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Resumen

Las vacunas son |a forma mas efectiva y econémica
de prevenir y controlar enfermedades infecciosas y
parasitarias. A pesar del gran desarrollo que este
tipo de bioldgicos ha experimentado en los Ultimos
anos, todavia hay enfermedades producidas por
virus, como el S DA y por protozoarios, como la
amibiasis y la tripanosomiasis, que no han podido
ser controladas mediante vacunas eficaces y seguras.
La vacuna contra la malaria es una de las que mayor
éxito ha tenido. Pero todas éstas aun estan en pleno
desarrollo. Existen numerosos factores que se oponen
al éxito de las vacunas antes mencionadas. Algunos
de ellos son el riesgo que se corre al utilizar virus
vivos 0 DNA, en el caso del SIDA o de la capacidad
gue tienen los protozoarios para evadir, deprimir o
inactivar la respuesta inmune protectora del huésped.
Una vacuna efectiva debe inducir tanto la respuesta
humoral como la respuesta celular del sistema inmune
y considerar €l ciclo biolégico del agente causal. Se
discuten aqui diversas y novedosas estrategias para
desarrollar vacunas tanto contra SSDA como contra
la amibiasis.
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Introduccién

Una vacuna puede salvar mas vidas y mas
dinero que cualquier otra intervencién médica.*

Hasta hace relativamente poco tiempo el con-
cepto de vacuna se aplicaba exclusivamente a la
prevencién de enfermedades infecciosas y fue
hasta hace poco méas de 30 afios que empezaron
a aparecer resultados prometedores sobre el de-
sarrollo de vacunas dirigidas contra enfermedades

Summary

Vaccines are the most effective and reliable way to
prevent and control infectious and parasitic diseases.
In gpite of the great development that this kind of
biological products has reached over the past years,
certain viral diseases, like AIDS and most of those
produced by parasitic protozoa, like amebiasis and
trypanosomiasis, still have not been controlled by
means of safe and effective vaccines. Vaccine against
malaria is one that has shown greater success.
Accordingly, all are still being developed. Numerous
factors oppose success. For example, one is the risk
that includes the use of live viruses or their DNA, in
the case of HIV or the ability that some protozoa have
to depress, evade, or inactivate the protective immune
response. An effective vaccine must induce both the
humoral and the cellular branches of the immune
system, and in addition to considering the entire
biological cycle of the causative agent. In this
contribution, several novel strategies to develop
vaccines against amebiasis and AIDS are discussed.
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causadas por parasitos, las cuales estan aun en
pleno desarrollo.

De acuerdo con Adrian J. lvinson! existen tres
conceptos sobre las vacunas modernas que de-
ben considerarse con especial atencién paralograr
los efectos benéficos deseados: (a) aspectos bio-
I6gicas, (b) su costo/beneficio y (c) la cooperacion
internacional para aplicarlas en la mayor cantidad
posible de personas en las areas del mundo donde
se les requiere.
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Nosotros dedicaremos esta contribuciéon a un
tema relacionado con las caracteristicas biologi-
cas de las vacunas: su disefio, desarrollo y resul-
tados, sin pretender que ésta sea una revision
exhaustiva. Nuestro objetivo es solo presentar al-
gunos ejemplos sobre las estrategias mas sobre-
salientes que se estan abordando para desarrollar
vacunas contra dos enfermedades importantes
por su incidencia y mortalidad y que por las carac-
teristicas bioldgicas de sus agentes causales ha
sido extraordinariamente dificil desarrollar produc-
tos que protejan en forma segura, efectiva y dura-
dera. Estas dos enfermedades son el Sindrome de
la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), causada
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
uno de los retrovirus mas complejos conocidos
hasta ahora; y la Amibiasis, cuyo agente causal es
el protozoario Entamoeba histolytica. El desarrollo
de las vacunas contra el SIDA y enfermedades
causadas por protozoarios esta planteando a los
investigadores dificiles y variados problemas, que
como veremos aqui, han requerido de la mayor
creatividad e ingenio y dedicacion por parte de los
investigadores, quienes han puesto a prueba los
enfoques y tecnologia mas modernos y variados.

Vacunas contra el SIDA

Importancia epidemiologica del Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida

El SIDA es una enfermedad extendida en todo el
mundoy sustasas de incidenciay mortalidad van en
aumento. Durante 1997 se infectaron en el mundo
5.8 millones de personas con el virus del SIDA (VIH).
Se estima que a principios de 1998 habia en el
mundo 30.6 millones de personas VIH-positivas.
Mas de 40% de estas personas eran mujeres y la
mitad de ellas tenia una edad de 15 a 24 afios.?

Caracteristicas generales del VIH

El'VIH es un retrovirus. Su genoma esta consti-
tuido por RNA, el cual se replica por medio de un
DNA intermediario de doble cadena, dentro de la
célulablanco. El virus est4 envuelto por una cubier-
ta por la membrana plasmética de la célula blanco
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gue contiene glicoproteinas de cubierta (Gp 160y
Gp41), codificadas por el propiovirusy que le sirven
como medios de reconocimiento y anclaje arecep-
tores especificos, en primera instancia a los
macrofagos circulantes y después a los linfocitos
CD4* Gp 41 es responsable de la fusion de la
membrana del virus con la de la célula blanco 2.
Dentro de la cubierta se encuentra el genoma con
un tamafno de 9.2-kbp y la transcriptasa reversa,
encargada de sintetizar la doble cadena de DNA,
usando como templado el genoma original del
virus, inmediatamente después de la infeccion. 3
Desde el punto de vista inmunoldgico, el producto
génico mas importante es el de env, que codifica
para las proteinas de cubierta Gp 120y Gp 41.

Ciclo biolégico de VIH-1

El virion VIH-1 rodeado de la glicoproteina de
cubierta Gp 120 se une a dos co-receptores de
superficie de los macrofagos circulantes: CD4 y
CCRS5.% Las membranas celulares se fusionan, y el
virus entraalacélula. Entonces seliberan elgenoma
y la transcriptasa reversa virales. La transcriptasa
reversasintetiza una copiade DNA de doble cadena,
la cual entraal nacleoy seintegraal DNA celular. En
este estado el VIH se llama provirus. Después se
sintetizan y ensamblan las proteinas de VIH dentro
de las células infectadas y el virus adquiere una
cubierta lipidica, la cual contiene numerosas copias
de Gp120yGp41lyabandonalas célulamediante un
proceso de gemacion.®

Vacunas contra el VIH®

El disefio de una vacuna capaz de proteger
contra el SIDA sigue siendo un reto tan grande
como cuando el virus estaba recién descubierto.
Algunas de las razones mas sobresalientes son
las siguientes:

(a) Larespuestainmune natural no destruye al VIH
y se forman reservorios de éste, principalmen-
te en el cerebro, en células de la microglia.

(b) Hasido necesario evitar el uso de virus comple-
tos vivos, atenuados 0 muertos, porque ésos
representan un peligro potencial paralas perso-
nas.
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La proteina de cubierta Gp 120 puede mutar con
el tiempo y unirse tanto a los co-receptores CD4 y
CCR5 como a los timocitos portadores de CD4* (T
CD4) , y de un cofactor llamado CXCR4 como a los
cofactores CD4 y CCR5 de los macréfagos, como
ocurre en lafase inicial de la enfermedad. En la fase
tardia del SIDA la mayor parte de los virus pueden
cambiar su afinidad exclusivamente por los
correceptores de los linfocitos T CD4* y convertirse
en “T-tropicos”. En este estado los virus destruyen a
las células T infectadas, contribuyendo fuertemente
al colapso del sistema inmune y al surgimiento de la
fase clinica de la enfermedad®. Actualmente se
conocen seis co-receptores mas, ademas de CCR5
y CXCRA4. En todos los casos el virus VIH se une a
CD4 y a uno de los otros factores.?

Vacunas para estimular la respuesta humoral

Este tipo de vacunas ha probado su eficacia para
combatir enfermedades como la poliomielitis, el sa-
rampiony lainfluenza. Enelcaso del SIDA los disefios
de vacunas mas sobresalientes son los siguientes:

Proteinas de cubierta (Env). La mayor parte de
este tipo de vacunas contienen proteinas de la
cubiertaviral o parte de éstas, porque siendo estas
proteinas necesarias para la union del virus con la
célula blanco, al unirsele anticuerpos especificos
neutralizan su funcién y el virus es incapaz de
infectar. Estas vacunas, dirigidas contra Gp 160, o
contra Gp 120 y Gp 41 (que se derivan de la
primera) ya han sido probadas en voluntarios hu-
manos y se ha observado que se generan
anticuerpos capaces de neutralizar virus vivos,
eliminando su habilidad para infectar macréfagos
humanos in vitro. Sin embargo, estos anticuerpos
so6lo reconocen a las cepas de VIH que se usaron
en las vacunas. Cuando se usaron cepas aisladas
de pacientes estas vacunas fueron ineficaces.
Entonces, las proteias de cubierta puras parecen
no ser los mejores candidatos para la vacuna.

Virus completos
Los virus completos, muertos, podrian presen-

tar al sistema inmune una forma mas natural de las
proteinas de la cubierta, y por lo tanto estimular la
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produccién de anticuerpos mas eficaces para neu-
tralizar la capacidad de infectar del VIH. Sin embar-
go, este enfoque implica el peligro de inocular
eventualmente virus activos o el material genético
residual, que es potencialmente peligroso. Por lo
tanto debera tenerse un especial cuidado para
inactivar a los virus; y por otro lado, un tratamiento
demasiado estricto parainactivar a los virus podria
hacer a la vacuna menos efectiva, porque podria
desprendery eliminar alas proteinas de la cubierta.
Este es un buen enfoque, aunque debera resolver-
se el problema de la estabilidad de las proteinas de
cubierta.

Pseudoviriones. Estas son estructuras artificiales
parecidas alosvirus. Son esferas lipidicas vacias que
sélo portan a la Gp 160. Estas estructuras son muy
seguras porque notiene la capacidad de infectar nide
hacerse reproducir por las células blanco. Sin embar-
go no es facil fabricar pseudoviriones estables, aun-
gue hay muchas esperanzas paralograrloenuncorto
plazo.

Vacunas para estimular la respuesta celular

Las células citotoxicas reconocen epitopos. Los
cuales son fragmentos de los antigenos presenta-
dos a los linfocitos T CD8* en la superficie de las
células infectadas. Estos epitopos, en el momento
de ser presentados, estan ensamblados en los
antigenos HLA, clase |. En este caso, no soélo los
antigenos de superficie, sino también las proteinas
internas pueden ser procesadas y presentadas a
los linfocitos citotoxicos. En el caso de la vacuna
contra el SIDA se deben seleccionar células espe-
cificas que sinteticen y expongan uno o mas de los
epitopos provenientes de las proteinas cuya sinte-
sis es dirigida por el virus. De esta forma se podria
inducir al sistema inmune a montar una respuesta
contra todas las células infectadas que presenten
en su superficie dichos epitopos.

Vacunas con vectores vivos. Esta modalidad
de vacunas aprovecha la capacidad de ciertos
virus (no VIH) para invadir células. La estrategia
consiste en insertar genes del virus del VIH en
estos virus, que no son patégenos para el hombre,
permitiendo que estos agentes liberen dentro de
las células los genes que codifican para los
antigenos inductores de la respuesta inmune pro-
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tectora. La célula entonces produce las proteinas
virales, las reduce a epitopos y estos son presen-
tados en su superficie para activar alos linfocitos T,
los cuales se activardn y formaran células de
memoria, los que estaran listos para combatir una
infeccion por VIH. Uno de los virus mas usados
para esta estrategia es el virus de la viruela de los
canarios, un virus relacionado con el virus de la
viruela humana, el cual ha sido transformado con
los genes del VIH que codifican para las proteinas
de la cubierta y para proteinas internas, como Gag
(la proteina del nucleo viral y la proteasa. Estas
vacunas son seguras y despiertan una débil res-
puesta celular. La respuesta se ha mejorado ha-
ciendo producir a los virus vectores un mayor
namero de copias 0 una mayor variedad de protei-
nas del HIV dentro de las células infectadas por el
virus vacunal.

Péptidos. Se haintentado despertar la respues-
ta inmune celular inyectando péptidos, pero éstos
pueden degradarse antes de llegar a su destino. La
induccion de la respuesta inmune por este tipo de
moléculas podria incrementarse usando mejores
adyuvantes.

DNA desnudo. En primates y ratones la vacuna
ha estimulado la respuesta de linfocitos T y en
algunos experimentos ha protegido a los animales
de la infeccion.

Estrategias combinadas. Las estrategias mas
efectivas son aquellas que estimulan tanto a la
respuesta celular como a la humoral. Por ejemplo,
un programade vacunacion de éstos podria iniciar-
se conun virus de la viruela de los canarios portan-
do el gen que codifica para las proteinas de cubier-
ta, para estimular la respuesta celular, y meses
después el mismo paciente podria recibir la Gp120
pura, para estimular la respuesta humoral. Con la
primera vacuna se prepara a las células para una
infeccion y con la segunda se refuerza.

Ya se ha hecho las primeras pruebas en seres
humanos con este enfoque, pero se usaron
antigenos de virus preparados en el laboratorioy se
obtuvo una respuesta débil.

VIH y VIS modificados mediante ingenieria gética

Muchos investigadores siguen pensando que el
usodevirus del VIH vivo es lamejor formade inducir
una respuesta protectora. Para ello han estado
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deletando sistematicamente varios de los genes
que este virus usa para replicarse. Un protocolo
con médicos voluntarios se esta llevando a cabo
para probar esta vacuna.

Por otro lado se ha observado que el virus de la
inmunodeficiencia de los primates, mal llamados
simios (VIS) atenuados ha resultado seguro y de-
mostrado su capacidad para inducir una respuesta
protectora notablemente efectiva en estos anima-
les. Sin embargo, en algunos casos estas vacunas
han inducido sintomas de inmunodeficiencia, aun
en animales no retados con el virus silvestre.

Vacunas contraamibiasis

La amibiasis es causada por Entamoeba
histolytica. Se estima que afecta a 10% de la
poblacion mundial,” pero es muy probable que
estas cifras tengan que reconsiderarse en un futu-
ro cercano debido a que E. Dispar (una especie no
patdégena) también parasita al intestino humano, y
hasta hace poco tiempo no se le distinguia de la
primera.? Se estima que la amibiasis es causa 110
mil muertes al afio.’

Las dos observaciones mas generales acerca
de que E. histolytica es capaz de despertar una
respuesta inmune son: (a) que la frecuencia de
reinfecciones por E. histolytica en pacientes recu-
perados de absceso hepatico amibiano (AHA) es
muy baja'* y b) que los animales de laboratorio
vacunados contra E. histolytica desarrollan una
respuesta protectora contra abscesos hepaticos
amibianos (AHA) o lesiones intestinales cuando se
les inocula experimentalmente con amibas virulen-
tas o disenteria amibiana, lo cual discutiremos mas
adelante. Sin embargo el disefio de una vacuna
confiable contra la amibiasis plantea una serie de
dificultades, que deberan superarse para lograr el
objetivo deseado.

Deben ademés tomarse en cuenta dos aspec-
tos muy importantes de la biologia de E. histolytica:
su ciclo bioldgico y la capacidad que estos parasi-
tos tienen para evadir la respuesta inmune.®

Es muy importante considerar el ciclo biolégico
completo del agente causal, como esta sucediendo
con el desarrollo de la vacuna contra la malaria*
porgque de esta manera se incrementa la posibilidad
de identificar un mayor nimero de antigenos capa-
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ces de despertar un respuesta inmune protectora y
el nimero de oportunidades para interrumpir dicho
ciclo. Los agentes causales de la malaria son varias
especies de Plasmodium, cuyos ciclos biologicos'?
son mucho mas complejos que el de E. histolytica.
El ciclo biol6gico de E. histolytica consta solo de dos
fases, unatréfica, invasoray causante de ladestruc-
ciéndetejidos (eltrofozoito) y otrainfectiva, el quiste.
Eltrofozoito ha sido intensamente estudiado, perola
Biologia Celular y Molecular de los quistes es prac-
ticamente desconocida, fundamentalmente por la
falta de un medio de enquistamiento masivo en
condiciones axénicas para E. histolytica. Sin embar-
go se han hecho algunos avances en este sentido.
En 1980 desarrollamos un medio eficiente, confiable
y que ademas permite que las amibas inicien espon-
taneamente el enquistamiento en condiciones
axeénicas, pero con una pared débil.*? Actualmente
hemos desarrollado un nuevo medio donde las
amibas forman una pared muy resistente, que con-
tiene quitina y cuyas caracteristicas morfolégicas
son practicamente iguales a las de los quistes
naturales. Pero entanto no se obtengaun pleno éxito
enlos esfuerzos paraproducir quistes de E. histolytca
in vitro todos los esfuerzos para desarrollar vacunas
contra E. histolytica tendran que seguirse concen-
trando en los antigenos de los trofozoitos.

Los trofozoitos de E. histolytica tienen un nota-
ble habilidad para evadir la respuesta inmune,
inmovilizando,** degradando anticuerpos anti-
antigenos de superficie de las amibas®® y ejercien-
do un efecto inmunosupresor. Esto ultimo en los
primeros estadios de la infeccion.® Por lo tanto, las
vacunas que se desarrollen tendran que conside-
rar todas estas caracteristicas de las amibas para
lograr una respuesta inmune eficiente.

Las vacunas contra la amibiasis estan en pleno
desarrolloy todavialejos de estar en condiciones de
usarse masivamente en beneficio de la humanidad.

Considerando que tanto la respuesta humoral
como la celular del sistema inmune son importan-
tes,® es posible que la vacuna més efectiva contra
la amibiasis tenga también que estimular a ambas
ramas del sistema inmune.

Algunos de los trabajos que enseguida citamos
presentan sélo los resultados iniciales, que refuer-
zanlaideade que es posible obtener unarespuesta
humoral, tanto en la luz intestinal, como en el
torrente circulatorio y también una respuesta celu-
lar protectora. Algunos otros presentan ya los re-
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sultados alentadores con vacunas experimentales
en animales. A continuacién presentamos algunos
ejemplos de todos estos enfoques.

Induccién de la respuesta humoral utilizando
trofozoitos completos usados como inmuno-
geno

Trofozoitos completos

Jainetal. Obtuvieron un cierto grado de protecciéon
en cobayos preinoculados con un ndmero relativa-
mente bajo de amibas via intracecal y luego retados
conuninéculo 80 a 100 veces mayor, también por via
intracecal o intramuscular.*® Otros autores observa-
ron incrementos significativos en los titulos circulan-
tes'’ y coproanticuerpos*®anti-E. histolytica después
de inocular animales de laboratorio con trofozoitos
fijlados con glutaldehido. La respuesta inmune humo-
ral se incrementa notablemente cuando se utiliza la
toxina del célera como adyuvante!®

Transferencia de pasiva de inmunidad mediada
por células

Las células peritoneales de hamsteres inocula-
dos via intradérmica con amibas vivas son capa-
ces de proteger contra la infeccion experimental a
hamsteres no inmunizados.*®

Proteccién con anticuerpos monoclonales

Un anticuerpo monoclonal dirigido contra un
lipofosfoglicano de E. histolytica llamado EH5 fue
capaz de proteger contra AHA a ratones inmuno-
deficientes.?°

Antigenos recombinanates
Uso de antigenos pre-disefiados

MBP/SRHEP-CTA2 (SRHEP-H) es un antigeno
gue contiene fragmentos de las siguientes 3 protei-
nas: SRHEP (Serin rich Entamoeba histolytica
protein), MBP (maltose binding protein) y la
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subunidad de la toxina del célera CTA,, conocida
por su capacidad de incrementar la respuesta
inmune hacia otros inmundgenos. Esta vacuna
molecularindujo unincremento enlaproduccion de
IgA en mucosas y de IgG en suero cuando se
administro por via oral a ratones.

Vacunas anti E/ histolytica construidas en vehi-
culos moleculares vivos.

Antigenos recombinantes expresados en
Salmonella typhi atenuada.

Se transformé con un plasmido portador de una
secuencia de DNA gque codifica para un segmento
de GalNac ala cepa SL5928 de Salmonella Dublin.
GalNac es unalectinalocalizada en la superficie de
los trofozoitos de E. histolytica que se inhibe en
presenciade galactosa/N-acetylglucosamina. Esta
lectina juega un papel fundamental en la lisis por
contacto que producen las amibas sobre sus célu-
las blanco. Cuando se inoculd por via oral a un
grupo de gerbos con estas bacterias se consiguio
una disminucién hasta de 90% en el tamafio de los
abscesos hepéticos en comparacion con los testi-
gos no inmunizados.??

Zhang T y Stanley Jr. inmunizaron ratones con
salmonelas vacunales typhi ( Acya, Acrp, Aasd),
las cuales tenian inactivos los genes que codifican
para la adenil ciclasa (cya) y el receptor del AMP
ciclico (crp). Esta cepa fue modificada mediante
ingenieria genética para que sintetice SREHP/MBP.
Los anticuerpos IGg anti-SREHP se incrementaron
10 veces en suero con respecto a los testigos no
inmunizados. 23

Algunas contribuciones de nuestro grupo

Nosotros hemos dedicado nuestro principal
esfuerzo a la identificacion y purificacién de facto-
resde virulenciade E. histolyticay al enquistamiento
de este protozoario en condiciones axénicas. Ya
antes comentamos la importancia de un método
para enquistar masivamente E. histolytica in vitro.
Enseguida comentaremos algunos de los avances
gue hemos tenido paraidentificar, purificary clonar
estos factores, los cuales podrian servir para in-
vestigar si estas proteinas amibianas completas o
algunos de sus epitopos son capaces de inducir
unarespuestainmune humoral o celular en anima-
les de laboratorio.
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Hemolisinas

Se ha sugerido que la actividad citolitica de E.
histolytica juega un papel determinante en la habi-
lidad que estos parasitos tienen para destruir a las
células blanco. Nosotros encontramos que la acti-
vidad hemolitica en extractos libres de células esta
relacionada con la virulencia de las cepas?® Se han
identificado varios factores citoliticos de E.
histolytica, entre ellos una actividad dependiente
del potencial de 6xido-reduccién® y fosfolipasas
A.?® También encontramos fosfolipasas A, y
lisofosfolipasas en la misma fraccion subcelular
membranal de las amibas.?” Las fosfolipasas A,
son también citoliticas en algunas especies de
protozoarios parasitos y las lisofosfolipasas inhiben
la autodestruccién de las células destruyendo a los
liso-derivados que las fosfolipasas A, y A, produ-
cen continuamente. Por estas caracteristicas pen-
samos que estas tres enzimas son buenos candi-
datos para producirvacunas, induciendo la produc-
cion de anticuerpos contra estos factores de viru-
lencia para inactivarlos y eventualmente despertar
una respuesta celular contra las amibas portado-
ras de estos antigenos. Con esta idea en mente
hemos purificado la principal fosfolipasa A, de E.
histolytica, la cual es maxima a pH 8.4, y Ca?* 1
mM?28 y clonamos una secuencia de cDNA que
codifica para una citolisina dependiente de activi-
dad de fosfolipasa A, (manuscrito en preparacion).
El siguiente paso sera investigar si estas proteinas
son capaces de inducir proteccién en animales de
experimentacion.

Por otro lado, investigaremos si los quistes que
se forman espontaneamente en nuestro medio de
cultivo (PEHPS) son capaces de inducir una res-
puesta inmune protectora contra amibiasis intesti-
nal o absceso hepético amibiano en animales de
experimentacion.
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