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Resumen

La reciente tecnolagia de Ias vacunas de ADN representa un pasc potencialmente revolucionario en el desarrolio de la
vacunacion. Su mayor ventaja es su capacidad de generar respyesta inmune cetular y humoral, eliminande muchos de los
problemas asociados con las vacunas tradicionales. La vacunacién con ADN consiste en la introduccion directa de ADN
plasmidico desnudo en la c€lula, de manera que se puede lograr la expresién de una protefna antigénica dentro de la célula
transfectada. Desde que fueron producidas por primera vez, cientos de publicaciones han reportado la eficacia de las
vacurtas de ADN en modelos animales contra enfermedades infecciosas, contra cAncer y contra enfermedades autoinmunes,
¥ ¢ han iniciado los primeros estudios clinicos en humanos,
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Abstract

The recent DNA vaccine technology represents a revolution in the vaccine development. Its major advantage is its ability
1o develop cellolar and humoral inumune response, overcoming most of the problems associated to traditional vaccines.
DNA vaccines consist of direct introduction of naked plasmid DNA in a cell that results in the expression of the antigenic
protein inside the transfected cell. Since these vaccines were first produced, hundreds of publications have reported the
efficacy of DNA vaccines in animal models against infectious diseases, against cancer and against autoimmurie diseases,
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and the first clinical trials have been started.
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INTRODUCCION

La reciente tecnologia de las vacunas de ADN
representa un paso potencialmente revoluciona-
rio en el desarrollo de la vacunacién. Desde que
Jenner inmunizé con éxito humanos contra la
viruela hace dos siglos, la vacunacién mediante
la inmunidad inducida se ha convertido en la
medida de salud piblica més efectiva contra las
enfermedades infecciosas. Se considera que la
vacunacion es una de las tecnologias médicas con
mayor costo-beneficio de la historia. Segiin la
Organizaciéon Mundial de la Salud, existe una

necesidad global de ampliar el impacto de los
programas de vacunacion a la prevencién de en-
fermedades infecciosas que estdn asociadas mun-
dialmente con altc nivel de mortalidad o
morbilidad y que no son por el momento preve-
nibles con la inmunizacién en la infancia. Este
objetivo requiere la iniciacién de nuevas estrate-
gias en el disefic de vacunas, como son las vacu-
nas de ADN, particularmente para las
enfermedades diarreicas (cdlera, shigellosis), pa-
rasitarias (malaria, esquistosomiasis), infecciones
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respiratorias agudas, SIDA (virus de la inmuno-
deficiencia humana, VIH) y tuberculosis (Schadel
et al., 1994).

El reciente desarrollo de vacunas basadas en 4ci-
dos nucleicos (vacunas de ADN) es de particular
interés para varias enfermedades “olvidadas”, en
vista de su capacidad de generar respuesta inmu-
ne celular y humnoral eliminando muchos de los
problemas asociados con las vacunas tradiciona-
les. Ademds, este nuevo método puede contribuir
a la transferencia simplificada de vacunas a nivel
global por medio del desarrolle de vacunas com-
binadas y de dosis tinica (Tighe et al., 1998).

VACUNAS TRADICIONALES

Las vacunas tradicionales se basan en el uso de
microbios patégenos o de sus componentes anti-
génicos. Hay varias clases de vacunas: atenua-
das, muertas, subunidades proteicas, péptidos
sintéticos, acelulares y ias recombinantes. Las
atenuadas son mMICroorganismos vivos con pato-
genicidad reducida y son generalmente las mas
efectivas. Son en general bastante potentes en
generar inmunidad celular y humoral de gama
amplia, pero su use se ve abstaculizado por ra-
zones de bioseguridad. Pueden producir compli-
caciones si el agente de la vacuna crece sin control
o revierte a una forma mas patogénica. Ademds,
estin contraindicadas en pacientes inmunocom-
prometidos, porque pueden causar enfermedades
severas. Otros problemas de seguridad potencia-
les son la infeccidén persistente y la induccién a
hipersensibilidad para antigenos virales en el hos-
pedero. Por el contrario, las vacunas muertas, los
péptidos sintéticos, las subunidades y las vacu-
nas acelulares son mds seguras, pero han side a
menudo inadecuadas con respecto a la eficacia y
sdlo estimulan respuestas humorales limitadas.
Ademas, requieren miltiples dosis, por lo que se
aumenta el costo y se crean problemas logisti-
cos. En las vacunas recombinantes, el gen que
codifica para un antigeno es insertado en un vec-
tor de expresidn no patogénico (normalmente un
virus) por ingenieria genética. Este tipo de vacu-
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nas s6lo pueden ser usadas una vez porque el sis-
tema inmune también responderd al vector y en
general no inducen respuesta celular (Zhou ez al.,
1994). Por tanto, las futuras vacunas deben com-
binar eficacia y seguridad, v contener todos los
posibles epitopes (fragmentos proteicos antigéni-
cos} para células B y T, mientras que a! mismo
tiempo deben evitar epitopes con efectos secun-
darios negativos tales como el incremento de una
infeccion futura potencial o autoinmunidad. Lo mds
importante es que los antigenos deben ser presen-
tados al sistema inmune en una manera gque imite
la infeccidn natural por el patégeno. Muchas de
las estrategias actuales implican vacunas que in-
ducen anticuerpos neutralizantes, mientras que las
vacunas de ADN representan un nuevo y podero-
so método en su desarrcllo, ya que inducen con
eficacta ambas respuestas, humoral y celular, in-
cluyendo linfocitos T citotéxicos (LTC) (Seder y
Gurunathan, 1999),

Ademas, para que las vacunas sean efectivas ne-
cesitan proveer una dosis suficiente de antigeno
durante periodos suficientemente largos como para
inducir una respuesta secundaria (de memoria).
Esto implica un problema en las vacunas tradicio-
nales, mientras que las de ADN pueden efectiva-
mente producir copias de antigenos patogénicos
durante largos periodos, normalmente hasta que
la célula hospedera es atacada por la respuesta in-
mune que indujo (Beard y Mason, 1993).

YACUNAS DE ADN

La vacunacién con ADN consiste en la introduc-
cién directa de ADN plasmidico desnudo en la
célula, por medic de una inyeccién ¢ por bom-
bardeo con particulas de tungsteno o de ore re-
cubiertas del ADN, de manera que se puede lograr
la expresion de una proteina antigénica dentro de
la célula transfectada. El pldsmido, un segmento
de ADN bacterial circular, se construye con un
origen de replicacién que no sea funcional en las
células eucariotas; tales pldsmidos no se replican
en el hospedero mamifero ni se integran en el
ADN cromosdmico del animal (figura 1}.
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Figura 1. Componentes furcicnales de las vacunas
de ADN: un sistema promotor fuerte de célulag
eucariotes (p. gj. el promotor de citomegalovirus
pCMVIE con €] intrén A), un sitio de clonacién
para la insercidn del gen de interés, una secuencia
de terminacién poliadenilada (p. ej. BGHpA), un
origen de replicacidén procaridtice {ori}, ¥y un
marcador seleclivo (p. €j. el gen de resistenciaala
ampicilina, amp)

Las vacunas de ADN fueron producidas por pri-
mera vez en 1990 cuando se inyectd ADN plas-
midico purificado en células musculares de ratén
y se logrd expresion de los genes plasmidicos
(Wolff et al., 1990). Desde entonces, cientos de
publicaciones han reportado su eficacia en mo-
delos animales desde ratones hasta primates, con-
tra enfermedades infecciosas humanas y animales,
contra cancer y contra enfermedades autoinmu-
nes, y se han iniciado los primeros estudios clini-
cos en humanos.

El método es conceptualmente simple; es una
manera de decirle a un organisme cémo produ-
cir sus propias vacunas. Por ejemplo, para que
un ratén haga una vacuna contra el virus de la
influenza A, se toma la secuencia génica del vi-
rus que codifique para una proteina de superficie
del virus conocida como inmunogénica, por ejem-
plo, la hemaglutinina (HA). Entonces, se insgrta
este gen en un plismido, junto con secuencias
accesorias, tales como promotores y potenciado-
res, que 5e necesitan para asegurar ja expresién
adecuada del gen foraneo en su nuevo hospede-
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ro. Después se inyectan los constructos del plas-
mido de ADN (tan poco como 1 ug) en los miscu-
los de la pierna del ratdn. Al cabo de unas dos
semanas, se detectan altos niveles de anticuerpos
contra HA en el suero de estos animales. Al desa-
fiar a los ratones con dosis normalmente letales
del virus de la influenza A, se verd que todos los
vacunados, y sélo un 10% de los controles, so-
brevivirdn (Maurice, 1995). También se puede
usar un gen para una molécula interna del virns
de la influenza, como la nucleoproteina (NP), que
se mantiene conservada entre las diferentes ce-
pas del virus. De esta manera, se conseguirin ni-
veles similares de proteccién contra cualquier
cepa del virus de la influenza. Pero, lo que es
mds importante, se protegerdn los animales con-
tra cepas que son bastante diferentes de la cepa
de vacunacién, una ventaja distinta sobre las va-
cunas corrientes de influenza, que se deben cam-
biar para adaptarse a los virus de influenza de
cada brote infeccioso. Se puede optar también por
una variante de la técnica original, usando “pis-
tolas de genes™ para disparar en la epidermis pe-
quefias particulas de oro o tungsteno recubiertas
de ADN plasmidico, y en tal caso se puede utili-
zar tan poco como 0.4 ug de ADN para conse-
guir proteccidn para la influenza A en ratones
(Maurice, 1995).

Los principales componentes funcionales del plds-
mido incluyen un promotor fuerte (como el pro-
motor de citomegalovirus), un sitio de clonacién
conveniente para la insercion del gen de interés,
una secuencia de terminacién de poliadenilacién,
un origen procaritico de replicacidn para la pro-
duccion en Escherichia cofi, y un marcador se-
lectivo (p. ¢j. el gen de resistencia a la ampicilina)
para facilitar la seleccién de las células que con-
tiene el plasmido (figura 1). Cuando el ADN es
inyectado en el tejido muscular, al principio es
poco el que va directamente a las células. Por ¢l
contrario, el ADN reside en el espacio extracelu-
lar del tsjido hasta que las células musculares lo
internalizan. Segin evidencias obtenidas por ex-
perimentos in vivo € in vitro, las células toman el
ADN plasmidico via un proceso endocitico; asi,
el ADN plasmidico escapa de alguna manera del
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ambiente potencialmente adverso del lisosoma
endosdmico antes de ser transportado al micleo,
el sitio de transcripcidn. A partir de muestras de
varios tejidos que se han evaluado, se ha encon-
trado que la expresidn proteica es consistente-
mente mas elevada en el misculo (Ulmer ef al.,
1996), aunque recientemente también se ha des-
crito expresién de antigenos introducidos en la
gpidermis como una de las aplicaciones mis pro-
metedoras (Falo, 1999).

En el casc de transferencia de ADN por bombar-
deo de particulas, la fuerza de propulsidn proba-
blemente conduce las particulas a través de la
membrana plasmdtica de la célula. Después, las
moléculas de ADN se disocian de estas particu-
las y son transportadas al micleo. Asi, cualquiera
de las células en el camino de los proyectiles pue-
den recibir el ADN, obviando la necesidad de un
mecanismo de introduccidén (Ulmer e? al., 1996).

Las vacunas de ADN inducen la produccién de
anticuerpos y respuestas en células T CD4+ (ayu-
dadoras) en animales, pero su mayor ventaja a
nivel inmunoldgico ha sido su capacidad de in-
ducir respuestas de células T CD8+, incluyendo
los LTC, lo cual es el mecanisme mavor de pro-
teccion contra patdgenos intracelulares (Wang et
al., 1998).

Aln no se sabe con claridad cdmo las vacunas
de ADN inducen estas respuestas, pero las evi-
dencias sugieren que el ADN foraneo después de
haber entrado en la célula, se mantiene extracro-
mosdmico y expresa sus productos antigénicos
de tal modo que son correctamente procesadoes
en fragmentos peptidicos {figura 2). Estos frag-
mentos son entonces transportados a la superfi-
cte celular por las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad {CMH) de clase I para ser
presentados a las células T citotéxicas CD8+ (ase-
sinas). Sin embargo, las células musculares por
si solas no son censideradas capaces de presen-
tar antigenos eficazmente. Las células clave in-
volucradas en el proceso de presentacidén en el
caso de inyeccidén intramuscular de ADN plasmi-
dico son las dendriticas, unas células presenta-
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doras de antigeno (CPA) potentes derivadas de
médula 6sea. Estas células estdn distribuidas en
el organismo para optimizar la captura antigéni-
ca y migran a los 6rganos linfoides para selec-
cionar los clones de células CD4+ y CD8+. Alli
estimulan las células B y T virgenes y de memo-
ria, ¢ inician la respuesta inmune. Esas CPA pro-
fesionales pueden tomar, procesar v presentar el
antigeno a las células T con sefiales coestimula-
doras requeridas para la activacion de células T.

En general, es probable que el ADN sea prima-
riamente expresado en CPA débiles, como las
células dérmicas y musculares. Subsecuentemente
el antigeno expresado puede ser tomado por CPA
profesionales v procesado. Las células dendriti-
cas aisladas a partir de animales vacunados ex-
presan el ADN vacuna. Ademas, se ha reportado
que la respuesta inmune a las vacunas de ADN
puede ser incrementada por la inmunizacién con
ADN transferido a las células dendriticas, que se
cree son las que facilitan la induccién de los LTC
in vivo. Estas células procesan y presentan los
péptidos correspondientes a las células especifi-
cas T y asi pueden activar ambas células CD4+ y
CDS8+.

La inyeccion intramuscular requiere un volumen
relativamente grande de solucidn salina compa-
rado con £l tamaiio del miisculo para que la solu-
¢ién de ADN pueda llegar a las células dendriticas
en los nddulos linfiticos de drenaje en el lugar
de inoculacion. Se ha hipotetizado que esto po-
dria conducir a la transferencia de ADN a las cé-
lulas dendriticas. Por otro lado, la inmunizacidn
gendtica cutdnea resulta en la introduccidén de
ADN en las células dendriticas derivadas de la
piel (Kucerova, 1998).

Asi pues, las vacunas de ADN inducen eficaz-
mente anticuerpos v LTC en varios tipos de mo-
delos animales de enfermedades infecciosas
humanas y animales (Seder ¥ Gurunathan, 1999).
Los anticuerpos primarios neutralizan los patd-
genos v previenen o limitan la infeccién, mien-
tras que los LTC reconocen y lisan las células
infectadas por el patégeno y ayudan a eliminar la
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Figura 2, Representacién esquemdtica de los pasos requeridos para la respuesta inmune a los
ant{genos codificados por ADN. Mientras que la mayorfa de vacunas sélo proporcionan
respuesta 1 y 2, las vacunas de ADN también provocan respuesta 3
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infeccidn. La induccion de ambos brazos del sis-
tema inmune es una ventaja distintiva de las va-
cunas de ADN (Tighe er al., 1998).

Un reto para el desarrollo de vacunas contra vi-
rus tales como la influenza A o el VIH es la diver-
sidad de las proteinas de la cubierta viral entre
distintos aislados o cepas. Debido a que los LTC
en ratones y humanos son capaces de reconocer
epitopes derivados de proteinas virales internas
conservadas y a que son importantes en la res-
puesta inmune contra los virus, se han dirigido
esfuerzos hacia el desarrollo de vacunas en las
que los LTC sean capaces de proveer proteccidn
heterdloga contra diferentes cepas virales. Los
péptidos virales asociados con moléculas CMH

de clase I son derivados de proteinas virales sin-
tetizadas endégenamente, sin considerar la loca-
lizacidn de las proteinas o la funcidn en el virus,
Asi, por reconocimiento de los epitopes de pro-
teinas virales conservadas, los LTC pueden pro-
veer proteccidén cruzada de diferentes cepas. Los
péptidos capaces de asociarse con moléculas de
CMH de clase I para el reconocimiento de LTC se
originan 2 partir de proteinas que estin presentes
O pasan a través del citoplasma o del reticule en-
dopldsmico. En cambio, las proteinas exdgenas,.
que entran en el camino de procesamiento endo-
sdmico como en el caso de antigenos presenta-
dos por moléculas CMH de clase II, no son
efectivas en generar respuestas LTC CD8+ (Ul-
mer et al., 1993).
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DESARROLLO Y APLICACIONES
DE LAS VACUNAS DE ADN

Desde los primeros experimentos, las vacunas de
ADN se han investigade en una variedad de sis-
temas animales que incluyen ratones, ratas, co-
nejos, pollos, peces, hurones, cerdos, perros,
vacas y primates no humanos, como macacos y
chimpancés, y se estan iniciando pruebas en hu-
manos.

~Varios laboratorios han wsado la influenza como

" un sistema modelo en diferentes especies anima-
les (ratones, hurones, primates no humanos y
pollos) y han demostrado que las vacunas de éci-
dos nucleicos pueden producir una fuerte respues-
ta humoral con la produccién de anticuerpos
neutralizantes contra el antigeno presente en la
vacuna (Finan ef al., 1993, Robinson &r al., 1993,
Ulmer er al., 1993, Wang er al., 1993, Bot ¢r al.,
1999). Las vacunas de ADN para la influenza
proveen efectividad superior contra la cubierta
del virus comparado con la vacuna del virus in-
activo y se ha observado respuesta inmune pro-
tectora cuando los animales inmunizados son
retados con una dosis letal del virus. Ademds, se
ha observado disminucién de morbilidad y titu-
los viricos pulmonares reducidos para cepas he-
terélogas y homélogas del virus de la influenza
(Ulimer et al., 1993). Wolff ef al. (1992) estudia-
ron la persistencia de la vacuna a largo plazo con-
trolando la expresién proteica y la presencia de
ADN plasmidico, y demostraron que las vacunas
de dcidos nucleicos pueden persistir en animales
vacunados hasta diecinueve meses después de la
administracion de la vacuna. Se ha observado que
los ratones vacunados con una vacuna de 4cidos
nucleicos continian expresando altos titulos de
anticuerpos durante un afio sin disminucién de
los mismos (Rhodes et al., 1993). Estas vacunas
también tienen la capacidad iinica de expresar
mds de un antigeno a partir de un tinico gen, pre-
sumiblemente debido al procesamiento alternati-
vo del ARN mensajero.

La inoculaciéon directa de ADN ha demostrado la
habilidad de generar respuesta inmune en el hos-
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pedero contra vwna variedad de virus diferentes a
la influenza, tanto en animales como en huma-
nos. Se ha observado proteccidén en diferentes
modelos de enfermedades virales que afectan a
animales, como ¢] herpesvirus bovino, herpesvi-
rus equino, virus de la diarrea bovina, virus de la
enfermedad de pies y boca, virus de la pseudo-
rrabia ¥ virus de la rabia, entre otros (Braun ef
al., 1999; Gerdts et al., 1999; Harpin et al., 1999;
Huang et al., 1999; Ruitenberg et al., 1999; Lod-
mell er al., 2000). Los virus que afectan a hu-
manos y para los que se ha descrito vacunacidn
por ADN eficaz son, entre otros, citomegalovi-
rus, virus de las hepatitis B y C, herpesvirus,
VIH, virus de la rabia y papilomavirus (Hwang
et ai., 1999; Osorio et al., 1999; Arichi er al.,
2000; Davis er af,, 2000; Gebhard er al., 2000;
Kaneko et al., 2000; Matsumoto et af., 2000).
Los resultados con la vacuna de ADN del anti-
geno de superficie del virus de la hepatitis B,
indican que este método puede ser efectivo en
individuos que no responden a las vacunas con-
vencionales, y en los portadores crénicos del
virus {Kucerova, 1998).

Asimismo, la inyeccién de ADN plasmidico es
una manera efectiva de expresar proteinas bacte-
riales in situ y de inducir proteccién en modelos
animales. Se ha logrado inducir proteccién con-
tra enfermedades bacterianas vacunando con los
genes que codifican para antigenos de Mycoplas-
ma pulmenis y Mycobacterium tuberculosis, en-
tre otros, y su proteccién fue medida como
reduccién en el titulo de bacterias en los pulmo-
nes (Lowrie er al., 1999; Donnelly et al., 1997).
Las vacunas de ADN también se han utilizado
para crear inmunidad protectora contra parasitos,
como Leishmania major, Plasmodium yoelii, P.
vivax y P. falciparum, los causantes de leishma-
niosis y malaria, respectivamente (Belperron et
al., 1969; Piedrafita et af., 1999). Se ha demos-
trado que la proteccién contra P. yoelii requiere
LTC CID8+, los cuales son activados por las va-
cunas de ADN de forma especifica (Falo, 1999).
Por otra parte, se cree que las vacunas de ADN
serdn un modo ventajoso de vacunacién adecua-
do también para neonatos, ya que no se han ob-
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servado diferencias entre la inmunizacién en
ratones inoculados a las veinticuatro horas des-
pués del nacimiento y ratones adultos (Wang
et al., 1997),

Por iiltimo, la utilidad de las vacunas de ADN
también se ha extendido a las enfermedades no
infecciosas, como el cancer de ovario, de mama,
de préstata, linfoma, melanoma y neuroblasto-
ma, entre otros (Bronte et al., 2000; de Zoeten er
al., 1999; Neglia e al., 1999; Syrengelas y Levy,
1999; Carpentier et al., 1998; Kim et al., 1998).
Asimismo se ha descrito proteccién ante enfer-
medades autoinmunes y alérgicas (Raz et al.,
1996; Roy et al., 1999). Respuesta inmune diri-
gida hacia neocantigenos expresados por las célu-
las transformadas in vive (células tumorales)
puede ser un blanco factible para las vacunas ba-
sadas en ADN. Por ejemplo, la inyeccién en rato-
nes de ADN gue codifica para el antigeno
carcinoembriogénico humano, un antigeno ex-
presado en las células tumorales, generd respuesta
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inmune humoral y mediada por células contra el
antigeno y mostré capacidad para inmunoprotec-
cién y terapia (Conry et al., 1994).

Ademis, ya han entrado en pruebas clinicas en
humanos varias vacunas de ADN, las cuales pre-
liminarmente exhiben buena tolerancia (tabla 1).
Nétese que en sdlo nueve afios se ha pasado de
la investigacion a la clinica experimental. En la
actualidad se estan realizando estudios clinicos
contra VIH (de caricter terapéutico y profildcti-
co), malaria, hepatitis B y céncer. A juzgar por
los resultados, parece que la técnica ofrece ven-
tajas sobre otras estrategias de vacunacién.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS

Quizéds la ventaja mds apreciada por los cientifi-
¢os es la naturaleza de la respuesta inmune pro-
ducida por la vacunacién por dcidos nucleicos.
S1 se escogen los genes apropiados, la respuesta
es poderosa, duradera (hasta veinticuatro meses

Tabla 1. Resultados de las pruebas clinicas con vacunas de ADN realizadas hasta el momento -

Patiégeno Antigenos* Resultados Referencias
Virus de la Env y Rev Fase [ con individnos sero-negativos. Las seis personas Boyeretal.
inmunodeficiencia que recibieron dosis de 300 pg tuvieron respuestas (2000) J Infect
humana- 1 preliferativas de linfocitos especificos y producei6n Dis 181:476-483
de IFN-y y B-quemoquina especitica
Env y Rev Se observaron cambios en la actividad de los LTC contra Bover et al. (1999)
los blancos portadores de gpl60. Es de destacar que Clin Immuno!
la actividad proliferativa especifica de linfocitos contra 9} 100-107
la cubierta de VIH-1 avrnents en varios pacientes.
3/3 pacientes del grupo de 300 pg de dosis tenian niveles
aumentados de MIP-1 alfa, que fueron detectados en
Su suero
Env y Rev Perfil bueno de seguridad, Se demostré potenciacidn Ugen et al. (1998)
inmunolégica. Fase | Vaccine 16;
1.818-1.821
Env ¥ Rev No se detectaron reacciones sistémicas locales ni anomalfas [MacGregor er al.
en el laboratoric. Ningiin paciente desarrolls anticuerpos (2000% J infect
anti-ADN o elevaciones de 10s enzimas musculares. No Dis 181:406. -
hubo cambios cansistentes en el nitmero de linfocitos MacGregoretal.
CD4 o CD8 ni en la concentracitn de VIH en el plasma, (1998) J Infect
Se observé aumento de anticuerpos contra gpl20 Dis 178:92-100
en pacientes individuales de los grupos de 100 y 300 ug.
También se observd aumento de la actividad de los LTC
contra los blancos portadores de gpt60 y en la actividad de
proliferacién de linfocitos
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Tabla 1. (continnacidn)
nef, rev, 0 genes Cambios significativos en las cargas virales y en el contaje | Calarotaetal.
reguladores tat de CD4+. Aumento en los niveles de células precutsoras | (1999) J Immunol
de LTC. Respuestas con anticuerpos de baja magnitud. 163:2.330-2.338.
Se indujeron células de memoria detectables en todos Calarota et al.
los pacientes y citotoxicidad espectfica en ocho pacientes. | (1998) Lancet
Los LTC eran restringidos de CMH clase 1 351:1.320-1.325
y principalmente de origen CD8+
Hepatitis B CpG DNA(TM) Fasel 17 de abril, 1999
CpG Immuno-
Pharmaceuticals®
Antigeno Fase [. Respuesta inmune proteciora. Respuesta de Tacketetal.
de superficie refuerzo pero no respuesta inmune primaria (1999) Vaccine
17:2.826-2.829
Malaria Protefna del cir- Fase 1. Excelente respuesta de linfocitos T citotéxicos. Le et al. (2000)
camsporozofto No hay anticuerpos especificos de antigenc Vaccine 18:
de Plasmodium 1.893-1.901
Jalciparum
{PICSP)
PFCSP La primera demostracidn de induccitn de LTC CD8+ Wang et al. (1998)
en humanos sanos por vacunas de ADN, incluyendo Science
los LTC que eran restringidos a alelos HLA en el mismo 282:476-480
individuo. La vacuna era bien tolerada y segura
Céncer Vacuna del Se estin desarrollando estrategias de vacunas HPV Murakami et al.
cervical papillo mavirus terapéuticas y profilicticas {1999)
humano parael J Immunorher
cdncer cervical 22:212-218
Linfoma nd En curso 16 de marzo, 1999
Bioject®
Linfoma de células B Vaxid En curso. Fase /11 Vical & Universidaq
de Stanford?
Non-Hodgkin's linfoma | nd En curso. Fase VI Junio, 1998
Universidad
de Southampton®
Carcinoma de células Interferén-alfa En curso. Fase M 16 de marzo, 1999
escamosas del cuello (IFN-alpha) Gene Medicine Inc®
¥ caheza
HLA-B7 En curso Fase 11 Vical

2 nd, no determinado.

s Fase I, niimero pequefio de pacientes o de voluntarios sanos para determinar perfil de seguridad, patrén de distribucion, metabolismo
y evidencia temprana de su eficacia. Fase I, gran ntimero de pacientes con la enfermedad para determinar la eficacia preliminar, las dosis
éptimas y la evidencia expandida de seguridad. Fase I11, a gran escala, en varios centros comparativos con pacientes con la enfermedad

para tener datos de seguridad, eficacia y potencia.

<htp:ffwww.Dnavaccine.com.

¢ hutp:ffwww.vical .com.

en ratones), especifica a nivel submolecular (ya
que se dirige a los fragmentos de los antigenos,
los epitopes), ampliamente protectora contra di-
ferentes cepas de patdgenos y, lo mejor de todo,
global, implicando anticuerpos y células T, parti-
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cularmente las tan demandadas células T citotéxi-
cas {Maurice, 1995).

La vacunacién de ADN tiene muchos de los be-
neficios de las vacunas atenuadas vivas, mds al-
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gunas ventajas adicionales, como la fécil cons-
traccién de las moléculas de ADN recombinante
que expresan los genes de interés. Ciertamente,
los genes utilizados para transformar células no
requieren los métodos de sintesis proteica y puri-
ficacion tan complicados y costosos, como las
denominadas vacunas de subunidades usando
fragmentos moleculares de los patégenos (Mau-
rice, 1995). Las vacunas de ADN pueden ser in-
yectadas intramuscularmente en una solucién
acuosa simple, que no sélo facilita su administra-
cién sino que también puede simplificar el an4li-
sis subsiguiente,

Una ventaja adicional de la vacunacién por ADN
purificado scbre los sistemas portadores de virus
es que sdlo los genes codificantes para las regio-
nes antigénicas criticas para la inmunidad pro-
tectora son transferidos, obviando la necesidad
de usar un organismo portador mds complejo con
su propic material genético abundante y evitan-
do el impacto que supondria en la eficacia de la
vacuna la inmunidad al organismo portador. No
se utiliza en la produccién ningin patégeno que
pueda causar enfermedades. Las vacunas de ADN
eliminan la posibilidad de que se revierta a una
forma méds patogénica o que en la preparacién de
la vacuna queden algunos microorganismos que
no estén muertos.

Por otra parte, las vacunas de ADN permiten la
presentacién de antigenos virales o parasitarios
al sisterna inmune en una forma nativa, sintetiza-
dos por el hospedero en una forma similar a la
manera en que los antigenos son sintetizados
durante la infeccién con el patdgeno de interés.
Los antigenos sintetizados a partir de materiat
genético inyectado directamente dentro de las
células hospederas, son dirigidos a las vias aso-
ciadas a clase 1 y II del CMH de la misma manera
que los antigenos virales durante la infeccién, y
son por tanto capaces de producir una respuesta
inmune celular similar (Tighe ef al., 1998). Esto
representa la mayor ventaja sobre el uso de anti-
genos proteicos purificados derivados de recom-
binantes, especialmente en los muchos casos en
los que se ha probado que es dificil o imposible
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producir un antigeno complejo viral o parasitario
en una forma nativa utilizando técnicas recombi-
nantes tradicionales in vitro.

La produccidn de las vacunas de ADN es mas fa-
cil que la produccién de las vacunas regulares. Los
plasmidos son insertados en bacterias no patogé-
nicas para la produccién en masa en tanques de
fermentacion. Los pldsmidos son posteriormente
purificados de las bacterias y administrados al ani-
mal. El costo de producir ADN plasmidico en bac-
terias es relativamente bajo comparado con el costo
de producir agentes infecciosos usados para la pro-
duccidén de vacunas convencionales (Beard y Ma-
son, 1998). Una vez producido, las preparaciones
de ADN son estables a temperatura ambiente, lo
que hace a estas vacunas més simples y més bara-
tas de almacenar que muchas de las usadas en la
actualidad. No se requiere el complejo logistico
de cadena de frio que se necesita para las vacunas
sensibles al calor, como la vacuna oral de la polio
y muchas otras, particularmente en los paifses tro-
picales (Maurice, 1995). Para los productores pue-
de también ser posible un ahorre significativo en
los costos de produccidén haciendo miltiples va-
cunas ya que 5 probable que todas tengan proto-
colos de produccidn similares. Si las vacunas de
ADN pueden ser desarrolladas contra midltiples
agentes, parece posible que puedan ser coadmi-
nistradas en una dosis dnica, lo que supone
ahorros adicionales a los usuarios (Beard y
Mason, 1998).

Este método de vacunacién es aplicable a tumo-
res, ademés de ser eficaz contra agentes infec-
ciosos, porque la respuesta LTC CD8&+ es
importante para ambos procesos patofisioldgicos.
Por tanto, la produccidn de una respuesta inmu-
ne contra una proteina crircial para el proceso de
transformacidn puede ser un modo efectivo de
proteccion contra el cdncer o inmunoterapia (Ul-
mer er al., 1993),

Por idltimo, la expresidn del antigeno después de
la vacunacién de ADN puede persistir un cierto
tiempo, lo cual puede promover la induccitn de
células inmunes de memoria de larga vida.
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Pero, ;cudles son las desventajas? Al menos se
deberian nombrar tres problemas potenciales: (i)
la introduccién de ADN fordneo en el mamifero
hospedero conlleva algunas preocupaciones ted-
ricas de seguridad: ;el ADN va a integrarse al
genoma del hospedero, v, si s asi, va a tener efec-
tos nocivos? ;Se puede producir alguna activa-
cién potencial de oncogenes?; (ii) ;puede existir
una induccién de respuesta autoinmune? (tales
como anticuerpos anti-ADN); y (iii) ;se puede
inducir tolerancia inmuncldgica? (p. ¢j. donde la
expresién de un antigeno en el hospedero puede
conducir a una falta de respuesta especifica a ese
antigeno) (Schidel et al., 1994). Hasta ahora nin-
guno de esos problemas potenciales ha sido re-
portado después de numerosos experimentos con
varias especies animales y en los ensayos clini-
cos en humanos. Las vacunas de ADN no produ-
cen organismos transgénicos. Aunque se estd
introduciendo ADN fordneo a las células, las prue-
bas han demostrado que el ADN no se integra al
genoma celular. Asimismo, las células que con-
tienen el ADN fordneo son atacadas por el siste-
ma inmune y asesinadas normalmente. En cuanto
a la posibilidad de que el ADN por si mismo des-
encadene una respuesta Inmufie ¢ autoinmune,
parcce estar descartado ya que, por si solo, es un
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