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RESUMEN

El uso de microorganismos como sistemas de vacunacion ha sido investigado ampliamente en las
ultimas décadas. En la actualidad, gracias al desarrollo de nuevas tecnologias, se ha logrado
incrementar el potencial de algunas bacterias, virus y levaduras a través de la manipulacion fina de
eventos como la expresion de antigenos, su localizacién dentro de la célula, e incluso su liberacion
sitio especifica. En consecuencia, la obtenciéon de microorganismos genéticamente modificados para
la expresion o transporte de proteinas antigénicas, asi como para la liberacion de ADN recombinante,
ofrece multiples ventajas tanto desde el punto de vista inmunolégico como logistico y comercial. En
este trabajo se analiza el estado actual del uso de microorganismos para el desarrollo de vacunas,
sus ventajas y las perspectivas de esta tecnologia en el campo de la vacunacion.
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ABSTRACT

Microorganisms based vaccines have been extensively studied during the last decades. Nowadays,
new technologies have successfully increased the potential of some bacteria, virus and yeasts trough
the fine manipulation of events like antigen expression, its subcellular localization and site-specific
delivery. Consequently, production of engineered microorganisms for antigen expression and
transport, and also for recombinant DNA delivery, offers many advantages not only from the
immunological, but also from the logistic and commercial point of view. The aim of this review is to
present the current state of microorganisms based vaccine research, its advantages and the
technological perspectives in the vaccination field.

! Daniel Guillén y Silvia Moreno-Mendieta contribuyeron de forma equivalente a la elaboracién de éste trabajo.
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INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos, las bacterias, actuar como vehiculos de macromoléculas
hongos y levaduras han formado parte de la heterdlogas importantes en profilaxis y terapia.
vida del hombre. Bien porque algunas
especies son el agente etioldgico de temibles
enfermedades infecciosas, o bien porque se
han empleado para la fermentacién de bebidas
y alimentos, en la produccién de compuestos
de interés industrial como antibidticos, enzimas
y aminodcidos o en la bioremediacién. Por
otra parte, con el desarrollo de las
herramientas de la biologia molecular, se ha
logrado incrementar su potencial como materia
prima para el desarrollo de sistemas con
aplicacion biomédica y/o biotecnoldgica. Una
de las aplicaciones mas importantes es la
elaboracién de vacunas a partir de los
microorganismos completos o de sus
productos. Para ello, se han empleado
principalmente patégenos atenuados y algunos
microorganismos reconocidos como seguros
(GRAS por sus siglas en inglés) capaces de

Una de las principales ventajas que
presenta el uso de microorganismos como
vehiculos de antigenos (Fig. 1), es la
posibilidad de su uso por via oral o nasal, lo
cual, ademas de imitar la ruta de entrada de
varios patdgenos, evita los problemas
relacionados con la administracién parenteral
(uso de agujas, dolor, empleo de personal
calificado y los altos costos de infraestructura),
siendo un procedimiento menos invasivo y mas
atractivo para su uso en nifios y en pacientes
inmunosuprimidos. Por otra parte, su
produccion es mas simple y de menor costo
debido a la relativa facilidad para cultivar un
microorganismo y para escalar el proceso a
nivel industrial (Medina & Guzman, 2001;
Detmer & Glenting, 2006), criterios muy
importantes en paises en desarrollo con alto
indice de enfermedades infecciosas (Sim et al,
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VACUNAS BACTERIANAS

Se ha demostrado también que
inmunizaciones via oral o nasal no solo
estimulan una respuesta inmune local a nivel
de mucosa, sino que dan origen a una fuerte
produccion de anticuerpos en sitios distantes.
La proteccién puede llegar a ser completa ya
que se logra inducir a nivel sistémico una
eficiente respuesta inmune humoral y celular,
observa con
administraciones parenterales, donde solo se
induce una respuesta sistémica y no una
respuesta a nivel de mucosa (Medina &
Guzman, 2001; Cortes-Perez et al., 2007).

fendbmeno que no se

En consecuencia, el desarrollo de nuevos
vehiculos para la liberacion de antigenos en
mucosa (gastrointestinal, respiratoria o genital)
es una prioridad. Para lograr que la
inmunizacion por estas rutas sea eficiente, es
importante considerar varios factores como
son: 1. La liberacion efectiva del antigeno en
el sitio de induccién de la respuesta inmune, 2.
El aumento de dicha respuesta por el uso de
adyuvantes seguros, 3. La seleccion del
régimen y ruta de administracion que inducira
proteccion en el sitio deseado y a nivel
sistémico y 4. La seleccion de una adecuada
formulacion de la vacuna (Gherardi & Esteban,
2005).

En esta revisién se resume el estado actual
del uso de microorganismos para la expresion
y transporte de antigenos, haciendo énfasis en
el uso de bacterias ya que son los
microorganismos que mas se han estudiado y
utilizado en este tipo de sistemas. Virus y
microorganismos levaduras y
protozoarios empleados con el mismo
propdsito, son revisados de manera breve.

como
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Vacunas con bacterias patégenas atenuadas

Como se menciond previamente, uno de los
objetivos en el desarrollo de vacunas es la
induccion de respuesta inmune que puede ser
mediada por (celular) o por
componentes solubles en sangre como los
anticuerpos (humoral) y que puede darse tanto
a nivel sistémico como local contra diversos
antigenos (Fig. 2). La mayoria de los sistemas
en desarrollo microorganismos
patégenos para los cuales se han aislado o
construido variantes atenuadas (Grangette et
al., 2004). El caso mas claro es el de
Mycobacterium bovis en la BCG, que junto con
Salmonella typhi y Vibrio cholerae son de los
pocas vacunas con bacterias vivas que han
logrado llegar al mercado. La cepa atenuada
de S. typhi Ty21a es usada contra la tifoidea; y
la vacuna registrada contra el colera emplea la
cepa atenuada de V. cholerae CVD 103-HgR
(Dietrich et al., 2003).

células

involucran

Las células iticas (CD) tienen la cap
de captar antigenos (Ag) provenientes de la
bolismo de U ik :

Las (D procesan los antigenos
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Fig. 2. Modelo simplificado de la activacion de
respuesta inmune contra un microorganismo.
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Las atenuaciones generalmente involucran
deleciones de genes que se encuentran
relacionados con virulencia o con el
metabolismo bacteriano, esto con la finalidad
que el microorganismo mantenga una baja
tasa replicativa y no supere al sistema inmune
del hospedero ya que, la posible apariciéon de
sintomas indeseables o el desarrollo de
enfermedad en pacientes
inmunocomprometidos asi como la reversion a
un fenotipo problemas
concernientes al empleo de microorganismos
atenuados. Sin embargo, se busca que la
bacteria atenuada conserve caracteristicas
intrinsecas como el tropismo celular, la
diseminacioén celular y propiedades adyuvantes
gracias a la presencia de
inmunoestimuladoras como lipopolisacarido
(LPS), acido teicoico o motivos CpG (citosina
seguida de metilados
caracteristicos del ADN bacteriano (Grangette
et al., 2004; Loessner et al., 2008).

virulento  son

moléculas

guanina) no

Actualmente se analiza el potencial de otras
bacterias patégenas como Shigella flexneri,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli y
Salmonella enterica Serovar Typhimurium,
para despertar respuesta inmune y/o como
sistemas de expresibn de antigenos
heterdlogos. La finalidad de este tipo de
estudios es mejorar la respuesta dirigida contra
un antigeno aprovechando al patdégeno
atenuado o inactivado como adyuvante. De
esta forma, se puede lograr respuesta inmune
contra el vehiculo (bacteria patégena) y contra
el antigeno heterdlogo al mismo tiempo, de tal
manera que se confiera proteccion contra dos
agentes infecciosos en una sola vacuna.

Osorio et al., (2007), analizaron el potencial
inmunogénico y protectivo de distintas
especies de Shigella, inactivadas con formalina
para evitar los problemas asociados al uso de

microorganismos  atenuados. El estudio
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realizado en ratones demostré la produccion
de anticuerpos especificos contra las distintas
especies de Shigella utilizadas y proteccion
contra el patégeno después de inmunizar al
modelo animal via intranasal. De manera
similar Barry et al., (2006) analizaron el
potencial como vacuna multivalente de una
mezcla de serotipos importantes de Shigella
atenuada, expresando cada cepa uno o dos
antigenos provenientes de E. coli
enterotdxigénica (ETEC), los resultados
demostraron respuesta inmune especifica
dirigida contra el vector y contra los antigenos
heterdlogos asi como proteccién contra la
infeccion.

Entre las bacterias patdgenas atenuadas
que se han utilizado como posibles vacunas,
existe evidencia que L. monocytogenes
despierta una fuerte respuesta inmune tanto
innata como adaptativa (Bruhn et al., 2007).
Esta bacteria facultativa intracelular, que tiene
la capacidad de invadir tanto a células
fagociticas como no fagociticas, estimula la
respuesta inmune celular por lo que ha sido
utilizada en ensayos contra infecciones virales
y en pruebas supresoras de tumores. Cepas
recombinantes de L. monocytogenes que
expresan y secretan proteinas del virus de
papiloma humano han demostrado su eficacia
como potenciales antitumorales (Gunn et al.,
2001), otros estudios realizados incluyen Ia
expresion de Her-2/neu (un antigeno que se
sobreexpresa en algunos canceres como el de
mama) fusionado a listeriolisina O, mostrando
efecto terapéutico contra tumores implantados
en un modelo murino (Singh et al., 2005).

En algunos casos, la atenuacion de una
cepa la vuelve mas susceptible que la cepa
silvestre a las condiciones ambientales in vivo,
perdiendo la capacidad de colonizar el tejido
blanco y por tanto de despertar una adecuada
respuesta inmune. Li et al,, (2009) utilizaron
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cepas atenuadas de S. enterica Serovar
Typhimurium que expresan como antigeno
modelo la region a-helicoidal de la proteina A
de superficie de Streptococcus pneumoniae.
Las propiedades de las cepas utilizadas son
fenotipicamente iguales a la cepa silvestre en
el momento de administrarse y colonizar al
hospedero, pero una vez que el
microorganismo se ha establecido, se apagan
genes relacionados con virulencia. Las cepas
modificadas indujeron fuerte respuesta inmune
y fueron capaces de resguardar al modelo
murino de la infeccién con S. pneumoniae.

Cepas no virulentas de S. typhimurium, se
han estudiado también como sistemas para la
induccién de inmunidad celular contra tumores,
la propuesta es que el sistema de secrecion
tipo Il (SST3) puede ser usado para la
translocacion de antigenos heterdlogos al
citosol de las células presentadoras de
antigeno (CPA) (Panthel et al., 2008). Pruebas
en ratones retados con células de
fibrosarcoma que expresan el antigeno p60 y
que previamente habian sido inmunizados
oralmente con Salmonella que expresaba y
secretaba dicha proteina, demostraron Ila
eficacia de la actividad antitumoral del sistema
(Panthel et al., 2006).

A diferencia de Salmonella y Listeria,
Yersinia es un patdgeno extracelular, que
también es capaz de transcolar proteinas via
SST3, siendo este el sistema que emplea para
desplegar factores de virulencia (Yops) en el
citosol de las células del hospedero. Se han
realizado pruebas con cepas de Yersinia
enterocolitica atenuadas en distintos factores
de virulencia (Leibiger et al., 2008). Los
antigenos liberados en el citosol de las CPA,
son procesados y presentados en el contexto
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
clase I (MHC 1), lo que puede activar la
respuesta de linfocitos T CD8" de forma
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especifica. Y. enterocolitica 'y Yersinia
pseudotuberculosis han demostrado tener la
capacidad de estimular respuesta celular T
CD8" wusando como antigeno modelo
ovoalbumina fusionada a un dominio de
translocacion del factor de virulencia YopE

(Wiedig et al., 2005).

Otras bacterias patdégenas que se han
analizado por su potencial como vehiculos de
vacunas son Bordetella pertussis y Bordetella
bronchiseptica, patégenos del tracto
respiratorio de humanos y animales
respectivamente, sin embargo, no han sido tan
estudiadas como los otros géneros
mencionados. Algunos ejemplos incluyen a B.
pertussis expresando la proteina HtrA de
Haemophilus influenzae no-capsulado. La
forma en que presenta al antigeno es como
una proteina de fusion entre la HtrA y una
hemaglutinina filamentosa (FHA), la cual es
una adhesina que B. pertussis expone en su
superficie y ademas secreta. Infeccion de
ratones via intranasal con esta cepa
modificada demostraron la induccién de altos
titulos de anticuerpos anti-HtrA y anti-FHA
(Alonso et al., 2005); resultados similares se
han obtenido con el péptido neutralizante
SP70 de enterovirus 71 (EV71) fusionado a
FHA o al dominio pasajero del
autotransportador  BrkA, las proteinas
recombinantes expresadas en B. pertusiss
BPZE1 inducen anticuerpos capaces de
neutralizar la infeccion in vitro por EV71 (Ho et
al., 2008).

En cuanto a B. bronchiseptica, una cepa
mutante aroA se utilizd para expresar el
fragmento C de la toxina tetanica (TetC) bajo la
regulacion del promotor de la FHA;
inmunizacion intranasal con este
microorganismo indujo anticuerpos séricos
contra B. bronchiseptica y contra TetC,
ademas al retar al modelo murino con la toxina
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tetanica se observd 100% de proteccion
(Stevenson & Roberts, 2004). Trabajos con B.
pertussis 'y B. bronchiseptica  siguen
realizandose ya que al ser microorganismos
capaces de colonizar la mucosa del tracto
respiratorio tienen gran potencial como
vehiculos para la presentacion de antigenos
heterélogos en vias aéreas superiores.

Otra estrategia promisoria  utilizando
microorganismos atenuados, es la expresion
de proteinas inmunogénicas que potencien la
respuesta inmune. Tal es el caso del toxoide
del tétanos que ha sido ampliamente utilizado
como adyuvante. TetC es potencialmente
inmunogénico cuando es expresado en cepas
de Salmonella. Un ejemplo es la expresion de
la glutation S transferasa de 28kDa de
Schistosoma haematobium (SH28GST) en una
cepa atenuada de S. enterica Serovar
Thypimurium. La expresion del antigeno
fusionado a TetC despertd inmunidad
protectiva contra la esquistosomiasis. De esta
forma se puede explotar el potencial
inmunoestimulador de TetC para la
elaboracién de vacunas contra enfermedades
que requieren una fuerte respuesta protectiva
(Lee et al., 2000).

Actualmente, pese a que la atenuacion de
las bacterias patégenas impide sobrevivir a la
bacteria fuera del laboratorio y a que existen
estrategias para controlar la poblacion como el
uso de antibidticos o la introduccion de genes
suicidas inducibles (Loessner et al., 2008),
sigue en controversia el riesgo asociado con la
posible reversion al fenotipo virulento de estas
bacterias. La induccion de respuestas
autoinmunes o tolerancia, la producciéon de
metabolitos tdxicos, la exclusion competitiva de
la flora comensal y la transferencia indeseada
de genes via plasmidos que pudieran activar
protooncogenes, son otros de las
preocupaciones existentes asociadas al uso de
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bacterias como vacunas (Detmer & Glenting,
2006; Li et al., 2007).

Vacunas con bacterias acido lacticas

Una manera de eliminar los problemas
relacionados con la seguridad en el uso de
patdbgenos como vacunas, es utilizando
microorganismos reconocidos como seguros
(GRAS), que son modificados para expresar
los antigenos originales de los patdégenos.

Una de las alternativas mas estudiadas
desde la pasada década son las bacterias
acido lacticas (BAL). Estas bacterias Gram
positivas, no esporuladas, no patégenas y no
invasivas incluyen especies de los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y
Streptococcus, de los cuales algunas especies
son importantes miembros de la microbiota
endogena asociada con tejido mucoso. Debido
a que son utilizadas en la industria alimentaria,
en fermentaciones tradicionales de consumo
humano y algunas incluso tienen efectos
probioticos (Escalante et al., 2008; Camu et al.,
2007; Jokovic et al., 2008), resultan ser una
buena alternativa para reemplazar vectores
patdgenos atenuados como Mycobacterium,
Salmonella y Shigella y administrar de forma
controlada y dirigida antigenos al sistema
inmune via mucosa (Cortes-Perez et al., 2007;
Wells & Mercenier, 2008).

El uso de las BAL como vehiculos vivos
para la produccion y liberacién de moléculas
terapéuticas como antigenos, presenta varias
ventajas, una de las cuales es que provocan
menos efectos secundarios que las vacunas
de uso sistémico. Ademas, se ha demostrado
que las BAL genéticamente modificadas para
producir antigenos de patdgenos, son capaces
de despertar respuesta inmune sin la induccién
de la inmunotolerancia que pueda presentarse
posteriormente a la inmunizaciéon via mucosas
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(Sim et al., 2008; Scavone et al., 2007). Por no comensal, transitoria en el tracto digestivo.
otra parte, y segun lo han demostrado Previamente se ha demostrado que esta
Maassen et al. (2000), hay un perfil de bacteria expresa eficientemente proteinas
citocinas dependiente de la cepa utilizada, de heterdlogas de varias fuentes (Tabla 1) y es
esta manera, es posible obtener fuertes capaz de despertar respuesta inmune
respuestas si el objetivo es la vacunacion especifica contra dichas proteinas confiriendo
contra enfermedades infecciosas, o inducir de esta forma proteccion contra la infeccion
inmunotolerancia si el objetivo es el (Sim et al., 2008; Scavone et al., 2007; Morello
tratamiento de alergias. et al., 2008). Incluso se ha utilizado para la

) _ expresion y liberacion de citocinas como las
Entre las BAL mas estudiadas se IL2-6-10 y 12 en ratones, llegando con éxito a

encuentran  las  del geénero Lactococcus, ensayos clinicos fase | (Wells & Mercenier,
especialmente Lactococcus lactis, una bacteria 2008)

Tabla 1. Expresion de proteinas heterdlogas en bacterias acido lacticas.

PROTEINA
BAL HETEROLOGA OBJETIVOS Y RESULTADOS REFERENCIAS
L. plantarum Proteina verde La expresion de GFP permite visualizar su
fluorescente fagocitosis por los macrofagos in vitro y ex | Geoffroy et al., 2000
L. lactis (GFP) vivo y rastrear su paso por el tracto GI.
Mutantes con paredes mas permeables
L. plantarum TTC mejoran la presentacion del antigeno. Las Grangette et al.,
(alr-) cepas administradas via intragastrica 2004

resultan mas inmunogénicas.

Ocurre induccién de anticuerpos
Antigeno PspA de | especificos después de inmunizacion nasal

L. casei ; - Campos et al., 2008
S. pneumonie y destruccion del pneumococo por
deposicion de C'.
L. plantarum ) La inmunizacién mtrangsal es mas eficiente Cortes-Perez et al.,
Antigeno E7 -HPV | para inducir respuesta inmune en mucosa y 2007
L. lactis sistémica que la via intragastrica.
Ocurre induccion de anticuerpos 1gG
Dominio Il del después de la administracién via nasal y
L. lactis virus del dengue | oral. La respuesta depende de la ruta de Sim et al., 2007
serotipo Il (EDIII) | administracion y de la cepa de ratones
inoculada.
Ocurre induccioén especifica de IgG e IgA 'y
L. lactis Antigeno MrpA de | disminucion en la colonizacion de Scavone et al., 2007

Proteus mirabilis | patbgenos en riion después de la
inmunizacion.
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También han sido investigadas las
propiedades adyuvantes de las BAL y se han
desarrollado cepas mutantes. En el primer
caso por ejemplo, se han evaluado las
propiedades adyuvantes de L. lactis NZ9000
comparando su efecto proinflamatorio con el
de dos bacterias Gram-negativas, E. coli DH5a
y S. typhi Ty21a ambas no patogénicas vy
ampliamente estudiadas como vacunas vivas.
Los perfiles de expresion de citocinas y la
estimulacion de células dendriticas (CDs) son
indicativos de las propiedades adyuvantes
(proinflamatorias) de esta bacteria, condicion
ideal para potenciar la respuesta inmune (Yam
et al., 2008).

En el segundo caso y con el objetivo de
establecer si el desarrollo de transportadores
bacterianos mutantes puede aumentar el
potencial de las BAL como sistema de
liberacién, se hizo una aproximacién tratando
de incrementar la liberacién in vivo de antigeno
al interferir con la biosintesis de la pared
celular. Se demostr6 que mutantes de
Lactobacillus plantarum, alanina racemasa
negativas (alr), poseen paredes mas
permeables y tienen méas potencial como
sistema liberador siendo mucho mas
inmunogénicas por via intragastrica, que las
cepas silvestres. Este hallazgo propone pues,
que un incremento en la liberacién in vivo del
antigeno, juega un papel importante en el
efecto que se observa, sin excluir la posibilidad
de una mejor presentacibn de antigeno
(Grangette et al., 2004).

Localizacién de antigenos en bacterias

Existen varios factores que pueden afectar
la presencia y/o efectividad de una respuesta
inmune, entre estos se encuentra la cantidad
de antigeno que se suministra, el esquema de
inmunizacion, la inmunogenicidad del antigeno
asi como su localizacion dentro de un vehiculo.
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La ubicacion de un antigeno en un
microorganismo es variable, puede ser
secretado, intracelular o estar anclado a la
membrana, para lo cual se utilizan diferentes
estrategias (Lee et al, 2003). Esto es
importante ya que un antigeno intracelular
puede estar mas protegido de la degradacion
que uno secretado, pero un antigeno
secretado puede ser mas facilmente captado
por elementos que conforman al sistema
inmune y por tanto promover una respuesta
mas efectiva. De lo anterior se infiere que la
localizacion de un
microorganismo puede influir en la respuesta
inmune que se obtiene contra dicho antigeno.

antigeno en un

En S. enterica Serovar Typhimurium se
comparé la influencia en la respuesta inmune
de un antigeno heterdlogo localizado en la
superficie celular con respecto a su
localizacion intracelular. El antigeno modelo
fue la (HagB) de
Porphyromonas gingivalis. Para poder localizar
a HagB en la membrana de Salmonella se
fusiono a la senal de localizacion externa de la
lipoproteina mayor de E. coli (Lpp) y a un
dominio de la proteina de membrana OmpA.
Cuando se administré oralmente a ratones, la
cepa que expresa HagB en su superficie indujo
titulos de IgG e IgA mayores que la cepa que
expresa HagB intracelularmente (Isoda et al.,
2007).

hemaglutinina B

En el caso de las BAL, Bermudez-Humaran
et al., (2004) probaron a L. lactis expresando el
antigeno E7 del virus de papiloma humano en
tres distintos compartimentos; intracelular,
anclado a pared celular y secretado. La ruta de
administracion a ratones fue intranasal y se
evalud la produccién de IL-12 y de IFN-y; la
mayor respuesta se obtuvo contra la forma
anclada a pared seguida de la intracelular y de
la secretada. Los autores refieren que la
eficiencia en la respuesta contra el antigeno
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localizado en la pared celular puede ser debida
a la accesibilidad que tiene el sistema inmune
por el antigeno a diferencia del intracelular que
solamente se expone cuando la bacteria se
lisa. Por otra parte, la respuesta disminuida
contra la forma secretada es atribuida a la
inestabilidad de E7.

En contraste, Scavone et al. (2007)
encontraron que al administrar via intranasal
una cepa de L. /actis que secretaba la proteina
fimbrial de Proteus mirabilis o ubicandola en su
pared celular se inducia la produccion de
anticuerpos especificos 1IgG e IgA séricos
respectivamente, pero solo cuando el antigeno
era secretado se produjo IFN-y. Al infectar al
modelo murino, se presentd una disminucion
en la colonizacion renal por P. mirabilis en los
ratones que fueron inmunizados con una u otra
cepa recombinante de L. /actis.

La informacion que se tiene hasta el
momento acerca de la influencia que tiene en
el sistema inmune la localizacion subcelular de
un antigeno sigue siendo variada y factores
inmunogenicidad, estabilidad,
tolerancia, ruta de administracién y dosis, entre
otros, son detalles que hay que tomar en
cuenta al disefiar la ubicacion en la cual se
desea que un microorganismo, que esta
actuando como presente un
antigeno.

como la

vehiculo,

Vacunas de ADN en vehiculos bacterianos

Las vacunas de ADN transfieren genes que
codifican para antigenos a las células del
hospedero, en el caso de bacterias que portan
plasmidos con dichos genes, pueden transferir
el ADN cuando se lisan dentro del citosol de la
célula hospedera o bien, por otros mecanismos
que aun no han sido descrito (Loessner et al.,
2008). Los plasmidos recombinantes que se
transfieren generalmente se encuentran bajo la
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regulacion de un promotor eucariota, de tal
manera que sean las células del hospedero las
que lleven a cabo la expresion del antigeno.
Dentro de las ventajas que este tipo de
vacunas ofrece es que son faciles de disefiar
gracias a las herramientas existentes para
manipular el ADN y son estables, lo que facilita
su almacenamiento y transporte. Como la
sintesis del antigeno se lleva a cabo in vivo en
el hospedero, se pueden
modificaciones post-traduccionales necesarias
para que un antigeno adquiera una
conformaciéon correcta e incluso se pueden
expresar multiples antigenos usando un mismo
vector de ADN, también inducen una fuerte
respuesta inmune celular, ademas de humoral,
que se correlaciona con la proteccion contra
patdgenos intracelulares y tumores, razén por
la cual, se han utilizado ampliamente para
proteger contra una serie de enfermedades
infecciosas como el VIH (Li et al., 2007).

realizar las

Otras ventajas ofrecidas por este sistema
incluyen la coexpresion de
inmunomoduladoras  como  citocinas o
moléculas coestimuladoras y la posibilidad de
manipular los antigenos por adicion de
secuencias como péptidos sefal. Estos
marcan su destino a  determinados
compartimentos celulares, para mejorar asi su
eficacia en la inmunizacién. Ademas, pueden
utilizarse sistemas de transporte o vectores
para su liberacion dirigida. En este sentido, el
uso de bacterias como vehiculos resulta una
estrategia simple con multiples ventajas, entre
otras, que pueden invadir casi cualquier célula
eucaridtica e ciertas
superficies mucosas de o&rganos internos.
Finalmente, una ventaja importante es que la
cantidad de ADN que puede ser clonado en un
plasmido bacteriano es en varias 6rdenes de
magnitud mas grande que la que puede

moléculas

incluso  colonizar
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acomodarse en vectores virales (Darji et al.,
2000).

Como se menciond anteriormente, el uso
de microorganismos para transportar el ADN,
es una de las alternativas mas promisorias
sobretodo en el caso de bacterias
enteroinvasivas, ya que pueden administrarse
por via oral y transferir el ADN directamente a
células presentadoras de antigeno. Entre estas
bacterias se encuentra L. monocytogenes, la
cual ha sido utilizada para comparar la eficacia
como vehiculo de ADN, ARNm o bien
secretando el antigeno por si misma. En dicho
trabajo se utilizé como antigeno modelo la
ovalbumina (OVA) y se observé que de los
ratones infectados con Listeria portando las
diferentes formas de vacuna, la forma
expresada y secretada por la misma bacteria
fue la mas eficiente en la presentacion de
antigeno seguida del ARNm, mientras que
Listeria que transfiere el ADN codificante para
la OVA fallé en generar una respuesta (Loeffler
et al. 2006).

El hecho de no obtener una respuesta
cuando se utiliz6 L. monocytogenes como
vehiculo de ADN codificante para OVA no
implica que sea ineficiente para transportar
vacunas de ADN ya que la presencia de una
buena respuesta inmune depende de varios
factores como la naturaleza del antigeno o la
ruta de inmunizacion, entre otras. Resultados
favorables con L. monocytogenes se han
obtenido portando plasmidos de expresion
eucariota con antigenos de M. tuberculosis,
donde se reportd la induccion de respuesta
inmune celular después de su administracién
via intraperitoneal en un modelo murino. Se
observé también que al inmunizar via
intravenosa con L. monocytogenes
transportando los plasmidos de expresion
eucariota, se obtiene una respuesta protectora
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comparable a la inducida por la vacuna BCG
(Miki et al, 2004).

Otros ejemplos de bacterias
enteropatégenas como vehiculos para vacunas
de ADN incluyen a Salmonella, donde
recientemente se reporté su efectividad contra
la infeccién por Toxoplasma gondii en ratones
(Qu et al. 2008) y como terapia antitumoral
(Xiang et al., 2008); Shigella (Vecino et al.,
2004) y Y. enterocolitica (Al-Mariri et al., 2002).

Las bacterias lacticas por su parte, no
poseen las propiedades de las bacterias
patdbgenas como el tropismo hacia ciertos
tejidos o patrones moleculares que estimulan
al sistema inmune, pero se ha demostrado su
eficacia como vehiculos de ADN. En un
estudio donde se  utiliz6 una cepa
recombinante de L. lactis expresando la
internalina A de L. monocytogenes se
demostré que L. /actis era capaz de invadir
enterocitos in vivo y mas aun, era capaz de
transferir un plasmido con la proteina verde
fluorescente (GFP) bajo el control del promotor
de citomegalovirus (Pcmv) a la linea celular
Caco-2, observandose la expresiéon de la GFP
en el 1% de las células infectadas (Guimaraes
et al., 2005). En un trabajo subsecuente se
incub6 a L. lactis sin la capacidad de
internalizarse y con un plasmido con el gen de
la B-lactoglobulina bovina bajo el control del
promotor viral Pcmv junto con células Caco-2.
Después de la incubacién se observo la
expresion de la B-lactoglobulina en dicha linea
celular (Guimaraes et al, 2006).

Con Lactobacillus acidophilus portando un
plasmido con el gen VP1 del virus de la fiebre
aftosa, se compararon las rutas de
inmunizaciéon intramuscular, intraperitoneal,
intranasal y oral, reportandose que la via que
mas impacto tuvo fue la intramuscular ya que

se obtuvieron titulos de anticuerpos

32



Articulos

semejantes a los que se tienen al emplear la
vacuna comercial existente (Li et al., 2007).
Todos estos estudios prueban el potencial que
tienen las bacterias lacticas como posibles
vehiculos para la administracion de vacunas
de ADN.

VACUNAS VIRALES

Las vacunas virales consisten de virus
inactivados incapaces de reproducirse dentro
del organismo o bien, de virus atenuados con
una baja tasa de multiplicacién, por lo que
causan minimos o ningun efecto secundario, la
vacuna Sabin contra la polio es un ejemplo del
ultimo caso.

Desde la década de los 80’'s hay un
creciente interés por utilizar virus como
vectores para la presentacion de antigenos
heterélogos, especialmente por la fuerte
respuesta inmune que son capaces de
despertar. Se han desarrollado vectores con
virus de ADN, tales como adenovirus vy
herpesvirus y con virus de ARN de cadena
positiva como alfavirus y flavivirus. Dentro de
los mas utilizados se encuentran los
adenovirus, virus de doble cadena de ADN que
presentan una gran variedad de serotipos y de
los cuales se conoce su genoma, ademas de
que se pueden obtener altos titulos virales en
cultivos tisulares e inducir respuesta inmune
tanto innata como adaptativa. Para poder
usarlos como vectores generalmente se hacen
deleciones de regiones que estan involucradas
con la replicacion viral (Tatsis & Ertl, 2004).
Estudios actuales, en Ilos que estan
involucrados como posibles vectores de
vacunas, abarcan agentes
infecciosos causantes de enfermedades que
tienen impacto a nivel mundial como el SARS y

diferentes
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el VIH (Catanzaro et al., 2006; Kobinger et al.,
2007).

Otro virus utilizado es el baculovirus, cuyo
genoma es circular de doble cadena e infecta
principalmente a insectos, propiedad que es
utilizada para la expresion y produccion celular
in vitro de proteinas recombinantes. Estudios
con baculovirus como vector, involucran la
fusion de un péptido o proteina heterdloga a
gp64, glicoproteina de envoltura involucrada
en la internalizacion del virus a la célula,
logrando de esta forma que se incorpore la
proteina de fusién a la envoltura viral. Este
método, ha sido utilizado como plataforma
para el transporte de proteinas antigénicas, por
ejemplo la glicoproteina E2 del virus de la
fiebre porcina clasica (CSFV), observandose
una alta produccion de  anticuerpos
neutralizantes en modelo murino (Xu & Liu,
2008), o la proteina del circumsporozoito de
Plasmodium bergei, estudio en el cual se
reportd la produccion de anticuerpos vy
proteccion parcial en los ratones inmunizados
via intramuscular contra la infeccién por el
parasito (Yoshida et al., 2003) .

Aunque son promisorios los resultados que
se han obtenido hasta el momento, existe
preocupacion con respecto a la seguridad en la
utilizacion de estos virus como vectores de
antigenos en términos de la potente respuesta
inmune que son capaces de inducir, la gran
cantidad de proteinas que son capaces de
sintetizar, que puedan modular o antagonizar
la respuesta inmune y la capacidad que tienen
algunos para transformar a la célula huésped
(Bukreyev et al., 2006).

Como alternativa, recientemente, se ha
evaluado el potencial de un grupo de virus de
ARN de cadena negativa no segmentada
(NNSV) como vectores virales y que
comprenden las familias Rhabdoviridae,
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VACUNAS CON LEVADURAS

Paramyxoviridae, Filoviridae y Bornavirida. A
pesar de la infectividad de su ARN gendémico
en cultivo celular y a la ausencia de un
mecanismo ya establecido para la insercién de
genes extranos, presentan multiples
caracteristicas que los hacen candidatos
ideales como vectores. Entre las mas
importantes estan que algunos de estos virus
son restringidos de forma natural por el
huésped, se replican eficientemente en lineas
celulares utilizadas para la fabricacién de
vacunas, pueden infectar via intranasal
induciendo IgA local e IgG sistémica, se
replican en el citoplasma, pocas veces se
integran al genoma del huésped y codifican de
5 a 11 proteinas, evitando problemas de
modulacién o antagonismo con la respuesta
inmune del huésped. Los que resultan mas
promisorios son el virus de la parainfluenza
humana, el virus de la enfermedad de
Newcastle y el virus de la estomatitis vesicular
(Bukreyev et al., 2006).

Bien sean virus de ADN o ARN, entre los
diferentes sistemas de liberacion de antigenos,
los vectores virales recombinantes tienen
enorme potencial. Su habilidad para liberar
eficientemente al antigeno directamente en el
citosol estimula la via de procesamiento de
antigeno en el contexto de MHC-I, induciendo
en consecuencia una fuerte respuesta inmune
celular y humoral contra los antigenos
expresados. Por otra parte, su habilidad para
infectar células blanco y tejidos de interés, su
facil liberacion en mucosas (oral o nasal) y su
efecto adyuvante natural debido a la induccion
de citocinas y quimiocinas, los convierten en
poderosas herramientas para el desarrollo de
vacunas contra patégenos virales respiratorios
de uso masivo en la poblacion pediatrica
(Gherardi & Esteban, 2005; Bukreyev et al.,
2006).
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El uso de levaduras recombinantes
representa una de las alternativas mas
atractivas como vehiculo para la liberacion de
antigenos. Ademas de ser bastante estables y
seguras, poseen propiedades adyuvantes
intrinsecas y pueden suministrarse varias
veces al huésped sin consecuencias adversas.
Las levaduras son capaces de activar a las
células
antigeno en paquetes concentrados que son
avidamente internalizados. De ésta forma se
incrementa la cantidad de antigeno disponible
para el procesamiento y la presentacion, que
ocurre de forma eficiente por ambas vias del
MHC, lo que conduce a una inmunidad a
células tumorales mediada por células
ayudadoras y linfocitos T citotdxicos (Saiki et

al., 2005; Haller et al., 2007).

dendriticas  suministrandoles el

Una de las cepas que genera mas interés
es Saccharomyces cerevisiae ya que los
componentes de su pared interactian con
receptores de macréfagos vy
dendriticas. Por otra parte, es conocido que la
preparacion de pared celular cruda (Zymosan)
regula positivamente genes proinflamatorios
asi como moléculas de superficie en
macrofagos y células dendriticas y moléculas
coestimuladoras (Haller et al., 2007).

células

Dentro de los diferentes estudios que se
han realizado, Bernstein et al. (2008)
expresaron el antigeno carcinoembrionario
humano en S. cerevisiae y administraron la
levadura recombinante via subcutanea a un
modelo murino. De esta forma se indujo una
respuesta inmune celular especifica asi como
un rapido incremento de las moléculas MHC-II
y CPAs. También se ha utilizado a S.
cerevisiae para expresar la proteina NS3 de la
envoltura del virus de la hepatitis C. En ratones
inmunizados por via subcutanea, se observé
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una fuerte respuesta inmune celular mediada
por linfocitos T citotéxicos y se demostré una
fuerte respuesta inmune celular tipo Th1
dependiente de la dosis y los refuerzos, asi
como un efecto profilactico y terapéutico de la
vacuna (Haller et al. 2007). Como alternativa
para el ftratamiento de enfermedades
autoinmunes o cancer, Saiki et al. (2005),
demostraron que la levadura recombinante que
expresa el autoantigeno asociado a la
Degeneracion Cerebral Paraneoplastica (PCD)
es inmunogeénico en modelo murino.

Otro aspecto interesante relacionado con el
uso de levaduras para la expresion de
antigenos heterdlogos, es su capacidad para
llevar a cabo modificaciones postraduccionales
como la manosilaciéon. Buscando la relacion
entre dichas modificaciones y la
inmunogenicidad, Lam et al. (2005), mediante
estudios comparativos con ovoalbumina no
manosilada derivada de E. coli y ovoalbumina
manosilada derivada de Pichia pastoris,
demostraron in vitro, que la manosilacion
favorece la captura del antigeno por células
dendriticas en funciéon de la presencia de
receptores de manosa en su superficie,
incrementando a su vez la respuesta inmune
celular

VACUNAS CON PROTOZOARIOS

La vacunacién utilizando como vehiculo a
protozoarios no es un campo muy estudiado,
probablemente debido a las ventajas que
ofrecen los otros microorganismos y virus para
desarrollar este tipo de sistemas, aunque es
posible encontrar algunos ejemplos. En un
ensayo de vacunacién utilizando cepas
atenuadas de T. gondii que expresan el
antigeno KMP-11 proveniente de Leishmania,
Ramirez et al., (2001) demostraron que al
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inmunizar via intraperitoneal con el parasito, se
induce la proliferacién antigeno especifica de
células T. Aun mas, al infectar al modelo
murino con Leishmania major, se registrd
proteccion parcial contra el desarrollo de
lesiones causadas por este patégeno.

De igual forma, Leishmania tarentolae, un
parasito no patégeno para los humanos que se
dirige eficientemente a las células dendriticas y
6rganos linfoides, fue utilizado por Breton et
al., (2005) para expresar la proteina Gag del
VIH-1, observandose la produccion de IFN-y y
la presencia de anticuerpos anti-Gag en
modelo murino. Asi mismo, observaron que el
tamafo del vector favorece la presentacion de
antigeno y tiene influencia en la magnitud y
calidad de la respuesta de linfocitos T, lo que
habla del potencial que pueden tener este tipo
de microorganismos en la busqueda de un
vehiculo adecuado.

CONCLUSIONES

Actualmente se desarrollan distintos
sistemas que pueden ser utilizados como
vehiculos y/o adyuvantes en la vacunacion.
Los liposomas, sales de
microparticulas de acido polilactico y las
nanoparticulas de quitosano, son algunos
ejemplos de estos sistemas. Sin embargo, se
conoce desde hace tiempo que los mejores
estimuladores de la respuesta inmune son por
excelencia los microorganismos, gracias a que
presentan estructuras moleculares invariantes
(LPS, CpG, acido teicoico, etc) que son el
blanco de reconocimiento del sistema inmune
innato y por tanto son capaces de inducir
respuesta inmune especifica, ya sea de tipo

celular, humoral o ambas.

alimina,

Pese a que hoy en dia se sigue
argumentando el riesgo asociado con el uso de
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microorganismos patdgenos en la vacunacion,
la presencia en el mercado de vacunas con
patégenos atenuados y los estudios realizados
con  microorganismos  GRAS, resultan
esperanzadores para el futuro de las vacunas
basadas en microorganismos. Dada su
versatilidad, se pueden emplear con una gran
variedad de antigenos, el reto consiste en
encontrar las condiciones Optimas que
permitan un disefo racional de vacunas. La
compatibilidad entre el antigeno y la cepa, las
condiciones de cultivo, la estabilidad del
sistema y su seguridad, son sélo algunos de
los aspectos que hay que tener en cuenta para
lograr dicho objetivo.
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