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Resumen

Las observaciones de comienzos de los arios 90 en el sentido de que el DNA de plasmidos podia, directamente, transfectar
células animales in vivo, iniciaron la exploracion del uso de pldsmidos DNA para inducir respuestas inmunes en anima-
les por la inyeccion directa del DNA. Este método denominado inmunizacion con DNA, estd siendo usado ahora para
inducir anticuerpos protectores y respuestas inmunes mediadas por células en una amplia variedad de modelos animales
preclinicos para enfermedades virales, bacteriales y parasitarias. La vacunacion con DNA es util particularmente en la
induccion de células T-citotdxicas. Esta revision resume el conocimiento actual sobre los vectores, las respuestas inmu-
nes, los mecanismos inmunoldgicos y el potencial para las aplicaciones futuras de este novedoso método de inmunizacion.
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Introduccién

Las vacunas de DNA representan un nuevo méto-
do de expresién de antigenos in vivo para la genera-
cién de respuesta inmune humoral y celular. Estas
vacunas también han estimulado inmunidad protec-
tora en numerosos modelos preclinicos de enferme-
dades. Las vacunas de DNA emplean genes que co-
difican para proteinas de patégenos o de tumores, en
lugar de las proteinas mismas, un vector vivo
replicativo o una versién atenuada del patégeno. Las
vacunas de DNA consisten de un plasmido bacterial
con un promotor viral fuerte, el gen de interés y
una secuencia de poliadenilacién/terminacién
transcripcional. El pldésmido es multiplicado en una
bacteria (E. coli), purificado, disuelto en una solucién
salina y posteriormente inyectado. El pldsmido DNA
es tomado por células del individuo inoculado, en las
cuales se produce la proteina respectiva. El pldsmido
es hecho sin un origen de replicacién que sea funcio-
nal en células eucariéticas; tales plasmidos no se re-
plican en mamiferos ni se integran en el DNA
cromosomal. El papel de las células presentadoras de
antigeno (APC) en las respuestas inmunes que suce-
den después de la expresién de la proteina foranea
ha sido estudiado en la inmunizacién

intramuscular (i.m.) donde las células musculares son
el tipo de células primarias que expresan la proteina
(ver seccién sobre los Mecanismos de Respuestas In-
munes), pero no para otras rutas tales como las que
emplean una «pistola de genes» para introducir esfe-
ras de oro cubiertas con DNA en la epidermis.

En la demostracién inicial de la eficacia protecto-
ra de una vacuna de DNA en un modelo animal, los
ratones inmunizados con DNA que codifica para una
proteina interna conservada de influenza A, la
nucleoproteina (NP), desarrollaron anticuerpos NP-
especificos y CTL restringida por MHC clase I (1). Me-
diante re-estimulacién mitogénica o antigeno-espe-
cifica, in vitro, los CTL fueron capaces de lisar células
blanco que estaban infectadas con virus o habian sido
pulsadas con el péptido restringido por MHC clase I
(1). El desarrollo de CTL fue sorprendente porque
demostré el poder de esta tecnologia para estimular
CTL restringida por MHC clase I de manera simple,
y permitio la generacién de proteinas enteras (en lu-
gar de péptidos), posibilitando que ocurra la selec-
cién de determinantes por parte del sistema inmune
del individuo. Las vacunas para uso clinico en hu-
manos o en animales, deben ser eficaces frente a un
amplio rango de haplotipos MHC. La provisién de



proteinas que permitan que ocurra la seleccién de
determinantes, en lugar de un nimero limitado de
péptidos, seria ventajoso. Aun maés, la CTL inducida
fue claramente funcional in vivo, puesto que los rato-
nes inmunizados con DNA de NP fueron protegidos
significativamente frente a una cepa heteréloga (Fi-
gura 1) en la cual, los antigenos superficiales de la
cepa de descarga diferian grandemente de aquellos
de la cepa de la cual fue clonado el gen NP (1,2). (El
gen NP fue clonado de una cepa de influenza, que
ademads de ser un subtipo diferente (H1N1 vs H3N2),
habia sido aislada 34 afios antes de la cepa de descar-
ga). Ni la inmunizacién con NP recombinante ni la
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transferencia pasiva de anticuerpos NP-especificos
produjeron proteccioén cruzada bajo estas condicio-
nes. En contraste, las respuestas celulares fueron pro-
tectoras (ver seccién sobre Células Efectoras). Las va-
cunas de DNA son una alternativa simple a otros
métodos para generar CTL, como son, la inmuni-
zaci6n con péptidos (los cuales pueden ser limitados
en su aplicabilidad a poblaciones genéticamente di-
versas) o virus vivos atenuados (los cuales en ciertos
casos, por ejemplo vaccinia o VIH, pueden tener un
uso restringido debido a la preocupacién sobre su
seguridad).

—e—DNA de NP
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—e—DNA Control
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0
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Figura 1

Supervivencia de ratones inmunizados con 200 ug de DNA de plasmido que codificaba para NP de influenza A/PR/8/34 (HIN1) o
con DNA control (plasmido sin region codificadora) o no infectados. Grupos de 10 ratones fueron inyectados tres veces a intervalos
de tres semanas y luego confrontados via intranasal con una DLI0 de influenza A/HK/68 (H3N2), tres semanas después de la tercera
inyeccion. (Tomado de la Referencia 1, reimpreso con permiso de Science). Observe que en este modelo, la proteccion puede obtenerse
con dosis de DNA tan bajas como 1 ug dadas por tres veces. (Adaptado de Annual Review of Immunology).

Igualmente, se demostré que la vacunacién
intramuscular de ratones con un pldsmido DNA que
codifica para hemaglutinina (HA), una proteina de
influenza A, también genera una respuesta de
anticuerpos (2). Se detectaron altos titulos de
anticuerpos anti-HA por ELISA y neutralizacién y los
ratones resultaron protegidos frente a la descarga con
un aislamiento homélogo de virus de influenza (Fi-
gura 2). Debido a que la vacunacién con DNA
codificante, conduce a la sintesis de proteinas en el
hospedador, se podria suponer que la estructura o la

conformacién de tal proteina seria similar o idéntica
a la proteina tipo silvestre producida por la infeccién
viral. Esto contrasta con las proteinas producidas in
vitro en sistemas de expresién de recombinantes (las
cuales pueden tener modificaciones alternativas
post-translacionales o conformacionales) o con
patégenos inactivados quimicamente (en los que las
proteinas de superficie pueden estar deformadas).
El gran niimero de publicaciones que demuestran
la eficacia de las vacunas de DNA, en varios modelos
preclinicos, que han aparecido desde la demostracién
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Supervivencia de ratones inmunizados con 200 pg de DNA de pldsmido que codifica para HA de influenza A/PR/8/34 (HIN1) o con
DNA control (plasmido sin region codificadora). Grupos de 10 ratones fueron inyectados tres veces a intervalos de tres semanas y
luego confrontados via intranasal con una DL, de influenza A/PR/8/34 (HIN1), tres semanas después de la tercera inyeccion.
(Tomado de la Referencia 8, reimpreso con permiso de DNA & Cell Biology.) Observese que en este modelo la proteccion puede
obtenerse con dosis de DNA inferiores a 1 pg, dadas por tres veces (ver Referencia 2). (Adaptado de Annual Review of I mmunology).

inicial de la generacién de proteccién eficaz se atri-
buye tanto a la simplicidad como a la fortaleza de la
tecnologia. Ademds de los modelos para enfermeda-
des virales, se ha demostrado la eficacia preclinica o
la3 respuestas inmunes en modelos de enfermedades
bacterianas o parasitarias, alergia, tumores y otros
antigenos. Aunque el procedimiento més facil es in-
yectar el plasmido de DNA via i.m., se han empleado
otros sistemas de administracion del DNA, incluyen-
do la pistola para genes (4,5). Esta dltima fue desa-
rrollada primero como un método para transfectar cé-
lulas de plantas, pero poco después se demostré que
podia usarse para administrar DNA a los animales
para la generacién de respuestas humorales (4,5). Las
diferencias en el método y el sitio de administracién
del DNA pueden traducirse en diferencias en el ca-
racter de la respuesta inmune (por ejemplo, una
respuesta ayudadora tipo-TH1 se produce después
de la inyeccion i.m., pero se observa un cambio a la
respuesta ayudadora tipo-TH2 con las vacunaciones
sucesivas con la pistola de genes).

Debido a la facilidad de alteracién de las construc-
ciones génicas o de mezclar diferentes plasmidos,
las vacunas de DNA han sido usadas para explorar el
efecto de varias condiciones de vacunacion tales como

el uso de diferentes formas de un antigeno (secretado
vs unido a membrana), el efecto de diferentes se-
nales intracelulares marcadoras de una proteina y
el efecto de citoquinas co-expresadas. Aunque las va-
cunas de DNA no sufren las complicaciones
inmunolégicas de un sistema de administracién de
un vector, en la cual, el vector viral por si mismo o las
proteinas normalmente expresadas por el vector da-
fian o alteran las respuestas inmunes, las respuestas
inmunes resultantes de las vacunas de DNA pue-
den ser influenciadas por el DNA mismo. Los
polinucleétidos han sido reconocidos como
inductores de citoquinas y ciertos motivos del
DNA bacterial también pueden ser mitogénicos
(6). La incorporacién de tales motivos en un
plasmido parece que aumenta las respuestas de
anticuerpos y CTL a una proteina codificada por
el mismo o por un plasmido coinyectado (7)
cuando los plasmidos son administrados por via
intradérmica. Se ha demostrado que los
plasmidos DNA inyectados via intramuscular
aumentan o alteran las respuestas inmunes tan-
to a una proteina recombinante coinyectada (fi-
gura 3A) como a una proteina codificada por un
plasmido coinyectado (figura 3B).
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Figura 3 (A).

Alteracion de las respuestas de anticuerpos por la co-administracion inframuscular de DNA. Los promedios geométricos de los
isotipos de los anticuerpos séricos fueron medidos en grupos de 5 ratones inyectados a las 0 y 3 semanas con 100 pg de DNA de
plasmido que codificaba para NP de influenza, con 10 ug de proteina NP recombinante purificada o con una mezcela de 10 pg de
proteina NP purificada y 100 pg de DNA de plismido control sin regidn codificadora o infectados una vez con virus de influenza (A/
PR/8/34 (HIN1);10° TCID, ) por instilacién intranasal. Los isotipos anti-NP fueron determinados a la semana 6 por ELISA usando

NP recombinante purificada.
(Adaptado de Annual Review of Immunology).

Esta revision describe el rapido crecimiento en la
literatura sobre las respuestas inmunes, la proteccion
en modelos de enfermedades, los mecanismos de las
respuestas inmunes y las consideraciones sobre la se-
guridad de las vacunas de DNA. Esta tecnologia ofre-
ce soluciones potenciales a algunos de los desafios
del desarrollo de las vacunas: (a) proporcionando pro-
teccion més amplia, por ejemplo, contra diferentes ce-
pas de un virus por la generacién de respuestas de
linfocitos T citotéxicos que reconocen epitopes de pro-
teinas conservadas; (b) presentando el antigeno con
modificaciones post-translacionales,
conformacionales y oligomerizacion nativas para es-
timular anticuerpos de 6ptima especificidad; (c) pro-

veyendo respuestas inmunes de larga duracién; (d)
estimulando respuestas de células T ayudadoras; (e)
facilitando la combinacion de diversos inmunogenos
enuna preparacion para facilitar la inmunizacion
simultdnea para varias enfermedades. Los ensayos cli-
nicos solo han comenzado recientemente, asi que la
completa seguridad, la eficacia clinica y la posibili-
dad de las vacunas de DNA en humanos todavia tie-
nen que ser demostradas. Entretanto, la tecnologia
ofrece una herramienta de laboratorio para producir
reactivos (por ejemplo, anticuerpos), para responder
preguntas fundamentales acerca del procesamiento
y la presentacion del antigeno y las respuestas inmu-
nes del hospedador y para evaluar posibles antigenos.
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Figura 3 (B)

Promedios del log, de los titulos de anticuerpos séricos inhibidores de la hemaglutinacion (HI) +/-SEM de grupos de 6 monos verdes
Africanos inyectados a las 0 y 4 semanas con una mezcla de plasmidos DNA. Todos los animales recibieron 50 pg de cada uno de 3
plismidos separados que codificaban para HA de tres aislamientos diferentes de influenza: A/Georgia/03/93 (H3N2), Aftexas/36/91
(H1N1) y B/Panamd/45/90. En los grupos indicados, 50 pg adicionales de cada uno de 2 plasmidos DNA que codificaban para la NP
y M1 de A/Beijin/353/89 (H3N2), 6 100 pg 6 1850 ug adicionales del plasmido control sin region codificadora, fueron agregados ala
mezcla. Los Htulos HI mostrados fueron obtenidos contra A/Georgia/03/93 (H3N2). La comparacion de los log, de los titulos de
anticuerpos por andlisis de varianza de medidas repetidas, presentaron respuestas equivalentes (dos colas P=.653) en animales que
recibieron 150 pg de DNA de HA mds 100 pg de pldsmido control sin regién codificadora, mientras que los titulos de anticuerpos
fueron significativamente mayores en animales que recibieron 150 pg de DNA de HA mas 1850 ug del vector (una cola P=.010). Por
claridad, las barras del error se muestran en dos curvas solamente; las dos curvas de la parte alta son equivalentes estadisticamente
(dos colas P=.772). (Adaptado de Annual Review of Immunology).

Descripcion de vectores para uso en vacunas

La mayoria de los pldsmidos usados con propoési-
tos de vacunacién comparten los atributos bésicos de
los vectores desarrollados para la expresion de genes
in vitro en lineas celulares transfectadas. Estos inclu-
yen (a) un origen de replicacién (ori) adecuado para
producir grandes cantidades del plasmido en E. colj,
(b) un gene de resistencia a antibiético para un creci-
miento selectivo en E. coli, (c) un potenciador/
promotor fuerte y una secuencia de terminacién/
poliadenilacién para dirigir la expresién en células
de mamifero.

El ori bacterial ColE1 derivado de plasmido utili-
zado en plasmidos pUC es bien conocido por su ca-
pacidad de producir altas concentraciones de

DNA plasmidico. Los plasmidos de vacunas que con-
tienen este ori han producido concentraciones de
DNA hasta de 15-30 mg/L en cultivos en frascos con
agitacion usando un medio nutriente rico (8; JW
Shiver, HC Perry, observaciones no publicadas). Los
marcadores de seleccién para antibiéticos aseguran
que solamente las bacterias que contienen plasmidos
se propaguen durante el cultivo. Los elementos regu-
ladores mas frecuentemente usados para vacunas de
DNA son los que se conocen como mediadores de al-
tos niveles de expresion de genes bajo condiciones de
cultivo de células de mamifero o en ratones
transgénicos. Estos incluyen el promotor inmediato/
temprano del citomegalovirus humano (pCMVIE) (9),
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el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV)
(10) y el promotor temprano de SV40 (11) usados en
conjuncién con el SV40 6 con una secuencia de termi-
nacién/ poliadenilacién de la regién 3’ no traducida
de la hormona del crecimiento bovina (BGH 3'-
UTR)(12). Debido a que la expresién de muchos genes
de mamifero puede ser dependiente de, o puede ser
aumentada por, la inclusién de un intrén, la mayoria
de los vectores para vacunas también contienen un
intrén. En una serie de experimentos conducidos en
nuestro laboratorio, el mejor plasmido para inducir
respuestas inmunes utiliza el promotor CMVIE y el
intrén A (13) con el BGH 3'-UTR (12), aunque no es
probable que una sola construccién sea 6ptima para
todos los genes posibles.

Respuestas inmunes

Respuesta Inmune Humoral

Se ha probado que la administracién de DNA
plasmidico es un medio efectivo para estimular res-
puestas humorales inmunes especificas para una lis-
ta de proteinas diversas. Las respuestas de
anticuerpos inducidas por la vacunacién con DNA
fueron demostradas contra la hormona del crecimien-
to humana y la antitripsina humana a-1, por primera
vez, enratones después del bombardeo de particulas
de esferas de oro cubiertas con DNA que codificaba
para esas proteinas (4). Las proteinas pudieron ser
detectadas en el suero durante meses o afios, dotan-
do asi del potencial de un estimulo continuado de
antigeno. Anticuerpos contra las proteinas virales fue-
ron demostrados por primera vez después de la in-
yeccion intramuscular de vacunas de DNA que codi-
ficaba para NP y HA de influenza (1).
Subsecuentemente, otros informes confirmaron la
habilidad de la vacunacién con DNA para estimular
las respuestas inmunes humorales contra NP de in-
fluenza (14) y contra otros antigenos de patégenos
infecciosos tales como la proteina de la cubierta del
HIV (15), la glicoproteina del herpesvirus bovino
(16) y el antigeno de superficie de hepatitis B (17).
Desde entonces, la administracién de DNA que codi-
fica para la glicoproteina de virus de la rabia (18),
la proteina de circumsporozoito de Plasmodium
yoelii (19), el anticuerpo antiidiotipico de un linfoma
de células B (20), el antigeno carcinoembrionario
(21), laregién V de la Ig humana (22), las moléculas
MHC clase I (23,24), las glicoproteinas B y D de
herpes simplex (25-28), la Rev de HIV (29), la
paramiosina de Schistosoma japonicum (30), la gp63
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de Leishmania major (31), la L1 de papilomavirus
(32,33), la nucleocapside de virus de hepatitis C
(34,35), la proteina del nicleo de hepatitis B (36), la
proteina de la cuvierta de HTLV-1(37), el prM/E del
virus de encefalitis de San Luis (38), el pp65 de tegu-
mento de CMV, la delta-endotoxina de Bacillus
thuringiensis (40), el Mycoplasma pulmonis (41), los
antigenos 85 (42) y hsp65 (39) de Mycobacterium tu-
berculosis, ha resultado en la generacién de
anticuerpos especificos en modelos animales
preclinicos. Asi pues, la vacunaciéon con DNA es una
forma de amplia aplicacién para conseguir la expre-
sién de un antigeno in situ para obtener respuestas
inmunes humorales contra proteinas de virus, bacte-
rias, parasitos, tumores y proteinas eucariéticas.

En algunos casos, estos anticuerpos han
contribuido a la proteccién contra el desafio con los
patégenos infecciosos relevantes (ver la seccion so-
bre Proteccién por Vacunas de DNA en Modelos
Preclinicos de Enfermedades), lo que indica que los
antigenos expresados in vivo, después de la vacuna-
cién con DNA, pueden asumir una estructura nativa
con epitopes intactos, incluyendo epitopes
conformacionales e inducir anticuerpos
neutralizantes. Tales anticuerpos han sido demos-
trados en suero de animales inyectados con DNA que
codificaba para la proteina de la envoltura de
HIV(15,44,45), glicoproteinas de herpes simples (25-
28) y HA de influenza (1,2,46-48). En el caso de la pro-
teina de la envoltura (Env) de HIV, la neutralizacién
fue medida por la habilidad de los anticuerpos para
prevenir la formacién de sincitio in vitro. Para la HA
de influenza, se sustituyé la neutralizacién por inhi-
bicién de la hemaglutinacién (HI), la cual detecta los
anticuerpos capaces de prevenir la aglutinacién de
los glébulos rojos por el virus. Esta técnica es usada,
comunmente, como un indicador de anticuerpos pro-
tectores en humanos (49). Debido a que las vacunas
de DNA conducen a la expresién del antigeno in situ,
la presentacién de epitopes antigénicamente impor-
tantes al sistema inmune puede ser mds eficiente que
mediante la inoculacién con otros tipos de vacunas,
tales como las preparadas con virus inactivados o con
subunidades protéicas recombinantes o purificadas.
En algunos casos, conseguir la conformacién adecua-
da requiere complejos mecanismos de modificacién
post-translacional y de desplazamiento intracelular.
Como ejemplos, la HA de influenza es transportada
eficientemente a la superficie celular solamente
como un trimero y la L1 de papilomavirus es una
proteina nuclear. Entonces, puede ser algo sorpren-
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dente, que la expresién de estas proteinas in vivo des-
pués de la vacunacién con DNA pueda inducir
anticuerpos protectores en animales en la ausencia
de expresion de otras proteinas virales.

La duracién de las respuestas de anticuerpos in-
ducidas por la vacunacién con DNA es de larga vida
en ratones, como ha sido demostrado con NP (14,50)
y HA (47) de influenza, el antigeno de superficie de
hepatitis B (51) y la proteina del niicleo de hepatitis C
(35). En algunos primates no humanos, los
anticuerpos parecen tener vida maés corta (46,52). Sin
embargo, esto es cierto también para vacunas con
subunidades de proteinas, virus completos o fragmen-
tados y parece que refleja diferencias en la longevi-
dad de la respuesta humoral inmune en estas espe-
cies en general (46). Los isotipos de los anticuerpos
inducidos son generalmente IgG, pero también se han
detectado IgM e IgA séricas (47,48). Se han observa-
do niveles bajos de células formadoras de
anticuerpos HA-especificos en el bazo y médula 6sea
después del bombardeo de ratones con particulas con
DNA de HA (47) y la inyeccién i.m. de DNA de la
proteina de circumsporozoito (CSP) de Plasmodium
yoelii (53). Hasta ahora, pocos o ningin anticuerpo
IgA de mucosas ha sido detectado después de la in-
yeccién i.m. o bombardeo de particulas de vacunas
de DNA. Observaciones preliminares han sugerido
que anticuerpos IgA de mucosas pueden ser induci-
dos por la administracién i.m. de complejos DNA/
lipidos catiénicos (54) 6 la administracién oral de
DNA encapsulado en microesferas de PLGA (55).
Cuando se investigd, la subclase de anticuerpos
séricos inducidos por la vacunacién con DNA fue pre-
dominantemente IgG2a en ratones, sugiriéndose
la induccién de una respuesta de células T ayudadoras
tipo Th1 (ver seccién sobre Respuestas de Células T
Ayudadoras). En contraste, la produccién de
anticuerpos IgE fue inhibida por la vacunacién con
DNA que codificaba un alergeno (56) o B-
galactosidasa (57), lo que indica que este procedimien-
to puede ser efectivo para atenuar respuestas
alérgicas.

La efectividad de las vacunas de DNA compara-
da con la de las vacunas convencionales parece favo-
rable. Las vacunas de DNA de influenza, en dosis tan
bajas como 10 pg/ construccién en un coctel de DNA
(aplicado dos veces), indujo en primates no huma-
nos, titulos HI que fueron comparables o mejores que
aquellos inducidos por una dosis completa de vacu-
nas aprobadas para humanos(aplicadas dos veces)
(46). Las vacunas de DNA para antigeno de superfi-

11

cie de hepatitis B (HBsAg) también fueron mas efec-
tivas al inducir anticuerpos en ratones, comparadas
con proteina recombinante o virus de vaccinia
recombinante que expresaba el antigeno (58,59). Atin
mas, el DNA de HBsAg fue capaz de inducir respues-
tas humorales fuertes en cepas de ratones poco o
no respondedoras.

En muchos casos, podria ser deseable una vacuna
combinada de DNA que contenga miultiples
plasmidos distintos, que codifiquen para varios
antigenos diferentes de un patégeno, para inducir un
espectro mas amplio de respuestas inmunes. Por ejem-
plo, para virus que sufren variacién antigénica tales
como HIV e influenza, puede ser necesario incluir
construcciones de DNA que codifiquen para protei-
nas de superficie de varias cepas diferentes, para pro-
veer proteccién frente a las cepas que pueden estar
circulando. Ademds, podria ser necesario inducir res-
puestas de CTL contra unos antigenos y de
anticuerpos contra otros. En tales casos, es critico que
la co-inyeccién de miltiples pldsmidos o la co-expre-
si6n de miiltiples antigenos no resulte en interferen-
cia o competicién que conduzcan a enmascarar o a
inhibir las respuestas inmunes contra uno de los com-
ponentes. Hasta ahora, esto no ha sido examinado de-
talladamente, pero se ha demostrado que una vacu-
na combinada que contenga tres componentes dife-
rentes de influenza, es eficaz para la eliminacion de
virus en hurones y se han demostrado, en primates
no humanos, respuestas de anticuerpos contra cada
uno de los tres componentes de HA de una vacuna
de DNA que contenia siete plasmidos diferentes (46).

Los intentos para aumentar las respuestas inmu-
nes contra antigenos codificados por DNA han
incluido la variacién del régimen de vacunacién con
respecto a las dosis y los refuerzos y la co-inyeccién
de plasmidos que codifican para citoquinas o molé-
culas co-estimuladoras. Como se esperaba, los titulos
de anticuerpos son dependientes de la dosis de DNA
y del niimero de vacunaciones. Sinembargo, en al-
gunas especies de animales de laboratorio, esta de-
pendencia se pierde con el iempo debido a que los
titulos de anticuerpos llegan a ser equivalentes, inde-
pendientemente de las dosis (59) 6 del numero de in-
yecciones (48). Las razones para esto no son claras,
pero puede ser debido al potencial para que ocurra la
expresion del antigeno por un periodo de tiempo des-
pués de la vacunacién con DNA. Otros han mostra-
do que alternando la sensibilizacién y el refuerzo con
una vacuna de DNA que codifica para HA de influen-
za y una recombinante de viruela aviar que expresa
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HA, es mas efectivo para inducir anticuerpos contra
HA que la vacunacién con una u otra por separado
(60). La co-expresién de factor estimulante de colo-
nias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) con
glicoproteina del virus de la rabia (61) o antigeno
carcinoembrionario (CEA) (62), resulté en aumento
de los titulos de anticuerpos. De manera similar, la
co-inyeccién de DNA que codifica para las moléculas
co-estimuladoras B7-1 y B7-2 con DNA que codifica
para la hsp65 de M. tuberculosis (63) 6 CEA (62) indu-
jo titulos de anticuerpos més altos. Resulta muy inte-
resante que, el DNA de interferén y tuvo un efecto
inhibitorio sobre las respuestas de anticuerpos (61).
Estos resultados sugieren que este procedimiento pue-
de ser una manera de modulacién de la magnitud o
tipo de la respuesta inmune inducida por la vacu-
nacién con DNA. El pldismido DNA por si mismo
también puede tener propiedades inmuno estimulan-
tes y la administracién de DNA adicional o la modifi-
cacién de la secuencia del DNA puede servir para
aumentar las respuestas inmunes (7; vea también la
Figura 3 y la seccion sobre Efectos Adyuvantes del
DNA).

Aparte de la utilidad de la vacunacién con DNA
para la induccién de anticuerpos protectores y res-
puestas celulares, se ha demostrado que la técnica de
expresion de antigenos in vivo por la administracion
de DNA es una herramienta valiosa de laboratorio.
Por ejemplo, se generaron anticuerpos
monoclonales in vivo mediante el bombardeo de par-
ticulas de DNA que codifica para la hormona del cre-
cimiento humana (64). Esto ofrece la posibilidad de
generar anticuerpos monoclonales sin la necesidad de
purificar las proteinas para el inéculo. Las mezclas
complejas de antigenos pueden ser seleccionadas por
la eficacia inmunogénica o protectora usando in-
munizacién con DNA, mucho més rdpido que por
purificacién de las proteinas componentes individua-
les (94,141).

Respuestas de Células T Citotéxicas

Linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8*, restringidos
por CMH clase I, pueden ser demostrados cuando las
células de nédulo linfatico o de bazo de ratones, que
habian sido inyectados via intramuscular con DNA
de plasmidos que codificaban para antigenos virales,
fueron re-estimulados in vitro con antigeno, o con
mitégeno e IL2, 6 en el caso de virus de
coriomeningitis linfocitica (LCMV), re-estimulados in
vivo por infeccién viral. Se ha demostrado la CTL
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efectora que reconoce epitopes de péptidos propios
del elemento de restriccién H-2, en ratones
inmunizados con DNA que codifica para la NP del
virus de la influenza A(1), el antigeno de superficie
(HBsAg) (65), el antigeno del nticleo (36) de hepatitis
B y Env de HIV (29,66,67) y en primates no humanos
inmunizados con DNA que codifica para Env de HIV
(68). Fue sorprendente que, la inmunizacién de ra-
tones H-2*con un plasmido DNA que codificaba para
el HBsAg también indujo una CTL CD8" D*-restrin-
gida que reconocia células RBL5 de linfoma T
transfectadas con el gen HBsAg; una CTL de esta es-
pecificidad no habia sido identificada antes (65). Una
CTL que era capaz de reconocer y matar blancos in-
fectados con virus fue demostrada por Ulmer et al (1)
contra virus de influenza y por Liu et al (68) y Wang
et al (69) mediante el uso de blancos infectados
con recombinantes vaccinia-HIVgp160, por Xiang et
al(18,70) mediante el uso de virus de vaccinia o
glicoproteinas recombinantes de adenovirus-virus
de rabia, por Yokoyama et al (71) y Pedroza-Martins
et al (72) usando LCMV y por Manickan et al (73)
usando HSV. En estudios con NP de influenza en ra-
tones BALB/c, una inyeccién intramuscular, en dosis
tan pequefia como 1 vg de DNA de NP (2), indujo
una CTL que reconocia el péptido del epitope de los
aminodcidos 147-155 de NP de influenza. En otros es-
tudios, se encontr6 que la CTL anti NP persistia por
mas de 2 afos después de la inmunizacién con DNA
de NP de influenza (14,74,75).

La induccién de respuestas CTL después de la in-
munizacién con pistola de genes fue demostrada por
primera vez por Hui et al (76) usando DNA que codi-
ficaba para el antigeno MHC H-2K®, administrado
intraesplénica e intramuscularmente después de la
exposicién quirargica de los tejidos. Los ratones
inmunizados por esta combinacién de rutas desarro-
llaron CTL aloespecifica. Un procedimiento combi-
nado de inyeccién intramuscular seguida por ino-
culacién intradérmica con la pistola de genes, fue usa-
do para aumentar el reconocimiento por CTL de un
péptido del asa V3 de HIV, asi como los anticuerpos
neutralizantes y los anticuerpos contra p24 de HIV
en ratones (45). Las respuestas CTL de esplenocitos
re-estimulados in vitro con el péptido del asa V3 per-
sistieron hasta 15 semanas después de la inmuniza-
cién final, aunque la respuesta de anticuerpos contra
ENV decliné después de la segunda inyeccién i.m. y
continué declinando hasta niveles no detectables (45).
En otros estudios, usando la inmunizaci6én con pisto-
la de genes exclusivamente, en ratones que recibie-
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ron tres inmunizaciones intradérmicas, cada una de
4 pug de una construccién que codificaba para la gp120
y 1 pg de una construccién que codifica para Rev, se
detectaron respuestas CTL después de dos
inmunizaciones, pero fueron suprimidas después de
la tercera inmunizacién, mientras que las respuestas
de anticuerpos aparecieron solo después de la terce-
ra dosis (77). Los autores sugirieron que la supresién
estaba relacionada con un cambio de fenotipo de Th1
a Th2 en células T ayudadoras, puesto que la pérdi-
da de la respuesta CTL era bloqueada por la admi-
nistracién de anticuerpos contra IL-4 (77). Estas ob-
servaciones difieren de los estudios en los que se usa
inmunizacién i.m., en los cuales la inmunizacién re-
petida y el refuerzo aumentaron las respuestas inmu-
nes mediadas por células contra NP de influenza (75)
y Env de HIV (67,78), y en ambos casos la respuesta
inmune fue del fenotipo Th1 (53). La inmunizacién
con DNA también indujo respuestas CTL antigeno es-
pecificas en primates no humanos. En varios experi-
mentos independientes, todos los monos rhesus (18
en total) inyectados via intramuscular con plasmidos
que codificaban genes de env o gag de HIV desarro-
llaron CTL Gag- o Env- especifica, restringida por
MHC clase 1, después de una o dos vacunaciones
(68, JW Shiver, Y Yasutomi, resultados no publicados).
En estos experimentos, B-LCL autélogos infectados
con vaccinia-Env o -Gag fueron usados para re-
estimulacién de linfocitos in vitro y como células blan-
co. La CTL anti Env fue detectada por lo menos du-
rante 11 meses (el tiempo maés largo probado) des-
pués de la dltima inyeccién (de 4 inyecciones) en los
4 monos probados, demostrando que estas respues-
tas eran duraderas. La inmunizacién de monos rhesus
con pistola de genes, usando plasmidos que codifi-
can los genes Env y Gag de SIV indujo CTL env-espe-
cifica en 3/3 monos, aunque la CTL gag-especifica
no fue detectada (79). Las inyecciones
intramuscular e intravenosa de los mismos
plasmidos, combinadas con inmunizacién con pisto-
la de genes, produjeron CTL Env-especifica en 3/3
animales y CTL Gag-especifica en 2/3 (79). Los resul-
tados algo diferentes obtenidos en estos experimen-
tos pueden reflejar diferentes capacidades de estos
plasmidos de expresar el antigeno.

En estudios de inmunizaci6n con pistola de genes
usando DNA que codificaba para NP de LCMV, los
precursores CTL NP-especificos fueron inducidos en
el bazo de ratones inmunizados con frecuencias de
aproximadamente 10® después de una inmunizacién
y 6 x 10~ después de 4 inmunizaciones (80). Los
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ratones no fueron protegidos de la muerte después
de la confrontacién intracraneal con LCMV, en con-
traste con ratones inmunizados via i.m. con DNA que
codificaba para NP de LCMV (71). Estudios compa-
rados de induccién de CTL usando una construccién
de NP de influenza, administrada via epidérmica con
la pistola de genes o via intradérmica por inyeccién
con aguja, indicaron que, para esta construccién en
particular, la inyeccién i.d. de 1 ug de DNA, con una
aguja convencional, no inducia CTL, mientras que una
cantidad tan pequefia como 16 ng de DNA por in-
munizacién con pistola de genes si inducia CTL (81).
La comparacién de respuestas de anticuerpos indu-
cidas por inmunizacién de ratones via intramuscular
o con pistola de genes, con una construccién que co-
difica para la alanina amino-transferasa humana, in-
dicé que después de la administracién de 16 ng de
DNA con la pistola de genes se inducian titulos de
anticuerpos mas altos que con 1 pg de DNA adminis-
trado via intramuscular (81). Sin embargo, en estos
estudios, las inyecciones i.m. fueron administradas
por exposicién quirtirgica de los muisculos cuadriceps,
una técnica que en nuestro laboratorio demostré la
capacidad para inducir respuestas inmunes rotectoras
mas bajas que con inyeccién i.m. a través de la piel
intacta (J] Donnelly, JB Ulmer, C DeWitt, RR Deck,
observaciones no publicadas). La administracién
intradérmica de pldsmido DNA usando métodos de

- inyeccion con aguja convencional ha sido investiga-

da en nuestro laboratorio y en otras partes (50,82-84).
En el caso de NP de influenza, aunque se indujeron
respuestas de CTL por este método en ratones (50,84),
los estudios de proteccién, comparando ratones
inmunizados via intramuscular e intradérmica con
DNA de NP, sugirieron que el método intradérmico
era menos efectivo (84).

Respuesta de Células T Ayudadoras

Las funciones efectoras de los linfocitos T pueden
ser realizadas por interacciones entre células o por
varias proteinas, particularmente las citoquinas, que
secretan las células T después de la activacién por el
antigeno. Estos mecanismos son utilizados por los
linfocitos T para proveer “ayuda” a otras células in-
munes, incluyendo macréfagos y linfocitos T y B, que
facilitan la diferenciacién y el desarrollo de células
efectoras y de memoria. Las células T ayudadoras
pueden ser agrupadas dentro de subgrupos funcio-
nales caracterizados por las citoquinas que producen
(85). En ratones, las citoquinas tales como IL-2 e
interferén-y, producidos por células T ayudadoras
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tipo-1 (Th1), soportan el desarrollo de respuestas celu-
lares inmunes, incluyendo CTL, y Ila
inmunoglobulina del isotipo IgG2a; las citoquinas tipo
IL-4, IL5, TL-6 e IL10 producidas por células T
ayudadoras tipo-2 (Th2) promueven la activacién de
células B y el cambio de clase de inmunoglobulinas,
lo cual se tipifica por predominancia de la
inmunoglobulina del isotipo IgG1. Tipos similares de
células T ayudadoras han sido caracterizadas en hu-
manos, asi como los subgrupos que pueden producir
las citoquinas tipo-Th1 y -Th2, demostrando la im-
portancia de los estudios en ratones (86). El tipo de
célula T ayudadora estimulada durante la infec-
cién por un microorganismo patégeno puede tener
un efecto critico; por ejemplo, la infeccién por
Leishmania es letal en cepas de ratones que desarro-
llan respuestas Th2 a la infeccién, mientras que aque-
llas que desarrollan respuestas Th1 se hacen resisten-
tes (87). Es probable que el tipo de célula T ayudadora
que estimule una vacuna pueda ser un determinante
critico para la eficacia de la misma.

La inmunizacién intramuscular con plasmidos
DNA que codifican para una variedad de antigenos
tales como HA y NP de influenza, Env, Gagy Rev de
HIV y antigeno 85 de M. tuberculosis, genera respues-
tas de linfocitos T de memoria que se manifiestan por
la proliferacién de células T antigeno-especificas y
secrecién de citoquinas durante los cultivos de
esplenocitos de individuos vacunados (88). La proli-
feracién de linfocitos de animales inmunes fue entre
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3 y 100 veces mayor que las células cultivadas sin
antigeno, mientras que la proliferacién de los
esplenocitos de los cultivos de los controles vacuna-
dos fue entre una y tres veces mayor que en los con-
troles. El sobrenadante de estos cultivos contenia al-
tos niveles de IL-2 e interferén-y, poca o ninguna IL-4
6 IL-5, indicando que estas vacunas de DNA estimu-
laron respuestas de citoquinas del tipo Th-1. La re-
mocién selectiva de poblaciones de linfocitos, en
los estudios de NP y Env, indicé que los linfocitos
TCD4* fueron las células respondedoras primarias en
estos ensayos. Estas respuestas se mantuvieron por
lo menos durante un afio (méximo tiempo probado)
indicando que se habian generado respuestas de me-
moria de larga duracion.

Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren
que la generacién de células T ayudadoras tipo Th-1
puede ser una propiedad general de las vacunas de
DNA. Sin embargo, usando una pistola de genes
para la vacunaci6n, la cual descarga el DNA sobre
la epidermis principalmente, parece que las res-
puestas inmunes se desvian hacia las respuestas
tipo Th-2 (77). Actualmente, no hay informacion
concluyente que explique estas diferencias. Sin
embargo es interesante anotar que la inyeccién
intradérmica de DNA de gp120 de HIV también
estimula las respuestas tipo Th-1, indicando que el
musculo no es el tnico sitio de inyeccion que per-
mite la induccién de células ayudadoras de tipo 1
(89).

Proteccién por vacunas de DNA en modelos

preclinicos de enfermedades

Enfermedades virales

Como se describi6 en la introduccion, la influenza
fue la primera enfermedad para la cual se demostro
inmunidad protectora en modelos animales. Estudios
mas avanzados ampliaron la demostracién de pro-
teccién a los hurones, en los cuales pudo hacerse una
comparaci6n de la eficacia de la proteccién de las va-
cunas de DNA y de vacunas aprobadas para uso cli-
nico, usando para el reto cepas de influenza de ori-
gen humano (en lugar de cepas adaptadas a ratén)
(46). En estos estudios, la inmunizacién con una
mezcla de plasmidos DNA que codificaban para HA
y dos de las proteinas internas conservadas (NP y
matriz), de un aislamiento de influenza
antigénicamente distinto, produjo proteccién (medi-
da como una disminucién de la eliminaciéon de virus

via nasal) tan buena como la proteccién conferida por
DNA que codificaba para HA homéloga. Alin mas, la
proteccién conferida por las vacunas de DNA que co-
dificaban para HA de la cepa inicial, fue
significativamente mejor que la proteccién conferida
por la inmunizacién con una dosis completa de la va-
cuna aprobada para humanos, que contenia la mis-
ma cepa viral. Las respuestas inmunes protectoras han
sido demostradas en otros modelos animales
preclinicos, incluyendo la influenza en pollos (90) y
hurones (46,91), herpes virus bovino (16), modelos
murino y de mucosas de cobayos para herpes simplex
(25-28), virus de rabia(18), virus de coriomeningitis
linfocitica (71,72), virus de papiloma, en conejos cola
de algodén (32), y virus de hepatitis B (92). Mientras
que la mayoria de los anteriores modelos eran depen-



Rev Col Cienc Pec 11: 1, 1998

dientes de la generacién de respuestas protectoras de
anticuerpos, en los estudios de LCMV y de influenza
con DNA de NP (ver la seccién sobre Células
Efectoras), la proteccién observada estaba basada en
respuestas celulares. En ambos casos, los ratones
BALB/c y C57BL/6(B6), inmunizados con DNA
que codifica para NP de LCMV,fueron protegidos
frente a la descarga letal (71), mientras que solamen-
te los ratones B6 pudieron ser protegidos por in-
munizacién con DNA de glicoproteina (GP). La NP
de LCMV contiene epitopes CTL que pueden ser re-
conocidos por los ratones BALB/ ¢ y B6, mientras que
la GP de LCMV contiene epitopes restringidos por
H-2* (ratones B6) pero carece de epitopes restringi-
dos por H-2¢ para ratones BALB/c (71). Estas obser-
vaciones sugieren que la CTL inducida por DNA,
contribuye significativamente al efecto protector de
DNA de GP contra LCMV en ratones B6.

En las enfermedades en las que la proteccién era
mediada por anticuerpos, la proteccién observada en
el modelo de HSV en cobayos y en el caso del virus
de papiloma del conejo cola de algodén (CRPV), que
es un modelo del virus de papiloma humano, ilustré
puntos claves. La proteccién contra HSV en el cobayo
(27,28) demostr6 la habilidad de las vacunas de DNA
(administradas via i.m.) para promover proteccién
frente a una enfermedad de las mucosas genitales.
Con una vacuna de DNA para CRPV se generaron
anticuerpos neutralizantes protectores contra una pro-
teina que era considerada como un candidato pobre
para la expresién in vivo (32). El antigeno blanco, la
L1, la mayor proteina de la cdpside, estd normalmen-
te localizada en el micleo de la célula donde ocurre el
ensamble del virus. Los monémeros L1 se aso-
cian en capsomeros pentaméricos y 72 capsémeros
forman la cdpside viral, contra la cual estan dirigi-
dos los anticuerpos neutralizantes (93). Resulta muy
interesante que una vacuna de DNA generara la for-
ma apropiada del antigeno, el cual era accesible al
sistema inmune humoral.

Enfermedades bacteriales

Una de las ventajas de la aplicacién de la tecnolo-
gia de la vacunacién con DNA a las enfermedades
virales es que la expresion de las proteinas virales in
situ, después de la vacunacién con DNA, puede re-
sultar en el doblamiento, la modificacién post-
translacional y el transporte intracelular adecua-
dos, porque las proteinas virales son expresadas nor-
malmente por las células eucariéticas del hospedero
durante el curso de una infeccién. En contraste, las
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proteinas bacteriales son expresadas por el mi-
croorganismo y no por la maquinaria de sintesis de
proteinas de la célula hospedera. Por lo tanto, la ex-
presiéon de proteinas bacteriales por células
eucarioticas puede conducir a diferentes tipos de
modificacion post-translacional y puede resultar en
una conformacién no-nativa. Sin embargo, la inyec-
ciéon de plasmidos DNA es una manera efectiva para
expresar proteinas bacteriales in situ (tanto protei-
nas «reporteras» como antigenos) y también para
proveer proteccién eficaz en modelos animales. Las
vacunas de DNA que codificaban para proteinas del
patégeno pulmonar M. pulmonis confirieron protec-
cién (94). En este caso, varios miles de plasmidos di-
ferentes fueron utilizados como coctel de vacunas en
una técnica denominada inmunizacion por expresicn de
biblioteca. Aunque no se conocen los componentes es-
pecificos de esta mezcla, responsables de la protec-
cién, los resultados indican que por lo menos uno de
los pldsmidos codificaba un antigeno protector (o una
porcién de él) de M. pulmonis.

Las vacunas de DNA que codifican para antigenos
de M. tuberculosis también son protectoras en mode-
los animales. En estudios independientes se demos-
tré la eficacia de DNA que codificaba para los
antigenos 85 (42) y hsp65 (43) en ratones, usando
modelos de confrontacién con M. tuberculosis por ae-
rosol y via sistémica, respectivamente. Es importante
notar que la magnitud de la proteccién inducida por
estas vacunas de DNA que codifican para un solo
antigeno de M. tuberculosis, fue comparable a la in-
ducida por la vacuna de M. bovis BCG, medida por la
reduccion en el titulo de la micobacteria en los pul-
mones. Finalmente, una vacuna de DNA que codifica
para el fragmento C de la toxina teténica produjo pro-
teccién en un modelo animal (95). También se han
conseguido respuestas de anticuerpos contra la pro-
teina porina OmpC de Salmonella typhi (96). Asi pues,
las vacunas de DNA para enfermedades bacteriales
parecen posible, no dejando de reconocer las inquie-
tudes potenciales de la expresién de proteinas
bacteriales en células eucari6ticas.

Enfermedades Parasitarias

Las vacunas de DNA también han sido utilizadas
para producir inmunidad protectora contra parasi-
tos. Se han producido exitosamente anticuerpos con-
tra las proteinas de un parasito metazoario, el
Schistosoma japonicum (30) y dos protozoarios, la
Leishmania major (31, 97) y el Plasmodium yoelii
(19,53,82,98,99), por inyeccién intramuscular de
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DNA de pldsmido. El tipo de respuestas protec-
toras estimuladas por las vacunas de DNA no
estin completamente caracterizadas en estos
modelos, pero en el caso de L. major y P. yoelii,
es probable que la proteccién sea del tipo de pro-
teccién mediada por células. La inmunizacién de
ratones BALB/c con un pldsmido que codificaba
para la gp63 de L. major indujo una respuesta de
células T ayudadoras con un fenotipo Th1 domi-
nante (31,97). Los ratones BALB/c son normal-
mente susceptibles a la infecciéon por L, major
debido a su incapacidad de producir una res-
puesta Th1, a menos que se les suministre IL-12
exégena (100), sugiriéndose que la vacunacién
con DNA provee una manera de superar este dé-
ficit. La protecciéon contra P. yoelii puede reque-
rir, de manera variable, CTL CD8*, INF-y y 6xi-
do nitrico, porque la deplecién de alguno de es-
tos efectores anulaba la proteccién in vivo en este
modelo (99). La seleccién de determinantes por
moléculas MHC limita la capacidad de los
pldsmidos que codifican para proteinas indivi-
duales de P. yoelii, de proteger diferentes cepas
de ratones consanguineos (99). Una combinacién
de varias construcciones que codifican diferen-
tes proteinas de malaria han sido usadas para
proveer epitopes complementarios de manera
que puedan inducirse respuestas inmunes pro-
tectoras en una variedad de cepas co-sanguineas
con diferentes haplotipos MHC (99). Se ha en-
contrado también, que la ruta de administracion
del DNA afecta las respuestas inmunes genera-
das contra antigenos de malaria. En estudios en
los que se usaron plasmidos que codificaban tres
genes diferentes de malaria, el DNA que codifi-
caba para un antigeno hepético y un antigeno de
la fase eritrocitica (HEP17) protegi6 los ratones
igualmente bien cuando se administré por via
intradérmica o via intramuscular, mientras que
el DNA que codificaba para la proteina de
circumsporozoito (CSP) o la proteina 2 de super-
ficie del esporozoito (S5P2) dio mejor proteccién
por la ruta i.m. (82). Al contrario, las respuestas
de anticuerpos contra SSP2 en ratones fueron ma-
yores por la via i.d., mientras que la via i.m. dio
mayores respuestas de anticuerpos para CSP y
HEP17 (82). E1 DNA de plasmido que codifica la
CSP indujo respuestas de anticuerpos en monos
Aotus, solamente cuando se administré por la via
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i.d. (82). Asi pues, ninguna ruta es terminante-
mente favorecida sobre las otras en todos los ca-
sos y diferentes sitios anatémicos pueden pro-
veer dptima inmunogenicidad para diferentes
proteinas de malaria.

Tumores

La identificacién de antigenos relativamente
especificos de tumores e informacién sobre la ad-
ministracién local de las citoquinas adecuadas,
las cuales pueden tener beneficio terapéutico en
la reduccién de tumores establecidos en mode-
los animales, ha aumentado el interés por desa-
rrollar vacunas antitumorales. Varios laborato-
rios han informado sobre el uso de pliasmidos
DNA como vacunas antitumorales usando uno o
ambos planteamientos. Se han usado vacunas de
DNA que codifican los genes variables (V) de
anticuerpos para estimular respuestas de
anticuerpos anti-idiotipicos (20,201). Aun mas,
se han obtenido titulos de anticuerpos relativa-
mente altos con la co-inyeccién de plasmidos que
codifican los genes de IL-2 6 el interfer6n y. Este
procedimiento puede representar una terapia util
contra linfomas que expresan inmunoglobulinas
de superficie, utilizando vacunas preparadas
para cada paciente, lo cual debe ser més técnica-
mente posible que las vacunas de proteina
recombinante de una cadena de anticuerpos.
Conry et al (102) informaron que la vacunacion
de ratones con DNA que codificaba para el
antigeno carcino-embriénico humano (CEA), el
cual es expresado en niveles altos en cdncer de
colon, seno y células no pequenas del pulmén,
estimul6 respuestas de células T y de anticuerpos
CEA-especificos y protegié a los ratones en las
confrontaciones subsiguientes con lineas de cé-
lulas singenéicas de tumores que expresan CEA.
De manera similar, Taylor-Papadimitriou y co-
laboradores, utilizando DNA de pldsmidos que
contenian el gen MUC-1, el cual codifica la
mucina epitelial pleomérfica (PEM) asociada con
céanceres de seno, pancredtico y de colon, prote-
gieron a los ratones frente a células singénicas
de tumores que expresan PEM (103). Sus experi-
mentos sugirieron que la proteccién no se
correlacionaba con respuestas humorales inmu-
nes aunque la CTL PEM-especifica no pudo ser
detectada antes de la confrontacién con el tumor.
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Mecanismos de la inmunidad

Principios generales

La inmunizaci6n por transfeccién directa con DNA
ha generado numerosas preguntas con respecto a los
mecanismos de induccién de las respuestas inmunes.
Puede ser 1itil considerar las respuestas inmunes in-
ducidas por la inmunizacién con DNA en el contexto
de aquellas respuestas inducidas por la infeccién viral.
Tanto la infeccién viral como la inmunizacién por
DNA producen antigeno(s) foraneo(s) en células
somdticas, por ejemplo en células epiteliales de las
vias aéreas en infecciones con influenza, rinovirus o
virus respiratorio sincitial, en miocitos después de la
inyeccién i.m. de DNA o en epitelio cutdneo después
de la administracién de DNA con la pistola de genes
(1,4,49). La proporcion de las células infectadas en un
sitio determinado puede ser relativamente alta en al-
gunas infecciones virales, mientras que un porcenta-
je relativamente bajo de las células pueden expresar
el antigeno después de la transfeccién directa con
DNA de pldsmidos. La infeccién viral puede desen-
cadenar la produccién de interferones y alteraciones
de regulacién de genes dependientes de interferén,
dentro de la célula hospedera, para limitar la
replicacién viral. No se sabe hasta donde la expre-
sién de plasmidos DNA que codifican genes de
antigenos virales puedan estimular respuestas fisio-
l6gicas similares. Aun més, muchos virus, por ejem-
plo vaccinia, HSV y CMV, producen proteinas que
pueden reducir el reconocimiento inmunolégico de
las células infectadas, por ejemplo, reduciendo la ex-
presién de moléculas de MHC clase 1. La expresi6n
de las proteinas virales individuales, en ausencia
de otras, por inmunizacién con DNA, puede in-
tensificar el reconocimiento inmunolégico de las
células transfectadas. Se ha demostrado la capa-
cidad del DNA bacterial de activar directamen-
te las células inmunes (6,104) y estos efectos pue-
den incrementar las respuestas inmunes después
de la inyeccién directa de plasmidos.

La duracién de la expresién del antigeno en
células sométicas puede variar - desde 2-3 dias,
hasta que la epidermis es descamada después de
la inmunizacién con la pistola de genes (5) hasta
semanas o meses para la expresién de proteinas
codificadas en miocitos después de la inyeccién
i.m. de DNA. Existe, pues, un potencial para va-
riaciones en la respuesta inmune debido a las
diferencias en la duracién de la expresién o la
persistencia del antigeno en las células somaticas

en la periferia o en células presentadoras de antigeno
en el tejido linfoide.

Vacunas de DNA vs Virus Vivos

El impacto potencial de estos factores puede ser
considerado en la comparacién de las respuestas in-
munes a las infecciones con virus vivo y a la inmuni-
zacién con DNA. En el caso del virus de influenza, se
pueden hacer algunas comparaciones en la misma
especie animal. Para la hemaglutinina de influen-
za en ratones, tanto la infeccién viva como la in-
munizacién con DNA, indujeron altos titulos de
anticuerpos séricos que persistieron por toda la vida
del animal (1,2,48). Las respuestas de células T
ayudadoras a la infeccién viva de influenza y a la in-
yeccién i.m. de DNA fue generalmente del tipo Th-1.
Tanto la infeccién con virus vivo como la inyeccién
i.m. de DNA indujeron respuestas de CTL y se de-
mostré la proteccién cruzada en ratones después de
la infeccién viva de influenza o inmunizacién i.m. con
DNA de plasmido que codificaba para NP de influen-
za (1,2). Las comparaciones de la inmunizacién i.m. y
por pistola de genes, basados en la informacién pu-
blicada, son mas complejas porque en general no se
han usado construcciones idénticas en los dos méto-
dos. Usando la gp 120 de HIV en ratones, las
inmunizaciones repetidas con pistola de genes pue-
den variar la respuesta de predominantemente tipo
Th-1 a predominantemente tipo Th-2 (77). Se han in-
ducido respuestas de anticuerpos IgG, por ejemplo
para NP de influenza, pero la duracién de estas res-
puestas no ha sido definida y en algunos estudios, la
inmunizacién repetida con pistola de genes ha redu-
cido las respuestas de anticuerpos (45,77). La protec-
cién cruzada no ha sido evaluada en ratones después
de la inmunizaci6n con pistola de genes con DNA de
plasmidos que codificaban para NP de influenza.
Entonces, puede ser que la cantidad de DNA de
plasmido administrada y el método y el sitio de ad-
ministracién pueden influenciar, significativamente,
los tipos de las respuestas inmunes generadas contra
las proteinas codificadas por el plasmido.

Células Efectoras

Como se describi6 en detalle, las vacunas de DNA
pueden conferir inmunidad protectora. En algunos
casos, los anticuerpos dirigidos contra proteinas de
la superficie viral o las respuestas CTL contra los
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péptidos de epitopes de proteinas internas son res-
ponsables de la proteccién. Los anticuerpos HI di-
rigidos contra HA de influenza correlacionan bien con
proteccién en humanos (105). De manera similar, las
vacunas de DNA de HA inducen anticuerpos Hl y
proteccién en ratones (1,2,8,48) y hurones (46).
Adicionalmente, los niveles de anticuerpos HI
correlacionaron bien con proteccién en ratones (48) y
la transferencia pasiva de anticuerpos anti-HA pro-
tegi6 a los ratones en confrontaciones subsiguientes
con virus (A Friedman, J] Donnelly, JB Ulmer y MA
Liu, observaciones sin publicar). Asi pues, los
anticuerpos HI inducidos por la vacunacién con DNA,
confieren proteccién. Se piensa que los anticuerpos
generados por vacunas de DNA que codifica la
glicoproteina del virus de la rabia, la glicoproteina
del herpesvirus bovino y la L1 de papilomavirus, jue-
gan un papel en la protecci6n en sus respectivos mo-
delos animales.

Varias vacunas de DNA inducen fuertes respues-
tas CMI, incluyendo la CTL (ver la seccién sobre Res-
puestas de Células T Citotéxicas). En algunos casos,
las CTL importantes son células T CD8*, como en el
caso de CSP de P. yoelii (19), nucleoproteina de
LCMV(71), nucleoproteina de influenza (1,14,106) y
antigeno 85 de M. tuberculosis (42). Basados en estu-
dios de deplecién in vivo y de transferencia adoptiva
de CTL (re-estimulada in vitro con el epitope restrin-
gido-clase I), la proteccién conferida por inmuni-
zacién con DNA de NP de influenza fue dependiente
deé células T CD8* (TM Fu, A Friedman, ]B Ulmer, RR
Deck, observaciones sin publicar; ver también la in-
troduccién y la Ref. 1). En el LCMV, las respuestas
CTL también pueden ser responsables de algunos de
los sintomas de la enfermedad como una consecuen-
cia del dafio del tejido mediado por CTL. Se ha suge-
rido que, en el caso de LCMV, una respuesta prima-
ria CTL més potente podria ser protectora frente a la
descarga (71). En malaria, las células T CD8* también
juegan un papel importante en proteccién (99). Sin
embargo, aparentemente en este caso, no es la activi-
dad citolitica sino més bien la secrecién de citoquinas
lo que confiere proteccién (99). Especificamente, la
secreci6n de INF-y des-regulaba la produccién de
6xido nitrico en células infectadas, lo cual puede li-
mitar el crecimiento de patégenos intracelulares. En
la vacunacién con DNA en el modelo zosteriforme
de herpes simplex en ratén, son las células T CD4" y
no las células T CD8" eran las responsables de la pro-
teccién, como se demuestra por la transferencia
adoptiva (25). En otros modelos de herpes (simplex),
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los anticuerpos contra gD o gB pueden proveer pro-
teccién (25,28). Asi pues, las vacunas de DNA pue-
den inducir un amplio rango de respuestas inmunes
protectoras, dependiendo del modelo animal en par-
ticular.

Procesamiento y Presentaci6n de Antigenos des-
pués de Inmunizacién con DNA

Uno de los aspectos més interesantes de la vacu-
nacién con DNA es la naturaleza de las células pre-
sentadoras de antigeno (APCs) responsables de la
inducci6n de respuestas CTL. Aunque las vias celu-
lares para el procesamiento de antigenos para la pre-
sentacién MHC-restringida a los linfocitos T, han sido
estudiados con exquisito detalle (ver Watts, en este
volumen), la naturaleza y la extensién de la coopera-
cién entre las células somaéticas y las células presen-
tadoras de antigeno, para la presentacién de antigeno
in vivo, no son bien entendidas todavia. La capaci-
dad de las proteinas secretadas para ser introducidas
por endocitosis y entrar en la via del procesamiento
del antigeno que finalmente conduce a la presenta-
cién via moléculas MHC clase IT es bien conocida. Los
mecanismos por los cuales los antigenos virales pue-
den ser presentados via moléculas MHC clase I a los
linfocitos T CD8* virgenes, pueden ser mas comple-
jos. Los diferentes virus pueden infectar en grado va-
riable a las células presentadoras de antigeno “pro-
fesionales” y asi, la induccion de las respuestas in-
munes a diferentes virus pueden emplear la coopera-
cion entre células sométicas y APCs en grado varia-
ble.

Después de la inyeccién i.m. de vacunas de DNA
los miocitos pueden ser el tipo predominante de cé-
lulas transfectadas. Por lo tanto, cualesquiera que sean
los mecanismos cooperativos de procesamiento de
antigeno pueden ser de particular importancia en las
respuestas inmunes inducidas por inmunizacion con
DNA. Algunas de las maneras por las cuales la CTL
restringida por MHC clase I podria ser inducida des-
pués de la vacunacién con DNA incluyen: (i) la pre-
sentacién de antigeno mediada directamente por
miocitos transfectados, (ii) las APCs profesionales
que llegan a ser transfectadas y sirven como APCs y
(iii) la transferencia de antigeno de los miocitos
transfectados a las APCs profesionales. Se ha demos-
trado que las APCs profesionales, después de la in-
munizacién con DNA, presentan el antigeno de una
manera restringida por MHC clase I y que las células
musculares pueden producir el antigeno que entra en
esta ruta. Las observaciones siguientes estan relacio-
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nadas con estos t6picos. Las células musculares fue-
ron transfectadas directamente con vacunas de DNA
de NP (106) y la ruta de administracién i.m. de DNA
de NP produjo la mejor proteccién mediada por CMI
(84). Esto fue ilustrado por estudios en los cuales
mioblastos C2C12 fueron transfectados establemen-
te con el gen NP de influenza y después
transplantadas a ratones C3H histocompatibles
(106). Una respuesta de CTL restringida por H-2K*
fue inducida aunque la sintesis del antigeno fue limi-
tada a los miocitos (106). De esta manera la produc-
cién de un antigeno viral por células somaéticas sola-
mente, fue suficiente para estimular CTL y CMI pro-
tectoras. Entonces, la transfeccién de las APCs pro-
fesionales no fue requerida para la induccién
de'CTL.

En segundo lugar, las células principales presen-
tadoras de antigeno, responsables de la induccién de
CTL después de la inyeccién i.m. de DNA de NP de
influenza eran derivadas de la médula ésea. Cuando
las quimeras de médula 6sea parental>F1 fueron
inmunizadas con DNA de plasmido que codificaba
para NP de influenza, por inyeccién i.m. o inyecta-
dos con mioblastos transfectados establemente con
un gen que codificaba para NP, las respuestas CTL
detectables fueron observadas, solamente, contra el
péptido presentado por las moléculas MHC clase I
halladas en la médula 6sea del donador (108). Estos
datos son soportados por estudios en los cuales se
usaron ratones con inmunodeficiencia combinada
(scid), los cuales carecen de células linfoides funcio-
nales pero tienen células miociticas normales. La in-
yeccién de DNA de plasmidos en ratones scid H-2 o
H-2¢ que han sido reconstituidos con células de bazo
normal H-2**, indujo CTL restringida por el haplotipo
del scid receptor. Si se transferia la médula dsea y el
bazo de la F1 se obtenia CTL restringida por cada
haplotipo, sugiriendo que la presentacion de antigeno
restringida por MHC clase I en el modelo, puede ser
facilitada por las APCs derivadas de la médula é¢sea
(108a). Resultados similares han sido observados en
ratones inmunizados con pistola de genes, en los cua-
les puede ocurrir la transfeccién directa de las APCs
y la transferencia de antigeno (108b; B Barber, comu-
nicacién personal).

El mecanismo por el cual ocurre la transferencia
de antigeno entre las células somaticas y las APCs no
es conocido; un posible candidato es la sensibiliza-
cién cruzada. La sensibilizacién cruzada, la habilidad
de los antigenos producidos por células no presenta-
doras de antigenos de sensibilizar los CTL en el con-

texto de moléculas MHC presentes solamente en
APCs “profesionales”; esto ha sido demostrado en
quimeras de médula 6sea de ratén parental>F1 en
otros sistemas experimentales (107). Por ejemplo, una
linea celular de adenocarcinoma de colon del
haplotipo H-2¢, la CT26 que habia sido transfectada
con el gen NP de influenza, fue usada para inmuni-
zar quimeras de médula 6sea B6>CB6F1. Se pro-
dujo una respuesta de CTL restringida por H-2D",
aunque las células CT26 no expresan H-2D* (107). De
manera similar, cuando los mioblastos C2C12 (H-2K¥)
fueron transplantados a ratones (BALB/c x C3H)F1,
se obtuvieron respuestas CTL que reconocian diferen-
tes péptidos de epitopes presentados por H-2K*
(aminoécidos 50-57 de NP) y por H-2K* (aminoécidos
147-155 de NP), aunque los mioblastos no expresa-
ban H-2K". Estas respuestas fueron observadas aun-
que los mioblastos fueron transplantados
intraperitonealmente, donde no se esperaba que
ellos se fusionaran con células del hospedero (106).
Estos estudios soportan la hipétesis de que los
antigenos (o sus epitopes) sintetizados en las células
somadticas del hospedador pueden ser transferidos a
APC para la presentacién en el contexto de molécu-
las MHC clase I. Estos experimentos muestran el pa-
pel dominante de las moléculas MHC de APC en la
induccién de respuestas CTL y sugieren que las célu-
las sométicas pueden ser ineficientes en la presenta-
cién de antigeno en el contexto de MHC clase I a cé-
lulas T CD8"* no sensibilizadas, en la ausencia de las
APC relacionadas aloantigénicamente.

Los mecanismos celulares por los cuales ocurre la
sensibilizacién cruzada, no se han definido. La for-
macién de complejos de epitopes peptidicos con mo-
léculas MHC clase I en la sensibilizacién cruzada re-
quiere genes TAP funcionales en las APC derivadas
de la médula ésea, porque las quimeras de médula
6sea hechas por injerto de médula 6sea TAP-en reci-
pientes TAP*/* fueron incapaces de responder a la NP
expresada en células CT26 transfectadas (109). Es-
tas quimeras pudieron responder a virus vaccinia
recombinante que expresaba un minigen de péptido
de NP ligado a un péptido de sefial que permite la
traslocacién al ER (109). Estas observaciones sugie-
ren que en la sensibilizacién cruzada, los antigenos
protéicos no procesados son remitidos al citosol de
las APCs. La vacunacién intramuscular con un
plasmido que codifica la NP indujo CTL especifica
para el péptido de los epitopes dominantes NP 50-57
en ratones H-2%, NP 147-155 en ratones H-2¢ y NP 366-
372 en ratones H-2" (106,110). Los péptidos
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subdominantes naturalmente procesados también
fueron presentados por inmunizacién con DNA.
Un plasmido que codificaba una forma mutante
de NP completa, en la cual los dos residuos de
anclaje del epitope 147-155 habian sido mutados,
indujeron respuestas CTL contra un epitope
subdominante, 218-226, en ratones BALB/c. Las
CTL que reconocieron este epitope fueron capa-
ces de matar células blanco infectadas con virus
de influenza, indicando que el péptido o un
epitope estrechamente relacionado es natural-
mente procesado y presentado en moléculas
MHC clase I en la infeccién con virus de influen-
za (110). Por lo tanto, mientras que las APCs pue-
den ser transfectadas directamente después de
una inyeccién i.m. de DNA, otra hip6tesis razo-
nable es que las células musculares actdan pri-
mariamente como fabricas para la produccion de
antigeno, el cual es transferido luego a una APC
profesional derivada de médula 6sea para ser
procesado y presentado a los precursores CTL
para la induccién de la CTL final.

En contraste con la vacunacién por inyeccién
i.m. de DNA, la vacunacién por el bombardeo
de particulas resulta en la transfeccion de célu-
las de la dermis y la epidermis por depésito di-
recto de esferas de oro cubiertas con DNA. Por
lo tanto, las APCs profesionales, tales como las
células de Langerhans, residentes en la piel, son
transfectadas directamente y pueden servir como
APCs. El procesamiento TAP-independiente pue-
de ocurrir después de la inmunizacién con la
pistola de genes, debido a que una construccién
que codifica para un péptido minimo de un
epitope induce una CTL si el péptido estd unido
a una secuencia de sefial de traslocacién de ER
(111). Un fenémeno similar ha sido observado
para algunos péptidos administrados como
minigenes en recombinantes de virus de vaccinia
(109). Es posible que también ocurra el procesa-
miento TAP-dependiente, debido a que estas pro-
teinas completas codificadas por pldsmidos ad-
ministrados por medio de la pistola de genes
parece inducir CTL que reconoce péptidos pro-
cesados naturalmente (111). La inmunizacién por
bombardeo de particulas en el pabellén de la
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oreja de ratones, seguida de la remocién de la
oreja poco después, indujo respuestas inmunes,
lo que sugiriere que el DNA mismo o las células
transfectadas suficientes para inducir una res-
puesta inmune, escapan rapidamente del sitio de
inmunizacién (SA Johnston, comunicacién per-
sonal). Se necesita realizar otros estudios para
determinar el destino final del DNA del plasmido
en este sistema.

Adyuvanticidad del DNA

Las vacunas de DNA desnudo (por ejemplo,
DNA de pldsmido en solucién salina) son efecti-
vas en modelos animales sin la necesidad de
adyuvantes o sistemas de administracion. Parte
de este comportamiento puede ser debido a un efecto
inmunomodulador del DNA mismo. Una serie de
articulos publicados durante los dltimos anos 80
y a comienzos de los 90, ha demostrado que se-
cuencias especificas de nucleétidos presentes en
el DNA bacterial son estimuladores de linfocitos
(6,112,113). Ciertos motivos CpG pueden ser
estimuladores o inhibidores, sugiriéndose que la
presencia o ausencia de estas secuencias en va-
cunas de DNA pueden afectar Ila
inmunogenicidad de la vacuna. En la inmuniza-
ci6n intradérmica, la incorporacién de un moti-
vo estimulador en un plasmido aumenté las res-
puestas humoral y celular contra una proteina
antigénica débil como la B-galactosidasa codifi-
cada por el mismo o un plasmido coinyectado
(7). En la inyeccién i.m., un plasmido DNA no
codificante, alter6 el tipo de respuestas de
anticuerpos contra un antigeno protéico co-in-
yectado, con un cambio a una predominancia del
subtipo IgG2a en la presencia de DNA de una
predominancia IgG1 en la ausencia de DNA (fi-
gura 3A); el plasmido también aumento la res-
puesta de anticuerpos contra una proteina codi-
ficada por un plasmido co-inyectado (Figura 3B).
Estas observaciones sugieren que el plasmido por
si mismo funciona como un adyuvante 0 un
inmunomodulador. Alterando la secuencia de
nucleétidos del vector se puede afectar la
inmunogenicidad de las vacunas de DNA.




Rev Col Cienc Pec 11: 1, 1998

Consideraciones sobre la seguridad para
el eventual uso en humanos

Las agencias reguladoras, considerando la aplica-
cién de vacunas de DNA para uso humano, han iden-
tificado las siguientes como temas claves de preocu-
pacién: la integracién potencial del DNA del
plasmido en el genoma de las células hospederas; la
induccién potencial de tolerancia inmune o de
autoinmunidad y la induccién potencial de
anticuerpos contra el DNA del plasmido inyectado.

Potencial para la Integracion

La integraciéon del DNA del plasmido inyectado
en el genoma de la célula hospedera, en un animal
vivo, puede ser silenciosa o podria, potencialmente,
ser fenotipicamente mutagénico, si la integracién rom-
pe un gen celular, o potencialmente carcinogénico, si
la ocurrencia de la integraci6n inactivé un gen regu-
lador de la divisién celular o activé un oncogene. La
integracion in vitro de genes foraneos en el genoma
de lineas celulares hospederas es practicada amplia-
mente en muchas dreas de la biologia celular y
molecular. La integracién puede ocurrir al azar o
como resultado de la recombinacién homologa. Las
condiciones éptimas para conseguir la integracién
como un resultado de la recombinacién homéloga
han sido definidas como sigue: la replicacién con-
currente del DNA del hospedador y del plasmido y
la presencia de regiones largas (>600 bp) de homologia
densamente ensamblada entre el hospedero y el
pldsmido. En el caso de la vacunaci6n intramuscular
con DNA , el pldsmido no contiene un origen de
replicacién que sea funcional en células
eucari6ticas, las células transfectadas (miocitos o
macréfagos/células dendriticas), en su mayoria, no
se dividen y los pldsmidos usados solo contienen
homologia de secuencia muy limitada con el DNA
de los mamiferos. Adicionalmente, aunque la inte-
gracién al azar puede ocurrir 50-10.000 veces mds fre-
cuentemente que la recombinacién homéloga, la
vasta experiencia con la inmunizacién con vacunas
con virus DNA vivos replicativos (por ejemplo,
adenovirus o viruela) no ha resultado en eventos ad-
versos, relacionados con integracién. Los estudios di-
rectos de integracién en ratones inyectados via i.m.
con DNA de plasmidos que codifica para NP de in-
fluenza, utilizando métodos sensibles como PCR (ca-
paces de detectar una copia en 150.000 niicleos, lo cual
ha sido calculado ser tres 6rdenes de magnitud me-

nor que la rata de mutacién espontdnea), no han de-
tectado hasta ahora, la integracién del plasmido in-
yectado (114).

Potencial para la
Induccién de Tolerancia Inmunolégica y
Autoinmunidad

En algunos sistemas experimentales, la inyeccion
repetida de pequefias cantidades de antigeno ha con-
ducido al desarrollo de estados de no-respuesta
inmunol6gica. Se piensa que la cantidad de antigeno
después de la inmunizacién con DNA es pequeia y
que la expresién del antigeno después de la in-
munizaciéon con DNA persiste por semanas 0 meses,
asi que existe la posibilidad formal de que pueda ser
inducido el estado de no-respuesta en lugar de la in-
munidad protectora. Los estudios descritos arriba
demuestran ampliamente la habilidad de la vacuna-
cién con DNA de inducir respuestas inmunes protec-
toras. Dos estudios adicionales se relacionan directa-
mente con este tépico. Primero, una sola inmunizacién
intramuscular de monos verdes Africanos con una
dosis baja (10 pg) de DNA que codifica para HA de
influenza en una mezcla de plasmidos DNA que co-
difican para diferentes proteinas de influenza (10 pg/
construccién para un total de 70 ug de DNA) no in-
dujo una respuesta detectable de anticuerpos séricos,
pero si sensibilizé a los animales para una respuesta
importante anamnésica de anticuerpos, después de
subsiguientes inmunizaciones con virus de influenza
inactivado o con DNA adicional de HA de influenza
(115). En ratones que fueron inmunizados una vez con
una sola inyeccién de 0.001-1.0 pg de DNA que codi-
ficaba para el HA de influenza A/PR/8/34, se obser-
varon respuestas de anticuerpos, normales o eleva-
das, después de la inoculacién de estos animales con
DNA de HA o con virus de influenza inactivado o
vivo (JB Ulmer, CM DeWitt, RR Deck, observaciones
sin publicar). Asi pues, hasta ahora, atin con dosis sub-
inmunogeénicas de vacunas de DNA, administradas
via intramuscular, no se ha demostrado la induccién
de tolerancia en animales adultos jévenes. Los rato-
nes transgénicos que expresan el gen HBsAg bajo el
control del promotor viral endégeno, tienen altos
niveles de HBsAg en el higado y circulante en el plas-
ma y parecen ser tolerantes a este antigeno. La inyec-
cién de estos ratones con un plasmido DNA que co-
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difica para HBsAg preS2+5, result6 en una respuesta
de anticuerpos contra HBsAg, la eliminacién de
HBsAg de la circulacién y la eliminacién de la expre-
sién del transgene del higado (115a). Asi, en este mo-
delo, la inmunizacién con DNA parece abolir el esta-
do de tolerancia a HBsAg que normalmente existe en
estos ratones transgénicos. En los animales
inmunizados por bombardeo de particulas, la situa-
cién es menos clara. Las inmunizaciones repetidas de
monos Rhesus con una mezcla de construcciones que
codifican para los genes Gag y Env de SIV, las
inmunizaciones con pistola de genes condujeron a la
declinacién aguda de los anticuerpos contra Env, aun-
que las respuestas de anticuerpos y celular inmune
contra Gag permanecian altas (45). En nuestros expe-
rimentos, usando DNA que codifica para Env y Gag
de HIV-1 para la inmunizacién i.m., hemos observa-
do respuestas antigeno- especificas de larga duracién
de anticuerpos, CTL y células T ayudadoras que die-
ron respuestas secundarias buenas en los modelos de
ratones y primates no humanos (115b).

En neonatos, la vacunacién con DN A puede indu-
cir tolerancia en algunas especies aunque en otras no.
La inyeccién de un pldsmido que codifica para un
antigeno de malaria, en ratones de 2-5 dias de edad,
previno una respuesta inmune a una inyeccién sub-
siguiente del mismo plasmido a las seis semanas de
edad. Este efecto no fue observado cuando la protei-
na codificada fue inyectada en controles de la misma
edad. Los ratones inyectados con el pldsmido a los 2-
5 dias de edad y con la proteina codificada, a las seis
semanas de edad, respondieron solamente a deter-
minados epitopes presentes en la proteina
recombinante, los cuales no eran reconocidos por los
animales de seis semanas de edad inmunizados sola-
mente con el plasmido DNA (115¢). Sin embargo, la
inyeccién de chimpancés con un plasmido DNA que
codifica para el antigeno de superficie de hepatitis B
al nacimiento y a los 2, 4 y 6 meses de edad, indujo
anticuerpos contra el HBsAg y protegié a los anima-
les frente a la descarga subsiguiente con HBV infec-
cioso (92). Asi pues, la edad y la especie del indivi-
duo y el método de administracién pueden ser una
variable importante con respecto a la respuesta final
a la inyeccién con DNA.

Otra preocupacién tedrica es que las respuestas
autoinmunes pueden ocurrir como resultado de la
destruccién inmune de células que expresan los genes
de los antigenos. En el caso de la inmunizacién
intramuscular con DNA, los estudios preclinicos han
indicado que el nimero total de miotubos
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transfectados en cualquier misculo es pequeno (1-
5%) (116). Asi, la destruccién inmune de esta propor-
cién de células musculares seria muy poco probable
de tener un efecto clinicamente significativo sobre el
desemperio del miisculo inyectado. Las células mus-
culares son reemplazadas por la migracién y fusiéon
de células satélite dentro de los miotubos existentes
como parte de un reemplazo celular normal, por lo
tanto, es muy probable que cualquier fibra afectada
fuera reparada rapidamente. La destruccioén de célu-
las que expresan genes foraneos puede conducir a la
liberacién de componentes celulares teéricamente
capaces de inducir respuestas autoinmunes. Sin
embargo, este evento también ocurre en el curso de
infecciones virales y bacteriales, como también en los
procesos normales de remodelacién de tejidos. Pare-
ce poco probable que las vacunas de DNA puedan
causar un riesgo mayor en este respecto que las vacu-
nas virales y bacteriales.

Potencial para la

Induccién de Anticuerpos Anti-DNA

Otra consideracién sobre la seguridad se refiere a
la induccién potencial de respuestas inmunes contra
el DNA del plasmido mismo. Se cree que los
anticuerpos patogénicos anti-DNA son caracteristicos
de ciertas enfermedades autoinmunes tales como
lupus eritematoso sistémico (SLE), ya que la mayoria
(pero no todos) de los pacientes manifiestan esta ca-
racteristica de la enfermedad. Atin, la etiologia de este
fenémeno es pobremente comprendida. Se cree que
varios factores juegan un papel, incluyendo la sus-
ceptibilidad genética y la disfuncién inmune fun-
damental, pero no esté claro si la exposicién al DNA
puede causar o exacerbar el SLE. Entonces, la po-
sibilidad de induccién de anticuerpos anti-DNA
patogénicos por la vacunacién con DNA de plasmido
requiere cuidadosa evaluacién. Sin embargo, basados
en varios hechos, este escenario no es probable que
ocurra. Primero, el dsDNA purificado no induce
anticuerpos anti-DNA. Los anticuerpos anti-
dsDNA pueden ser inducidos en ratones normales por
inoculacién de DNA pero esto requiere que el DNA
sea desnaturalizado, que forme complejos con alb-
mina sérica bovina metilada (mBSA) y co-adminis-
trado con adyuvante completo de Freund (CFA) (117).
La vacunacion de ratones con dsDNA, no importa su
origen, no es efectivo en la induccién de anticuerpos
anti-DNA. Segundo, los anticuerpos anti-DNA son
circulantes en ratones y humanos normales (118).
Estos anticuerpos son especificos en su
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reactividad por DNA de una especie particular de
bacteria y no reaccionan en forma cruzada con DNA
de mamifero, sugiriéndose que estos anticuerpos fue-
ron generados por exposicién anterior al DNA
bacterial durante la infeccién. Asf pues, en la mayo-
ria de los humanos se encuentran anticuerpos no
patogénicos anti-DNA. Tercero, la vacunacién de ra-
tones pre-autoinmunes (NZB/NZW), los cuales,
expontdneamente desarrollan anticuerpos
patogénicos anti-DNA que conducen a la enferme-
dad y la muerte prematura, con complejos de DNA/
mBSA /CFA, result6 en la aparicién acelerada de
estos anticuerpos (119). Sorprendentemente, sin em-
bargo, estos ratones fueron protegidos contra la en-
fermedad y la muerte (120). En estudios separados,
la vacunacién de ratones susceptibles a lupus con
DNA de pldsmido purificado tuvo poco efecto sobre
los niveles de anticuerpos anti-DNA y no tuvo efecto
sobre la enfermedad o muerte (DM Klinman, comu-

Conclusiones

23

nicacién personal). Atn mas, la vacunacién con DNA
no tuvo un efecto dafiino sobre la enfermedad
autoinmune en este modelo animal. Finalmente, la
vacunacién de animales normales con vacunas de
DNA (dsDNA purificado) resulté en la induccién
de pocos o ningtin anticuerpo anti-DNA, medidos
por un ELISA, inmunoblot o radioinmunoensayo
(121,122,]B Ulmer, CM DeWitt, RR Deck, observacio-
nes no publicadas). En estudios separados, ratones
BALB/cinyectados con DNA de plasmido presentan
elevaciones poco duraderas de células B secretoras
de anticuerpos anti-DNA y ligeros aumentos de
anticuerpos anti-DNA en el suero (DM Klinman, co-
municacién personal). Por lo tanto, mientras que to-
davia no se sabe si las vacunas de DNA son capa-
ces de inducir anticuerpos anti-DNA en humanos,
los estudios preclinicos en animales sugieren que esto
es poco probable.

Aunque la utilidad clinica final no ha sido probada, las vacunas de DNA han sido efectivas en la genera-
ci6n de respuestas inmunes y proteccién en una amplia variedad de modelos preclinicos de infecciones virales,
bacterianas, parasitarias y cancer. Ellas representan una manera de generar reactivos (anticuerpos y CTL), son
una herramienta para estudiar los mecanismos de la presentacién de antigeno, el papel de las citoquinas y los
efectos del DNA bacterial en la generaci6n de respuestas inmunes y proveen de una tecnologia para el descu-

brimiento de antigenos para vacunas novedosas.
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