AVANCESPEDIATRICOS BSCP Can Ped 2001; 25-n°1

VACUNAS DE ADN
EN EL TRATAMIENTO DE LA ALERGIA
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Uno delosgrandestriunfosdelacienciamédicadel siglo XX, hasido el desarrollo
y uso de vacunas contra unagran variedad de agentesinfecciosos. No obstante, ape-
sar de estos éxitos, todavia ho se dispone de una vacuna efectiva contra numerosos
patégenos, como €l virusdelainmunodeficienciahumana, y losagentesdelamalaria
y latuberculosis.

Unos de | osimpedimentos para una vacunaci 6n exitosa contra estos patégenos es
gue requieren la participacion de lainmunidad celular. En este sentido, aunque todas
las vacunas existentes en € mercado son capaces de producir unarespuesta de anti-
cuerpos, sdlo las vacunas que contienen microorgani Smos vivas atenuados, son capa-
cesde generar eficientemente unarespuestainmune celular (y como eslégico € uso de
estas vacunas debe evitarse por razones de seguridad).

Lasvacunas tradicional es se disefiaron para prevenir lainfeccion. Tras un letargo
de afios, en los que parecia que todo en vacunas estaba hecho, la aparicion de nuevas
enfermedades (como lainfeccién por € VIH), o el conocimiento de nuevos patégenos
(como €l virusdelahepatitis C), hagenerado un crecienteinterés por lainvestigacion
en € campo delasvacunas, pero ahoracomo «armaterapéutica», esdecir, administra-
das unavez que lainfeccién se ha establecido. Estas vacunas estéan disefiadas para
mejorar unarespuestainmune que esinadecuada, particularmente en el caso deenfer-
medades cronicasy recurrentes.

Este nuevo concepto de vacuna explora su utilidad méas ala de las enfermedades
transmisibles, y buscasu aplicacién en el cancer, |as enfermedades autoinmunesy en
ladergia

Vacunasde ADN

Pocas éreas de experimentaci 6n en vacunacion, se han desarrollado tan explosiva
mente como las vacunas de ADN (también llamadas de ADN desnudo).
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Este ultimo descubrimiento en el campo de lavacunacion fue unasorpresa, incluso
paralos cientificos que desarrollaron inicialmente el método.

Lahistoriase remontaa 1990 cuando Wolff y col. (1) demostraron quelainocula-
cién de ADN plasmidico directamente (desnudo) en €l misculo, inducialaexpresion
en el miocito delaproteinacodificadapor e ADN inoculado. Posteriormente, Ulmer
y col. (2) insertaron el gen de lahemaglutinina del virus de la gripe en un plasmido,
inocularon el pldsmido modificado en un ratn, desarrollando este unarespuestain-
mune humoral y celular que le protegia de lainfecciém por el virusdelagripe.

Traslaexpectacioninicia surgieron las cuestiones|égicas:
> ¢Seexpresael ADN del plasmido en las células musculares?

» ¢Tienen los miocitos capacidad para presentar fragmentos peptidicos al Siste-
malnmune?

» ¢Por qué se produce una estimulacion tan fuerte del Sistema lnmune?

En los dltimos afios, las vacunas de ADN han constituido una campo de experi-
mentacion intensiva que ha permitido responder a algunas de estas cuestiones. No
obstante, antes de proseguir con estarevision, es necesario hacer un breve recordato-
rio de como se desarrollalarespuestainmune frente al os distintos patdgenos del me-
dioy cuales son las principales célulasimplicadas.

Paraquelos antigenos procedentes de un microorgani smo patégeno desencadenen
una respuesta inmune tienen que ser correctamente presentados a los linfocitos. A
efectos de presentaci én antigénica se pueden distinguir dos compartimentos intrace-
lulares: €l citosol y el sistemavesicular (reticulo endoplasmico, Golgi, endosomas, li-
sosomas...); el sistemavesicular se consideraunaextension del medio extracelular.

¢Coémo ocurrela presentacion de los antigenos del patdgeno a las células del
dstemainmune?:

» End caso deantigenos procedentes de proteinas generadasen e citosol (princi-
palmente derivadas de virus y algunas bacterias que se replican en € citosol),
son fragmentados en péptidos mas pequefios y transportados a reticulo endo-
plasmico donde se unen amoléculasdel Complejo Mayor de Hitocompatibilidad
(MHC) de Clase 1, que se estén sistetizando es este momento, y junto a estas,
exportados alamembrana. El complejo MHC-péptido esreconocido por € re-
ceptor (TcR) de loslinfocitos T CD8 naive. Pero para que estos se activen es
necesaria ademés una segunda sefial (sefial coestimulatoria) que proporcionan
células presentadoras de antigeno (APC) profesionales.

» Losantigenos procedentes de proteinas extracel ulares (bacteriasy toxinas) que
son endocitadas, o de patdgenos que crecen en vesicul asintracel ulares (como es
el caso de parésitos y algunas bacterias), ya sea por una u otra via llegan al
compartimento vesicular, agui son acidificados y degradados a péptidos més
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pequefios, se unen amoléculas MHC de Clase Il (que emergen alasuperficie
procedentes del reticul o endoplasmico) y son transportados alasuperficie celu-
lar. El complejo MHC-péptido esreconocido por el TcR delinfocitos CD4. Pe-
ro como en el caso anterior, paraque estos se activen es necesario una segunda
sefial coestimul adora procedente de cél ul as presentadoras de antigeno profesio-
nales (APC). Dependiendo entre otros factores del tipo de patégeno y del mi-
croambiente de citoquinas, los linfocitos CD4 se subdividen a su vez en los
subtipos funcionales Thly Th2 (3).

» Unavez activado, cuando €l linfocito T se pongaen contacto nuevamente con €l
antigeno, sera capaz de realizar sus funciones efectoras. Los linfocitos T CD8
producen lalisisdelacélulainfectada; loslinfocitos T CD4 con fenotipo Thi,
sintetizan citoquinas proinflamatorias que activan la maguinaria oxidativa de
células como los macréfagos, destruyendo de este modo patégenos que crecen
en e compartimento intravesical; loslinfocitos T CD4 defenotipo Th2, sinteti-
Zan citoquinas que cooperan conloslinfocitos B en laproducci én de anticuerpos
contrael microorganismo patdgeno (3).

Volviendo alasvacunasde ADN ¢cuales son losmecanismosresponsablesdela
activacion de las cdlulas T trasla inmunizacion con ADN? ¢cOmo se expresa 'y
como sepresentael antigenoalascélulasT?

Podriahaber al menostres mecani smosteoricos por los que un antigeno codificado
por un plasmido de ADN, fuese procesado y presentado aloslinfocitos T.

» Presentacion directapor parte de las células somaticas.

» Presentacion directapor parte de células presentadoras de antigeno profesiona-
les(APC).

» Presentacion cruzadaenlaquee plasmido de ADN transfectaunacélulasoma-
tica, estasecretalaproteinaque es posteriormente fagocitada, procesaday pre-
sentada por una APC.

1) Presentacion directa por parte de las células somaticas: las células sométicas
son las célulastransfectadas mayoritariamente. En este primer supuesto, aunque pue-
den expresar laproteinaeincluso presentarlaen moléculas MHC declasel, soninca
paces de dar lasefial coestimulatoria (puesto que, como se sefial 6 con anterioridad, la
sefial coestimulatoria sélo pueden darla células presentadoras de antigeno).

2) Presentacion directapor parte de cél ulas presentadoras de antigeno profesiona
les: las células dendriticas (A PC profesional es) pueden ser transfectadas directamente
(aunque en pequefio porcentaje, menosdel 0,4% detodas) y parece que son lasrespon-
sables de lainduccion de larespuestainmune tras la vacunacion con ADN. Las APC
transfectadas directamente, son capaces de presentar la proteinarecién sintetizadaen
el citosol, junto amoléculasdeclasel aloslinfocitos T CD8. Ademéslaproteinasis-
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tetizada es secretada, fagocitada y presentada en e contexto de moléculas MHC de
clasell, primando aloslinfocitos CDA4.

3) Presentacion cruzada (crosspriming): el pldsmido de ADN trasfectaunacélula
somaticay esta secretala proteina que es captada por una APC profesional y presen-

tadaaunacélulaT. Como sevid anteriormente, las proteinas exdgenas que entran en
el compartimento vesicular (fagocitadas), son procesadasy presentadasalinfocitos T
CD4 end contexto demoléculasMHC de Clasell. Por su parte, las proteinas enddgenas,
sintetizadas en el compartimento citosolico, son procesadasy presentadas alinfocitos
T CD8 en € contexto de moléculas MHC de Clase |. El concepto de cross-priming
reside en que proteinas exégenas son fagocitadas por las APC y presentadas por mo-
léculas MHC de Clase |; pero algunas de estas proteinas pueden alcanzar €l citosol y
ser presentadas por moléculas MHC de Clase .

Enresumen, laevidenciaactual sugierequeseran célulaspresentador asprofe-
sionalestransfectadas, y no células somaticastransfectadas, lasresponsables de
inducir unarespuestainmunetraslavacunacion con ADN.

L as células sométicas (miocitos) son las que mayoritariamente se transfectan tras
lainsercion del plasmido; estas células podrian servir como reservorio del antigeno.
Asi, las células somaticas pueden ser importantes en lainducci6n de unarespuestain-
mune viacross-priming y pueden también jugar un papel en el aumento o el manteni-
miento de larespuestainmune (4).

Papel del ADN bacteriano

Lacantidad de ADN inoculadaen las vacunas es del orden de pico ananogramos;
esto implica que la cantidad de proteina sintetizada es igual mente pequefia. En estas
condiciones cabria preguntarse ¢como se produce un estimul o tan fuerte del sistema
inmune?, ¢quétiene el ADN plasmidico para producir una respuesta de estaintensi-
dad?

L as primeras observaciones acerca de la capacidad de los extractos bacterianos
paraestimular € Sistemalnmuney causar laremision de tumores se remontan amaés
de 100 afios. Willian Coley tratd aunos 900 pacientes af ectos de neopl asias malignas
con lisados bacterianos conocidos como toxinade Coley. Con estos lisados conseguia
unatasa de remision de hasta un 40% (5).

Actualmente, la aparicion de las vacunas de ADN harenovado € interés por los
extractos bacterianos como estimuladores del Sistemalnmune. ¢quétienenlosextrac-
tos bacterianosy en concreto el ADN bacteriano para gjercer esta estimulaciéon?

Estudios comparativos entre el ADN bacterianoy el ADN de vertebrados, mues-
tran que este Ultimo tiene aproximadamente un cuarto de residuos CpG (dinucledtidos
de citosina-guaninaen cierto contexto de bases) menosdelo que cabriaesperar, y que
ademas estos residuos estén metilados en un 80%. EI ADN bacteriano tiene més mo-
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tivos CpG y estos no estdn metilados (con lo cual el ADN bacteriano tiene 20 veces
maés residuos CpG no metiladosque el ADN devertebrados). Ademas, si al ADN bac-
teriano le quitamos los residuos CpG o los metilamos, pierde su capacidad inmuno-
estimulante.

En definitiva, losdatosactualesper miten afirmar queel ADN bacteriano pue-
dedesencadenar einstruir unarespuestainmune, y esta capacidad resideen los
residuos CpG (esdecir, son el patron molecular dentro del ADN bacteriano capaz de
activar el Sistemalnmune) (6).

Inmunidad innata

Hoy diaestdampliamente aceptado que los motivos CpG funcionan como ligandos
de uno o més “receptores para el reconocimiento de patrones’ (PRR) del sistemain-
mune innato. Otros ligandos de estos receptores son la endotoxina, las proteinas con
alto contenido en manosay ciertos ARN de doble cadena.

Los residuos CpG actuan sobre las APC profesionales, principa mente sobre las
células dendriticas pero también sobre macréfagosy monocitos, einducen en estosla
expresion de moléculas MHC de clase |1, lamolécula B7 (sefid coestimulatoria) la
sintesis de IL-12, IFN-a y TNF-a. Estas tres Ultimas citoquinas actlian sobre las
células natural killers (NK) induciendo la expresién de IFN-y. Ademés | os residuos
CpG actuan diectamente sobre las células NK induciendo igualmente la sintesis de
IFN-y.

Respuestainmuneadquirida

Sobre los linfocitos B, los residuos CpG determinan la sistesis de IL-6 e IL-10,
inducen un estado de proliferacion y resistencia a la apoptosis que contribuye a la
generacion de unarespuestainmune manteniday ademas, como APC (loslinfocitos B
son células presentadoras de antigeno profesional es) aumentalaexpresi én de mol écu-
lasMHC de Clase |l y de moléculas B7.

Sobreloslinfocitos T, los motivos CpG acttian de un modo indirecto:

Por un lado, su efecto sobrelas células APC crea un microambiente de citoquinas
Th-1like. En este microambiente un linfocito CD4 naive se diferenciapreferentemente
con un fenotipo Thl (fenotipo proinflamatorio). Loslinfocitos Thl asu vez sistetizan
IFN-y, al igual quelo hacen lascélulasNK por el efecto delos CpG, redundando alin
mas en lapotenciadel microambiente Thl.

Lageneracion de unarespuestainmune Thl esunapropiedad general (y lamas uti-
lizada hasta el momento) de lasvacunas de ADN.

Losresiduos CpG son un potente adyuvante Th1; de hecho, son més efectivos que
el adyuvante completo de Freund. Un estudio comparativo entre 19 adyuvantes de-
mostro que el més fuerte en producir una respuesta Thl contra antigenos tumorales
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fueron losresiduos CpG. Ademaés, como veremos mas adel ante, este efecto Thl delos
motivos CpG puede utilizarse parareconducir unarespuesta Th2 preexistente.

Con respecto alos linfocitos CD8 citotdxicos, la transfeccion directa de células
presentadoras promueve la produccion de antigenos en € citosol, y por tanto su pre-
sentacién en moléculas de clase | alinfocitos CD8. Pero ademas, |os residuos CpG
promueven € "cross-priming", esdecir, lavehicul acion de antigenos del compartimen-
tointravesicular a citosol, y lapresentacion por moléculasde clase| alinfocitos CD8.
Lacapacidad paragenerar unarespuesta citotoxicaes otradelas mayores ventajas de
las vacunas de ADN (6).

Implicacionesprécticas

¢Coémo pueden ser utilizadaslasvacunasde ADN en laclinica?

L as aplicaciones précticas estén en relacion con las propiedades antes menciona-
das.

Lacapacidad de generar unarespuesta CD8 citotOxica es especialmenteimportan-
teen el caso deinfecciones por virus, yaquelasvacunas protei cas convencional esno
son capaces de producir una respuesta de linfocitos citotoxicos. Las Unicas vacunas
capaces hasta ahora de conseguirlo son las vacunas que incorporan microorgani Smos
vivos (yaque estos si tienen capacidad dereplicarse en el citosol) con los consiguien-
tes problemas deinocuidad que generan.

La capacidad de las vacunas de ADN de inducir unarespuesta de linfocitos CD4
con fenotipo proinflamatorio (Thl) es Util para prevenir o tratar infecciones por
patdgenos que crecen en vesiculasintracelulares. Asi se han utilizado con éxito en di-
ferentes model os animales, en los que la respuesta Th1 confiere proteccion, como la
tuberculosisy laleishmaniasis.

Adicionalmente, unarespuesta Thl puede prevenir o limitar unarespuestaTh2 en
curso, como seria€l caso de larespuestainmune no deseada que ocurre en las enfer-
medades al érgicas.

Alergia

Como sabemos, |a respuesta inmune adaptativa es un componente critico en la
defensafrentealasinfecciones, pero también tiene su contrapartidaindeseable, yaque
en muchos caso es capaz de provocar lesiones a huésped. Ademas en ciertosindivi-
duos, esta respuestainmune inadecuada constituye el mecanismo primario delesién,
al ir dirigida contra sustancias por lo general inocuas; este seria el caso delaaergia
Enindividuos sanos, larespuesta primariafrente acual quier antigeno esdetipo IgM,
y en larespuesta secundaria, tras el cambio de clase, es detipo 1gG. Losindividuos
alérgicos sin embargo, tienen una predisposicién aformar anticuerpos detipo IgE en
larespuesta secundariay posteriores frente aal gunos antigenos (alergenos).
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Las razones por las que algunos individuos desarrollan este tipo de respuesta son
poco conocidas. Parece que tanto factores genéticos como ambiental es interaccionan
desencadenando la produccién de IL-4 que resultaen €l desarrollo de linfocitos CD4
defenotipo Th2. Estos Th2 activados sintetizan citoquinascomo lalL-4, IL-5elL-13,
gueasu vez determinan lasintesisde IgE por loslinfocitos B. Asi pues, €l fenotipo de
loslinfocitos CD4 en |larespuesta al érgica es claramente Th2.

Laincidenciadelasenfermedadesalérgicas, en particular del asma, haaumentado
en los paises desarrollados (donde pude af ectar al 20-30% de lapoblacion) con respec-
to alos subdesarrollados.

Para explicar esta evidencia se harecurrido atres tipos de hipotesis.

Laprimera, lagenética, trataria de explicar estas diferencias aludiendo a diferen-
cias genéticas entre paises desarrollados y los no desarrollados. Sin embargo esta
hipétesisno explicarialasdiferentestasas de al érgicos entre paises con €l mismo «back-
ground» genético, como las antiguas dos Alemanias.

La segunda hipotesis, relaciona la alergia con la tedrica mayor polucion en los
paises desarrollados. Como en el caso anterior, estaexplicacion topacon laevidencia
de que latasa de aergia es menor en regiones con mucha polucion, como Poloniay
Alemania Oriental, que en regiones menos polucionadas como Sueciay Alemania
Occidental.

Por ultimo, latercera hipétesis, se basaen la observacion de que el incremento de
laaergiaen los paises desarrollados esinversamente proporcional alafrecuenciade
las enfermedadesinfecciosas.

¢Como pueden influir las enfermedadesinfecciosasen el desarrollo delaalergia?

Es sabido que uno de los factores que determinan el fenotipo Thl vs. Th2, que
adquieren los linfocitos CD4, son las citoquinas del medio ambiente. Enfermedades
como el sarampion, latosfering, lagripe o latuberculosis, inducen unarespuesta Thl
que favorece un microambienterico eninterferony; por otraparte, |as citoquinas pro-
ducidas por los subtipos Th1/Th2, tienen la capacidad de retro-regular positivamente
al fenotipo quelas produjo y negativamente al fenotipo contrario, esdecir, € interferon
y disminuye una respuesta de linfocitos Th2. Una posibilidad interesante podria ser
gue el microambiente Thl favorecido por las enfermedades infecciosas, impidierael
desarrollo de las células Th2 aérgicas (7).

Unade las aplicaciones en las que mas se hainvestigado en el campo de las vacu-
nas de ADN, consiste en aprovechar la capacidad de estas como inductoras de una
respuesta Thl, paraprevenir unarespuesta Th2 en curso, tal como ocurre enlasenfer-
medades alérgicas.

En este sentido, Raz y col. (8) desarrollaron un experimento en el que en unaprime-
rafaseinmunizaban un grupo de ratones con 3-gal actosidasa (como antigeno) unidaa
un adyuvante como el «alumy, generédndose una respuesta contra la -gal actosidasa
con anticuerpostipo 1gG1, IgE einterleuquina4 (respuesta Th2). Otro grupo derato-
nesfue vacunado con un plésmido bacteriano conteniendo el gen dela3-galactosidasa
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generandose en este caso anticuerpos|gG2ae Interferony (respuestaThl). Enunase-
gunda fase del experimento seinmunizé el primer grupo de ratones con € plasmido
conteniendo el gen de lab-galactosidasay el segundo grupo de ratones con b-galac-
tosidasamas «alum». En el primer grupo se observo que disminuiala produccion de
IgE previay se produjo un aumento de 1gG2a, mientras que €l segundo no produjo
IgE.

Estos datos parecen indicar que la vacunacion génica (plésmido mas gen de lag-
galactosidasa) induce unarspuesta Thl capaz de controlar unarespuesta Th2 preexis-
tente, disminuyendo laformacion de anticuerpos IgE.

En otro trabajo, el mismo grupo de autores (9) evalud laefectividad delas vacunas
de ADN en la prevencién de la reaccion anafilactica en un modelo murino. En este
experimento seinmuniz6 un grupo de ratones con un plasmido conteniendo €l gendela
B-galactosidasa o con la proteina-gal actosidasa unidaa ODN (secuencias de oligo-
desoxinuclebtidos con capacidad inmuno estimulante, equivalentesalosresiduos CpG
gue contiene el ADN bacteriano) y un segundo grupo no setratd. En lasiguiente fase
del experimento, todos| osratonesfueron sensibilizados con 5-gal actos dasamas «a um»
mas «pertussi» (adyuvantes para aumentar la eficacia de la sensibilizacién). En un
tercer paso les fueinyectadala-galactosidasaintravenosa con el objeto de producir
unareaccion anafilactica. Losratones que habian sido previamentetratados, tanto con
el pldsmido como con los residuos ODN, disminuyeron aun 67% y 58% respectiva-
mente €l riesgo de muerte por reaccion anafilactica, frente al 100% de los no tratados.
Laconclusién de estetrabajo esquetanto lasvacunasde ADN como lacoestimulacién
con proteinaunidaaresiduos ODN, son efectivas paraatenuar lareaccion anafilactica
en ratones sensibilizados.

En conjunto, estosy otrostrabajosdesarrolladosen los Ultimos afios, inciden
en un nuevo concepto deinmunoterapia para el asma, en el que la potenteres-
puesta Thlinducidapor lasvacunasde ADN (ADN bacteriano) escapaz de des-
viar larespuesta Th2 preexistente.
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