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1. Introduccion

En los ultimos anos se ha producido el inicio de una nueva generacion de va-
cunas antiparasitarias, propiciado por el mejor conocimiento de los mecanicmos

hasicos que regulan la interaccion parasito-hospedador, por los avances de |
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mica de proteinas, el desarrollo de anticuerpos poli y monoclonales y el establec

449,

miento de las técnicas del ADN recombinante. Estas vacunas. basadas en criter os
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reduccionistas, no utilizan el parasito entero sino algunos de sus determinantes
antigénicos, 1mplicando una minimizacion de los procesos de toxicidad e intole-
rancia.

En base a las diferentes estrategias establecidas en el disefio de estas vacunas.
se pueden clasificar en recombinantes, anti-idiotipo y formadas por péptidos sin-
téticos. Como expondremos seguidamente al definir los conceptos basicos de [as
mismas, su desarrollo y aplicabilidad, 1a utilizacion actual esta en fase inicial v re-

ducida a casos esporadicos. Sin embargo, las expectativas de su futura utilizacion
para el control antiparasitario son extraordinariamente positivas.

2. Vacunas Recombinantes

2.1. Generalidades

La tecnologia del ADN recombinante desarrollada en las ultimas decadas, se

presenta actualmente como una alternativa para la generacion de vacunas mule;u-
larmente definidas. Estas vacunas al estar constituidas por subunidades ‘especit’:i-
cas del patégeno implicado, obvian los problemas de contaminacion y virulencia
asociados con las vacunas convencionales. - |

El principio de esta aproximacion se basa en la localizacion de mOlet.Jl:llati pro-
I€icas que contengan los epitopes B y T requeridos para lograr proteccion frente
al parasito. Una vez identificados se procedera a clonar los genes codificantes pa-
ra las moléculas que los contengan en un sistema de expresion que permita obt‘e—
ner cantidades suficientes de las proteinas recombinantes elegidas. Ademas S re-
curre al uso de «carriers» heterélogos atenuados, en donde son ‘transte_cftadoa. lo?
eenes de interés, dado que existe una correlacion directa entre la induccion de una

adecuada inmunidad celular y el uso de organismos replicativos cOmo Vectores.

S¢ sabe que para numerosas enfermedades parasitarias, tales como la leishmania-

SIS O tripanosomiasis, la inmunidad mediada por células parece ser determinante
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al tener deleccionado el gen que codifica para la enzima 5-enolpiruvi]
fosfato sintetasa (EPSP sintetasa), enzima involucrada en la \_/i'a de sint
aminoacidos aromaticos, esenciales para su crecimiento «in vitro» (12),

La transferencia de genes foraneos en salmonella se logra me@iante transform,_
c1on en cepas semirrugosas de S.typhimurium (LB 5010), previa CIOpacién e
vector plasmidico adecuado. Las bacterias transf(l)rimadas SOn Se!eccmnadas € in.
fectadas posteriormente con el bacteriofago P22. Finalmente el llisad() de] fago e
usado para transducir el plasmido en cepas lisas de salmm?ella (SL 3261) 13, 14,
Los plasmidos utilizados, deben tener la capacidad de replicarse y ser estables e,
salmonella. Sin embargo, para suprimir los problemas de inestabilidad que pue-
dan presentarse, ya sea por una alta expresion constitutiva del gen fordneo o DOT
toxicidad del antigeno en cuestion, se ha abordado como alternativa la realizacién
de una transferencia directa, por recombinacion homologa del gen foraneo, en re.
giones no esenciales del genoma de salmonella (15,

La principal ventaja de usar salmonella como «carriers». es su capacidad de
penetrar la mucosa gastrointestinal y de este modo alcanzar los organos linfoides,
Ello permite inducir una respuesta inmune sistémica, tanto humoral como celular,
4 parte de una induccién local de tipo secretorio. No obstante salmonella presenta

¢l inconveniente de no ser capaz de secretar las proteinas recombinantes, a menos

que estas contengan las secuencias sefiales adecuadas, ni de exportarlas hacia
superficie celular de la bacteria. Por ello, los antigenos

tracitoplasmaticamente, hecho que s1 bien ha sido descrito para algunos anti genos
intracelulares de bacterias invasivas (16), ha de ser tenido €n cuenta en cuanto a la
capacidad de inducir una respuesta inmune eficiente.
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2.3 Vacunas recombinantes antiparasitarias:

mo la dificultad en establecer «in vitro» su ciclo de vida, hacen que el hallazgo e
identificacion de epitopes T y B que puedan inducir una réspuesta inmune protec-
tiva, sea complejo. A pesar de que se ha procedido en los tltimos afios al clonaje y
secuenciacion de antigenos de diferentes estadios de plasmodium, leishmania, es-
quistosoma, filaria y otros pardsitos, el conocimiento de los mecanismos implica-
dos en la adquisicion de la inmunidad contra estos parasitos, es aun escaso.

2.3.1. Vacunas recombinantes frente a malaria:
2.3.1.1 Vacunas frente al esporozoito

La caracterizacion de la protefna mayoritaria de superticie del circunsporozoi-
to de P. falciparum, denominada (CS), di6 lugar a la obtencion de la vacuna re-

combinante FSV-1 obtenida en E. coli, la cual involucraba la secuencia Met-Asp-
Pro (NANP)15 NVDP (NANP)15 NVDP, fusionada a 32 aminoacidos del gen de

resistencia a tetraciclina (18), La proteina de fusién bacteriana es denominada R 32
tests,, la cual usando hidréxido de aluminio como adyuvante, fue evaluada como
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:(?sli)l;?oesnﬁltil;glg:ill: :?su I jos f‘t?Sll!lil(i()S n:()strarm_'l que In?; vacur?ados desarrolla-
gk cucrpos anti NANP. y de vida media relativamente corta a
excepcion de uno que presento altos titulos. Respecto a la eficacia protectiva, 6
mdnudqos de los inmunizados presentaron retardo en la infeccién y s6lo uno tojta.]
proteccion, coincidiendo con el individuo que desarrolld titulos alt()s de anti-
. o et e s SO b s 113
J_ Sultados N ser indicativos de una cierta correlacién entre un
altq titulo d§ anti-NANP y proteccion. 1 .os autores postulan que el bajo nivel de
anticuerpos inducidos, podria ser debido bien a la falta de reconocimiento de cé-
ll_]las T‘ helper, o bien, a un efecto supresor de la secuencia derivada del gen de re-
s1stencia a tetraciclina, usado en el vector recombinante (19),
lambien la proteina CS de P vivax ha stdo ensayada como potencial vacuna 20
Para ello, un fragmento de ADN de 234 pb correspondientes al dominio repetitivo
central de dicha proteina y sus secuencias tlanqueantes, fueron clonadas v expre-
sadas en levaduras. La proteina recombinante fue evaluada en micos de la especie
Saimiri, usando hidréxido de aluminio como adyuvante. Los animales desarrolla-
ron un alto titulo de anticuerpos que reconocian la CS nativa e inhibian «in vitro»
la mnvasion de los hepatocitos POr esporozoitos. Sin embargo, dado el alto grado
de variacion presentado en el grupo control, y a pesar de que algtin individuo no
desarrollo la infeccidn y otros tuvieron retardo en la aparicion de la parasitemia.
los resultados obtenidos no se consideran concluyentes.

Por otra parte tanto la proteina CS completa de P. berghei (malaria murina).
como la proteina deleccionada en su regién carboxi-terminal, expresada en el mo-
delo de Salmonella typhimurium, han sido evaluadas en su actividad INMUNOPro-

tectiva encontrdndose sélo ligeros niveles de proteccion en los animales inmuni-
zados (21,22)

2.3.1.2 Vacunas frente al merozoito

ILa produccion de vacunas recombinantes dirigidas contra antigenos del mero-
zoito ha sido enfocada principalmente en los antigenos RESA (Ring-Infected Ery-
trocyte Surface Antigen) y PMMSA (Precursor to the Major Merozoite Su.rface
Antigens). Anticuerpos inducidos por estas moléculas inhiben «in vitro» la Inva-
s10n del eritrocito por las formas merozoiticas del parés}to (23), Asi, el efecto in-
munoprotectivo de dos proteinas recombinantes, p_rodumdas en E. colt, derivadas
de la region carboxi-terminal de PMMSA, han sido evaluadas en micos f-}gms.
Una de las proteinas incluia los aminoacidos correspondientes a los nqcle?t}dos
4043-5260 fusionados al producto del gen «triptqfapo E», la otra, los aminoacidos
correspondientes a los nucleétidos 4925 - 5230, tumqnfados al gen Qe la beta—galq—
tosidasa. L.os resultados obtenidos muestran nula actividad protectiva con bajo ti-
tulo de anticuerpos anti-PMMSA. Sin embargo se observa una elevada respuesta

frente a las proteinas «carriers» utilizadas (>4, | - |
El papel protectivo de RESA, ha sido evaluado en micos Aotus, inmunizando

con una serie de polipéptidos recombinantes, expresados en el fago lambda gtll,

fusionados a la region carboxi-terminal de la beta—galactosic}asa. L.a mayor protec-
cion (78%) fue obtenida con una region de repeticion localizada en el extremo 5

de la molécula RESA 25), | o '
Recientemente, se ha ensayado el modelo del virus vaccinia como «carrier»
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para diferentes antigenos de P. falciparum (RESA., MAS-1 (Merozoite SurfaCe

Antigen), MAS-2'y AMA-1). Asi, micos Saimiri iflr?uTléa(;ios Cton vaccinia pe.
combinante con dichos antigenos, dcsa-rmllar()n al{t()s;tlfu ()ﬁs e, an t1)tE:urf-:1T)0hS Contry
o] virus. siendo muy baja la respuesta frente a l0S :mtl gt,‘nf)is -re(‘,o]m 1n?nt§§ de'l‘pa..
rasito. Los titulos de anticuerpos contra estos anti _gcn(is :~.<: lr;;rc:nentdr! S1gnifica.
tivamente tras el reto de los nnimalgﬁ C(():: )CI parasito, sin embargo en ningin cag
s avidencia aleun erado de proteccion <. |

h t(\)llf;;ucl::llltﬁos i rcalizm!dn con epitopes Ty B sglcccmn:ildo;s dre 'a_mf_)l_écula
Gp190 de P. falciparum. Con los n]is.n\(;)s' S€ constrllyf() una m()!GCUI}l' (illlmenca al
reemplazar ciertos deternmimantes antigenicos del .Emt_l geno deﬁ siljlqer Icie de la hg-
patitis B, por dichos epitopes. l.a expresion del hlhrl(l(.)fsc. realizO en virus ‘vfaccl..
nia. v 1a inmunizacion de animales con esta construccion induce la formacién de
Jltos niveles de anticuerpos contra los epitopes de Gp190 7.

Chang v col. @® han estudiado los efectos inmunoprotectores del fragmento

-

p42, perteneciente a la region carboxi-terminal de la pr?tei'na de supe_rficie del
merozoito de P. falciparum (Gp 195). El estudio se centro, €n la obtencion de un
sistema de expresion productor de epitopes capaces de inducir una respuesta in-
munoldgica similar a la obtenida con la proteina nativa. Asi ensayan la expresion
de dicho fragmento en levaduras y en baculovirus. El analisis de los resultados,
muestra que la proteina secretada por baculovirus (BVp42), es reconocida de for-
ma especifica por anticuerpos anti-Gp1935. Por otra parte, se evidencia en estudios
realizados en una poblacién heterogénea de ratones del haplotipo HZ2, que los an-
ticuerpos anti-Gp195, estéan dirigidos esencialmente hacia el epitope p42. Dichos
anticuerpos reconocen el polipeptido expresado en baculovirus y no al de levadu-
ras. Asi, BVp42 se muestra como una molécula altamente inmunogenica y sus an-

ticuerpos correaccionan con Gp195, y las formas esquizontes y merozoitica de £
falciparum, inhibiendo in vitro el crecimiento del parasito.

2.32.2. Vacunas recombinantes frente a leishmaniasis:

El desarrollo de vacunas recombinantes contra esta parasitosis, se ha centrado
en el estudio de una de las glicoproteinas mas representativas de la superficie de
leishmania (Gp63). Esta proteina es una molécula conservada en diferentes espe-

cies de este parasito, que se expresa tanto en promastigotes como en amastigotes.
_.a misma ha sido postulada como uno de los receptores para el macrotago. EI gen

gue codifica para esta glicoproteina ha sido clonado, secuenciado y expresado en
diferentes sistemas heter6logos, entre ellos E. coli, donde ha sido expresada tusio-
nada a la enzima glutation-S-transferasa de S. japonicum (29). Esta proteina re-
combinante es reconocida por anticuerpos anti-Gp63. Sin embargo, anticuerpos
dirigidos contra ella solo son capaces de reconocer la Gp63 del parasito en su tor-
ma desnaturalizada. Los ensayos de eficacia inmunoprotectiva realizados en rato-
nes con dicha proteina, no han mostrado proteccion alguna G0, 31,

Diferentes estudios, han mostrado que una via adecuada de induccion de 1n-
munidad protectiva frente a la leihsmania, seria mediante la activacion de las cé-
lulas T CD4+, las cuales a su vez estimularian los macrofagos a traves de la pro-
duccion de gamma interferon. El modelo experimental de salmonella simula estas
rutas, por introducciéon directa del mismo en los organos linfoides. Actualmente
se estd optimizando este sistema, aumentando la estabilidad de la expresion de
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Gp63 al introducir el gen que la codifica en el genoma de salmonella. Asi la ex-
p{‘esién de Gp63 en mutantes «aro A» de §. typhif-nu.rmm ha sido evaluada obte-
niendose en ratones una induccion humoral y celular especifica frente al parasito.
Los linfocitos T estimulados son CDH4+ productores de interleuquina-2 y gamma
interferon. Los ratones inmunizados presentan una resistencia significativa frente
a la infeccion del parasito 30),

2.3.3. Vacunas recombinantes frente a otra parasitosis:

Diversas moléculas procedentes de los diferentes estadios del parasito Schisto-
soma, producidas por ingenieria genética, han mostrado que inducen proteccién
parcial contra S. manzoni 0 S. japonicum, en modelos animales de roedores o pri-
mates. bEntre los inmunogenos ensayados se encuentran la glutation-S-transferasa
(P26-28). la paramiosina (Sm97), y las glicoproteinas Gp18 y Gp38 (32

Los resultados de proteccion frente a la enfermedad de Chagas, usando glico-
proteinas de superficie de diferentes estadios de 7. cruzi (33.34 en modelos de roe-
dores, sugieren el uso como futuros inmundgenos de epitopes definidos de la
membrana del parasito potenciados en su actividad inmundgenica por la fusion a
otras proteinas antigénicas.

[a filariasis y la toxoplasmosis son otras parasitosis que afectan al hombre, y
gue han sido objeto de estudios tendentes a la consecucion de vacunas capaces de

controlar las mismas. En la figura 2, se muestra un resumen de los avances logra-
dos en el desarrollo y evaluacidn de diferentes vacunas recombinantes frente a es-

tos y otros parasitos.

3. Vacunas Anti-idiotipo

3.1. Generalidades

Uno de los abordajes mas novedosos e interesantes en cuanto al diseno de va-
cunas se refiere, esta representado por las vacunas anti-idiotipo. La novedad espe-
cialmente radica en el tipo de antigeno utilizado para la Inmunizacion, «anticuer-
pos anti-idiotipo». El interés se encuentra en que posibilita la pri)qucmén de anti-
cuerpos frente a epitopes presentes tanto en proteinas como en lipidos y/0 polisa-
caridos (53), asi como en la posibilidad de vacunar frente a toxinas ©%. Ademas,
permiten la transformacion de epitopes t1mo indepe:ndientes en epitopes timo de-
pendientes. Sin embargo, la existencia de inconvenientes tales Como la dmculta_d
y relativo alto coste de su produccién o la rapidez en la degradacion de los anti-
cuerpos inoculados, han hecho que queden actualmente desplazados a un papel
secundario ©43). |

Para poder respondernos a una serie de _preguntas_ Eales como: /Es pf)suble que
los anticuerpos anti-idiotipo puedan proglumr proteccion frente a det_ermlnadas en-
fermedades?; ;inducen en el organismo inmunizado una respuesta smylar a la que
desencadenaria el propio patogeno causante de la enferme:dad?; y Si esto es asi
;mediante que mecanismo lo logra?, entendemos necesario desarrollar algunas

nociones basicas en las cuales se basa el diseio de este tipo de vacunas.
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Estructura de los anticuerpos anti-idiotipo:

| lodas las regiones que constituyen un anticuerpo poseen determinantes antige-
NICOS que son candidatos a estimular 1a produccion de anticuerpos (figura 3). Las
regrones constantes poseen determinantes que son 1dénticos en todos l})s' anticuer-
PoOs que pertenezcan a la misma clase, constituyendo el isotipo del anticuerpo.
Tambien en las regiones constantes y ocasionalmente en las variables, existen
gqus‘dclcrminaml'cs antigénicos que son idénticos en todos los anticuerpos de un
111dl\'1dllﬂ pero difieren de un individuo a otro, esto es el alotipo de un anticuerpo.
l*’l!lf.llﬂlﬂﬂl’l?.. al conjunto de determinantes antigénicos presentes en las regiones
variables se les denomina idiotipo y varian de un anticuerpo producido por un
clon de celulas B a otro, es decir, es caracteristico de cada clon de células B. A
cadn_unn de los determinantes presentes en el idiotipo se le denomina idiétopo,
existiendo unos 15-20 ididtopos en cada region variable de un anticuerpo.

\\”V\% \>

Isotipo Alotipo |diotipo

Figura 3. Determinantes antigénicos presentes en los anticuerpos.

Inicialmente se definio el concepto de idiotipo de un anticuerpo, como aque-
llos determinantes antigénicos que eran unicos para un reducido numero de mole-
culas del mismo. Sin embargo, la teoria de la red o maya 1diotipo extiende dicho
concepto, definiéndolo como la base de un complejo mecanismo de regulacion de
la respuesta inmune. Postula, la existencia de una compleja red de interacciones
idiotipo/anti-idiotipo que en ausencia de antigenos ex0genos se mantiene en equi-
librio (figura 4). Cualquier epitopo exdgeno tendria su equivalente interno, deter-
minado por la regién hipervariable de una inmunoglobulina. Es decir, existe una
representaciéon aminoacidica tridimensional para cualquier epitope exogeno, ya
sea protéico, lipidico o polisacaridico. A los anticuerpos que contienen dicha re-
presentacion se les denomina anticuerpos de 1magen interna 0 Ab28, abarcando
tanto a inmunoglobulinas circulantes como a las presentes en la supertficie de lin-
focitos T o B. Al detectarse un epitopo exogeno se produce la respuesta inmuno-
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Figura 4. Hipétesis de la Red.

I6gica que activa a un determinado clon de celulas B con lo cual incrementa el ni-
vel de un idiotipo particular, el perteneciente a los anticuerpos dirigidos frente a
dicho epitope (Abl). Esto produce un desequilibrio en la red que desencadena la
produccion de anticuerpos frente a ese idiotipo (Ab2). A su vez el incremento de
los anticuerpos Ab2 produce un aumento de sus idiotipos lo que desencadena la
produccion de anticuerpos frente a ellos (Ab3). De esta manera se restablece el
equilibrio inicial gracias a una sucesion en la produccién de anticuerpos anti-1d10-
ipo. Las vacunas anti-idiotipo se basan en la manipulacién de dicho equilibrio, de
manera que se produzca un desplazamiento que induzca la sintesis de Ab3 capd
ces de reconocer el antigeno original.
i 2LE?)E- ::)I;%i ecl?g?cueﬁad; p:;)sducilr _e§ta respuesta (_anticuerpf)s de irpa_ge“ ig
e b presentacion total o parcial del epitope original.
que presentan los anticuerpos Ab2B es el responsable de que la res
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3.2. Tipos de anticuerpos anti-idiotipo:

Se han descrito cuatro tipos de anticuerpos anti-idiotipos Ab2a., Ab20, Ab2T y
Ab2e (57), pero solo Ab2oc y Ab2B tienen uso potencial para el abordaje del dise-
no de vacunas. Los anticuerpos Ab2B han sido los mas utilizados debido a las ca-
racteristicas ya mencionadas con anterioridad. Sin embargo, los anticuerpos Ab’2d.
han dado algunos resultados positivos en ensayos de vacunacion. Parece ser que
actuan a modo de reguladores de la respuesta inmune desencadenando la protec-
cion del huesped frente al patégeno, gracias a la activacion de clones silentes de
celulas B, clones que no son activados en presencia del antigeno original ©%.

Otra clasificacion de los anticuerpos anti-idiotipo se refiere al sustrato frente al
cual esta dingido el anti-idiotipo. Este puede ser un anticuerpo neutralizante, un
anticuerpo de union a receptor o una célula T especifica. Ello da lugar a tres estra-
tegias distintas en cuanto al tipo de anti-idiotipo utilizado para producir una res-
puesta inmune protectiva:

A) Anticuerpos anti-idiotipo que mimeticen un epitope reconocido por un an-
ticuerpo neutralizante. Se utiliza como inductor de la respuesta inmune anti-1dioti-
po un anticuerpo neutralizante (Abl). El efecto de la vacunacion con estos anti-
idiotipos es la produccidn de anticuerpos Ab3 capaces de unirse al antigeno origi-
nal y neutralizarlo.

B) Anticuerpos anti-idiotipo que mimeticen receptores utilizados por el agente
patogeno. El inmundgeno utilizado en este caso, es un anticuerpo capaz de reco-
nocer el sitio de unidn del receptor. El efecto que produce la vacunacion con este
tipo de anti-idiotipos es la produccion de anticuerpos Ab3 capaces de unirse a di-
cho receptor, impidiendo que se una el agente patogeno.

C) Anticuerpos que mimetizan la estructura reconocida por los linfocitos T, en
una célula infectada con un parasito intracelular. En este caso se obtienen linfoci-
tos T producidos frente a células infectadas con el parasito en cuestion. Estos lin-
focitos T especificos son utilizados para la obtencion de los anticuerpos anti-idio-
tipo, algunos de los cuales tendran la 1magen interna de los epitopes originarios
no propios, presentes en las c€lulas infectadas con ese parasito. Al utilizar estos
anticuerpos como inmundgeno se produce una activacion de las celulas T especi-

ficas que reconocen las células infectadas.

33. Aplicacién como vacunas antiparasntarias'
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nte una de las grandes ventajas de las vaciynys
anti-idiotipo es poder inducir anticuerpos I'rcnl'c EI.(‘.pll.ln‘[')(:) I(Hl:c[]:‘()‘i(TI(‘T(?%.r De egte
modo. se ha utilizado un anticuerpo l"‘l‘ﬁ‘l‘*'?*'l "!"' . “;" | Il ,I,‘“‘”“Ul/:d un epj.
topo glucidico de la glicoproteina mayoriaria de supe I*IK 'f I( [:‘ I;) ‘;/"”‘””-Wmu Cry-
a ©1) o] cual fue definido como un anticuerpo mnﬁm. (‘lllfll '/fl. - (; constante, Se
ha demostrado que el anti-idiotipo se¢ unc EIPIIIL‘lI-L‘IP‘Uﬁ :‘llll{; I.r rf!f;.i“nhtcmdnc, de
catén. conejo y humano. Ademds. induce nm,cl}?lpm frente a pflrfmtm Cuando ge
inocula in vitro a ratones, conejos o cobayas. ‘.Sm. mnhargp. en estudios €on rato-
nes Balb/c. el aumento de la expresion del idiotipo sc‘gl_u(ln del tratamiento cop
el anti-idiotipo no fue suficiente para proteger a los mismos de la infeccion poy
el parasito 2. _ - |

Recientemente se ha publicado la obtencion de anti-idiotipos policlonales, ob-
tenidos en conejos, que reconocen un anticuerpo monoclonal protectivo parg
Plasmodium chabaudi. El anti-idiotipo reconoce epitopos presentes en el sitio de
union al antigeno (o pardtopo) del anticuerpo monoclonal y se ha demostrado en
conejos, gue proteje frente a la infeccion «in vivo». La proteccion resulté compa-
rable a la conseguida por inmunizacion con el antigeno purificado que reconoce el
anticuerpo monoclonal 3.

Como s¢ ha referido anternnorme

4. Vacunas de péptidos sintéticos

Las vacunas peptidicas se basan en el hecho de que péptidos lineales, proce-
dem'dc siniesis quimica, cuya secuencia corresponde con la estructura primaria
feglones antigenicas de proteinas, pueden inducir una respuesta inmune contra

la proteina nativa. La potencial efectividad de una vacuna basada en péptidos sin-

vendria dada por su capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes y/o

en recientes avances en la purificacion v secuenciacion

de 1 ién . Sy ) Y ; 0
proteinas, clonacu?n y secuenciacion de genes, asi como en la sintesis quimica

. - » permiten que se pueda obtener la composicion de ami-
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han ayudado considerablemente al progreso en la utilizacion de pépti(l()s sintéti-
COS como productos comercialmente viables para su uso como vacunas. kEstas va-
cunas pcplfdicus representan una serie de ventajas con respecto a las tradicionales
vacunas Inactivadas o atenuadas. Entre ellas tenemos su estabilidad a temperatura
ambiental; el hecho de que la sintesis quimica implica pureza y seguridad de ma-
Fe_rial.. lo cual elimina los efectos secundarios de las cldsicas. l.a garantia de una
thmitada produccion, con relativo bajo coste. Ademas, se evita el realizar exten-
SOS c;ultivos celulares para la obtencion de material proteico necesario para la 1n-
mumzacién en masa, problema este importante en el caso de parasitos, dada su di-
ficultad a ser cultivados «in vitro» (09,

El uso de estas vacunas sintéticas implica ademas importantes ventajas desde
el punto de vista inmunoldgico. Estas pueden ser disefiadas para estimular una
respuesta inmune apropiada, incluyendo epitopes B y T relevantes y excluyendo
aquellas regiones de la proteina que estimulen la actividad de mecanismos supre-
sores, alérgicos y/o autoinmunes. Las vacunas sintéticas permiten la activacion de
un tipo especifico de células inmunes, por ejemplo linfocitos T citotoxicos, im-
portantes no solo en la defensa contra enfermedades viricas o tumorales sino tam-
bién contra pardsitos °. Otra ventaja de estas vacunas seria la posibilidad de in-
cluir regiones de diferentes agentes patogenos, utilizandolas como vacunas poli-
valentes ©7).

4.2. Prediccion de epitopes inmunogenos

LLa seleccion de regiones inmunogénicas de una proteina debe tener en cuenta
tanto factores intrinsecos relativos a las caracteristicas estructurales del antigeno.
como factores extrinsecos referentes a los mecanismos implicados en la regula-
cion del sistema inmune (MHC, tolerancia, supresion, red idiotipo) ‘°®). Los re-
cientes avances en el conocimiento de la estructura de las proteinas debido a la
aplicacion de técnicas como la cristalogratia de rayos X, resonancia magnetica
nuclear u otros métodos fisicos, esta haciendo posible la prediccion de los sitios
potencialmente inmunogénicos que seran reconocidos por celulas B y/o T.

El método clasico utilizado para localizar los sitios de reconocimiento para ce-

Julas B dentro de una proteina, consiste en sintetizar un panel de peptudos candi-
datos. e inmunizar a animales de experimentacion, midiendo la reactividad del

suero antipéptido contra la molécula inmunogénica y la proteina nativa. De esta
forma, y en base al conocimiento de la secuencia de aminoacidos y estructura tri-

dimensional de diversas proteinas, se ha propuesto que los determinantes antige-

I
i 2
F

nicos para las células B coinciden con zonas muy expuestas de la molécula, gene-
ralmente estructuras uertemente hidrofilicas, de gran numero de resi-
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cshicas de la hélice nteractuaria con la molécula MHC (en células Presentado.
C{ L-u i . i . g B . 4#"’_ 3 . Ve . g s

drog lantivenm) v la region hidrofilica lo haria con el receptor de las célyjac T
I.'aTSCRe) Adim"iq de estas caracteristicas, se sugiere que la mayoria de los Epitopes
( - ” “

T presenten una prolina en la zona carboxi terminal, con el fin de estabiliza, es-
prese |

a hélice.
tructuras en alfa he 0. 71) errgie ISP |
Recientemente, Rothbard y Taylos sugirieron la existencia de un MOotivo

comun presente en la mayoria de células _T helpf.‘r. ('T'h) y 1 cit()t(’i?(icas ( T.C ). F
mismo estaria compuesto por una secuencia |‘)'c1:)l|d|ca (lE‘-f Cuatro o cinco residuos,
donde hay algun aminoacido cargado O una gllcnm, seguido de dos o tres residuos
hidrofobicos v finalizando con otro aminoacido cargado.

4.3. Aplicacion como vacunas antiparasitarias:

Inicialmente se asumia que el grado de proteccion contra la mayoria de ]as en-
fermedades parasitanias estaba correlacionado con el nivel de anticuerpos neutra-
lizantes en suero. Asi se postulaba que la inoculacion de epitopes B unidos a «ca-
rmier» proteicos heterologos (KLH, toxoide tetanico) era suficiente para dar lugar
a anticuerpos neutralizantes e inducir proteccion. Sin embargo, la falta de disponi-
bilidad de «carriers» prot€icos seguros para su uso en humanos, el conocimiento
de que la esimulacion de una respuesta de linfocitos T helper (Th) es Importante
para una adecuada respuesta de anticuerpos (particularmente secundaria o anam-
nesica), e incluso el hecho de la posible actividad supresora inducida por los «ca-
rriers», determinan la imprescindible inclusién de epitopes Th al diseniar una po-
tencial vacuna anti-parasitaria ’!: 72, Ademas, los linfocitos Th son necesarios pa-
ra la respuesta de linfocitos Tc y en la regulacion de diferentes mecanismos efec-
tores mespecificos del sistema Inmunitario, tales como respuestas mediadas por

-mac:réfa_gt_)§, mecanismos dependientes de linfoquinas (interfer6n gamma) e hi-
persensibilidad de tipo retardado.
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e

traso en la aparicion de la infeccion (73 Sin embargo, el analisis global de los re-
sultados evidencia que esta molécula no era eficaz como vacuna. Los autores esti-
man que la no adecuada respuesta inmunogénica y protectiva fue debida a la no
inclusion de epitopes T helper en la molécula disefiada (74).

Experimentos realizados con diferentes ratones congénicos H-2, inmunizando
con el péptido sintético (NANP),, mostraron que s6lo los ratones con haplotipo
H-2b generan anticuerpos neutralizantes. Esta restriccion genética en la respuesta
de anticuerpos contra (NANP)n es solventada mediante la adicion de interleuqui-
na-2 (> o incorporando las repeticiones (NANP) en un sistema antigénico de
multiples péptidos, denominado (MAP) (76, e cualguier forma, ello subraya que
un punto esencial en el desarrollo genérico de una vacuna, es el hecho de que la
respuesta immunologica a un determinante antigénico est4 restringida genética-
mente por los antigenos del MHC.

Por otra parte, es importante sefialar que la especificidad de un sitio de recono-
cimiento de c€lulas T viene determinada por el fenotipo MHC del individuo, de
tal forma que no todos los individuos responderian a un mismo epitope T. Por ello
en PrinCipio, una vacuna sintética deberia contener numerosos epitopes T. para
ascgurar una respuesta en la mayoria de la poblacion. Si se considera que el
MHC humano es mas complejo que el equivalente murino y que en este se ha es-
timado en 50 a 100 las formas alélicas de moléculas de clase II existentes, no sera
a priori facil la identificacion de suficientes sitios T para incluir en una potencial
vacuna. Sin embargo, la complejidad del MHC humano y el que la mayoria de los
individuos sean heterocigotos, puede ampliar la posibilidad de que un determina-
do péptido interactue con un producto concreto del MHC. En este aspecto. hay
gue senalar la interesante observacion de que un péptido sintético CS. T3 (corres-
pondiente a los residuos 378-398 del extremo carboxi-terminal de la proteina CS
de P. falciparum), fué reconocido tanto en raton como en humanos por celulas T
en asociacion con un alto porcentaje de moléculas de clase II del MHC (77,

Estudios relativamente recientes han mostrado la importancia del ensamblaje
de los epitopes peptidicos, en base a incrementar su inmugenicidad. Tam y col. (72
han mostrado que los péptidos incorporados dentro de MAP, presenta una mayor
capacidad inmunogénica que su analogo lineal. Asimismo Pessi y col. (7% en estu-
dios de inmunogenicidad en ratones con (NANP), , incluidas en un MAP de cua-
tro ramas, evidencian un dramatico aumento en la capacidad inmunogena del pep-
tido ensamblado, respecto al lineal. ,

eguida para la obtencion de una vacuna sintética frente a la
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1lada la investigacion que condujo a la obtencion de dicha molécula y los trabajos
de laboratorio y de campo realizados con la misma.

4.3.2. Vacunas peptidicas frente a otras parasitosis

Con respecto a otras enfermedades parasitarias, hay que sefialar la utilizacigy,
de epitopes pertenecientes a la glicoproteina de superficie (GP63) de leishmanig
como vacuna frente a dicho parasito. Estudios de eficacia protectiva en ratones
Balb/c con diterentes péptidos sintéticos con capacidad de proliferacion de célyas
CD4+ pertenecientes a dicha proteina, muestran la induccion de una respuests,
protectiva parcial frente a dos diferentes especies de leishmania (83. 84

Frente a la enfermedad de Chagas, los estudios desarrollados son muy escasos
v en absoluto concluyentes. Buia y Col (89, realizan un ensayo de protectividad en
ratones, con un peptido de 19 aminodcidos perteneciente a una proteina mayorita-
nia de la fraccion flagelar de 7. cruzi, no evidenciandose actividad protectiva sig-

Al respecto de la esquistosomiasis, los progresos mas importantes se han cen-
trado en la proteina glutation-S-transferasa (Sm28/GST) de Schistosoma manson;
Se ha identificado en la misma una secuencia altamente antigénica, correspon-

diente a los aminodcidos 115-131, que contiene un epitope T. La molécula com-

puesta por 8 copias de la citada secuencia, unidas a una matriz de lisina. mostré

alta inmunogenicidad y una relativa eficacia protectiva en ensayos realizado en
ratones y monos (86, 87)
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