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Situacion actual de las nuevas vacunas recombinadas de ADN para

Brucelosis.
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Resumen:

Brucellosis, enfermedad causada por la bacteria intracelular facultativa
Brucella abortus, es una zoonosis ampliamente distribuida a nivel mundial que
afecta principalmente al ganado bovino, causando esterilidad en machos y
abortos en hembras en gestacion. La resistencia depende del desarrollo de una
inmunidad mediada por células, con la participacion de células T CD4" de tipo
Thl, que secreten interferon gama (-INF), citosina que estimula la actividad
bactericida por macréfagos y la actividad citotéxica de linfocitos T CD8", que
son capaces de matar células infectadas con Brucella. Brucella posee como
componentes antigénicos importantes el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas,
entre las que se destaca por su demostrada capacidad inmune la superdxido
dismutasa (SOD). La prevencién de la diseminacion de la brucelosis se
fundamenta en el desarrollo de vacunas eficientes contra B. abortus,
utilizandose cepas atenuadas de Brucella abortus como la cepa 19, cepa 45/20
y la cepa RB51; vacunas subcelulares en base a antigenos que forman parte
de la estructura de la bacteria y vacunas basadas en moléculas de &cidos
nucleicos, como las vacunas ADN vy las vacunas ARN. En la presente revision
se pretende dar una visibn actualizada sobre la brucelosis, su patogenia y
cuadro clinico. Se hace un andlisis de las caracteristicas genéticas, antigénicas
e inmunoldgicas de Brucella. Luego, una exposicion de las vacunas
actualmente en uso para su prevencion y los estudios con vacunas
subcelulares para finalizar con las nuevas tendencias en la generacion de

vacunas, como las vacunas ADN y ARN para Brucella.

Palabras clave: Brucella abortus, prevencion, vacunas ADN, vacunas ARN



Situacion actual de las nuevas vacunas recombinadas de ADN para
Brucelosis.

INTRODUCCION.

La brucellosis es una zoonosis cuya incidencia y prevalencia varian de
un pais a otro. La infeccion causada por la especie Brucella abortus es la que
mas frecuentemente afecta al ganado bovino, causando esterilidad en machos
y abortos en hembras prefiadas, lo que conduce a graves pérdidas econémicas
en paises en los que es endémica. En paises no desarrollados constituye

ademas un problema sanitario para la poblacién humana.

B. abortus es una bacteria Gram negativa con un lipopolisacéarido (LPS)
fuertemente inmunodominante, el que junto con la capacidad de sobrevivir en
el interior de células fagociticas constituyen sus principales factores de
virulencia. La infeccion en humanos conduce a una enfermedad con tendencia
a la cronicidad, con fiebre y malestar recurrentes que deterioran su calidad de
vida y que ademas puede presentar complicaciones como artritis, meningitis,

entre otras.

En el ganado bovino la bacteria se ubica en la placenta y 6rganos
reproductores por su afinidad por el eritritol. La respuesta inmune frente a B.
abortus, patégeno intracelular facultativo, depende principalmente de la
activacion de la inmunidad mediada por células, con la participacion de células
T CD4" de tipo Thl, que secretan interferébn gama (INF-y), citoquina que
estimula tanto la actividad bactericida de macréfagos como la actividad
citotoxica de los linfocitos T CD8". Estos Ultimos son capaces entonces de

destruir células infectadas con Brucella.

La identificacion de proteinas con demostrada capacidad inmune, entre
las que se ha identificado la superoxido dismutasa Cu/Zn de B. abortus (SOD),
ha permitido disefiar estrategias de vacunacion basadas en componentes
subcelulares, ya que la prevencion de la diseminacion de la brucelosis, basada
en la vacunacion con bacterias atenuadas de Brucella abortus cepa 19, cepa
RB51 y cepa 45/20, no ofrece garantias de seguridad en su administracion, ni
tampoco permite la completa erradicacion del microorganismo patégeno. En la



actualidad las nuevas tendencias en investigacion acerca de vacunas se estan
desarrollando en base a moléculas de acidos nucleicos, como las vacunas

ADN y las vacunas ARN.

La brucelosis animal es la zoonosis mayor y mas difundidaen el mundo.
Genera barreras en la comercializacionde los animales y sus productos, hecho
quepuede afectar las posibilidades de desarrollo, especialmentede los
pequefios ganaderos, el sector mas vulnerableen muchas poblaciones rurales,
principalmentede América Latina. Esta circunstancia condujo a queorganismos
internacionales, entre ellos la OrganizacionMundial de la Salud (OMS),
establezcan planesde erradicacion de la enfermedad en ovinos, caprinosy
bovinos, tanto en Europa como en América Latina.

“En nuestro laboratorio trabajamos en el desarrollode vacunas de subunidades,
que consisten en utilizardeterminados componentes de las bacterias
causantesde brucelosis, por ejemplo, proteinas, pero nunca la

bacteria entera. La ventaja de estas vacunas es que noentrafian riesgo de
infeccion y que su produccion esestandarizable”, agregd la investigadora.
“Ensayamosvacunas utilizando proteinas recombinantes y tambiénvacunas de
ADN".

Las vacunas actualmente en uso contra la brucelosisanimal son del tipo
denominado vacunas atenuadas,que se obtienen a partir de bacterias que han
perdidoparcialmente su virulencia como resultado deinoculaciones o siembras
repetidas en medios de cultivo,pero que conservan su capacidad antigénica, es
decirsu potencial para despertar los sistemas de defensa.“Pero, resulta que
una de las desventajas de las vacunasactuales es que las bacterias enteras
atenuadasque se utilizan no son totalmente avirulentas; conservansu
capacidad de replicarse y, consecuentemente,pueden provocar la infeccién”
sefalo Cassataro.

La estrategia utilizada por los investigadores argentinosfue trabajar con
proteinas recombinantes de Brucellaspp. Las proteinas recombinantes son
iguales a lasproteinas que estan normalmente en la bacteria agentede la
brucelosis, pero obtenidas en el laboratoriomediante técnicas de biologia

molecular. Consiste enun truco tecnolégico por el cual los



investigadorestransfieren un gen de la Brucella spp. a otra bacteriamas
amigable y suficientemente entrenada para trabajaren el laboratorio “en

colaboracion” con los investigadores.

Esta bacteria amiga fue la Escherichia coli, queuna vez que tiene inserto
el gen “ajeno” comienza aproducir la proteina de interés como si se tratara de
laotra bacteria, la Brucella spp. De este modo, los cientificosobtienen la
proteina que necesitan, la purifican ypueden efectuar los ensayos de

laboratorio.

El equipo de investigadores que obtuvo el PremioMargni 2005 prob6 en
ratones varias de esas proteinas,producidas mediante técnicas biomoleculares,
y encontrogue los candidatos que ofrecian mayor proteccidna los animales del

estudio eran dos: las proteinasbrucella lumazina sintetasa (BLS) y OMP31.

Asi fue que, basandose en la estructura de la BLS, leagregaron una
parte de la OMP31. “Por insercién deun péptido de la OMP31 en la estructura
de la BLSconstruimos una proteina que es quimérica entre lasdos”,

Giambartolomei.

“Los niveles de proteccién que logramos con estavacuna fueron mayores
contra B. ovis (brucelosis ovina)o similares contra B. melitensis (brucelosis
caprinay humana) que los que se obtienen con las cepas debacterias
atenuadas utilizadas normalmente”, relaté lainvestigadora. Con estos

resultados obtuvieron el Premiode Inmunologia de CEDIQUIFA.

El otro tipo de vacuna que desarrollaron y ensayaronlos investigadores
argentinos es del tipo vacuna de ADN.“La vacuna de ADN consiste en inocular
en los animalesque se desea proteger el gen de la bacteria Brucellaspp que
codifica para la proteina de interés. De estamanera se logra que el animal
vacunado produzcapor si mismo la proteina”, explico Cassataro. Y
concluy6:“Con esta estrategia hemos logrado resultados todaviamas

alentadores”.



Actualmente los cientificos argentinos, habiendoconcluido los ensayos basicos,
en laboratorio, iniciaronlas pruebas en campo: estan implementando la Fasel

en inmunizacion de ovejas.

1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

La brucelosis tiene una distribucion geografica limitada, siendo un
problema importante en el Mediterraneo, el oeste de Asia y algunas zonas de
Africa y Latinoamérica, especialmente en paises con bajos recursos
econdémicos (Corbel 1997, Moreno y Moriyén 2002). En el centro y norte de
Europa y en Australia la infeccion por B. abortus ha sido practicamente
erradicada. En Norteamérica, la brucelosis es especialmente prevalente en las
zonas agricolas del norte y centro de México (Gandara y col 2001), mientras
que en Canada y Estados Unidos ha disminuido considerablemente en los
altimos afios. B. abortus esta presente en todos los paises de América Central,
siendo la prevalencia de un 4 a un 8% (Moreno 2002). En Sudamérica se
encuentra en varios paises, donde en muchos casos es endémica y un
problema sanitario importante (Corbel 1997, Lucero y col 1999, Rodriguez y col
2001). En Chile, la Décima Regién de Los Lagos es la que comprende la mayor
area productora de leche y, ademas, tiene la mayor concentracion de ganado
infectado (Ramirez y Sigal 2002, Rivera y col 2002).

2. PATOGENIA.

La mayoria de los animales se infectan directamente a través de la
mucosa oronasal, por ingestién de alimentos contaminados o por inhalacion de
polvo de los establos con microorganismos que los animales han secretado con
la leche o los exudados vaginales después del aborto (Rodriguez y col 2001).
B. abortus, ademas de infectar al ganado bovino, puede infectar a otras
especies como bufalos, bisontes, alces, jabalies, zorros, renos, camellos y
animales marinos (Mandell 1995, Cloeckaert y col 2000). Inmediatamente
después de la penetracion e independientemente de la via de entrada, las
bacterias son transportadas, libres o en el interior de células fagociticas, hasta
los ganglios linfaticos mas préximos al lugar de entrada. Si las bacterias no son
destruidas, pueden sobrevivir largos periodos de tiempo en el interior de las

células fagociticas (llarmon y col 1988). Los ganglios linfaticos responden a la



agresion por medio de una hiperplasia reticuloendotelial y linfatica, que puede
tardar varias semanas en producirse y persistir durante meses (Rodriguez y col
2001). En los fagosomas de los macrofagos, Brucella sobrevive y se multiplica,
inhibiendo la fusion del fagosoma que contiene la bacteria y el lisosoma,
mediante la acidificacion rapida del medio (Pizarro-Cerda y col 1998, Celli y col
2003, Ko y Splitter 2003). En células fagociticas no profesionales, la
internalizacion de B. abortus se asocia al dominio extracelular de la proteina
tirosina quinasa y la activaciéon de una serie de pequefias GTPasas (Guzman-
Berri y col 2001), tendiendo a localizarse dentro del reticulo endoplasmico
rugoso (Corbel 1997). En infecciones experimentales, en ratones, se ha
observado que la infeccion tiene dos fases: durante las primeras dos semanas
la bacteria se multiplica rapidamente; en la segunda fase, el nimero de
bacterias se estabiliza hacia la quinta o sexta semana y luego decrece
lentamente hasta desaparecer (Hong y col 2000). La especial afinidad que
estas bacterias tienen por el endometrio gravido y por la placenta fetal de
bovinos hace que estas bacterias también proliferen extensamente en
trofoblastos de la placenta que rodean al feto (Meador y Deyoe 1989), lo que
condiciona que la principal manifestacion clinica de la infeccion aguda en los
animales sea el aborto durante el Ultimo tercio de la gestacién, o el nacimiento
de animales prematuros poco viables (Ficht 2003). En bovinos machos provoca
alteraciones testiculares y una disminucion de la fertilidad, acompafadas

algunas veces por abscesos en testiculos y epididimo (Hausler y Koontz 1974).

En humanos la infeccion se produce a través del contacto con
secreciones de animales infectados o consumo de leche cruda o queso
contaminado. El consumo de carne no es una fuente de contaminacion
(Mandell 1995). Brucella puede ingresar al organismo a través de lesiones de la
piel, mientras se manipulan animales infectados o sus desechos (Mandell 1995,
Sauret y Vilissova 2002). En paises en que la infeccion por Brucella es
endémica en la poblacion animal, la infeccion por Brucella en humanos es
frecuente (Roop Il y col 1994, Yagupsky 1999), sin embargo, la transmision
persona a persona es extremadamente inusual (Fiori y col 2000). La
enfermedad puede ser adquirida por exposicion ocupacional de los

trabajadores de mataderos, carniceros y veterinarios, al inhalar aerosoles



contaminados o en viajes a lugares donde la infeccidén es endémica (Yagupsky
1999). Las infecciones asociadas al trabajo de laboratorio representan el 2% de
los casos y se ha informado que el periodo de incubacion de la brucelosis
adquirida por accidente en el laboratorio puede variar entre seis semanas a

cinco meses (Fiori y col 2000).

3. GENETICA DE BRUCELLA.

El ADN de Brucella contiene un 58-59% de G + C (guanina y citosina) y el
tamarfio total del genoma se ha estimado en aproximadamente 2,5 x 10° pares
de bases (Allardent-Servent y col 1988); este tamafio es menor al de
Escherichia coli (4,7 x 10° pares de bases). Dos caracteristicas genéticas de
Brucella llaman especialmente la atencién, en primer lugar, la existencia de dos
cromosomas circulares en la mayoria de las especies y biotipos, y en segundo
lugar, la ausencia de plasmidos. Esta Ultima -caracteristica refleja
probablemente la adaptacién a un nicho ecolégico (el ambiente intracelular)
estable y sin competencia microbiana, en el que no es necesaria la plasticidad
genética que se deriva de los plasmidos y que es propia de ambientes con gran
cantidad de microbios (intestino, tierra, etc.). EI género Brucella tiene seis
especies reconocidas, las que exhiben distintas preferencias por su huésped
(Mayer 1964) y muestran mas de 94% de homologia en su genoma (Halling y
col 2005), lo que apoya la proposicion de que las especies clasicas de Brucella
son cepas de Brucella melitensis (Verger y col 1995). Sin embargo, se ha
encontrado polimorfismo en determinadas secuencias gendémicas que
coinciden con las especies clasicas e incluso con las biovariedades. Se estima,
ademas, que el 8% del genoma de Brucella se destina a funciones necesarias
para la sobrevivencia y la virulencia, en comparacién al estimado para

Salmonella que es solo el 3-4% (Hong y col 2000).
4. INMUNIDAD FRENTE A BRUCELLA

4.1. Inmunidad natural.

En estados tempranos de la infeccion por Brucella, el rol de la respuesta
innata es reducir el nimero inicial de bacterias promoviendo una respuesta Thl
en el huésped (Ko y Splitter 2003). Los macréfagos, los neutrdfilos, las células

Natural Killer (NK) y el complemento juegan un rol clave en esta fase temprana
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de la respuesta a la invasion frente a este microorganismo (Golding y col 2001).
4.1.1. Macrofagos.

Los macréfagos juegan un rol central en la respuesta inmune frente a
Brucella, ya que actian como células fagociticas profesionales y como células
presentadoras de antigenos. Procesan antigenos en sus compartimentos
intracelulares y los presentan en el contexto del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) a linfocitos T, promoviendo de esta manera la
respuesta inmune adaptativa (Forestier y col 2000). En este sentido, se ha
encontrado que el LPS de Brucella interfiere con la via de presentacion de
antigenos por MHC clase Il (Murphy y col 2002). Las funciones bactericidas de
los macrofagos frente a Brucella se encuentran centradas en la actividad de las
especies reactivas de oxigeno (Oliveira y col 2002) y las especies reactivas de
nitrogeno, las cuales son inducidas por IFN-y y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a ) (Ko y Splitter 2003).

Los receptores Toll-like (TLR) juegan un rol importante en el inicio de la
respuesta inmune innata. Estos receptores presentes en células fagociticas
profesionales reconocen productos microbianos uniéndose directamente a ellos
e inducen sefiales intracelulares que activan factores de transcripcion (como
NF-kB) que modulan la produccion de citoquinas. Estos receptores pueden ser
activados por diversos productos microbianos; el receptor Toll-like 4 (TLR4) es
activado por LPS, el TLR9 por ADN bacteriano, el TLR2 por productos de la
pared celular de bacterias Gram positivas y TLR5 por flagelina (Vasselon y
Detmers 2002).

4.1.2. Neutroéfilos.

Los neutrdéfilos estdn implicados en el desarrollo de una defensa temprana
frente a una infeccidbn por Brucella mediante la fagocitosis y posterior
destruccion del microorganismo. En primer lugar, los neutrofilos son atraidos al
sitio de la infeccion por estimulos quimicos originados o derivados del
microorganismo (Wilkinson 1980, Birmingham y col 1982), para posteriormente
fagocitar la bacteria, preferentemente opsonizada (Young y col 1985). Una vez
que el patogeno es fagocitado, se desarrolla una serie de

mecanismosdestructivos en el neutréfilo, con el fin de eliminar la bacteria,

10



mediante el aumento del consumo de oxigeno que lleva a la aparicion de
radical superéxido, peroxido de hidrégeno y otros radicales derivados del
oxigeno, junto con la activacion de la enzima mieloperoxidasa y la fusion del
lisosoma con los fagosomas que contienen la bacteria, liberandose hidrolasa
acida, glicosidasa, proteasa y lipasa. Sin embargo, la bacteria ingerida puede
sobrevivir al mecanismo destructivo de los fagocitos (Smith y Fritzgeorge
1964), gracias a moléculas de bajo peso molecular que inhiben el sistema
antibacteriano mieloperoxidasa-peroxido de hidrogeno-haluro (Canning y col
1985). Por ello, aunque los neutrofilos son las primeras células relacionadas
con la eliminacion de patdégenos extrafios, ellos son considerados de baja
eficiencia contra Brucella, ya que esta bacteria puede crecer y sobrevivir en su
interior y ademas es diseminada a través de estos leucocitos a 6rganos y

diferentes localizaciones, desarrollandose una infeccién persistente.
4.1.3. Células Natural Killer.

Las células NK forman parte de la primera linea de defensa contra
Brucella y una vez que son activadas pueden eliminar células infectadas. B.
abortus puede activar la actividad litica de las células NK, estimulando la
produccion de interleuquina- 12 (IL-12) por parte de las células presentadoras
de antigenos. IL-12 ademas estimula a las células NK a secretar IFN-y
(Fernandez y col 1995; Golding y col 2001).

4.1.4. Complemento.

Uno de los primeros eventos que ocurren después de la entrada de la
Brucella al organismo es la activacién del complemento por la via alterna; sin
embargo, se ha demostrado que esta via es incapaz de eliminar la cepa
virulenta de Brucellaabortus 2308 (Eisenschenk y col 1999). Por lo tanto, la lisis
de Brucella estaria mediada principalmente por la via clasica del complemento,

la cual es dependiente de anticuerpos (Fernandez y col 2001).
4.2. Inmunidad adaptativa.

Esta ampliamente aceptado que la inmunidad mediada por células es el
mecanismo efector mas relevante en la proteccion frente a Brucella debido a
que es un parasito intracelular (Oliveira y col 1996). Las citoquinas son

moléculas clave para una adecuada respuesta inmune mediada por células
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(Oliveira y col., 1996). La exposicién prolongada de un animal a Brucella
cambiaria la naturaleza de la respuesta inmune, desde una inmunidad mediada
por células hacia una respuesta humoral (caracterizada por la produccién de
IgM e 1gG1l), respuesta que se relaciona con una disminucion en la actividad de
las células T ayudadoras tipo 1, con una baja en la produccion de INF-y,
favoreciéndose de esta forma un incremento de la actividad de las células T
ayudadoras de tipo 2, disminuyendo la respuesta inmune celular, lo que
favoreceria de esta forma el establecimiento de la enfermedad crénica (Ofate y
col 2000). Las funciones de la respuesta inmune adaptativa en la brucelosis se
basan principalmente en tres mecanismos.  Primero, la produccion de IFN-y
por células T CD4", CD8", y células T yd, que activa la funciéon bactericida en
macréfagos. Segundo, la citotoxicidad de células T CD8" y células T yd que
eliminan macréfagos infectados. Y tercero, isotipos de anticuerpos Thl, tales
como IgG2a que opsonizan al patégeno para facilitar su fagocitosis (Ko y
Splitter 2003).

En general, se considera que los anticuerpos bloqueadores no son
efectivos en la respuesta inmune contra Brucella (Corbeil y col 1988). Sin
embargo, los animales infectados con Brucella producen anticuerpos contra
varios componentes bacterianos (Tabatabai y Hennager 1994) que interfieren
en la eliminacién del patdgeno, especialmente aquellos anticuerpos especificos
para el antigeno O y algunas porinas. En este sentido, los anticuerpos serian
importantes en bloquear la liberacion de cantidades demasiado elevadas de

Brucella al medio extracelular.
4.2.1. Linfocitos T CD4" y CDS8".

Después de la activacion de los macréfagos, las células T inmaduras
(ThO) se diferencian de células efectoras y de memoria, que estan
programadas para secretar distintos patrones de citoquinas (Golding y col
2001). Las células Th1l secretan interleuquina-2 (IL-2) e INF-y, mientras que los
linfocitos Th2 producen interleuquina-4 (IL-4), interleuquina-5 (IL-5) e
interleuquina-10 (IL-10) (Zhan y col 1995). La generacion de células Thl de
memoria solo puede realizarse si la respuesta inicial al estimulo se asocia a la
produccion de IL-12 e IFN-y (Scharf y col 2001).

El rol principal de la secrecion de IFN- y por las células Th1 en la
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inmunidad contra Brucella es activar la funcién bactericida de los macréfagos y
linfocitos T CD8" citotoxicos, asi como la estimulacién de la secrecién de 1gG2a
(Scharf y col 2001; Ko y Splitter 2003). En términos numeéricos, la poblacion
celular predominante es la de linfocitos T CD4" productores de IFN-y (Ko y
Splitter 2003), responsables de la activacion de macrofagos y la atraccion de
células inflamatorias efectoras, de ahi su importancia en promover la respuesta
celular adquirida contra Brucella (Bae y col 2002, Wyckoff 2002). Ademas, el
IFN-y inhibe la accién de IL-4 sobre las células T (Scharf y col 2001).

Las células citotoxicas T CD8" pueden actuar como células efectoras y
eliminar macroéfagos infectados con Brucella directamente (Oliveira y col 2002;
Wyckoff 2002). Las células blanco son reconocidas por las células citotoxicas
en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad de clase | (MHC 1) y son

eliminadas por la accion de perforinas y granzimas (Golding y col 2001).
4.2.2. Linfocitos Ty O.

Las células TRepresentan una pequefia poblacion de linfocitos, con un patron
anico de reconocimiento de antigenos (Dieli y col 2003). En humanos, las
células T yd controlan el aumento en el numero de microorganismos ya que
secretan TNF-a e IFN-y, después de ser activadas por antigenos no peptidicos,
en su mayoria fosfoantigenos, los cuales no son presentados en el contexto del
MHC (Giambartolomei y col 2002, Baldwin y col 2002, Ko y Splitter 2003).
Mediante la secrecidn de estas citoquinas, activan la funcién bactericida de los
macrofagos y, ademas, son capaces de lisar células infectadas por
citotoxicidad directa in vitro. El rol de estas células in vivo aun no ha sido
determinado (Ko y Splitter 2003), aunque se cree que son parte de la
inmunidad innata (Wyckoff 2002). En bovinos menores de un afio, la poblacion
celular predominante es la de células T yd y no la de células T aB, lo que
sugiere que el rol de este tipo celular es mas significativo en la infeccion del
ganado con brucelosis (Ko y Splitter 2003). De todas maneras, en bovinos, la
produccion de IFN-y por estas células es menor que la producida por las
células CD4" (Baldwin y col 2002).

4.2.3. Linfocitos B.

Las células B son estimuladas directamente por las células T a través
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de la interaccibn de moléculas coestimulatorias como CD40 y su ligando
CD40L presente en la célula T, lo cual, junto a las citoquinas liberadas, son
importantes en promover el cambio de isotipo de IgM a IgG (Golding y col
2001). Con respecto al rol que cumplirian los anticuerpos durante la infeccion
por Brucella, se ha visto que tanto IgM como IgG, en bajas concentraciones,
son capaces de promover la lisis de Brucella a través de la via clasica del
complemento (Corbeil y col 1988). También se han encontrado titulos elevados
de IgG anti-SOD Cu/Zn en animales infectados, pero aiun no se determina si
estos anticuerpos juegan un rol importante en la inmunidad contra Brucella
(Tabatabai y Hennager 1994). La opsonizacion acoplada al aumento de muerte
de Brucella intracelular podria ser considerada como el principal rol de los
anticuerpos contra la infeccion con Brucella (Ko y Splitter 2003). Aunque
paradéjicamente en brucelosis bovina la alta concentracién de IgG durante la
infeccién activa previene la lisis extracelular de la bacteria mediada por
complemento y promueve la fagocitosis bacteriana, aumentando la localizacion

intracelular de la bacteria y la extension de la enfermedad (Ko y Splitter 2003).
4.2.4. Citoquinas.

Las citoquinas son moléculas clave en el control de la brucelosis, ya que
permiten dirigir las respuestas hacia una respuesta inmune celular o humoral.
B. abortus estimularia a las células presentadoras de antigenos para que
secreten IL-12, la que induce a los linfocitos ThO a diferenciarse en linfocitos
Th1l, secretores de IFN-y (Splitter y col 1996, Oliveira y col 2002, Ko y Splitter
2003). Sin embargo, otros autores sefialan que Brucella no es un inductor
potente de la secrecidon de IL- 12 (Pasquali y col 2001). IFN-y participa en la
regulacion de los mecanismos defensivos de los macrofagos y es considerado
un factor crucial para el desarrollo de la proteccion contra la infeccién por

Brucella (Oliveira y col 1996).

Interleuquina-18 (IL-18) citoquina sintetizada por macréfagos activados,
también estimula la produccion de IFN-y, por lo que actua sinérgicamente con
IL-12 sobre las células T en la estimulacién de la respuesta mediada por

células contra Brucella (Pasquali y col 2002).

TNF-a contribuye a la resistencia frente a Brucella por una via

independiente de IFN-y, estimula el influjo de fagocitos al sitio de infeccion y
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participa en la activacion de los macréfagos (Zhan y col 1996).

IL-10, producida por linfocitos CD4" Th2, macréfagos activados y algunas
poblaciones de células B, inhibe la respuesta Thl, ya que disminuye la
capacidad de presentar antigenos de los macréfagos e inhibe la secrecion de
IFN-y, por lo tanto, aumenta la susceptibilidad a la infeccion por Brucella

(Fernandez y Baldwin 1995, Giambartolomei y col 2002).

5. ANTIGENOS DE BRUCELLA.

Desde un punto de vista antigénico en Brucella existen dos
componentes fundamentales: el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas (Hinsdill
y Berman 1967).

5.1. Lipopolisacéridos.

El LPS es diferente entre cepas rugosas o lisas de Brucella (Mandell
1995). Se ha descrito que el LPS de cepa lisa, que contiene polisacéarido O,
probablemente juega un rol importante en la sobrevivencia intracelular, en
comparacién con una cepa rugosa que no tiene o tiene muy poca cadena O
(Corbell 1997). La falta de una definicion genética sobre cepas rugosas
naturales, que son patogénicas para su hospedadores, como Brucellaovis y
Brucella canis, confunde tal interpretacion. Sin embargo, se ha descrito en B.
ovis y B. canis la presencia de LPS que es idéntico al encontrado en cepas
mutantes Ips de B. abortus, mutantes que no tienen cadena O, pero tienen
diferente capacidad de sobrevivencia dentro de los macrofagos (Allen y col
1998).

La cadena O del LPS es la estructura antigénica mas expuesta de esta
bacteria, un homopolimero de aproximadamente 100 residuos de 4-formamido-
4,6-didesoximanosa (Caroff y col 1984, Corbel 1997, Cloeckaert y col 2002),
componente inmunodominante en cepas lisas de B. abortus, provocando que
animales infectados produzcan anticuerpos especificos contra este antigeno.
Los anticuerpos producidos en ratones son principalmente de isotipos IgG2a e
IgG3, con baja produccién de IgM (Vemulapalli y col 2000a). Estos anticuerpos
representan un componente importante dentro de la inmunidad protectora
contra Brucella, complementando la respuesta inmune mediada por células
(Montaraz y col 1986).
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La avidez del LPS para unirse al receptor CD14 de los fagocitos
mononucleares se debe al lipido A; esta interaccion estimula en estas células la
produccion del TNF-a, interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6) e
interleuquina-8 (IL-8), los cuales son mediadores de la mayoria de los sintomas

de choque séptico (Aréstegui y col 2001).

El LPS de Brucella se diferencia en estructura quimica y actividad
biolégica al LPS de bacterias enteropatdbgenas comunes, ya que no esta
estabilizado por cationes divalentes; contiene una menor carga negativa y
menor cantidad de acido 2-ceto-3-deoxioctanoico que el LPS de otras
bacterias, disminuyendo asi su susceptibilidad a la accién de péptidos
catiénicos bactericidas (Folch y Ofate 1995). Las moléculas de manosa que
presenta el extremo terminal del LPS de Brucella (cepa lisa) favorecen la
adherencia a los fagocitos mononucleares del huésped, ya que éstos tienen los
receptores de manosa (Pontow y col 1992). Ademas de los fagocitos
mononucleares, las células de la placenta contienen gran cantidad de
receptores de manosa, lo que sumado al tropismo de estas bacterias por el
eritritol placentario de bovino, aumenta las probabilidades de abortos en estos
animales, debido a la presencia de la bacteria en ese tejido (Aréstegui y col
2001).

5.2. Proteinas.

En estudios sobre componentes estructurales proteicos de relevancia en
Brucella se han descrito proteinas de membrana externa, proteinas de

ubicacion citoplasmatica y proteinas de choque térmico.

Las proteinas de membrana externa han sido clasificadas en tres
grupos: el Grupo | se relaciona con la biosintesis de la propia envoltura celular
y tienen un peso molecular entre 88 a 94 kDa; el Grupo Il es equivalente a las
porinas de otras bacterias Gram negativas, como Omp 2, OmpC y OmpF y
tienen un peso molecular entre 35 a 40 kDa, finalmente, el Grupo Il con peso
molecular entre 25 a 30 kDa que interacciona fuertemente con el LPS
(Verstreate y col 1982, Santos y col 1984, Douglas y col 1984, Verstreate y
Winter 1984, Ficht y col 1989). Estos tres grupos de proteinas de membrana
externa son reconocidos por el sistema inmune durante el curso de la infeccion
(Bae 1999).
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Entre las proteinas citoplasmaticas de importancia destacan la proteina
superoxido dismutasa Cu/Zn (SOD) y la catalasa. La SOD Cu/Zn forma parte
del sistema de defensa antioxidante de Brucella, el cual protege a la bacteria
de los efectos téxicos de los intermediarios reactivos del oxigeno, ya que
transforma los radicales superoxido (O2) en perdxido de hidrégeno (H20,) y
oxigeno gaseoso (O;), contribuyendo a la sobrevivencia intracelular de Brucella
(Ko y Splitter 2003). La proteina SOD Cu/Zn pertenece a la familia de
metaloproteinas, clasificada en tres tipos (SOD Cu/Zn, SOD Mn y SOD Fe)
dependiendo del metal que se encuentre en el sitio activo. La enzima catalasa
ayuda a la proteina SOD Cu/Zn a detoxificar el ambiente bacteriano, actuando
sobre el peroxido de hidrégeno (H.O,) generado al interior del macrofago
después de la fagocitosis de la bacteria, transformandolo en agua y oxigeno
(Aréstegui y col 2001). La expresidon de estas enzimas favoreceria la

permanencia de Brucella en el interior del fagocito.

El rol de las proteinas de choque térmico en la patogénesis de Brucella
es incierto. Se ha observado que en bacterias intracelulares se expresan
niveles elevados de proteinas de choque térmico en el ambiente intracelular
(Roop Il 'y col 1994, Ko y Splitter 2003, Bae y col 2002). Entre estas se
encuentran GroEL (60 kDA), GroES (10 kDa) y HtrA (60 kDa). Las proteinas
GroEL y GroES son chaperonas relacionadas con el plegamiento correcto de
proteinas, mientras que HtrA (High temperature requirement A stress response
protein) es una proteasa que degrada proteinas dafiadas oxidativamente (Bae
y col 2002). HtrA protege a la bacteria intracelular del dafio oxidativo y
contribuye a la resistencia de Brucella a la destruccion por los fagocitos (Elzer y
col 1996). La enzima UvrA repara las lesiones del ADN después del dafio

oxidativo, como mecanismo de proteccion bacteriano (Oliveira y col 1996).

6. VACUNAS CONTRA BRUCELLA ABORTUS.

La prevencion de la diseminacion de la brucelosis se basa en la
administracion de vacunas adecuadas contra la infeccion por B. abortus. Con
este objetivo se han utilizado clasicamente cepas bacterianas atenuadas y
componentes antigénicos propios de la Brucella. La habilidad de un antigeno
especifico para inducir en forma preferencial una respuesta Thl es un aspecto

importante a considerar en el desarrollo de vacunas contra Brucella

17



abortus(Stevens y col 1994, Oliveira y col 1996).
6.1. VACUNAS ATENUADAS
6.1.1. Brucella abortus S19.

La cepa 19 de Brucella abortus es una cepa lisa que posee la cadena O
del LPS, por ello, en animales inmunizados con esta cepa se pueden observar
anticuerpos especificos contra este antigeno del tipo IgG1l, IgG2b e IgM
(Vemulapalli y col 2000a). El defecto genético que permite la atenuacion de
esta cepa aun no ha sido definido, pero hace que pierda un mecanismo de
virulencia esencial (Briones y col 2001). Su efectividad en el ganado bovino
depende de variables como la edad de vacunacion, dosis, ruta de
administracion y de la prevalencia de la brucelosis en el rebafio vacunado
(Schurig y col 2002). Los anticuerpos inducidos por la vacunacion con esta
cepa interfieren con el diagnéstico tradicional de bovinos infectados con cepas
silvestres de B. abortus, por lo que tiene un uso limitado en la vacunacion del
ganado; esta cepa puede también inducir aborto en hembras prefiadas y es
patdgena para la especie humana (WHO 1997, Oliveira y Splitter 1996, Olsen
2000).

6.1.2. Brucella abortus 45/20.

La cepa 45/20 es una cepa rugosa, fue desarrollada por 20 pasajes
repetidos de Brucella abortus 45 en cobayos (Corbeil y col 1988). A pesar de
gue no induce anticuerpos contra la cadena O del LPS e induce una proteccion
significativa contra la infecciéon por Brucella abortus (WHO 1997), no es muy
utilizada porque es inestable y puede revertir a su forma virulenta in vivo
(Corbeil y col 1988). La cepa 45/20 también ha sido utilizada en forma inactiva,
pero adicionada junto a un adyuvante oleoso, la que ha demostrado una
relativa efectividad, pero provoca una reaccion inflamatoria local en el sitio de la

inyeccion (McDonel 1990).
6.1.3. Brucella abortus RB51.

Brucella abortus RB51 es una cepa rugosa, resistente a rifampicina, que
ha sido derivada de la cepa virulenta Brucella abortus 2308 (Schurig y col 1991,
Schurig y col 2002). Esta cepa es utilizada desde 1996 contra la brucelosis

bovina en Estados Unidos y en otros paises, como Chile. Es administrada en
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dosis que fluctian entre 1x10™° y 4x10 UFC por mililitro (Unidades
Formadoras de Colonias) en bovinos no menores de 4 meses de edad (Olsen
2000, Vemulapalli y col 2000a). La proteccion que proporciona la vacunacion
con esta cepa se debe a la activacion de linfocitos T (Stevens y Olsen 1996,
Vemulapalli y col 20002, Olsen 2000). La vacunacion induce altos niveles de
IFN-y, lo cual es fundamental en las etapas primarias de la infeccion (Pasquali
y col 2001).

La inoculacion intraperitoneal de B. abortus RB51 en ratones resulta en
una colonizacion del bazo que desaparece luego de cuatro semanas
postinmunizacién (Schurig y col 1991). La vacunacion del ganado permite la
diferenciacion entre bovinos vacunados y aquellos infectados con cepas
silvestres debido a que no induce anticuerpos contra la cadena O del
lipopolisacéarido (Pasquali y col 2001). Sin embargo, se ha determinado que
puede causar placentitis, endometritis e infeccién fetal, en vaquillas adultas que
han sido vacunadas durante la prefiez (Lopetegui 1998, Van Metre y col 1999,
Olsen, 2000).

Basandose en reportes sobre la efectividad de la proteina SOD Cu/Zn de
B. abortus expresada en E. coli DH5a en proteger a ratones vacunados del
desafio con la cepa patogénica de B. abortus 2308 (Ofate y col 1999), Schurig
y col desarrollaron una nueva cepa de B. abortus RB51, que sobreexpresa la
proteina SOD Cu/Zn de Brucella (B. abortus RB51-SOD) (Vemulapalli y col
2002). La inmunidad protectora proporcionada por la cepa B. abortus RB51-
SOD contra Brucella es superior a la de B. abortus RB51, cepa parental, sin

alterar las caracteristicas de atenuacién de la vacuna (Vemulapalli y col 2000c).
6.2. Vacunas subcelulares.

Se han probado distintos antigenos de Brucella en su capacidad de
inducir respuesta inmune mediada por células. Estos antigenos forman parte
de la estructura de la bacteria, como la lipoproteina de 18 kDa presente en la
superficie de Brucella (Vemulapalli y col 2000b), la proteina periplasmica P39,
la proteina bacterioferritina (Al-Mariri y col 2001b) y la proteina ribosomal
L7/L12, que produce una proteccion equivalente a la alcanzada con la cepa 19
de B. abortus en ratones, con activacion de células T CD4" que secretan

niveles significativos de IFN-y (Oliveira y col 1994, Oliveira y col 2002, Ko y
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Splitter 2003). Las proteinas bacterioferritina y P39 no producen niveles
significativos de proteccion contra Brucella, aunque se utilicen adyuvantes
como CpG en su administracion (Al-Mariri y col 2001a). También se han
probado proteinas de choque térmico, como las proteinas UvrA, GroEL, GroES
y HtrA de B. abortus (Oliveira y col 1996), ya que se ha encontrado que éstas
son altamente inmunogénicas en el curso de la infeccion con Brucella,
estimulando tanto la inmunidad celular como la inmunidad humoral en el
huésped infectado (Roop Il y col 1994); sin embargo, no son capaces de
estimular una respuesta inmune protectora eficiente frente a la infeccion con
Brucella (Bae y col 2002).

A partir del extracto de proteinas totales de B. abortus RB51 se
purificaron dos proteinas: una de 22,9 y otra de 32,2 kDa, de las cuales sélo la
proteina de 22,9 kDa demostr6 ser capaz de otorgar cierto grado de proteccion
(Céspedes y col 2000). Los mejores resultados se han obtenido con la proteina
de 18,5 kDa, SOD Cu/Zn de B. abortus, que es capaz de inducir una respuesta
celular de tipo Thl, con induccién de la produccion de IFN-y e IL-2, pero no de
IL-4 (Ofate y Folch 1995) y ademas la capacidad de inducir una respuesta

inmune protectora (Ofate y col 1999).

7. NUEVAS TENDENCIAS EN LA GENERACION DE VACUNAS PARA
BRUCELLA.

En los ultimos afios han surgido dos nuevas estrategias de inmunizacién
altamente efectivas, basadas en la vacunacibn con moléculas de acidos
nucleicos, generandose la aparicion de las vacunas de tercera generacion, que
son las vacunas ADN y las ARN, aplicandose este tipo de estrategia para la

infeccion por Brucella.

7.1. Vacunas ADN.

|La incidencia de la brucelosis es muy alta en nuestro pais, donde no
s6lo hay un importante consumo de lacteos y carnes, sino que ademas la
produccion y elaboracion de estos productos es una de las principales
actividades econdmicas, convirtiendo a la brucelosisbrucelosis en una de las

enfermedades laborales mas importantes.
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En efecto, se estima que el 15% de los bovinos de nuestro pais se
encuentran infectados y que el nimero de personas que adquiere la infeccion
anualmente oscila entre 10.000 y 20.000. Se considera que
las pérdidas econdmicas relacionadas con la enfermedad superan los 300
millones de pesos anuales.Actualmente no existen vacunas eficaces

especificas (homdlogas) contra B. ovis.

La vacunacioén se realizaen cambio, con B. melitensis Rev. 1, una cepa
atenuada lisa, que confiere una eficaz proteccién cruzada contra B. ovis; sin
embargo ésta induce la formacion de anticuerpos anti polisacarido-O (OPS)
que afectan la especificidad del diagndstico seroldgico. En consecuencia, no se
puede distinguir facilmente entre un animal vacunado y uno infectado con

cepas salvajes de B. melitensis.

Otras desventajas del uso de esta cepa viva, es que no puede aplicarse

a hembras gestantes y que ademases patdgena para el hombre.

En la actualidad se presenta la necesidad de contar con nuevas vacunas
que sean seguras Y eficaces. En este sentido seria preferible utilizar vacunas a
subunidades, ya que las mismas no entrafian riesgo de infeccion y su
produccion es estandarizable. Todas las estrategias actuales se basan en
lograr una respuesta inmune protectora sin riesgos de enfermedad accidental o
interferencia en el diagnéstico. Es por esto que en nuestro laboratorio

trabajamos en el desarrollo de una vacuna a subunidad contra la brucelosis.

Actualmente se cuenta con una gran cantidad de nuevos sistemas de
inmunizacion que generan respuestasinmunes diferentes en cantidad y calidad
para los antigenos en estudio. El sistema de inmunizaciéncon ADN desnudo es
un nuevo método de generacién de respuesta inmune. A diferencia de las
inmunizaciones comunes, donde se inyecta el inmundgeno en el cuerpo del
vacunado, en este sistema el inmundgeno se expresa in vivo en el animal. En
vez de inyectar una proteina, o el patdbgeno atenuado, se nuestro laboratorio

desde hace unos afios empleamos este tipo de estrategia para evaluar la
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respuesta inmune contra diferentes antigenos de Brucella spp. en un modelo

experimental en ratones.

Es sabido que luego de la inmunizacion de un antigeno Unico es muy
poco factible obtener proteccion totalcontra un patégeno determinado. Si se
preparan vacunas que empleen mas de una proteina se aumentaria la
posibilidad de obtener la inmunidad deseada. Basandonos en los resultados
previos de nuestro laboratorio que indicaban que una lumazina sintetasa de
Brucella (BLS) y una proteina de la membrana externa (Omp31) eran antigenos
capaces de conferir proteccién parcial contra Brucella en ratones Balb/c,
decidimos estudiar la capacidad protectora de una proteina quimérica que
comprende la secuencia completa de BLS y un péptidoderivado de OMP31
(amonoacidos 48-74) que sabiamos era un epitope B y Thl inmunodominante.
Ademas, evaluar si la inmunizacion mixta con estas proteinas ejercia un efecto

aditivo en la proteccion.

En el presente trabajo, la quimera como vacuna a ADN ejerci6 los
mayores niveles de proteccién observados hasta la fecha para una vacuna a
subunidad contra la infeccion experimental con B. ovis. Mas aun, confiri6 mayor
proteccion que el control positivo (cepa atenuada Rev-1), la que contiene todos
los antigenos posibles. Por otro lado, la quimera como proteina recombinante
también puede ser un antigeno a tener en cuenta en el desarrollo de vacunas a
subunidades contra B. ovis, ya que indujo un nivel de proteccion elevado contra

esta especie, similar al obtenido por la vacuna control.

La proteccion obtenida contra B. ovis luego de la inmunizacion conjunta
de BLS y OMP31 (tanto comoproteinas recombinantes o como vacunas a ADN)
se asemejo a la conferida por una de las proteinas individuales (OMP31).
Ademas, no se observo ni aditividad ni sinergismo en esta respuesta,
independientemente del sistema de inmunizacion. B. melitensis es la especie
mas virulenta y con menor restriccion por el huésped del género Brucella. En el
presente trabajo se demuestra que la construccion quimérica como vacuna a

ADN también indujo muy buenos niveles de proteccién contra esta cepa,
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similares a los obtenidos con la bacteria entera control. Otra vez, adyuvante
indujo niveles de proteccion menores a los evocados con vacuna a ADN.

Finalmente, nuestros resultados muestran que el agregado del epitope
inmunodominante de OMP31 alextremo N-terminal de BLS mejora
significativamente su capacidad protectora y la convierte en un inmundégeno
potencialmente Gtil para el desarrollo de una vacuna acelular contra B. ovis y B.

melitensis.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo,
estamos actualmente evaluando larespuesta protectora de BLSOMP31 como
proteina recombinanteo como vacuna a ADN en grandes animales(ovejas) en
colaboracion con la Universidad de Veterinariade Tandil, para lograr el
desarrollo de unavacuna acelular contra la brucelosis que pueda ser
empleadaen nuestro pais sin los inconvenientes de las cepasatenuadas
actualmente en uso. Dado que no existeuna vacuna de uso humano contra la
brucelosis losresultados obtenidos en grandes animales permitiranen un futuro

incluir o descartar esta vacuna para unensayo clinico en humanos.

En resumen, este trabajo muestra la importancia deestudiar en forma
detallada todos los aspectos experimentalesde la utilizacion de vacunas a ADN
y proteinasrecombinantes de Brucella como antigenos e inmundégenos,con el
objetivo de desarrollar una vacunaacelular y estudiar los mecanismos
inmunolégicos implicadosen la proteccion. El material expuesto en esta nota
fue recopilado porAmalia Beatriz Dellamea, perteneciente al Centro

deDivulgacion Cientifica de la Facultad de Farmacia.
Bioquimica. Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (1): 83-8

La inmunizacién con vectores de expresion plasmidial se basa en la
expresion in vivo de algun antigeno seleccionado, que induciria una respuesta
inmune protectora, y tienen algunas de las ventajas que presenta el uso de los
patdgenos vivos o atenuados, pero sin el riesgo de la infeccién (Tang y col
1992). En principio, el método de vacunacion con acidos nucleicos se basa en
el uso de un plasmido bacteriano que tiene un promotor viral fuerte capaz de

expresarse en células eucariontes, un gen que codifica para un antigeno
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seleccionado y una secuencia de término de la transcripcion o poliadenilacion.
El plasmido se replica en una bacteria (E. coli), se purifica y luego se inyecta
por una via determinada en el huésped. Las células del huésped son capaces
de sintetizar, procesar y presentar el antigeno a los linfocitos, originando
eventualmente una respuesta de células T y B especificas para el antigeno
seleccionado. El plasmido es fabricado sin su origen de replicacion funcional en
células eucariontes, por lo tanto nunca se replica en una célula huésped de
mamifero, ni se integra al ADN cromosomal del hospedador (Donnelly y col
1997).
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Las vacunas actualmente en uso contra la brucelosis animal son del tipo
denominado vacunas atenuadas, que se obtienen a partir de bacterias que han
perdido parcialmente su virulencia como resultado de inoculaciones o siembras
repetidas en medios de cultivo, pero que conservan su capacidad antigénica,
es decir su potencial para despertar los sistemas de defensa. “Pero, resulta que
una de las desventajas de las vacunas actuales es que las bacterias enteras
atenuadas que se utilizan no son totalmente avirulentas; conservan su
capacidad de replicarse y, consecuentemente, pueden provocar la infeccion”
(Cassataro j. etal.,
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La estrategia utilizada por los investigadores argentinos fue trabajar con
proteinas recombinantes de Brucellaspp. Las proteinas recombinantes son
iguales a las proteinas que estdn normalmente en la bacteria agente de la
brucelosis, pero obtenidas en el laboratorio mediante técnicas de biologia
molecular. Consiste en un truco tecnologico por el cual los investigadores
transfieren un gen de la Brucella spp. a otra bacteria mas amigable y
suficientemente entrenada para trabajar en el laboratorio “en colaboracion” con

los investigadores.

vez que tiene inserto el gen “ajeno” comienza a producir la proteina de interés
como si se tratara de la otra bacteria, la Brucella spp. De este modo, los
cientificos obtienen la proteina que necesitan, la purifican y pueden efectuar los

ensayos de laboratorio.

e investigadores que obtuvo el Premio Margni 2005 probd en ratones
varias de esas proteinas, producidas mediante técnicas biomoleculares, y
encontré que los candidatos que ofrecian mayor proteccién a los animales del

estudio eran dos: las proteinas brucella lumazina sintetasa (BLS) y OMP31.

Asi fue que, basandose en la estructura de la BLS, le agregaron una
parte de la OMP31. “Por insercion de un péptido de la OMP31 en la estructura
de la BLS construimos una proteina que es quimérica entre las dos”, explicé

Giambartolomei.

‘Los niveles de proteccion que logramos con esta vacuna fueron
mayores contra B. ovis (brucelosis ovina) o similares contra B. melitensis
(brucelosis caprina y humana) que los que se obtienen con las cepas de

bacterias atenuadas utilizadas normalmente”,
Acta Bioguim Clin Latinoam 2006; 40 (1): 83-8.
7.1.1. Mecanismos celulares de captura de ADN.

Un paso crucial en el desarrollo de la terapia génica por medio de la

inyeccion de ADN desnudo, es la translocacion del ADN a través de la
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membrana plasmatica, esto es importante para determinar el mecanismo real
de captura de ADN desnudo por células en tejido animal (Satkauskas y col
2001). Estudios en el sitio de inyeccion con heparina, una molécula
policationica que inhibe la captacion de ADN, indican que la inhibicion es dosis
dependiente y compatible con la union al receptor o al sitio de union especifico,
asumiendo que el mecanismo de captacion de ADN plasmidial es la endocitosis
mediada por receptores (Satkauskas y col., 2001). Sin embargo, los ultimos
estudios en keratinocitos humanos muestran que el mecanismo de captacion
de ADN es a través de diferentes vias, principalmente por macropinocitosis, y
se han identificado las proteinas CD44 e ICAM-1 involucradas en la unién y el
trafico de ADN (Basner-Tschakarjan y col 2004).

7.1.2. Mecanismos celulares involucrados en la respuesta inmune

generada por lainmunizacién genética.

Algunas de las cualidades de las vacunas ADN son: expresar antigenos
de proteinas nativas in vivo para reconocimiento de células B y presentacion
por moléculas MHC clase | y Il para estimular células T ayudadoras, linfocitos T
citotoxicos. Asi, el modo preciso de estimulacién inmune de las vacunas ADN
se reduce a una combinacién de tres mecanismos por los que las proteinas
codificadas por el ADN plasmidial son presentadas y procesadas para generar
respuesta inmune: a) estimulacion directa por células sométicas (miocitos,
keratinocitos, o cualquier célula MHC clase Il negativa), b) transfeccion directa
de células presentadoras de antigeno (CPA) profesionales (Ej. células
dendriticas) y c¢) presentacion cruzada (crosspriming) en la cual el plasmido
ADN transfecta una célula somatica y/o CPA profesional y la proteina
secretada es tomada por otra célula CPA profesional y presentada a células T
(Donnelly y col 2000, Gurunathan y col 2000).

7.1.3. Vacunas ADN para B. abortus. Se ha demostrado que vacunas ADN que
contienen el gen para la proteina L7/L12 (Kurar y Splitter 1997) y lumazina
sintetasa (Velikovsky y col 2002) inducen un significativo nivel de proteccién
contra brucelosis en el modelo ratén. Por otro lado, ratones BALB/c vacunados
con un plasmido ADN que tiene el gen (sodC) que codifica para la proteina
SOD Cu/Zn de Brucellaabortus (pcDNA-SOD), desarrollan anticuerpos

especificos contra la proteina SOD recombinante (SODr), exhibiendo una
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dominancia de inmunoglobulinas de tipo lgG2a sobre IgG1, lo que induce una
respuesta proliferativa por parte de células T, con la produccién INF-y pero no
de IL-10 o IL-4, demostrando de esta forma que la inoculacion con pcDNASOD
induce los anticuerpos adecuados y una respuesta inmune celular de tipo Thi,
respuesta que es protectora frente al desafio con la cepa patégena de Brucella
(Ofiate y col 2003). Ademés, se ha demostrado en el modelo murino que la
inmunizacion intraesplénica con pcDNASOD induce una eficiente respuesta
inmune tipo Thl protectora y que la produccion de IFN-y es realizada por
células T CD4" y la induccién de actividad citotdxica, importante para la
eliminacion de bacterias facultativamente intracelulares como Brucella, es

realizada por las células T CD8+ (Mufioz y col 2004).

En bovinos, actualmente el Unico trabajo que ha estudiado la utilizacién
de una vacuna ADN para Brucella describe que la inmunizacién con es capaz
de estimular una respuesta inmune celular y una eficiente estimulacion de
células T citotoxicas, respuestas clave en la induccion de proteccion frente a
Brucella. Lo que ademdas destaca el trabajo, es la gran variabilidad de
respuesta observada en el ganado bovino, lo que podria atribuirse a la
constitucién genética de la especie bovina con la cual se trabajd, especies que
no son 100% genéticamente puras (Guzman y col 2004).

7.2. Vacunas ARN.

Ademas de los vectores plasmidiales existen otros vectores de
expresion como los basados en el virus Semliki Forest (SFV). Estos vectores
son particulas virales suicidas del virus Semliki Forest, cuyo genoma
corresponde a un ARN desnudo autorreplicable, cuya secuencia contiene
inserto el gen de interés que codifica para la proteina con capacidad inmune.
Experimentos previos han demostrado la alta eficiencia de estos sistemas de
expresion para expresar proteinas heterdlogas en células eucariotas, asi como
también la capacidad para conferir excelentes niveles de proteccion en
animales inmunizados con estos sistemas de expresion, superando incluso a

las vacunas ADN (Andersson y col 2001, Fleeton y col 1999).
7.2.1. Virus Semliki Forest.

El virus Semliki Forest es un Alfavirus que pertenece a la familia
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Togaviridae. Este virus se transmite principalmente a través de mosquitos y es
capaz de infectar al ser humano causandole fiebre, artritis y encefalitis (Willems
y col 1979.). El virus Semliki Forest es un virus ARN que puede infectar una
gran variedad de hospedadores y se replica de manera efectiva en células en
cultivo. Este virus se ha utilizado en el estudio de la biologia molecular de los
virus ARN y ademés se ha investigado su uso como instrumento en la
expresion de proteinas recombinantes (Olkkonen y col 1993, Lundstrom y col
1994).

7.2.2. Entrada del virus a la célula hospedadora.

El virus Semliki Forest entra a la célula hospedadora por endocitosis
mediada por receptores (probablemente antigenos de histocompatibilidad), que
fijan la particula viral a la membrana plasmatica (Helenius y col 1978); estos
receptores se concentran principalmente en invaginaciones de la membrana
plasmatica, recubiertas en su cara citosélica por una red de la proteina clatrina
(DeTulleo y Kirchhausen 1998). En el citoplasma, la vesicula endocitica se
fusiona con un endosoma, dentro del cual el pH es &cido, lo cual induce la
disociacion de la proteina estructural del virus E1E2, lo cual genera la
formacion del homotrimero E1E1E1, el que facilita la fusion de la membrana
viral con el endosoma, liberandose la nucleocapside al citoplasma de la célula.
Finalmente, las proteinas de la capside liberan el genoma viral, mediante una
reaccion gatillada por ribosomas que se unen a algunos aminoacidos de esta
proteina (residuos 94 al 106), los cuales estan directamente implicados en la
union de la capside con la molécula de ARN (Singh y Helenius 1992).

7.2.3. Elaboracién de particulas virales suicidas del virus Semliki Forest.

A partir del virus Semliki Forest, Smerdou y Liljestrom el afio 1999
elaboraron una particula viral recombinante que tiene la capacidad de infectar
una célula eucariota animal y liberar su genoma en su interior. Esta particula
viral contiene en su interior un segmento de ARN mensajero, el cual puede ser
traducido por la célula hospedera (Smerdou y Liljestrom 1999). Para la
construccion del virus se separ6 su genoma en tres plasmidos (pSFV4.2,
pSFV-Helper-Capsid y pSFVHelper- Spike), plasmidos que son transcritos in
vitro (transcrito ARNm), utilizandolos luego para transfectar una linea celular

eucariota, obteniendo de esta forma particulas virales que son empaquetadas y
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liberadas al medio de cultivo. Durante el proceso de elaboracion de las
particulas virales in vitro, solo el ARNm transcrito a partir del plasmido pSFV4.2
contiene la informacion necesaria para ser empaquetado al interior de la
particula viral, por ende, sOlo éste ARNm formara parte del genoma viral
(Smerdou y Liljestrom 1999). El plasmido que codifica este transcrito contiene
un gen que codifica para la replicasa viral y un sitio de multiclonaje, en el cual
se puede insertar un gen que codifique una proteina heteréloga (Frolov y col
1996). Estas caracteristicas le confieren una alta bioseguridad al sistema,
debido a que permiten elaborar particulas virales con un genoma incompleto, el
cual no puede replicarse (particulas virales suicidas), funcionando como un
simple pero eficiente vector de expresion de proteinas heterélogas (Smerdou y
Liljestrom 1999).

7.2.4. Vacunas ARN para B. abortus.

Se ha evaluado en un modelo murino la induccion de respuesta inmune
y proteccion, por un ARN recombinante que codifica la proteina SOD Cu/Zn de
B. abortus empaquetado en el interior de particulas suicidas del virus Semliki
Forest (VSF-SOD). Describiéndose que la inmunizacion con VSF-SOD estimula
preferentemente una respuesta inmune de tipo Thl, con la induccién de
proliferacion de linfocitos T antigeno especifica y activaciéon de células T
citotoxicas. Respuesta que fue protectora frente al desafio con una cepa
patégena, indicandose su potencial uso como vacuna para Brucella (Ofate y
col 2005).

CONCLUSIONES

1. Brucelosis es una zoonosis que no ha podido ser erradicada en la gran
mayoria de los paises, a pesar de la aplicacion de agresivos programas de

vacunacion con vacunas basadas en bacterias vivas atenuadas.

2. Debido al potencial epidémico de Brucella y la eficiencia de la infeccién por
aerosoles, este patégeno es considerado un agente potencial que puede ser
utilizado como arma bioldgica liberado en bombas o a la forma de aerosoles

Secos.

3. La citotoxicidad es crucial en la erradicacion de bacterias intracelulares.

Linfocitos T CD8" pueden actuar como células efectoras y eliminar células
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infectadas con Brucella directamente lisdndolas, por esto es fundamental
determinar la especificidad de clones de linfocitos TCD8 (tiles en la proteccion

frente a Brucella.

4. Algunas proteinas purificadas de Brucella ofrecen buenos niveles de
proteccion individualmente; posiblemente una vacuna compuesta por varias
subunidades de proteinas antigénicas de Brucella proporcionaria una

proteccién superior.

5. La reciente generacién de vacunas genéticas basadas en acidos nucleicos
ADN y ARN ofrecerian nuevas oportunidades de llegar a controlar las

infecciones intracelulares.
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