ingiere células
fagocfticas. 6). Se lleva a cabo la ingestion de las células infectadas en el insecto
liberando a los amastigotes en su interior. 7). Los amastigotes se transforman en
promastigotes en el intestino medio de la mosca. 8). Los promastigotes se
dividen por fisién binaria en el intestino medio del insecto y después migran a la
probéscide. Imagen tomada de http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia

/microbiologia.htmli
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11.3.3. ESPECTRO CLINICO

Leishmaniasis visceral o Kala—azar.

El tiempo de incubacioén es de semanas, meses o afios. El agente
causal es Lelshmania donovani, Entre los sintomas en nifios se
encuentran, fiebre, palidez, anorexia y a la exploraci6on se observa
hepatomegalia v esplenomegalia. Esta forma clinica puede llegar a ser
mortal.

Leishmaniasis mucocutanea o espundia

Este sindrome es causado por L. braziliensis. Las tlceras
provocadas se observan en mucosa nasal y orofaringea. Los individuos
que sufren de este tipo de infeccién quedan desfigurados ya que las
Glceras son muy destructivas.

Leishmaniasis cutanea

Su tiempo de incubacién varia de una o varias semanas aunque
puede ser mas prolongado. Los agentes causales son Lerishmania
mexicana, Leishmania braziliensis y Leishmania panamensis. Es endémica
de Latinoamérica y en México se encuentra en el sureste del pafs. Las
lesiones ocasionadas por estos tipos de parisitos son muy destructivas y
discapacitantes. En México es frecuente que las orejas estén afectadas
(tlcera de los chicleros). Este tipo de lesién se da por una infeccién que
ataca al cartilago de la oreja, sin presentar ulceracién y que contiene

pocos parasitos, (Figura 7).
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Figura 7. Ulcera del chiclero con leishmaniasis cutanea difusa y Lutzomia ssp,

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

biologia/microbiologia.html

[.4.4. DIAGNOSTICO

En ias formas cutineas el diagnostico se puede hacer obteniendo
el aspirado ganglionar o el raspado y biopsia del borde de la lesion, en
donde se podra observar macré6fagos con abundantes amastigotes en su
interior. Las muestras de sangre, puncién de bazo e higado y la puncién
de médula 6sea se utilizan para la leishmaniasis visceral, en donde se
observar4 la presencia de amastigotes. Las pruebas de ELISA y la
aglutinacién directa son positivas en etapas tempranas de la enfermedad.
La prueba de Montenegro que es un método indirecto (inmuno-dermo-

reaccion), serd positivo después de 30 a 90 dias de haber adquirido la
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infeccién y se mantendra as! indefinidamente (http://www.facmed.unam.

mx/deptos/microbiologfa/micrbiologia.html).

0.5.5. INMUNIDAD A Leishmania ssp

La resistencia del hospedero al paréasito esta asociada con el
desarrollo de una respuesta inmunolégica celular especifica CD4*~ TH,
(Macfas et al., 1999). Esto se observé en experimentos con ratones
resistentes a la infecciéon con diferentes especies de Leishmania en
donde mostraron una expansién preferencial de células T-TH, liberando
IFN-y como un potente activador de macréfagos, mientras en ratones
susceptibles a la infeccibn se observd expansién de célufas T-TH»
produciendo inactivacién de macréfagos por la liberacion de IL-4 e IL-10
(http://www.biomedicina.org.ve /publicaciones/Leishma.html).

La interleucina 12 (IL-12), la interleucina 1B (IL-1B), el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor activador quimiotactico de
granulocitos (MCAF) y el factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF), son otras citocinas importantes ya que mejoran la
actividad de los macréfagos (Alexander et al., 1999).

En un estudio de pacientes con leishmaniasis cutanea atipica
(LCA), se observaron valores normales de células CD3" y CD4" con un
aumento significativo de células CD8+ respecto a los controles. Y en

pacientes con leishmaniasis cutdanea localizada (LCL) se encontr6 una

32



disminucién de los linfocitos T CD4" y los CD8" se observaron normales,
esto se debe a una inmunosupresién de linfocitos TH (Macias et al.,
1999). Este comportamiento de la respuesta inmune celular se relacion6
con las manifestaciones clinicas de cada una de las enfermedades. El
estado de anergia de los linfocitos T se podria explicar en base a una o
varias de las siguientes razones: presentacion inadecuada de antigenos,
defectos en las células presentadoras de antigenos, defectos en las
células T y a la induccién de IL-10 y 6 IL-4 (http://www.facmed.unam.
mx/deptos/microbiologia/microbiologia.html).

La recuperaciéon de una leishmaniasis cuténea confiere inmunidad
permanente, aunque por lo general es especifica de especie. La
resistencia natural a la infeccién varia segin la persona, sexo y edad

(Brooks et al., 2002).

1.6.6. ANTIGENOS PRESENTES EN LOS PARASITOS
HEMOFLAGELADOS DEL GENERO Leishmania.

Protefnas de choque térmico (HSPs)

La proteina de choque térmico de 70 kD (HSP70) es una proteina
généticamente conservada, estd presente en células procariéticas y
eucaribéticas, provoca una respuesta inmune celular y humoral altamente
especifica y no hay produccién de autoanticuerpos durante la infeccién.

Otras proteinas pertenecientes a la familia HSP (de 83 a 90 kD) son
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inmunodominantes, encontrandose anticuerpos en el suero de pacientes
con leishmaniasis (Requena et al., 2000).

Proteina LmST11

Esta proteina es codificada por Lershimania major y muestra sitios
parecidos a las proteinas inducibles por estrés (HSPs). Induce una
respuesta humoral en pacientes con leishmaniasis (Requena et al., 2006).
Ademas, las preparaciones de vacunas con esta proteina, han mostrado
conferir protecciébn a ratones y monos rhesus contra el desafi6 de L.
major.

Proteinas ribosomales

La subunidad grande del ribosoma estd compuesta de varias
copias de proteinas P. Estas forman un complejo que se encarga de
sintetizar y elongar a las proteinas de un organismo. Las proteinas LiP2a,
LiP2b y LiPO inducen la formacién de anticuerpos en pacientes con
leishmaniasis (Requena et al., 2000).

Histonas

Son proteinas genéticamente conservadas, formando complejos
con el DNA en el nicleo y son ricas en los amino4cidos arginina y lisina.
Estas moléculas actan en el enrollamiento -del DNA para f{ormar
nucleosomas que son complejos de 4 moléculas histénicas, cada una
duplicada, constituyendo la unidad basica de la estructura del DNA. Los

antigenos de Leishmania infantum (LiH2A, LiH3, LiH2B, LiH4) son
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reconocidos por los anticuerpos presentes en suero de pacientes con
leishmaniasis visceral (Requena et al., 2000).

Antigeno KMP-11

Esta proteina tiene caracteristicas comunes en la mayoria de los
cinetopléastidos tales como, el peso molecular de 11 kD, elevado niimero
de copias (1x10°-2x10° moléculas por célula), caracter anfipatico y
localizaciéon en la membrana del parasito, flagelo y bolsillo flagelar. Su
estructura secundaria se caracteriza por la presencia de dos a-hélices
unidas por un segmento enrollado al azar, adem4s se expresa en todos
los estadios del ciclo de vida del parasito, con mayor abundancia en los
estadios desarrollados en el insecto. Este antigeno tiene relevancia a
nivel inmunol6gico, ya que es un potente inductor de inmunidad humoral
y celular (Diez et al., 2004).

Antigeno GP63

Esta metaloproteasa se encuentra en la superficie de los
promastigotes y juega un rol crucial en proteger al parasito de la
actividad de los macréfagos y de las enzimas hidroliticas del hospedero
(Alexander et al., 1999). Esta proteina se ha utilizado como parte de la
formulacién de vacunas de vectores vivos o sintéticos, asf como en
vacunas de DNA, dando proteccién a modelos animales contra

Leishmania ssp.
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Antigeno LPG

Los amastigotes expresan en su superficie grandes cantidades de
lipofosfoglicano (LPG). Este compuesto facilita la adherencia del parésito
al epitelio del intestino del vector. LPG estd implicado como una
proteccion del parasito en el hospedero ya que es capaz de inhibir la
actividad proteolitica de los macro6fagos suprimiendo la producciéon de
6xido nitrico (Alexander et al., 1999).

Antigeno LACK

Este antigeno es una proteina homoéloga con los receptores para
la activacién de cisteina cinasas, contiene un epitope inmunodominante
que representa el blanco de una respuesta inmune temprana, es
reconocido por células TH; aisladas del bazo de ratones (Requena et al.,
2000). Adema4s, las vacunas de DNA que expresan a LACK son capaces
de inducir protecciéon a modelos animales contra Leishmania ssp.

Otros antigenos presentes

LcPP2C es una proteina con homologfa a una protein—-fosfatasa
serina/treonina 2C y esta presente en promastigotes. Provoca una fuerte
proliferacién de Linfocitos T. El antigeno rK39 relacionado con la
superfamilia de proteinas motoras fue tamizado de una biblioteca
genémica usando suero de pacientes con L. donovani (Requena et al.,
2000). La TSA es una proteina antioxidante tiol especifica yrse considera

como un factor de virulencia del paréasito, fue identificada por tamizaje en
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una biblioteca de expresion de cDNA de L. major usando el suero de

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

11.7.7. VACUNAS CONTRA Leishmania ssp

Vacuna de gp63 contenida en liposomas

Esta vacuna consiste en introducir la glicoproteina 63 de los
parasitos en liposomas, para aumentar su inmunogenicidad. Para este
estudio se utilizaron ratones susceptibles a la infecciéon con Leishmania
mexicana mexicana, a los cuales se les administré la vacuna por
diferentes vias, mostrando que la ruta intraperitoneal es la mejor para
inducir resistencia a la enfermedad y correlacion6 con el aumento de IgG
anti-leishmania. En otro grupo de ratones resistentes a la infeccién se
observé que el grupo vacunado no desarrollé ninguna lesién y se
obtuvieron titulos altos de IgG anti Leishmania comparados con el grupo
control (Lezama-Davila, 1997).

GP63 expresada en Salmonella typhi CVD 908 Q (daroC:-Pu.—sgp63)

El plasmido recombinante plQCGB2 se introdujo a la bacteria
atenuada Salmonella typhi CVD 908 por electroporacién, obteniendo la
cepa Salmonella typhi CVD 908 © (AaroC:Pia..~gp63). Este vector vivo es
capaz de expresar el gen que codifica para la glicoproteina 63.

La bacteria Salmonella typhi CVD 908 2 (AaroC::Pu.—~gpb3) se

administré a ratones por via intraperitoneal u orogastrica con 1x 10°
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ufc/ml, dos veces, con dos semanas de separaci6n. Tres semanas mas
tarde los ratones fueron desafiados con promastigotes metaciclicos de
Leishmania mexicana mexicana administrados subcutaneamente en el
cojinete plantar y catorce semanas después se revisaron las lesiones en
los ratones, observédndose un tamafio menor de la lesiébn en el grupo
vacunado comparado con los grupos administrados con la bacteria no
atenuada y PBS (mé4s del 60%). Se concluyé que la cepa de Salmonella
atenuada confiere proteccion contra la infeccién, relacionada con una
respuesta celular CD4+ -TH, estimulada por la liberacién de IL-2 e [FN-
¥ (Gonzales et al., 1998).

Vacuna ISCOMs-GP63

La vacuna ISCOMs-GP63 se basa en la incorporacion de la
glicoproteina 63 de Leishmania en un complejo inmunoestimulador
(ISCOMs) que estd compuesto de triterpenoides de Quillaja saponaria,
colesterol y fosfolipidos. La vacuna se administré por via intraperitoneal
a ratones 2 veces con 15 dfas de separacion. Quince dias después de la
ultima inmunizacién los ratones fueron desafiados subcutdneamente con
2x10° promastigotes de L. major. La vacuna redujo el tamafio de las
lesiones en los ratones, aproximadamente un 70% comparada con el
control y otras formas de administraciéon del antigeno. Esta vacuna

estimulé una fuerte respuesta de proliferacion de linfocitos T,
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fundamentalmente TH;, con la liberacion de 1L-2, IFN-y e IL-10
(Papadopoulou et al., 1998).

Vacuna de antigenos recombinantes

Los antigenos recombinantes LmSTI y TSA mostraron la
capacidad de inducir una respuesta de protecciébn en un modelo de
leishmaniasis cutdnea humana reproducida en ratones y monos. Estos
antigenos se administraron a los ratones de la siguiente manera: cada
antigeno por separado, los dos antigenos combinados, cada uno de ellos
con IL-12 6 los dos mas IL-12. Los antigenos solos o en mezcla
indujeron una gran produccién de IFN-y, favoreciendo la respuesta
celular de tipo TH;. Sin embargo, las vacunas que en su composicién
tenfan IL-12 mostraron dar mayor proteccién contra el reto a la infeccion
con promastigotes de Leishmania major respecto al control. Ademéas con
la administracién de la formulacién LmSTII+ TSA+I1L-12, se observé el
tamafio minimo de las lesiones en los ratones, ocasionadas por la
inoculacién de amastigotes de L. major, respecto a las demas
formulaciones (mas del 90% de reduccién). En los monos rhesus se
observé que la vacuna LmSTII-TSA~IL-12-aluminio confiri6 proteccién
al desafi6 con promastigotes, ya que no se observé desarrollo de

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

En 1993 McMahon-Pratt y colaboradores, utilizaron una vacuna
de virus recombinante (virus GP46/M-28-vaccinia), que expresa al
antigeno GP46/M-2 que es una glicoproteina de superficie de
promastigotes que mostr6 conferir proteccibn a ratones BALB/c,
induciendo una respuesta inmune de células T y B. Esto es el primer
reporte en donde se utiliz6 una vacuna de virus recombinate para inducir
una respuesta inmune protectora. Por otra parte, Handman et al., 1995,
caracterizaron tres tipos de polipéptidos de L. major codificados por
genes de la misma familia que GP46/M-2 encontrando que el antigeno de
superficie de promastigotes PSA-2 administrado con Corynebacterium
parvum como adyuvante a ratones BALB/c confiri6 una proteccién
completa contra el desarrollo de las lesiones. Soong et al; 1995
purificaron tres antigenos especificos de amastigotes de L. pifanoi (A2,
P4 y P8) con los cuales inmunizaron ratones y encontraron que P4 y P8
(proteinas de membrana de amastigotes) mostraron inducir protecciéon
mientras que A2 (cisteina proteinasa A2) no dio proteccién contra el
desafi6 a la infeccién con promastigotes de L. pifanoi En otro estudio
posterior realizado por Coutinho et al.,, 1996 se observ6 que los
antigenos P4 y P8 inducen una proliferacion de células T y produccién de
INF-y, IL-12 y bajos niveles de IL.-4. Dos aflos mas tarde McMahon y

colaboradores utilizaron los antigenos P4, P8 y P2/A2, dando protecci6n
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a modelos murinos contra L. pifanoi. También el antigeno de superficie
de los promastigotes (PSA-2) mostré producir activaciéon de células T-
TH,, confiriendo proteccién a ratones inmunizados (Handman, 1997).
Finalmente, el antigeno de Lesishmania infantum (LelF) mostr6 dar una
proteccién parcial a ratones BALB/c desafiados con L. major (Skeiky et
al., 1998).

Vacuna de parasitos muertos

Esta vacuna estaba constituida por promastigotes enteros
inactivados con fenol y contenian 3 diferentes cepas de Leishmania
obtenidas de lesiones de pacientes. La vacuna se administr6 2 veces a un
grupo de nifios empleando como adyuvante BCG (Bacilo de Calmette
Guerin, cepa atenuada de Mycobacterium Bovis), otro grupo recibio
solamente BCG. Después de la segunda vacunaciéon se realiz6 la prueba
de inmuno-dermoreacciébn cada mes durante dos afios y medio con
antigenos aislados de tres cepas de Leishmania, observandose una
disminucién progresiva en la induracién de los grupos vacunados quienes
habian resultado positivos inicialmente a la inmuno—dermoreaccién. Esta
respuesta estd relacionada con la disminucién de la proteccién de la
vacuna con el tiempo. Se observ6 que durante los meses 13 y 18 el nivel
de proteccion es bajo, lo que sugiere la necesidad de refuerzo un afio

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

Como se sabe las vacunas son preparaciones biolégicas que se
obtienen de forma natural o de manera recombinante a partir de
microorganismos en forma completa o fracciones. Estas preparaciones
son capaces de inducir una respuesta inmune activa en el hospedero
proveyendo de proteccién contra un nuevo desafié.

Los avances en inmunologia, bioquimica, genética y biologia
molecular han proporcionado de muchas herramientas para el desarrollo
de vacunas (por ejemplo las vacunas de DNA), aproximandose
rapidamente a la obtenciéon de la vacuna ideal cuyas caracteristicas se
enlistan en la, (Tablal).

Tabla 1. Caracteristicas de la vacuna “ideal”

CARACTERISTICAS DE LA VACUNA IDEAL

1 Reproducir {mimetizar) una respuesta inmunolégica similar a la

de la infecci6n natural.

Efectiva (mas del 90% de proteccién).

Minimos efectos secundarios y completamente segura.

Inmunidad persistente a largo plazo.

Dosis tnica y compatible con otras vacunas.

Administracién no invasiva (via oral preferentemente),

Administracion precoz en los primeros meses de vida.

Estable a temperatura ambiente.

O Co| N & ] =] w| N

Facil produccién y econbémicamente asequible.

Tomada de Tregnaghbi, 2002,
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10.1. ;QUE SON LAS VACUNAS DE DNA?

Las vacunas de DNA son moléculas de DNA circular de doble

cadena conocidos como plasmidos que contienen genes que codifican

para una o varias protefnas de un patégeno (Rangarajan, 2002). Estos

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

restriccion, (Tabla 2) v se unen por la enzima ligasa. La produccién de

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

Tabla 2. Enzimas de restriccion

EJEMPLOS DE ENZIMAS DE RESTRICCION

Enzimas de Fuente Secuencias de
restriccion reconocimiento
BamHBI | Bacillus amyloliquefaciens 5-G™ GATC C-3
H
Eco RI Escherichia coli RY 13 G™ AATT C
C TTAA" G
Haelll Haemophilus aegyptius GG~ CC
_ CC" GG
Hindi Haemophilus influenzae Ry A™ AGCT T
T TCGA™ A
Notl Nocardia otitidiscavarium GC™ GGCC GC
_ CG"~ CCGG™ CG
Sau3A Staphylococcus aureus éA ~ GATC
Sstll Streptomyces stanford CC GC” GG
GG~ GG CC

Tomada de Genética Clinica de J. Jests Guizar— Véazquez, 2000.

43




DNA EcoRl

eucariote {G
CTTAA
Vector ;
A i 'y

’—-—b L’ A an
CcG T K >
T DNA figasa T AAITC
T Ge J'
A v =3\ eom
S -

EcoRl EcoRi ~»
|__ Promotor
Eucariotico

titroduccicn a célutas bacterianas Pldsmido
S e
eDE

Cromosoma bacteriano

U Crecimierto en medio selectivo

cOC O sy D

Figura 8. Esquema de la produccién de vacunas de DNA. Cualquier secuencia de
DNA que se encuentre entre los sitios de restriccién puede ser insertado dentro
de un plasmido con ayuda de la enzima ligasa. El DNA recombinante se introduce
a una célula para su multiplicacién y de esta manera se obtienen gran nimero de
copias de plasmidos recombinantes idénticos al parental. Modificada de Genética

Clinica de J. Jesus Guizar- Vazquez, 2000.

II.2. COMPONENTES DE LAS VACUNAS DE DNA

Los elementos basicos de una vacuna de DNA son, el promotor
eucarié6tico, el origen de replicacibn del DNA bacteriano, genes que
expresan a las proteinas exogenas y genes de resistencia a antibi6ticos
segiin el plasmido usado, (Figura 9). Ademds, constan de un patrén

molecular dentro de el plasmido capaz de activar el sistema inmune
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(dinucleotidos de citosina—guanina CpG) (Donnelly et al., 2003, Jurado y

Herrero, 2001).

Promotor G Lo .
S en que codifica para
eucarioico  * »x la proteina patégena
) . L . ™ Gen de resistencia a
Origen de replicacién antibisticos
bacteriano

Figura 9. Elementos basicos de una vacuna de DNA como son el promotor
eucariético, el gen de la proteina patégena, origen de replicacién bacteriano y

genes de resistencia a antibiéticos.

I11.3. VEHICULOS E  INMUNOESTIMULADORES QUE
ACOMPANAN A LAS VACUNAS DE DNA

El vehiculo utilizado para la administracién del DNA desnudo por
lo general es solucién salina isoténica, pero también se utilizan
soluciones de fosfato de aluminio e hidréxido de aluminio, PBS, oro
coloidal (induce una respuesta inmune tanto en modelos animales como
en humanos), lipidos cationicos (aumentan la inmunogenicidad y la
expresion de los genes de las vacunas de DNA), PVP (la

polivinilpirrolidona aumentan la expresién de las vacunas de DNA), entre
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otros, (Donnelly et a., 2003). También se utilizan bacterias Gram-—
negativas y bacterias Gram—positivas como acarreadores de los vectores
plasmidicos (la lfsis de las bacterias dentro de las células presentadoras
de antigenos, ocasionan la liberacién del plasmido en el citosol o
fagosoma). El plasmido puede codificar los antigenos dentro de la célula
hospedera y presentarlos por medio de MHC I o MHC II, (Dietrich et al.,
2001).

Las vacunas de DNA pueden ir acompafiadas con proteinas
recombinantes o plasmidos con genes que codifican para interleucinas o
diversas proteinas (GM-~CSF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-12), con la funcién
de aumentar la respuesta inmune del hospedero. Un ejemplo de
coadministracion de plasmidos se observé con la inoculacién de IL-12 e
INF-y codificados en un pldsmido junto con genes de VIH (virus de
inmunodeficiencia humana) y SIV (virus de inmunodeficiencia de simios),
en donde se mostr6 una modulaciéon positiva de la respuesta inmune
celular especifica en primates (Kim et al, 2001). Ademas, de los
inmunomoduladores existe un método para aumentar la inmunogenizidad
de las vacunas de DNA. Este consiste en aplicar pulsos eléctricos en la
zona de inoculacion. Esto fue observado en ratones inmunizados con una
vacuna de DNA para la influenza, en donde se observ6 una respuesta
inmune celular y humoral mayor respecto a los animales que no

recibieron los pulsos eléctricos (Bachy et al., 2001).
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[IL.4. PRINCIPIOS DE LAS VACUNAS DE DNA

Las vacunas de DNA son capaces de sintetizar las proteinas
patébgenas dentro de las células hospederas (Macrofagos, células
dendriticas y células somaticas) llevandose a cabo la presentacion de
antigenos por la via MHC I o MHC Il 0 ambas (cross priming) induciendo
una respuesta inmune humoral y celular, por lo que estas vacunas son
ideales para combatir microorganismos extracelulares e intracelulares
(Jurado y Herrero, 2001 y Rangarajan, 2002), (Figura 10). Se ha
reportado que las vacunas de DNA son capaces de conferir proteccién en
modelos animales contra diversas enfermedades como la tuberculosis
(Delogu et al.,, 2000 y Morris et al., 2000), la influenza (Chen et al.,
2000), la caries dental (Jia et al., 2004), la tripanosomiasis y la
leishmaniasis. Ademés, estudios clinicos de Fase I mostraron que las
vacunas de DNA para el virus del SIDA (Boyer et al., 2000 y Calarota et
al., 1998) pueden inducir una respuesta inmune en individuos sanos y
pacientes infectados por lo que estos estudios se han extendido para
evaluar su eficiencia en voluntarios sanos, con malaria (Le et al., 2000) y
hepatitis B (Tacket et al., 1999).

LL.a expresién de la proteina dentro del hospedero puede inducir
una respuesta inmune completa y duradera. Con este tipo de vacunacién
se ha observado que la respuesta humoral es frecuentemente mas débil

que la que se puede obtener con vacunas recombinantes, sin embargo, la
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respuesta celular es mé4s intensa y duradera. Este tipo de respuesta

inmune se puede comparar con la respuesta inducida por vacunas

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

lo antes dicho cabe afiadir que el desarrollo y la produccién de vacunas

de DNA es facil y de bajo costo, ademas de ser muy estables y seguras,

lo que facilitard su almacenamiento y distribucién, (tabla 3) (Dumonteil,

2000).

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

atenuadas y recombinantes

PROPIEDADES COMPARATIVAS DE LAS VACUNAS DE DNA, VACUNAS
ATENUADAS Y RECOMBINANTES

Tipo de Vacuna de Vacuna Proteina
vacuna DNA atenuada recombinante
Respuesta Humoral cel.B ++ +++ +++
inmune. | Celular T°P** +++ TH, + TH, + TH; / TH;
D8+ ++ +4+ ~
Memoria. Humoral +++ +++ +++
Celular ++ +++ +
Produccién. Desarrollo y ++++ + ++
produccion.
Costo. +++ + +
Almacén y +++ + ++
transporte.
Seguridad. +++ ++ ++++

Tomada de Dumonteil, 2000.
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Figura 10. Principios de las vacunas de DNA. Un plasmido con un gen codificando
un antfgeno se inyecta en el hospedero (1), donde transfecta a células somaticas
o presentadoras de antigeno (2). Estas sintetizan y procesan al antigeno
directamente o por cross-priming (3), y lo presentan a células Thy que se
diferencian preferentemente en Th; (4) segtn las interleucinas (IL.) presentes.
Las células Th; activan a macroéfagos y células 7 citotdéxicas para la eliminacién
de patoégenos intracelulares, mientras que las células Thy activan las células B
para la producciéon de anticuerpos contra patoégenos extracelulares. Figura

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

IV.1. Vacuna de DNA-genoteca de 7. cruz/

Alberti et al.,, 1999, observaron la respuesta inmune ocasionada
por la administracién de una biblioteca genémica de 7. cruzicepa Y (CT-
I0C 106), clonada en el plasmido pcDNA3 que fue administrado a ratones
BALB/c encontrando que en los ratones inmunizados con la biblioteca
gendémica y con antigenos solubles de 7. cruzi se evidencié la presencia
de anticuerpos IgG especificos contra 7. cruzi. Este mismo grupo en el
afio 2001, inmuniz6 a 4 grupos de ratones BALB/c de la siguiente forma:
grupo inmunizado con biblioteca genémica, grupo inmunizado con
antigenos solubles de 7. cruz/, grupo inmunizado con el plasmido
pcDNA3, grupo no inmunizado. Los ratones recibieron 50 ug de in6culo
en 0.1 ml de solucién salina al 0.9 % por via intramuscular en la regién
anterior de la pata trasera. Se realizaron 2 reinmunizaciones cada 2
semanas con la misma dosis. No se realizaron pruebas para observar la
capacidad protectora de la vacuna hacia el desafié con parasitos pero se
observéd la actividad de los sueros de los animales inmunizados con la
biblioteca gen6mica contra antigenos de 7. cruzi y no contra los

antigenos del plasmido.
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IV.2. Vacuna de DNA- KMP11/HSP70

Como se mencion6 anteriormente, la proteina de choque térmico
HSP70 induce un alto nivel de anticuerpos en pacientes chagésicos.
Ademé4s, es capaz de inducir una respuesta T CD8" citotoxica especifica
de antigeno, (Montiel et al., 2002). El antigeno KMP-11 es una proteina
genéticamente conservada en la mayoria de los cinetoplastidos,
incluyendo Lershmania v Trypanosoma, esta proteina es capaz de
conferir proteccion en modelos animales, de inducir linfoproliferacion de
células T con respuesta citotoxica y modular la respuesta de células B
(Diez et al., 2004). Maranon et al., 2001 utilizaron la fusién de las
proteinas recombinantes, encontrando una respuesta inmune celular de
tipo T CD8® citotéxica en ratones inmunizados con las proteinas
fusionadas

En otro estudio, Planelles et al., 2001 construyeron una vacuna de
DNA utilizando el plasmido pCMV4 y los genes de las proteinas KMP-11
y KMP-11 fusionada a HSP70 de 7. cruzi. Ellos administraron la vacuna
de la siguiente forma: plasmido con el gen de la proteina KMP-11,
plasmido con el gen de las protefnas fusionadas y con el plasmido solo, o
con solucién salina. Los ratones BALB/c y C57BL/6-A2/K" recibieron por
via intramuscular cuatro dosis de vacunas con tres semanas de
separacién. Nueve semanas después de la ultima vacunacion, los ratones

fueron desafiados con 10° tripomastigotes de la cepa Y Brasil,
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observandose una reduccién de mas del 90% de la parasitemia en los
ratones vacunados con la vacuna pCMV4.11.70 (plasmido con el gen de
las proteinas fusionadas) comparada con la vacuna pCMV4.11 y los
controles. La vacuna pCMV4.11.70 indujo una respuesta inmune humoral
con la produccién de titulos altos de anticuerpos del tipo IgGsa (D.O 4920m
> 0.5) y una respuesta inmune de células T CD8" citotéxicas en los

ratones.

IV.3. Vacunas de DNA-trans-sialidasas

Costa et al., 1998, inmunizaron ratones BALB/c con un plasmido
que codifica para el dominio catalitico de trans-sialidasas encontrando
que dicho plasmido confiere proteccién contra la infeccién con 7. cruzi.
En ese mismo afio Wizel y colaboradores inmunizaron ratones BALB/c
con un plasmido que codifica para el antigeno TSA-1 encontrando
induccién de anticuerpos, linfoproliferacién de células T y significante
proteccién contra 7, cruzi.

Méas tarde Katae et al., 2002, utilizaron ratones C57BL/6 (H-2P),
BALB/c (H-2% y C38H/Hej (H-2Y), los cuales fueron inoculados con
diversas preparaciones utilizando como vectbres el plasmido pCMV
(vector usado para los genes de trans-sialidasas TS y el gen DHOD que
codifica para la dihidroorotato deshidrogenasa, una de las seis enzimas

responsables de la biosintesis de novo de las pirimidinas en el paréasito) y
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el plasmido pcDNA3 (vector para el gen de IL.-12) como se indica a
continuacién: plasmido con DHOD, pldsmido con TS, plasmido con TS més
plasmido con IL-12 6 vector solo. Los ratones fueron inmunizados de dos
a cuatro veces, con 10 dias de intervalo por via intramuscular con 100 pg
de cada plasmido en 50 ul de PBS. Los ratones se desafiaron con 5, 000
6 10, 000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén, 10 6 14 dias después de
la altima inmunizacién. La inmunizacién con el plasmido que codifica para
la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (pDHOD) no protegié a los
ratones C57BL/6 (H-2°) contra la infecci6n letal de 7. cruzi, resultados
similares se observaron con los ratones BALB/c (H-2% y C3H/Hej (H-
25). La inmunizacién con el plasmido que codifica para trans-sialidasas
(ptrans-sialidasas) protegi6 a todos los ratones C57BL/6 (H-2") de la
infeccién letal de 7. cruzi, observandose una disminucién del 40% en la
parasitemia lo que no se observéd en las demas cepas de ratones. En la
inmunizacion de los ratones C57BL/6 (H-2") se observé menor
parasitemia y mayor supervivencia (100%) con la vacuna ptrans-—
sialidasas + pcIL-12. Los ratones BALB/c (H-2% y C3H/Hej (H-2%) no
fueron protegidos por ningin tipo de vacunacién. La vacuna ptrans-—
sialidasas + pcll.-12 y la vacuna ptrans-sialidasas mostraron reducir la
parasitemia significativamente en los ratones, mas aun la vacuna ptrans-
sialidasas + pcll.-12 confirié mayor proteccioén ya que aumenté el tiempo

de supervivencia de los ratones (100%). Los resultados indican una
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utilidad potencial del gen que codifica para IL-12 como adyuvante para
inducir una respuesta protectora de células T CD8" mostrando su
capacidad citotéxica y secreciéon de IFN-y contra 7. cruzi,

Garg y Tarleton en el afto 2002, administraron por via
intramuscular a ratones C57BL/6 los antigenos ASP-1, ASP-~2, TSA-1
utilizando como vector al plasmido pCMV1.UBF3/2. Los grupos de
ratones fueron inmunizados con los plasmidos para las protefnas solas o
mezcla de los tres, ademas se agregé el plasmido que contenia IL-12 y el
plasmido que contenia el factor estimulador de colonias de granulocitos
y macrofagos (GM-CSF), o la mezcla. Los ratones recibieron 2
inmunizaciones con un intervalo de 6 semanas. Dos semanas después de
la witima administracién, los ratones fueron desafiados con 10°
tripomastigotes de la cepa Brasil. Los ratones inmunizados con los
diferentes plasmidos mostraron aproximadamente un 90% de reduccién
de la parasitemia respecto al control. Pero las vacunas que se
administraron junto con los plasmidos que codifican para la [L-12 y GM-
CSF mostraron dar mayor proteccién. Los plasmidos que codifican para
ASP-1, ASP-2 y TSA-1 mostraron inducir una respuesta inmune de
células T CD8", esta respuesta se aumentd significativamente con la
administracién de los plasmidos pIL-12 y pGM~CSF ya que las citocinas

que expresan son moduladoras del sistema inmune.

54



En otro estudio realizado por Boscardin et al.,, 2003, inmunizaron
ratones BALB/c con DNA plasmidico que contiene un gen de una proteina
de superficie de 7. cruzi por via intramuscular, administrando el plasmido
3, 5 y 7 semanas después de la primera inmunizacion. Ellos utilizaron
c¢DNA de amastigotes. Amplificaron 4 genes obteniendo un clon con alto
grado de relacién con la proteina de superficie de amastigotes,
perteneciente a la familia de las' trans—sialidasas (ASP-2) y fue
denominado clon9. Los ratones se inocularon con plasmidos que codifican
para el clon9 y el vector (pcDNA3). Los ratones que recibieron las
vacunas de DNA fueron desafiados con tripomastigotes de la cepa Y. En
estos ratones se observd una reduccion significativa de la parasitemia
respecto a los controles (mas del 90%). Ademas, el 100 % de los ratones
inmunizados sobrevivieron a la infeccién y el 90 % de los ratones control
murieron. La inmunizacién de los animales gener6 anticuerpos
especificos (IgG) y secrecién de IFN-y dependiente de células T CD4*

contra antigenos de 7. cruzi.

IV.4, Vacuna terapéutica de DNA

Dumonteil et al.,, 2004, infectaron experimentalmente ratones
BALB/c y ratones CD1 para obtener un modelo experimental de la
infeccién con 7. cruzi Los ratones recibieron 5x10* tripomastigotes de la

cepa H4 y 5x10? tripomastigotes de la cepa H1 respectivamente. La
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inmunoterapia se realiz6 en ambos modelos. Los ratones BALB/c fueron
inmunizados por via intramuscular con 100 pg de plasmido que codifica
para TSA-1 6 Tc24, 5 dias después de la infeccién. Una semana mas
tarde se administr6 la segunda dosis. También los ratones CD1
recibieron 2 dosis del plasmido, pero el tratamiento se inicio 70 dias
después de la infeccion. En la fase aguda los ratones BALB/c que
recibieron los plasmidos pcDNA3-TSA-1 mostraron bajos niveles de
parasitos en el tejido cardfaco y no se detectaron en circulacion, ademas
el 70% de los ratones en la fase aguda sobrevivieron a la infeccién. La
inmunoterapia con el plasmido pcDNA3-TcZ24 también controlé la
infecciébn ya que disminuyé la parasitemia en el mismo tejido vy la
supervivencia de los ratones tratados fue del 100%. En los ratones CD1,
modelo de fase cronica, la inmunoterapia con el plasmido pcDNA3-TSA-
1 mostré reducir la parasitemia y la inflamacién respecto a los ratones
que recibieron solucién salina o el vector solo. Este grupo de
investigadores no muestra el mecanismo por ‘el cual la inmunoterapia con
la vacuna de DNA protege, pero sus resultados son consistentes con una
reorientacion y/o potenciacién de la respuesta inmune de una respuesta

THgz no protectora a una respuesta TH; protectora.
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V. VACUNAS DE DNA CONTRA Leishmania ssp

V.1. Vacuna de DNA-subgenoteca de L. amazonensis

Piedrafrita et al., 1999 construyeron una libreria de expresion
genémica de L. major que fue usada para inmunizar ratones BALB/c. Una
de las librerias usadas confiri6 proteccién a los ratones comparados con
el control. En el afio 2001 Montalvo y colaboradores construyeron una
libreria gen6mica de L. amazonensis utilizando el vector pcDNAS3 y
demostraron la expresién de determinantes antigénicos en el masculo de
ratones. En otra investigacién posterior Montalvo et al.,, 2004,
construyeron una vacuna de DNA que expresa una subgenoteca de L.
amazonensis utilizando los vectores (pEFZ2HisA, pEF2HisB, pEF2HisC).
Los ratones BALB/c se inmunizaron de la siguiente forma: grupo
inmunizado con la subgenoteca DNAIl, grupo inmunizado con la
subgenoteca DNA2, grupo inmunizado con el plasmido sin subgenoteca,
grupo inmunizado con antigenos solubles de L. amazonensis y grupo
administrado con soluci6n salina. Se realizaron 2 inmunizaciones por via
intramuscular con dos semanas de diferencia. Quince dias después de la
tltima  inmunizacién los animales fueron desafiados con 10°
promastigotes de L. amazonensis por via subcutdnea. Los ratones
inmunizados con la subgenoteca DNA1l y el antigeno soluble de L.

amazonensis mostraron adquirir protecciéon ya que se observé una
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reduccién del 60% en el tamafio de las lesiones y una reducciéon de! 60%
en la carga parasitaria con respecto a los deméas grupos. No se determiné

el mecanismo inmunolégico protector,

V.2. Vacuna de DNA-cisteina proteinasa

Rafati y colaboradores en el afio 2000, purificaron una proteina
que caracterizaron como una cisteina proteinasa y que fue denominada
promastigote cisteina proteinasa (ACP). Este antigeno potenciado con
adyuvante completo de Freund (emulsi6én de aceite mineral, lanolina y
bacilos tuberculosos muertos), mostr6 dar una proteccion del 60%
aproximadamente a los ratones BALB/c contra L. major, con una
produccién alta de INF-y y una respuesta inmune celular de tipo TH1. Un
aflo mas tarde el mismo grupo Rafati et al., 2001, vacunaron en el muslo
a ratones BALB/c con 100 ng de los plasmidos que codifican para la
cisteina proteinasa a (Cpa), para la cisteina proteinasa b (Cpb), de
manera individual o mezclados. Estos ratones recibieron un mes mas
tarde la misma dosis de DNA como refuerzo. Otro grupo de ratones
recibieron la mezcla. de plasmidos mas un refuerzo con las cisteina
proteinasas a y b recombinantes. Los ratones que fueron inmunizados
con la mezcla de los dos plasmidos, asi como también los ratones que
recibieron el refuerzo con las proteinas recombinantes mostraron tener

menor tamafio en las lesiones ocasionadas por la infeccién con L. major
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respecto a las demas preparaciones {aproximadamente 47% del control).
Los ratones que recibieron la mezcla de los plasmidos que codifican para
Cpa v Cpb (pCB6-Cpa + pCB6-Cpb) mas un refuerzo con las proteinas
recombinantes (Cpa v Cpb) o mas un refuerzo con DNA, indujeron una
respuesta inmune protectora especifica de ceélulas TH; con la produccion

de niveles altos de IgGoa e INF-y.

V.3. Vacuna de DNA-papLe22

En el afio 2000 Suffia y colaboradores, clonaron y caracterizaron
al antigeno papLe22 de 22 kD y encontraron IgM e IgG especificos para
papLe22 en sueros de pacientes con leishmaniasis visceral indicando una
respuesta primaria contra esta proteina. Ademads, la presencia de 1gGy e
" IgGs sugiere una mezcla en la respuesta de tipo TH; y THs2. En una
investigacion posterior realizada por Fragaki y colaboradores en el afio
2001, se aplicaron vacunas por via intramuscular a hamsters, se
utilizaron 50 pg de plasmidos que codifican para la proteina altamente
inmunogenica de Leishmania infantum (papLe22). Se utilizaron como
controles el vector solo o PBS. Cuatro semanas mds tarde los hamsters
fueron desafiados con 107 amastigotes de L. infantum. Los hamsters
vacunados mostraron una marcada reduccidon de los parasitos en
circulaciéon en un 50% comparado con los animales que recibieron el

‘vector solo o PBS. Ademés, los hamsters mostraron niveles altos de
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anticuerpos contra papale22 comparado con los hamsters inyectados
con PBS o el vector. La produccién de anticuerpos contra antigenos
totales de Leishmania disminuyeron notablemente lo que indica un
cambio de la respuesta de células THz hacia una respuesta de células

TH;.

V.4. Vacuna de DNA-cisteina proteinasa A2

La inmunizacién con la cisteina proteinasa A2 mas el adyuvante
Corynebacterium parvum no dio proteccién adecuada contra el desafié a
la infeccibn comparandola con los antigenos P4 y P8 los cuales
mostraron conferir proteccion a los ratones BALB/c (Soong et al., 1995).
Posteriormente, Ghosh et al., 2001, vacunaron ratones BALB/c con una
mezcla de plasmidos que codifican para la cisteina proteinasa A2 y el gen
E6 del virus de el papiloma humano (codifica para una proteina inhibidora
de la proteina pb3). Los ratones fueron inyectados de forma
intramuscular con el plasmido que codifica para la cisteina proteinasa A2
solo, o en combinacién con el plasmido que codifica para el gen E6. Los
animales recibieron dos dosis con tres semanas de intervalo. Tres
semanas después de [a dltima inmunizacion los ratones fueron desafiados
con 2x10% promastigotes de Leishmania donovani por via intravenosa.
Cuatro semanas después del desafi6 los ratones se sacrificaron y se

calculd la LDU (Leishman Donovan Units) en biopsias de higado. Se
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encontré que la vacuna pcDNA3-AZ + pcDNA3~E6 redujo la cantidad de
promastigotes en el higado (mas del 80%) con respecto al plasmido
pcDNA3-A2. La vacuna mostré inducir una mayor produccion de
anticuerpos (IgGi, 1gGea, 1gGs), mayor linfoproliferacion de células T y

produccién de INF-y.

V.5. Vacuna de DNA-TSA/LmST11

La inmunizacién de ratones BALB/c con la proteina antioxidante
tiol especifica (TSA) recombinante, indujo una fuerte respuesta inmune
celular dando protecciébn contra L. major, usando IL-12 como
inmunomodulador. Ademads, la proteina recombinante estimul6 in vitro a
las células mononucleares de sangre periférica humana de pacientes con
leishmaniasis (Webb et al., 1998). Méndez et al, 2001 inmunizaron
ratones C57BL/6 por via subcutanea con los plasmidos que codifican para
LACK, LmsT11 y TSA. Ellos encontraron que la vacuna que codifica para
TSA confirié proteccién total contra el desarrollo de lesiones dérmicas
en los ratones, con una reduccién de la parasitemia de mas del 90%
respecto al control. En otro estudio Campos-Neto et al., 2002 vacunaron
ratones BALB/c tres veces con un mes de separéci()n por via
intramuscular, con los plasmidos que contienen los genes que codifican
para las proteinas TSA y LmST11 éolas o fusionadas, tomando como

controles a los ratones inoculados con el vector o solucién salina. Treinta
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dias después de la tltima inmunizacién los ratones fueron desafiados con
10* amastigotes de L. major. Los ratones inmunizados con la mezcla de
genes 0 con el plasmido pcDNA3-TSA mostraron conferir mayor
proteccién que se reflej6 en el tamafio de las lesiones ( una disminucién
del 96% aproximadamente del control). Los ratones .que recibieron la
vacuna pcDNAS3/TSA fusiéon LmST11 desarrollaron una respuesta inmune
celular de tipo CD4* TH; y CDg* citotéxica asi como también una

respuesta inmune humoral con la produccién de 1gG;.

V.6. Vacuna de DNA-META 1

La proteina Meta-1 de Leishmania inicialmente se identificé en
promastigotes de L. major. Esta proteina muestra alto grado de
conservacién, esta presente en las vacuolas alrededor del flagelo y est4
implicada con los procesos de infecciéon (Uliana et al., 1999). En un
estudio posterior Cardoso et al., 2002, vacunaron ratones BALB/c con el
antigeno recorﬁbinante de Leishmania y DNA que codifica para el mismo
antigeno. Los ratones recibieron por via intramuscular a la protefna
Meta-1 recombinante, los plasmidos que codifican para la proteina Meta-
"1 (pVX-M1), para la proteina quimiot4ctica de miocitos (MCP3) (pVX-
MCP3), o la fusién de los dos genes que codifican para las dos protefnas
mencionadas (pVX-MCP3-M1). Los ratones recibieron dos refuerzos con

dos semanas de intervalo y dos semanas después, los animales fueron
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desafiados con 5x10° promastigotes. Los ratones inmunizados con Ia
protefna recombinante, el plasmido pVX-M1 y el plasmido pVX-MCP3~-

M1 no protegieron contra la infeccién de L. major o L. amazonensis.

V.7. Vacuna de DNA-nucleasa P4

En el afio 2003 Campbell y su grupo de investigacién inmunizaron
ratones BALB/c con 100 pg de DNA divididos en 5 inoculaciones, 4
inyecciones por via intramuscular y una intradérmica. Los ratones
recibieron plasmidos que codifican para la nucleasa P4 sola o junto con
plasmidos que codifican para [L-12 6 HSP70. Los ratones se reforzaron 2
veces con tres semanas de intervalo y se inocularon tres semanas
después de la tltima inmunizacién con 2x10° promastigotes. Los datos
muestran que los genes P4/IL- 12 provocan una potente respuesta
inmune contra L, arnazonensis, pero dan poca proteccién contra L. major
(15% aproximadamente del control) y los genes P4/HSP70 tnicamente
retardan el desarrollo de las lesiones ocasionadas por L. amazonensis y
dan proteccioén a ratones contra L. major de mas del 80%. La respuesta
inmune protectora comprende una respuesta de linfocitos T de tipo TH;

con la produccion de INF-y y TNF-a.
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V.8. Vacuna terapéutica de DNA

En un estudio realizado por Hadman et al., 2000, inocularon por
via intradérmica 10° y 10° promastigotes vivos de L. major a los ratones
C3H/He y BALB/c respectivamente. Una y dos semanas después de la
infecciéon, los grupos de ratones se inmunizaron con el antigeno soluble
PSA-2, con el plasmido que codifica para PSA-2, el vector solo o PBS.
Los ratones C3H/He fueron inmunizados con 50-100 ug de el pldsmido
mPSA-2, inyectado en ambos cuadriceps, los ratones BALB/c
iinicamente recibieron una sola dosis. Todos los ratones inyectados con
PBS y con el vector desarrollaron lesiones tres semanas después de la
infeccibn y los vacunados presentaron lesiones pequefias (60%
aproximadamente del control y los no vacunados). Se midié¢ la produccién
de IL-4 e INF-y en los ratones vacunados y los controles, encontrando
mayor cantidad de INF-y en los ratones vacunados con el plasmido
mPSA-2. Este grupo correlacioné sus resultados con un cambio de la
respuesta inmune de células T-TH2 hacia una respues-ta inmune

protectora de células T-TH;.

V.9. Vacuna de DNA-gp63
Xu et al., 1995, construyeron una vacuna de vector vivo utilizando
a la bacteria Salmonelia typhimurium (aroA~ aroD”) cepa BRD509 que

expresa el antigeno GP63 de L. major. Esta bacteria se administré por



via oral a ratones BALB/c los cuales mostraron una notable resistencia a
la infeccion de L. major respecto a los contrales, ya que redujo la
parasitemia en méas del 90% y el tamafio de las lesiones en un 80%. Esta
vacuna demostré6 que el gen gp63 liberado oralmente puede
preferentemente inducir el desarrollo de una respuesta inmune celular de
tipo TH,. Una respuesta inmune similar fue observada por Xu y Liew en
ese mismo afio, con la vacuna de DNA pCMV/gp63 inyectada de forma
intramuscular a los ratones. Otro grupo de investigadores evaluaron la
eficacia de diferentes antigenos codificados en plasmidos para encontrar
los mejores candidatos. Ellos vacunaron a los ratones con los plasmidos
que codifican para los antigenos GP46, GP63, CPb, LACK, de manera
individual o mezcla de los plasmidos que codifican para GP46, GP63,
CPb. Dos semanas més tarde los ratones recibieron un refuerzo. Quince
dias después de la tltima inmunizacién, los ratones fueron desafiados con
2 x 10° promastigotes de L. mexicana de la cepa Hd18. Todas las
vacunas excepto VR1012-LACK redujeron el tamafio de las lesiones mas
del 80% y la parasitemia en el lugar de la infecci6én (mas del 90% del
control). Los plasmidos VR1012-GP46, VR1012-GP63 y VR1012-CPb
provocaron la produccién de IgG; e IgGea sugiriendo una mezcla de
células TH, y THg, asi como con el plasmido VR1012-GP46 se encontré

en los ratones altos titulos de IgGea sugiriendo la via hacia TH;. Por lo
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tanto la mezcla de los tres plasmidos resulto en una mejor proteccion que

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

V.10. Vacuna de DNA-LACK

Como antecedente al desarrollo de una vacuna de DNA-LACK,
Melby et al., 2001 inmunizaron ratones con una version de el antigeno
LACK de 36 kD, observandose una estimulacién in vivo e in vitro de
células TH; y la produccién de INF-y pero sin conferir proteccion contra
el desafi6 cutdneo o sistémico de L. donovani. Otro grupo de
investigadores (Ramiro et .al., 2003), trabajaron con perros a los cuales
administraron subcutdneamente una vacuna de DNA que codifica para el
antigeno LACK (DNA-LACK) seguida de un refuerzo con un vector virico
(virus de la vaccinia) que expresa el mismo antigeno (rVV-LACK). Esta
preparacién mostré conferir proteccion a los animales ya que no se
encontraron sintomas clinicos en los perros vacunados. Una evaluacién
mas fue hecha por Hadj et al.,, 2004, en donde se inmunizaron ratones
BALB/c por via intramuscular con los plasmidos que codifican para los
antigenos, PSA-2, GP63, una proteina ribosamal, el antigeﬁo de L.
infantum (LelF), el antigeno LACK y diferentes regiones del antigeno
LACK (1,2,3,4,5,p24). Dos semanas después de la inmunizacién los
ratones fueron desafiados con 5x10° amastigotes de L. major. Los

ratones inmunizados con la vacuna pCMV3ISS-LACKp24 mostraron un
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efecto protector respecto a los deméas ratones inmunizados con las otras
vacunas, ya que redujo el tamafio de las lesiones en los animales
infectados (60% aproximadamente del control). Ademas la secuencia CpG
que son ISS (secuencia inmunoestimuladora) contenida en la vacuna tiene
la capacidad de conferir mayor proteccién comparando con el pldsmido
que no tiene la secuencia. Esta secuencia es capaz de inducir la
produccion de TNF-a e 1L-12. Ademas, Fonseca et al., 2003 investigaron
los efectos de la inmunizacién oral con antigenos enteros de
promastigotes de Leishmania amazonensis (LaAg) en modelos murinos.
Encontraron niveles altos de INF-y y IL-10 pero no IL-4, sugiriendo una
respuesta inmune celular de tipo TH;. Con los resultados obtenidos en la
inmunizacion oral, un aflo mas tarde el mismo grupo estudiaron la
posibilidad de desarrollar una vacuna de aplicacion intranasal utilizando
el antigeno de Lershmania amazonensis (LaAg), una vacuna de DNA que
codifica para el antigeno LACK y el antigeno LACK recombinante. Los
ratones fueron inmunizados por via intranasal, recibiendo siete dias
después un refuerzo con la misma dosis. Cuatro semanas después de la
tltima inmunizaci6n los ratones fueron desafiados con 10° promastigotes
de L. amazonensis. Los ratones que recibieron las vacunas LaAg y DNA-
LACK mostraron un tamafio menor en las lesiones (70%
aproximadamente del control), una reduccién de la parasitemia respecto

al control del 85% y una respuesta TH, especifica i vivo.
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V1. DISCUSION

Los datos analizados muestran que la proteccién conferida por las
vacunas de DNA contra los parasitos hemoflagelados de los géneros
Leishmania y Tripanosoma es variable pero importante. También
sugieren que para el desarrollo de una vacuna efectiva, se utilice la
combinacién de diferentes antigenos codificados en plasmidos. Lo 6ptimo
seria crear una vacuna que dé una proteccién contra todas las especies
de Leishmania o las cepas 7. cruzi. Por lo que el desarrollo de vacunas
de DNA que codifiquen para antigenos altamente conservados en los dos
géneros es promisorio.

La construccion de bibliotecas genémicas de 7. cruzr (Alberti et
al., 1999 y Alberti et al., 2001) v Leishmania ssp (Piedrafrita et al., 1999,
Montalvo et al., 2001 y Montalvo et al., 2004) y su capacidad de inducir
un tipo de respuesta inmune protectora en ratones llevé a buscar los
genes que expresaron las proteinas causantes de dicha respuesta, para
después aislarlos y clonarlos para la preparacién de vacunas de DNA.

Los antigenos de 7. cruzi codificados por las vacunas de DNA
mas estudiados son las trans — sialidasas que contienen un dominio
altamente inmunogénico. La inmunizacién con pldsmidos que codifican
para las trans - sialidasas, ASP-1, ASP-2, TSA-1 (Nisha et al., 2002 y
Katae et al, 2002) y un clon relacionado con la protefna ASP-2

{(Boscardin et al., 2003), mostraron c¢onferir una proteccién parcial contra
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T. cruzi, reduciendo las lesiones, la parasitemia y aumentando la
supervivencia de los ratones respecto a los controles. Asi como también
la terapia con las vacunas de DNA que codifican para las proteinas TSA-
1 y Tc24, mostraron reducir la parasitemia en circulacién a los ratones
infectados (Dumonteil et al., 2004). Ademas, los genes para las proteinas
KMP-11 genéticamente conservada en la mayoria de los cinetoplastidos
y de la proteina de choque térmico HSP7O de 7. cruzi se clonaron en
plasmidos en forma individual o fusionados encontrando que la vacuna de
DNA con los genes fusionados reduce la parasitemia (aproximadamente a
cero) respecto a los ratones con los genes individuales (Planelles et al.,
2001).

En los estudios de las vacunas de DNA contra Leishmania ssp se
han utilizado una mayor cantidad de genes, que codifican para diferentes
antigenos como son: PSA-2 (Hadj et al., 2004 y Hadman et al., 2000),
Cpa y Cpb (Rafati et al., 2001 y Dumonteil et al., 2003), papLe22 (Fragaki
et al.,, 2001), A2 (Ghosh et al., 2001), TSA (Campos-Neto et al., 2002),
LmST11 (Campos-Neto et al., 2002), GP63 (Campos—Neto et al., 2003 y
Hadj et al., 2004), GP46 (Dumonteil et al., 2003), LelF (Had; et al., 2004),
p20 (Hadj et al., 2004), LACK (Dumonteil et al., 2003, Fonseca et al.,
2004 y Hadj et al.,, 2004) y LACKp24 (Hadj et al., 2004). Todas estas
vacunas de DNA confirieron proteccién parcial a los ratones contra el

desafi6 a la infeccién con Leishmania ssp reduciendo el tamafio de las

69



lesiones y la parasitemia respecto a los controles, excepto la vacuna que
codifica para el antigeno Meta—-1. La administracién intranasal de una
vacuna de DNA (Fonseca et al., 2004), confirié protecciéon a los animales
reduciendo las lesiones y la parasitemia. Ademas, la vacuna de DNA-
PSA-2 es capaz de reducir las lesiones en ratones ya infectados por lo
que su uso terapéutico es importante (Hadman et al., 2002).

La co-administraciéon de plasmidos con genes que codifican para
inmunomoduladores, o diversas proteinas junto con las vacunas de DNA
mostré dar mejores resultados en la protecciéon a los animales. Por
ejemplo la administracién de un plasmido que codifica para la IL-12 6 el
GM-CSF junto con un plasmido que contiene el gen TS (trans—sialidasas)
da mayor proteccién a los ratones desafiados con 7. cruzi que la vacuna
de DNA con el gen TS solo (Nisha et al., 2002 y Katae et al., 2002). Otro
grupo de investigadores utilizé el gen E6 del virus del papiloma humano
que codifica para una proteina capaz de degradar a p53; el cual se
administré junto con una vacuna de DNA que codifica para la cisteina
proteinasa A2 de L. donovani. Esta proteina E6 evitd la degradaciéon de la
vacuna de DNA en el musculo de ratones por lo que dio mayor eficacia a -
la vacuna (Ghosh et al., 2001). Todo lo anterior sugiere que, la
vacunaciéon con un plasmido que codifica para un antigeno o cualquier

otra proteina, junto con otro plasmido que codifica para un
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inmunomodulador es una estrategia capaz de aumentar la respuesta
inmune en mamiferos.

Las vacunas de DNA contra 7. cruz/y L.ssp estudiadas por los
investigadores ya citados, mostraron inducir tanto una respuesta inmune
humoral evidenciada por la produccién de anticuerpos de la clase IgG
contra los par4sitos, una respuesta inmune celular CD8" citot6xica y una
respuesta de células CD4", (Tablas 4 y 5). Ademéas, son capaces de
reorientar la respuesta inmune de una respuesta no protectora a una
respuesta protectora, como es el caso de las vacunas terapéuticas de
DNA contra 7. cruzi'y L. ssp y de la vacuna DNA-paplLe2Z contra
Lershmania (Fragaki et al., 2001).

Los resultados obtenidos con las vacunas de DNA en modelos
precliﬁicos, respaldan los esfuerzos para optimizar las vacunas de DNA y
que éstas puedan ser utilizadas en un futuro en el ser humano. En
particular se debe evaluar la bioseguridad y la eficacia de estas vacunas

de DNA.
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Tabla 4. VACUNAS DE DNA CONTRA 7. cruzi, RESPUESTA INMUNE

PROVOCADA Y PROTECCION
VACUNAS DE DNA CONTRA T. CRUZI, RESPUESTA INMUNE PROVOCADA Y
PROTECCION
Vacuna de DNA Antigenos Via de Dosis Respuesta Proteccién
codificados administracion | (ug p) inmune
Humoral | Celular
DNA-genoteca de & im 3 * * *
T. cruzi 50)
Alberti et al., 1999
Alberti et al., 2001 cepa Y
KMP11
DNA- HSP70 im 4 leGa | CD8* | 90% <P
KMP11/HSP70 =) 50% S
Planelles et al., % cepa Y
2001 Brasil
TS
pCMVTS+ pcDN IL-12 im 4 w cDs* 40% <P
A3-IL-12 (100) 100% S
Katae et al., 2002 * cepa
Tulahuén
ASP-1
pASP1+ pASP2+ ASP-2 im 2 % CcDs* 90% <P
pTSAl+ plL-12+ TSA-1 33) 100% S
pGM-CSF IL-12 * cepa
Garg y Tarleton. GM-CSF Brasil
2002
pcDNA3~clon9 clon9 im - IgG CD4* | 90% <P
Boscardin et al., 100% S
2003 % cepa Y
TSA-1 CD4* 90% <P
pcDNA3-TSA-1 im 2 % TH, 70% S
Dumonteil et al., (100 * cepa H4
2004 y H1
Tc24 2 CD4*
pcDNA3-Tc24 im (100) % TH; 90% <P
100% S
Dumonteil et al., * cepa H4
2004 y H1

% No se determind. % Proteccién parcial. # En una genoteca estan
representados todos los genes de un organismo, por lo que la cantidad de
antigenos codificados es variable. P Parasitemia. S Supervivencia.

72




Tabla 5. VACUNAS DE DNA CONTRA L. ssp, RESPUESTA INMUNE
PROVOCADA Y PROTECCION

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

PROTECCION
Vacuna de DNA Antigenos Via de Dosis Respuesta Proteccion
codificados administraciéon | (ug p) inmune
Humoral | Celular
pCMV-gp63 GP63 im 2 ¥ CD4* 90% <P
(¢10.0)) TH, * L. major
Xu y Liew.1995
2 (50
pmPSA-2 6
PSA-2 im 100} & cD4* | 60% <L
Hadman et al., 2000 1(50) TH,; * L. major
CD4*
pCB6~Cpa + Cisteina im 2 IgGoa TH, 47% <L
pCB6-Cpb proteinasa a (100 * L. major
Rafati et al., 2001 v b c/p
CD4" 50% <P
DNA-papLe22 papLe22 im 1 ¥ TH, *
(100) L. infantum
Fragaki et al., 2001
Cp. A2y 1gG,; Prol.
pcDNA3-A2 + | E6 proteina 2 IgGoa | Cel. T | 80% <P
pcDNA3-E6 inhibidora im 100) | 1gGs *
Ghosh et al., 2001 de p53 c/p L. donovani
DNA- TSA im 2 1gGy CD4" 9% <L
TSA/LmST11 LmST11 (100 TH, | * L. major
Campos-Neto et al., CD8"*
2002 citotoxica
DNA-MCP3-M1 | Proteina im 3 IgG, | cp4* | Lmaor L
meta-1 (50 TH, | &mazonensis
Cardoso et al., 2002 0
¢ No se determin6. % Proteccion parcial. P Parasitemia. L Tamaflo de

la lesion.
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Continuaci6n Tabla 5. VACUNAS DE DNA CONTRA L. ssp, RESPUESTA
INMUNE PROVOCADA Y PROTECCION

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

PROTECCION
Vacuna de DNA Antigenos Via de Dosis Respuesta Proteccion
codificados administracién | (ug p) inmune
Humoral | Celular
VR1012gp46+ VR GP46 ' cD4* 90% <P
1012gp63+ VR10 GP63 im 2 IgGra | TH, | 80% <L
12-Cpb Cpb (100) TH, |L-mexicana
Dumonteil et al., L
2003
DNA-P4/IL-12 | Nucleasa P4 im 3 % CD4" | 80% <P >L.
Campbell et al., elL-12 (100) TH, amazonensis
2003 <L. major %
DNA-P4/HSP70 | Nucleasa P4 im 3 % CD4* | 80% <P <L
Campbell et al., y HSP70 (100) TH, amazonensis
2003 >L. major %
DNA-LACK LACK in’ 2 % CD4* | 85% <P L.
Fonseca et al., 2004 (&[0 TH, amazonensis
*
DNA-LACKp24 LACKp24 im 1 * % 60% <L
Hadj et al., 2004 (50) L. major %
DNA- 60% <P
subgenoteca de ) im 2 % % 60% <L
L. amazonensis (50) L
Montalvo et al., amazonensts
2004 *

% No se determiné.

antigenos codificados es variable. P Parasitemia. L. Tamafio de la lesi6n.

* Proteccién parcial.

74

& En una subgenoteca estan
representados los genes de un cromosoma, por lo que la cantidad de




VII. CONCLUSIONES

Las vacunas pcDNA3-TSA-1, pcDNA3-Tc24 contra 7. cruzi,
pmPSA-2 contra L. major y la vacuna de DNA contra L. amazonensis
que expresa al antigeno LACK administrada por via intranasal, son las
preparaciones mas relevantes. Las tres primeras por controlar la
infeccién, la cuarta por la forma de administracién no invasiva y porque
todas podrian representar una alternativa atractiva para el desarrollo de

una vacuna o un tratamiento terapéutico para uso humano.
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